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Este articulo se comenzé a escribir en septiembre de 2009. En abril de ese mismo
afio habiamos comenzado a tratar, entre otros, a 3 nifios con dermatitis atdpica y
asma asociado a la alergia al olivo. A julio de 2010, y ya pasada la floracion del
olivar, ninguno de los nifios ha precisado del uso de mascarilla ni de tratamientos
para ataques de asma.

Sabemos de lo anecdético de los casos, pero nos va a permitir el inicio de un
estudio clinico destinado a analizar cientificamente estos hechos. Con ello quizéas
podamos probar la realidad de la Marcha Atdpica, que expondremos mas

adelante.



Resumen

Basados en los resultados clinicos obtenidos con una Formulacion (oral y topica) de
aceite de oliva en dermatitis atopica (DA) y psoriasis, mas aquellos referidos por nuevos
tratamientos (agonistas de PPARs) en estas enfermedades, los autores analizan la
funcién de la barrera epidérmica (BE). Aunque la filagrina resulta esencial en la
preservacion de la BE, diversas enzimas como 12R-LOX, entre otras, colaboran en la
activacion de la misma, bien directamente, bien a través de la generacion de metabolitos
lipidicos que activan receptores PPAR. Las proteinas fijadoras de &cidos grasos
(FABPs) transportan los lipidos a la membrana celular. Estos hechos sugieren que
existen varios mecanismos implicados en la patogenia de la DA y psoriasis, cuya
deteccion podria conducirnos a tratamientos personalizados, sobre todo en DA. Algunos
lipidos de la alimentacion podrian jugar un papel esencial, por via oral y/o topica, en

estos nuevos tratamientos.
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Abstract

Based on our own clinical results obtained with a master formulation (oral and topic) of
selected olive oils, together with the results published by others with other new
treatments (PPARs agonists) in atopic dermatitis (AD) and psoriasis, the authors update
on functionality of the epidermal barrier (EB). Even if filaggrin plays an essential role
in EB preservation, several enzymes as 12R-LOX, among others, collaborate directly
into filaggrin activation, or indirectly through the generation of intermediate lipid

metabolites that are able to activate PPARs. Fatty acid-binding proteins (FABPs) play



an essential role in lipid transport to cells. These features, much of them conserved
along the evolution of the species, suggest there are different mechanisms implied in the
pathophysiology of AD and psoriasis, and that their detection could allow to perform
better-personalized treatments in these illnesses. Some food lipids could play an

important role in these new oral and/or topic treatments.
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Introduccion

Durante mucho tiempo nos hemos preguntado por qué las alteraciones de una estructura
tan aparentemente simple como la barrera epidérmica (BE) —tan llena de células
“muertas” en su capa externa- podian dar lugar a patologias que, muchas veces,
excedian la expresion clinica local para hacerse sistémicas, como son los casos de
dermatitis atopica (DA) y psoriasis, entre otras ;O era al revés?: patologias
generalizadas con intensas manifestaciones cutaneas. En otras palabras mas a la moda
dermatoldgica, ;se producia la patogenia de algunas de estas enfermedades de fuera a
dentro o, mas bien, de dentro a fuera? La contestacion a esta pregunta no cabe duda que
tenia una clara intencion terapéutica: tratar de fuera a dentro o tratar de dentro a fuera’,
o0 ambas, afiadimos nosotros®.

Por otra parte, el excesivo miedo a las grasas, generado las mas de las veces por motivos
de salud cardiovascular, y otras muchas por cuestiones estéticas, conllevan hébitos
alimenticios que no son los adecuados para mantener el correcto nivel energético de un
ser que vive cada dia mas deprisa y expuesto a un mayor peligro medioambiental®®.
Ademés, el temor a la oxidacion —las mas de las veces no razonado- ha generado un
miedo escénico a la ingesta de grasas, sin darnos cuenta que algunos mecanismos
oxidativos son esenciales para la vida®'®. Como veremos aqui, la oxidacién biologica —
que no estrés oxidativo- estd determinada por su constante devenir en los mecanismos
evolutivos de las diferentes especies. Baste citar a modo de ejemplo, la reiterativa
presencia de los denominados factores nucleares PPARs (“peroxisome proliferator-
activated receptors”), y su activacion por acido oleico, en organismos anteriores a los
animales™. A ellos hemos dedicado recientemente una publicacion®, ya que constituyen
el principal motivo biologico que ha llevado a entender como la alimentacion,

fundamentalmente grasa, repercute en nuestro estado de salud, incluida la salud cuténea.



