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El envejecimiento cutaneo es el conjunto de alteraciones fisiolégicas en la piel
unidas a los procesos de envejecimiento en general.

Es importante distinguir entre el propio envejecimiento cutaneo intrinseco o
fisioldgico, cuyos factores desencadenantes son: la determinacidn genética, las
alteraciones celulares, nucleares, mitocondriales, enzimaticas etc. y el extrinseco
o actinico determinado por factores nutricionales, hormonales (menopausia)
toxicos y climaticos (radiaciones UV). En ambos casos las consecuencias son las
mismas: alteraciones de las estructuras y de las funciones de la piel.

Las bases biolégicas del envejecimiento, son debidas por una parte a los
factores intrinsecos genéticos, en particular a los acidos nucleicos, es conocido
que la esperanza de vida varia segun la especie, aunque por otra parte,
intervienen los denominados errores moleculares en la transcripcion del DNA
afectando intensamente la sintesis de las proteinas. Los defectos de la reparaciéon

del DNA inducen a una pérdida de estructuras fisiologicas donde los errores



metabolicos participan de una manera especifica en la desviacion del programa
bioldgico.

La Teoria celular del envejecimiento cutdneo se basa en la constatacion «in
vitro» de Hayflick y Moorhead: Los fibroblastos embrionarios humanos tienen en
cultivo una vida limitada, ideas contrarias a las originales expuestas por Alexis
Carrel. EI modelo de fibroblastos humanos nos puede dar ciertas informaciones en
cuanto el envejecimiento, ya que dependiendo de la duracion del cultivo la
proliferacion celular disminuye, existen modificaciones en las matrices
extracelulares, en la forma celular y en su estructura (citoesqueleto rigido,
alteraciones en la reparacion del DNA y anomalias cromosomicas).

Recientemente los cultivos de queratinocitos han permitido estudiar las
modificaciones «in vitro», debido a factores de crecimiento en la piel procedente
de donadores diferentes (recién nacido, adulto joven, y anciano).

La hipotesis actual, en mucho de los casos controvertida, esta representada
por la teoria de los radicales libres: Los superdxidos lipidicos y los productos de
reduccion del oxigeno principalmente en el anién O-2. Estos peroxidos pueden
tener un origen enzimatico, o ser productos fisiolégicos del metabolismo celular o
enzimatico (influencia de las radiaciones UV). La acumulacién progresiva de estos
radicales, en parte debidos a un defecto antioxidante (superéxido-dismutasa) tiene
multiples consecuencias: alteraciones de los lipidos o de las proteinas, de
membranas (citoplasmaticas, liposomales, mitocondriales), afectacion de acidos
nucleicos, despolimerizacion de proteinas de la dermis, agregados y cross-links
moleculares.

Son conocidas las alteraciones que durante el periodo de vida se producen en
la piel y que intentamos resumir en esta breve introduccion:

-En el tejido epitelial, por la propia fisiologia intrinseca se produce una atrofia
epidérmica (sobre todo en el estrato de Malpigio), alteraciones de los corneocitos y
de los espacios intercelulares, ocasionando modificaciones en el relieve cutaneo.

-Por el envejecimiento cutaneo actinico o extrinseco, nos encontramos con
anisocitosis, alteraciones de las células basales y modificaciones en los estratos

mucosos Yy de la capa granulosa. Estos hechos han sido expuestos en evidencia



por medio del estudio de descamacion de los corneocitos «in vitro» y de la tasa del
indice de proliferacién de la epidermis.

Estos cambios en el tejido epitelial afectan directamente a las funciones
especificas de la epidermis: a) Alteraciones de su funcién de hidratacion; b)
funcién barrera; c¢) susceptibilidad a los fenémenos de irritacion y de
sensibilizacién; d) disminucién de la produccion de Vitamina D, en parte debido a
la disminucién del contenido epidérmico en 7-dihidrocolesterol.