Y ya no cabe duda que los lipidos forman parte importante de la piel"****®, y que la
alimentacion repercute sobre el resultado estético y funcional de la misma®'®*®, Parece,
sin embargo, que tratar de comprender como lo hace es tarea ardua, ante la existencia de
los numerosos caminos fisioldgicos y patogénicos que intervienen®® desde el momento
de la ingesta de los diversos nutrientes hasta su disposicion final en las membranas
celulares y espacios intercelulares, incluidos los de la piel. En cualquier caso, algunos
indicadores mas asequibles en la clinica diaria que los que vamos a describir en este
trabajo, sefialan ya la activa conexion entre lipidos sanguineos procedentes de la
alimentacion y ciertas manifestaciones de la piel gobernadas por mecanismos
inmunologicos. Por ejemplo, niveles bajos de colesterol HDL (c-HDL) se asocian a una
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mayor sensibilizacion alérgica cutdnea”™ ", y se relacionan con riesgos elevados de

2223 Finalmente,

enfermedad cardiovascular (ECV) en algunos pacientes con psoriasis
no podemos dejar de advertir que, como algunos autores sefialan, el manejo terapéutico
de estos marcadores/indicadores debe de ser hecho con la extrema cautela que la ciencia
médica exige, con el fin de no abrir la Caja de Pandora®®, principio de todos los males.
Para ello, nada mejor que el conocimiento fisiopatologico de la enfermedad a tratar.
Observaciones terapéuticas preliminares

Durante la realizacion de un ensayo clinico en pacientes con Enfermedad Renal Cronica
(ERC)®, tuvimos la ocasion de observar como tras un corto periodo de ingesta de una
Formulacion Magistral de aceites de oliva virgen extra orgénicos (FMAO: 60 ml/dia x
30 dias) [“oHo”®™O, Bioaveda, Jaén], los enfermos —por tratarse de Jaén, habituales
consumidores de aceite de oliva convencional (AO)- mejoraban en su prurito asociado a

la ERC y en la estructura de su piel, paliando asi la xerosis que es descrita como tipica

en estos pacientes?’. Ademas, mas del 70% de estos pacientes —lo de riesgo mas alto de



ECV?- veian incrementadas significativamente sus cifras sanguineas de c-HDL,
mejorando al mismo tiempo la incorporacién de albimina®.

Esta observacion preliminar, junto al razonamiento patogénico descrito en otra parte®'?,
mas el que desarrollaremos aqui, nos condujo a la realizacién de un estudio piloto en
pacientes con DA severa (asociada a otros signos de atopia, y todos consumidores
habituales de AO)*?’, asi como al tratamiento de 5 casos de psoriasis cronica
recalcitrante?, cuyos resultados terapéuticos fueron comunicados en los recientes
congresos de la Academia Espafiola de Dermatologia y Venereologia (AEDV)
celebrado en Madrid (2009) y en el Congreso Europeo de la EADV de Berlin (2009).
Por otra parte, en un estudio retrospectivo, de caracteristicas clinicas similares al
nuestro, otros autores describen los efectos beneficiosos de la rosiglitazona —un
conocido antidiabético oral- en pacientes con DA?. Paraddjicamente, el mismo
producto parecié mostrar efectos beneficiosos en algunos casos de psoriasis®, si bien
estudios posteriores negaron estos hechos®’. Y asi, algunos otros hechos terapéuticos
anecdoticos -con otros productos en DA y psoriasis-, que iremos viendo a lo largo de
este estudio. Estas observaciones puntuales, al igual que las descritas por nosotros, ya
sugieren, sin embargo: a) que el uso sistémico y/o local de moduladores naturales y
sintéticos —otros que los clasicos inmunosupresores- pudiera ser importante a la hora de
tratar a este tipo de enfermos; b) que existen algunos mecanismos comunes en la
fisiopatologia de psoriasis y DA?*' que son aprovechados por estos nuevos
biomoduladores para ejercer sus probables acciones beneficiosas.