En el sistema pigmentario durante el envejecimiento cutaneo se observa una
disminucion del numero de melanocitos con reduccion natural de los efectos de las
radiaciones UV, o una hiperpigmentacion debida en parte a las alteraciones
propias de los melanosomas

Las células de Langerhans, por el propio envejecimiento cutaneo intrinseco se
encuentran disminuidas encargandose el envejecimiento extrinseco de originar las
alteraciones adicionales, modificaciones en la expresion antigénica y en la
produccion de citoquinas (lI-1), hechos que influyen de manera muy importante en
los procesos de fotocarcinogénesis y en la propia inmunidad local de la piel.

La union dermo-epidérmica, estructura fundamental donde se establece el
didlogo entre epidermis y dermis, muestra durante la vida un progresivo
aplanamiento debido a la disminucion de su espesor lo que se traduce con el
aumento de la fragilidad cutanea.

Por la importancia que tiene el citoesqueleto dentro de la fisiologia normal de la
célula, nosotros en este trabajo hemos pretendido estudiar la proliferacion celular,
el citoesqueleto, la expresion de la fibronectina, y la desmoplaquina en cultivos de
queratinocitos humanos de diferentes edades y en sucesivos pasajes afiadiendo el
extracto de una planta medicinal aclimatada en Cuba y que se conoce en su uso
tradicional como yuquilla amarilla (Curcuma longa L.). Es interesante ver en los
resultados no solo la capacidad de estos extractos de exhibir su poder
antioxidante, sino su actividad antiinflamatoria en su uso en diferentes formas
farmacéuticas, como las cremas, capsulas y extractos en diferentes
menstruos...Hoy se sabe que la Curcuma longa L. del noroeste de Pinar del Rio,

posee un elevado potencial ORAC (Oxigen Radicals Activity Capacity), de esta



planta se ha aislado una flavoproteina(Tyrfostinas) con acciones
hepatoprotectoras (Anivirales) e hipolipermiantes (Colesterol y triglicéridos)
(Garcia Martin J).; ( Journal of Natural Products Feb. 2002).

Resultados
-Cultivos de queratinocitos.

-Tiempo de confluenciay nimero de pasajes.

\ Edad Cultivos No. Pasajes Signos de Dif.

\ Feto (4 semanas) 10 dias 4* A partir del 3er p.
Neonato(30 dias) 10 dias 4 * A partir 3er pasaje
4-9 afos 13 dias 3 A partir 3er pasaje
18-31 afios 17 dias 3 A partir 2do pasaje
45-60 afos 19 dias 2 A partir 2do pasaje
80 afios 21 dias 1 ** A partir 1ler pasaje

*p=0,05
**p=0,01
Discusion:
Morfologia

Los queratinocitos embrionarios, procedentes de recién nacidos de 30 dias y
los de edades comprendidas entre 4-9 afios, muestran una morfologia
practicamente idéntica. En cultivo primario estos queratinocitos forman colonias
grandes llegando a la confluencia manteniendo la morfologia intacta. Tras el
primer pasaje, llegan a la confluencia sin formar colonias y manteniendo su
morfologia poligonal inicial. En el tercer pasaje las células forman colonias en
cuyos centros observamos pequefias células poligonales de queratinocitos con
gran citoplasma y de distintos tamafios, caracteristico de células que inician su
diferenciacion. No obstante no aparecen signos de estratificacion. El nimero total
de pasajes en estos queratinocitos fue significativo (p=0,05)

Los queratinocitos procedentes de donantes entre 18 y 60 afios, muestran en
cultivos primarios pequefias colonias que confluyen manteniendo las células con

un aspecto homogéneo. A partir del segundo pasaje, las células ya no llegan a la



confluencia y solo podemos observar colonias centradas por queratinocitos de
gran tamafio rodeadas por células mas pequefas.

Los queratinocitos procedentes de donantes de 80 afios, presentaron en el
cultivo primario una morfologia diferente a los anteriores. Los queratinocitos no
mantenian una forma ni un tamafo similar, existen colonias en las cuales
observamos un crecimiento vertical es decir estratificacion y poco desplazamiento
lateral. Se llega a la confluencia con un cultivo de morfologia no homogénea.

Tras el primer pasaje, los queratinocitos forman colonias que no llegan a
confluir y que aumentan su crecimiento vertical observandose signos de
diferenciacion.