En la base patogénica de estas observaciones clinicas se hallan implicados multitud de
mecanismos enzimaticos e inmunoldgicos que, utilizando como substratos a diferentes
grasas y a sus correspondientes receptores endogenos, pueden ayudarnos a explicar el

por qué del posible éxito de estas nuevas aproximaciones terapéuticas®'?. Asi pues,



aparte de los resultados clinicos obtenidos, es nuestra intencion tratar de profundizar en
los mecanismos por los cuales esta peculiar FMAO, es capaz de modificar
positivamente algunos de los defectuosos mecanismos enzimaticos e inmunologicos que
operan en enfermedades tales como DA y psoriasis, entre otros procesos inmuno-
inflamatorios de la piel. Para ello, nada mejor que tratar de entender cuales son los
mecanismos que operan en el mantenimiento de sus condiciones fisiologicas, asi como
en determinadas enfermedades, como es el caso de la DA que aqui fundamentalmente
nos ocupa.

Dermatitis Atopica ¢ Enfermedad local o sistémica? El papel de la filagrina

En tanto que parece claro que algunas formas de psoriasis exhiben manifestaciones
definitivamente sistémicas (las conocidas artropatias psoriaticas y el riesgo de ECV?*%,
p.e.), las repercusiones sistémicas de la DA son poco conocidas. La DA es una
enfermedad alérgica/inflamatoria que afecta al 17% de los nifios en USA*. En
comparacion con el 4-8% de prevalencia de asma alérgico en la poblacion general, éste
se desarrolla en cerca del 70% de los pacientes con DA, por lo que este fendémeno ha
sido denominado como “marcha atépica” (MA)*. Ello ha llevado a proponer que el
bloqueo de la DA en etapas tempranas de la vida, podria ser esencial a la hora de
neutralizar este inexorable caminar patogénico’™, certificando —a su vez- que algunas
DA son enfermedades sistémicas y que, como tal, deben de ser tratadas.

La hipotesis mas aceptada para explicar este fenomeno de MA, describe que los
defectos primarios de la BE serian suficientes para causar la generacion/activacion de
células inmunoldgicas capaces de montar una respuesta inflamatoria alérgica en
cualquier superficie epitelial expuesta al mismo alergeno, explicando asi las
repercusiones sistémicas de la DA, Esta hipotesis se halla sostenida: a) por datos

epidemioldgicos, que indican que la DA es la primera manifestacion de la MA que



conduce al asma®’; b) por datos patogénicos, que muestran que la pérdida de algunas
proteinas especificas de la BE puede dar lugar a una atopia sistémica. De esta manera, la
filagrina (FLG), a la que dedicaremos especial atencion en este escrito, esta ausente de
la mucosa bronquial de pacientes con DA®. Igualmente, y a pesar de opiniones en
contra®, la mayoria de los autores coinciden en admitir que los pacientes con DA, que
exhiben mutaciones de la FLG que conllevan la pérdida de su funcién, tienen mas
incidencia de asma®"%.

Hoy se sabe que la FLG es un marcador de la diferenciacion definitiva de los
queratinocitos (QT), que resulta de un proceso proteolitico de la proFLG, en el que
intervienen fosfatasas, protesasas e inhibidores de proteasas, en un juego aun no
suficientemente dilucidado®. Una vez libre, la FLG madura agrega los filamentos de
queratina para formar macrofibrillas que entrecruzan los corneocitos, contribuyendo asi
a la integridad estructural de la envoltura cérnea. Ademas, los monémeros de FLG son
degradados in situ, dando lugar a aminoacidos libres altamente higroscopicos que, junto
a otros derivados de aminodacidos y sales especificas, constituyen el factor natural de
humidificacion responsable de la hidratacion del estrato corneo®’. En humanos se sabe
que el fallo en este proceso proteolitico de la FLG, provocado por mutaciones con
pérdida de funcién en los genes que la codifican, es causa de ictiosis, ademas de un
poderoso factor de predisposicion para el desarrollo de DA*2.

Una vez establecido que las mutaciones de la FLG son esenciales a la hora de
comprender la MA, otras dos hipdtesis se disputan -desde el punto de vista mecanistico-
la paternidad de este fenomeno. La primera sostiene que la sensibilizacion epicutanea
por alergenos, seria la responsable directa de la hiperreactividad respiratoria en ratones™
y en humanos®"® que presentan defectos funcionales de FLG. La segunda sitiia a los

alergenos como causa secundaria (desencadenante), en tanto que la produccion primaria



de linfopoyetina del estroma timico (LPET), por parte de la piel con DA, seria la
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responsable sistémica de la progresion a asma . [Estos aspectos inmunologicos han

sido analizados mas profundamente en otra partelz].

Una vez definido el caracter sistémico de la DA, las preguntas que surgen son: ;Como
se producen las alteraciones de la FLG, y en que porcentaje de pacientes con DA?
(Existen otros mecanismos que puedan explicar esta patologica situacion?

Barrera epidérmica, FLG y la via de las 3 enzimas: 12R-LOX, caspasa 14 y
matriptasa (MT-SP1)

Aunque recientemente se ha dado una gran importancia (que la tiene) a la FLG en los
mecanismos de estructuracion y preservacion de la BE, parece que solamente el 15-20%
de los pacientes con DA exhiben alteraciones (mutaciones con pérdida de la funciéon) en
los genes que la codifican®, lo que evidencia que deben de existir otros mecanismos
que permitan asegurar la integridad de la BE ante diferentes insultos patologicos, y
cuyas alteraciones pueden dar lugar también a DA en sujetos sin estas mutaciones de la
FLG. Con el fin de interpretar nosoldégicamente estos hechos, en la Fig. 1 se ha
representado un modelo esquematico de trabajo sobre los posibles factores que también
intervienen en el mantenimiento de la BE en condiciones fisioldgicas, lo que nos
permitird comprender mejor los trastornos patogénicos que suceden en algunas
enfermedades eczematoso-inflamatorias, fundamentalmente en DA.

Lipoxigenasas (LOX), 12R-LOX, FLG y lipidos de la dieta

Las LOX constituyen una familia heterogénea de enzimas (Tabla 1) que catalizan la
hidroperoxidacién selectiva de 4cidos grasos (AGs), fundamentalmente AGs
poliinsaturados (PUFA), ademas de ésteres lipidicos y complejos lipoprotéicos, como
son los casos de lipoproteinas y de algunas biomembranas®. Las LOX son enzimas

filogenéticamente ancestrales, ya que es posible encontrarlas en plantas tan remotas
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como el olivo (Olea europaea), en donde realizan funciones relacionadas con la
madurez y senescencia de las aceitunas®’ que hacen recordar en mucho a los procesos de
senescencia lipido-epidérmica que acontecen diariamente en la piel humana (Villarrubia
VG, Torres J; datos no publicados).

Dentro de la familia de LOX humanas, existen al menos tres que son especificas de la
epidermis y de otros tejidos epiteliales; son la 15-LOX-2, la 12R-LOX y la eLOX-3,
que juegan un papel esencial en la regulacion de la proliferacion y diferenciacion de los
QT*. De hecho, algunos estudios han demostrado que existen frecuentes mutaciones en
los genes que controlan a las dos ultimas, en pacientes con ictiosis congénita
autondmica recesiva®, lo que ya da idea de su importancia reguladora epidérmica. Mas
recientemente se ha descrito el papel fundamental de la 12R-LOX en los procesos de
adquisicion de la BE (Tabla 1), a través de sus interacciones con los metabolismos
lipidico y protéico®®. En este sentido, la 12R-LOX se localiza en la superficie de los QT
del estrato granuloso, lo que refuerza su papel en la diferenciacion epidérmica tardia,
que sera finalizada gracias a las acciones de la FLG. Ademas, la 12R-LOX parece
también encargada de mantener la integridad del contenido lipidico intra y extracelular
(Tabla 1), asi como su organizacion estructural en los estratos granuloso y corneo, en
particular el procesamiento de los lipidos intracelulares para su posterior extravasacion
al compartimento extracelular™.