Fue altamente significativo (p= 0,01), el que en estos cultivos solo pudimos
realizar un pasaje.( Ver fotos de cultivos de celulas Fig 1,2,3. cultivos de
queratinocitos de piel de nifio, adulta su morfologia esta perdida---La figura 3)

despues de afadir el extracto de Curcuma longa L. recupera su morfologia).



Cultivo de
queratinocitos
procedente de piel de
nifio. Se observa la
forma poligonal y
regular de las células.

Cultivo de
queratinocitos
procedente de piel
adulta. Se pierde la
morfologia celular.

Cultivo anterior +
extracto de Curcuma
Longa.

Las células recuperan
su morfologia.

Citoesqueleto. Estudio



Edad Neonatos 60-70 afios 60-70 + CUrcuma

CP +++ + +++

Actina

uP +++ + +++

CP +++ ++ +++

Tubulina

UP ++ - ++

CP ++ ++ +++

Quer bas.

UP + ++ +

CP ++ ++ +++

Q.Total

UP ++ + +++

CP - +++ +

Quer-1-10

UP - ++ -

CP +++ ++ +++

Fibronectina

upP + - +

CP +++ + +++

Desmoplaqui

UP +++ - ++

BrdU 80% 20% 65%
Leyenda:

BrdU=Bromodeoxiuridina

+ = marcaje deébil

++= marcaje moderado

+++=marcaje intenso

CP= Cultivo primario

U.P= Ultimo pasaje

P*= 0,001

Los microfilamentos de actina estan presentes en todos los cultivos realizados,
si bien su expresion es menos intensa en los queratinocitos embrionarios y en los
adultos (mayores de 80 afios). El patrén de distribucién no fue exactamente igual

ya que en los queratinocitos embrionarios exhibian la actina con la morfologia



tipica de los filamentos de STRESS. Esta disposicidén de la actina fue constante y
de marcaje mas intenso en los queratinocitos hasta 31 afios, posteriormente los
queratinocitos mas adultos presentaban los microfilamentos justo debajo de la
membrana citoplasmatica perdiendo la estriacion tipica. Con el extracto de
Cuarcuma longa L existia una expresion practicamente igual a los neonatos.

Los microtubulos demostraron en los cultivos embrionarios y de adultos
jovenes un intenso marcaje de los mismos y fue tipico observar mdultiples
formaciones de husos mitéticos en las células a veces de manera anormal ya que
los husos se formaban por la unién de otras células. En los cultivos de adultos
observamos una disposicion correcta de los microtubulos acumulandose
especialmente debajo de la membrana citoplasmatica igual que los filamentos de
actina y encontrando pocas formaciones en huso que al afiadir Cdrcuma longa
volvian a aparecer.

La queratina de peso molecular 56,5 KD (Queratina basal, KL-1), solo estuvo
presente en los cultivos primarios y con moderada intensidad en los queratinocitos
embrionarios (Ver fotos de expresion de las queratinas en cultivo procedentes de
piel adulta y foto después de afiadir extracto de Curcuma longa L., estructura
normal de los tonos filamentosos) y procedentes de piel de nifio; ésta queratina

mostrd un patrén citoplasmatico compacto.



Expresion de las
gueratinas en
cultivos
procedentes de
piel adulta.

Expresion de las
queratinas

cuando se afiade
extracto de
Curcuma Longa.
Se observa una
estructura normal
de tonofilamentos.

En los ultimos pasajes no observamos la presencia de queratina basal en los
cultivos de queratinocitos adultos. Las queratinas totales siempre estuvieron
presentes tanto en los cultivos primarios como en los ultimos pasajes, el patron de
esta queratina no fue compacto, se distribuye de forma fibrilar por todo el
citoplasma de la célula estableciendo conexiones con los dermosomas.

La queratina 1-10 representante de los filamentos intermediarios diferenciados
fue totalmente negativa en los cultivos primarios procedentes de piel de fetos y de
nifio, no obstante en los Ultimos pasajes se evidencié una manera débil, mientras
gue en los adultos el marcaje de esta queratina fue muy intenso, mostrando largos
filamentos de disposicion paralela en el citoplasma.(Ver fotos expresién de una



queratina fetal en cultivos de piel adulta y expresion de la misma después de

afadir extracto de Cudrcuma longa)..