El mecanismo intimo de estas acciones de la 12R-LOX sobre el metabolismo lipidico y
sobre la actividad de la FLG es parcialmente desconocido, si bien se piensa que su
funcién directa seria la de -actuando sobre substratos lipidicos- generar metabolitos

%051 Entre ellos destacan los

(Fig. 1) que actuarian como agonistas de algunos PPARs
acidos hidroxieicosatetranoicos (HETEs) y leucotrienos -ambos derivados del acido

araquidonico-, asi como metabolitos del acido linoleico, que actian como agonistas de

10
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PPARa, provocando la diferenciacién de los QT2 Como ya hemos descrito™?, los
PPARs regulan la diferenciacion terminal de los QT a través de la sintesis y

- - ;1 5354
procesamiento de diversos lipidos

, ademds de ser capaces de acelerar la
recuperacion de la BE tras ciertas alteraciones agudas de la misma™. Estos hechos
explicarian el por qué de la positiva actividad de agentes bloqueadores de LOX en
ciertas patologias hiperproliferativas (Tabla 1), asi como en algunos tipos de cancer y
psoriasis, entre otras patologias™.

Finalmente hay que destacar, que no solamente los PPAR-a son los responsables de
este fenomeno de diferenciacion de los QT, sino que —en un intento filogenético de
mantener indemne esta via (de ahi su importancia bioldgica)- los PPAR-y actuan de la
misma manera, como asi lo demuestra la mejoria de la psoriasis humana provocada por
ciertos agonistas de estos receptores®’. La activacion endogena de los PPAR-y es
provocada por acidos grasos oxidados del tipo hidroxioctadecadienoico (13-HODE y 9-
HODE)> y por la prostaglandina 15d-PGJ2°®. [Recordemos aqui, para no dar lugar a
confusién sobre probables efectos secundarios ligados con la ECV, que las formas
HODE de 4cidos grasos oxidados son menos biorreactivas que las formas
hidroperoxidadas de los mismos (HPODE), estando estas ultimas claramente inmersas
en la patogenia aterogénica, debido a su presencia en el LDL oxidado].

En resumen (Tabla 1), las acciones de las LOX se traducen por la generacion de
metabolitos de los acidos araquiddnico y linoleico (ambos contenidos en el AO, aunque
en diferentes concentraciones®), que son capaces de activar diversos receptores PPAR
para provocar fendmenos de diferenciacion de los QT. La pregunta que surge, de
acuerdo a lo expuesto en la Fig. 1, es: ;como se traduce este mecanismo en la

generacion de FLG? En este sentido, los estudios en ratones deficientes en 12R-LOX

demuestran que la FLG se halla severamente afectada por esta situacion, en tanto que
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otros marcadores de proliferacién y diferenciacion de los QT no lo estan, en parte
debido a la temprana muerte de los animales por deshidratacion severa; por ello, los
autores sugieren que la deficiencia en 12R-LOX conlleva alteraciones en el
procesamiento proteolitico de la proFLG*>*.

Asi pues, las LOX humanas, fundamentalmente la 12R-LOX, proporcionan un
mecanismo —filogenéticamente muy antiguo- de preservacion de la estructura cutanea,
en el que todo induce a pensar que la 12R-LOX, u otras LOX epidérmicas, realizan sus
acciones sobre la FLG a través de la activacion previa de PPARs por los metabolitos
grasos por ellas generados (Fig. 3). Como ya hemos resefiado, los constituyentes
lipidicos —mayoritariamente adquiridos con la alimentacion-, tales como AGs, colesterol
y ceramidas, juegan un papel preponderante en el mantenimiento y funcionalidad de la
BE"™. Teniendo en cuenta que los lipidos de la dieta, bien como AGs libres o
asociados a las membranas celulares, constituyen el sustrato principal para las acciones
de las LOX, es posible sugerir que cumplen las siguientes funciones (Fig. 3): 1%)
algunos AGs se comportan como potentes agonistas directos de PPARs (ver segunda
parte del escrito); 2%) los lipidos de la dieta constituyen el aporte para la recomposicion
directa de las capas lipidicas de la epidermis; y, 3%) estos lipidos son el substrato para las
acciones de 12R-LOX que, como se ha visto, resulta en la generacion de derivados
grasos capaces de activar PPARs, con la activacion subsiguiente de los mecanismos
proteoliticos que conducen a la formacion de FLG.

La siguiente pregunta que surge es: ;jbasta este Unico proceso para mantener la
integridad de la BE ante tantos y reticentes insultos exdgenos y enddgenos a los que la
piel se enfrenta cada dia?; 0, en otras palabras, ;es posible que un Gnico mecanismo sea
capaz de enfrentarse a las conocidas acciones apoptdticas de la radiacion UV? 0 a las

menos conocidas —pero no por ello menos importantes- de ciertos contaminantes
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ambientales®”. En esta direccién, algunos de los experimentos citados, en ratones
deficientes en LOXs, demuestran claramente que no basta la eliminacion experimental
de uno de los genes inmersos en los mecanismos endogenos de regulacion epidérmica
para impedir los mecanismos de diferenciacion de los QT*, lo que sugiere que la
evolucion ha dispuesto de otros mecanismos (mas recientes) con el fin de asegurar la
integridad cutanea; algunos con definitiva actividad anti-apoptoética.

Caspasa-14 y proFLG

La caspasa-14 es una proteinasa que, al contrario que las demas ubicuas caspasas (Tabla
2): a) se halla solo presente en mamiferos terrestres™; b) se localiza inicamente en los
epitelios corneos, fundamentalmente en la piel y corptsculos de Hassall del timo™®*’; y,
¢) participa directamente en la formacion de la BE>. En la piel, la caspasa-14 se detecta
solamente en las capas diferenciadas y cornificadas de la epidermis y en los foliculos
pilosos®”*®, lo que esta de acuerdo con que esta enzima se expresa solamente en tejidos

. - . 57,60
diferenciados, pero no en QT proliferantes

. En el estrato granular la caspasa-14 se
halla asociada al ntcleo, a los granulos de queratohialina y a los desmosomas, mientras
que en los corneocitos se sittia en los corneodesmosomas y en los restos nucleares, lo
que sugiere su importante (pero no exclusivo) papel en la degradacion nuclear durante
la cornificacién®. El aspecto mas interesante para el motivo de este estudio, es que la
proFLG es substrato directo para la caspasa-14°%, lo que ya implica, junto a la 12R-LOX
descrita, a una segunda enzima capaz de asegurar el mantenimiento de la BE (Fig. 3).

Desde el punto de vista filogenético (Tabla 2), parece claro que existe una especial
preocupacion bioldgica por mantener integra la estructura cutdnea durante la evolucion,
lo que sin duda concede a la piel un estatus prioritario en los mecanismos de

conservacion de las especies. En este mantenimiento, la adquisicion de nuevos

mecanismos que aseguren la integridad cutanea es fundamental, siendo la caspasa-14
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uno de los motivos mas recientemente adquiridos en este devenir. De hecho, la ausencia

de caspasa-14 en pajaros y reptiles asi lo demuestra®®

, en tanto que su aparicion en los
mamiferos terrestres parece ser la responsable de la estructura suave y blanda de nuestra
epidermis, que contrasta con la rigida, rugosa y escamosa de aquellos. Aun mas, el
hecho de que la caspasa-14 murina se comporte, al igual que otras caspasas, como
inflamatoria y pro-apoptotica, en tanto que la humana no, ya sugiere la existencia de un
curso de especializacion evolutiva destinado a evitar el dafio epidérmico en humanos.

La pregunta que nos hacemos es si la activacion de la caspasa-14 es espontanea frente al
insulto o resulta como consecuencia de la activacion primaria de mecanismos mas
antiguos, como seria el caso de la 12R-LOX (Fig. 3) o ambos. En esta aclaracion de los
hechos, los estudios terapéuticos de la DA iniciados por nuestro grupo podrian jugar un

papel definitivo, si bien hoy sabemos que la vitamina D en lesiones psoriticas® %

y el
polifenol del té verde (-)-epigallocatechin-3-gallate (EGCG)®, también contenido —
entre otros polifenoles- en algunos aceites de oliva, son capaces de aumentar la
expresion de caspasa-14 en los QT. Por el contrario, los retinoides, que suprimen la
diferenciacion de estas células, inhiben la expresion de caspasa-14°"%%. Los efectos de
otros factores y/o citocinas efectos se hallan descritos en la Tabla 2.