Expresién de una
querotina fetal en
cultivos de piel
adulta.

Expresion de la
misma querotina
cuando se anade

extracto de
Curcuma Longa.
J6tese el aumento
de expresion.

La fibronectina fue intensamente positiva en los cultivos primarios jovenes
formando paquetes de microfibrillas en la periferia del citoplasma, negativizandose
practicamente en los Ultimos pasajes y reapareciendo con el Extracto de Curcuma
longa .

Con el estudio de la desmoplaquina, pudimos observar solo un marcaje intenso
en los queratinocitos jovenes. Tras los sucesivos pasajes los queratinocitos

adultos mostraron solo un débil marcaje.



El estudio de la proliferacion mediante la incorporacion de la BrdU demostro
gue existe una diferencia significativa entre los cultivos de células embrionarias y
las de adultos de 80 afios, mientras que los demas mostraron cierta oscilacion no
siendo los estudios estadisticos significativos.

Los queratinocitos procedentes de donantes de 80 afios, presentaron en el
cultivo primario una morfologia distinta a los anteriores. Los queratinocitos no
mantenian una forma ni tamafio similar, existen colonias en las cuales
observamos un crecimiento vertical, es decir estratificacion y poco desplazamiento
lateral. Se llega a la confluencia con un cultivo de morfologia no homogénea. Tras
el primer pasaje, los queratinocitos forman colonias que no llegan a confluir y que
aumentan su crecimiento vertical observandose signos de diferenciacién. Fue
altamente significativo (p= 0,01), el que en estos cultivos solo pudimos realizar un
pasaje.

Tras afadir el extracto de Curcuma longa L. en cultivos de edades entre 60-80
afios nos encontramos con la morfologia en empedrado simulando los cultivos de
edades mas jovenes. (Ver fotos cultivos de fibroblastos fetales, de fibroblastos
adultos y después la de fibroblastos adultos después de afadir el extracto de

Cdarcuma longa L. se ve una reestructuracién celular).



Cultivo de
fibroblastas fetales.

Cultivo de

fibroblastas adultas. Se
observa una

falta de polaridad

y morfologia estrellada.

Cultivo de
fibroblastas adultas
+ extracto de
Curcuma Longa.
Se observa una
reestructuracion
celular.

Conclusiones:-

Cuando se afiade el extracto de Curcuma longa L a los cultivos observamos lo

siguiente:



-Existe una reestructuracion del citoesqueleto que se evidencia por la aparicion
de imagen en mosaico o empedrado de los queratinocitos procedentes de piel de
60 afios de edad cuando en realidad en nuestros controles esta morfologia solo
permanecia en cultivos hasta los 20 afios.

-En los cultivos de células procedentes de prepucio de 3 afios existia una
expresion intensa de las queratinas de proliferacion, este hecho desaparece a
medida que el cultivo procede de células adultas, al afiadir el extracto de Carcuma
longa la expresion de esta queratina reaparecia nuevamente en queratinocitos
adultos, igual que ocurria con el anticuerpo antipanqueratina y anti-tubulina.

Con el anticuerpo antitubulina aparecian las imagenes claras de huso

cromético que desaparecerdn con la edad.

1.- Reestructuracion celular: -Queratinas
-Morfologia
2.- Capacidad de reparacion: -Desmoplaquina

-Fibronectina

3.-Movilidad fisiol6gica normal -Tubulina

-Actina

La expresion de la desmoplaquina y la fibronectina fue muy fuerte cuando en
los cultivos procedentes de piel adulta se les aflade el extracto de Curcuma longa.
La actina presentaba la imagen tipica de filamentos de estrés en todos
nuestros cultivos de células adultas adicionados con extracto de Curcuma longa.
L.(Ver foto Expresion de Coldgeno y aumento de la expresion de colageno al

afiadir extracto de Cdrcuma longa L.)



Expresion de
Colageno en
cultivo de
fibroblastas
adultos.

Aumento de la
expresion de
Colageno al
afadir a los cultivos
extracto de
Curcuma Longa.
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