Desde el punto de vista fisiologico, se desconoce cuales son las proteasas naturales
activadoras de la caspasa-14; sin embargo, dos observaciones parecen claras®: 1°) la
caspasa-14 no es activada por otras caspasas, lo que diferencia a ésta de las demas
caspasas inflamatorias y apoptoticas, impidiendo asi unos posibles efectos perniciosos
sobre la piel. De hecho (Tabla 2), la caspasa-14 no puede activar las citocinas
proinflamatorias interleucina-1beta (IL-IB)64 ni IL-18%, como tampoco participa en

57,58,
; 2°

procesos de apoptosis ) aunque se desconoce la capa epidérmica en la cual la

caspasa-14 es activada, se supone que €sta tiene lugar en la interfase entre los estratos
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granuloso y corneo, justo en la zona en donde se sitiian las bandas de lipidos que sirven
de substrato a la 12R-LOX. Desde nuestro punto de vista, esta disposicion de ambas
enzimas en el mismo estrato, sugiere una colaboracion intima entre ambas durante los
fenomenos de transformacion de la proFLG en FLG (Fig. 3); de hecho, como se ha
sefialado, la proFLG es una diana importante para las acciones de la caspasa-14>%,

El papel crucial de la caspasa-14 en la preservacion de la BE, viene también definido
por su presencia en los corpusculos de Hassall del timo, que son también estructuras
cornificadas que expresan, al igual que en la epidermis, marcadores de diferenciacion
tardia como proFLG y loricrina®. En esta extraordinaria relacién anatomica entre piel y
timo, que certifica la existencia de un eje dermo-inmunolégico con un origen
embriolégico comun, ya hemos adelantado que una hormona timica, la LPET —
producida en la BE dafiada-, aparece como la responsable de la progresion sistémica de
la DA hacia asma®"*®,

Ademas de su participacion en la preservacion de la pérdida de agua (Tabla 2), la
caspasa-14 ejerce acciones protectoras frente al dafio inducido por la radiacion UVB®,
De esta manera, los ratones deficientes en caspasa-14 exhiben una capacidad reducida
del estrato corneo para filtrar esta radiacion, que se manifiesta por la aparicion de
niveles anormalmente altos de dimeros de ciclobutano pirimidina inmediatamente tras la
irradiacion. Curiosamente, la aplicacion topica de EGCG, un inductor de caspasa-14,
muestra claras acciones fotoprotectora567.

De especial interés en este estudio resultan las acciones del aceite de oliva (AQO) sobre
este fenomeno. Asi, la aplicacion previa a la radiacion UVB de un AO virgen extra
sobre la piel no parece proteger del dafio fotoinducido, en tanto que su aplicacion
inmediata tras la radiacion ejerce definitivos efectos terapéuticos, que se manifiestan por

reducciones significativas en el nimero de tumores experimentales y en la expresion del
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dafio del ADN, traducido por el incremento en 8-hydroxy-2’-deoxiguanosine (8-
OHdG), pero sin cambios en los niveles de dimeros de ciclobutano pirimidina o
fotoproductos 6-4%%. Estos efectos han sido relacionados con las actividades
antioxidantes desplegadas por algunos AO virgen extra, pero no por el AO normal®, lo
que ya implica la existencia de diferencias, a veces profundas70, en el comportamiento
saludable de los diversos AO existentes. Los efectos de los diferentes AO sobre la via
de la caspasa-14 estan aun por determinar.

71,72
)

Finalmente, se ha visto entre otras acciones (Tabla 2, refs. que la caspasa-14 se

halla muy disminuida en las lesiones psoridticas, pero no en las zonas sanas > %",
como la aplicacion de un andlogo de la vitamina D3 da lugar a la expresion de caspasa-
14, que coincide con la mejoria de las lesiones®. Igualmente, la aplicacion topica de
EGCG provoca la expresion de caspasa-14 y la subsiguiente mejoria de las lesiones en
un modelo experimental de psoriasis en ratones®. Por todo lo expuesto, la caspasa-14 se
halla en el punto de mira de algunos nuevos procedimientos terapéuticos para algunas
enfermedades de la piel, sin que por el momento descartemos que las acciones por
nosotros observadas con la FMAO en DA (Fig. 1) y psoriasis (Fig. 2) se deban a este
mecanismo, entre otros.

Matriptasa (MT-SP1) y FLG

En un camino evolutivo intermedio entre las enzimas descritas se halla la MT-SP1
(Tabla 3); asi, es posible detectar su presencia en la mayoria de los vertebrados,
incluidos peces y aves'®. La MT-SP1 pertenece a la emergente familia de las serina
proteasas tipo II de transmembrana que han sido implicadas en el desarrollo de muchos
tumores, fundamentalmente epidérmicos™’, si bien contribuye a mantener

fisiol6gicamente la BE, como veremos. Los mecanismos especificos que conducen a su

activacion (Tabla 3 y Fig. 3) son parcialmente desconocidos, aunque se sabe que ciertos
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lipidos séricos, como la esfingosina-1-fosfato, son capaces de provocar su translocacion
a la superficie celular’®. Curiosamente, este mecanismo de activacion depende de la
interaccion fisica con su inhibidor natural, HAI-1 (“hepatocyte growth factor activator
inhibitor 17)"".

Aunque todavia no se han podido detectar mutaciones espontaneas de la MT-SP1 en
humanos, los estudios en ratones manipuladamente deficientes demuestran su
participacion en multitud de procesos fisioldgicos (Tabla 3), tales como funcionalidad
de la BE y el desarrollo del foliculo piloso, asi como su participacion en la

1’87 Estas

funcionalidad timica y en los procesos de carcinogénesis de la pie
observaciones demuestran también que los ratones deficientes en MT-SP1 mueren antes
de las 48 horas del nacimiento, como consecuencia de una deshidratacion fatal, lo que
sugiere que esta proteasa de membrana juega un papel crucial en el mantenimiento de la
matriz lipidica del estrato coérneo y en la conservacion de la envoltura cornificada de los
corneocitos, impidiendo asi la pérdida de agua (Tabla 3). De manera interesante, estos
defectos se deben a que el proceso de proteolisis de la proFLG en FLG se halla
completamente anulado en estos animales®®®, lo que sugiere su participacion en los
mecanismos de formacion de la misma (Fig. 3). Esta situacién no es de extrafiar si se
tiene en cuenta que la MT/SP1 se localiza justo al lado de los granulos que contienen
proFLG -tanto en la epidermis como en el epitelio timico-, en los QT que se hallan
experimentando su diferenciaciéon terminal”. Igualmente, los ratones deficientes en el
gen que controla la MT-SP1 exhiben ictiosis, infiltrado dérmico de linfocitos TCD4+,
ademas de un intrigante cambio en la composiciéon de la flora cutdnea (Tabla 3),
caracterizado por la pérdida de Pseudomonas y el incremento de la colonizacion por

corinebacterias y estreptococos®’. Todo ello traduce la importancia de la expresion

genética en la diferente resistencia anti-infecciosa de la piel. Finalmente, la pérdida de
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la supresion enddgena de la MT-SP1, por mutaciones que afectan al gen que codifica su
supresor natural HAI-1, se asocia a la presencia de ictiosis y letalidad prematura, lo que
indica el papel de HAI-1 en el desarrollo postnatal de los epitelios® (Tabla 3).

Asi pues, nos encontramos ya ante el tercer mecanismo (Fig. 3) que asegura la
estructura y funcionalidad epidérmica por causa de su actuacion sobre la transicion
proFLG a FLG, constituyendo asi otro punto de mira mas para el desarrollo de nuevas
oportunidades terapéuticas para la piel. Sin embargo, y dado el papel de los lipidos
como substratos de las actividades enzimaticas citadas, la pregunta que surge es: ;como
alcanzan los lipidos las membranas celulares? Es aqui en donde, dejando aparte el papel
estrella del acido oleico, las proteinas fijadoras de 4cidos grasos (FABPs: “fatty acid-
binding proteins”) juegan un papel crucial. [El 4cido oleico, constituyente primordial de
las membranas celulares, asume su papel estrella penetrando directamente en las
membranas mediante rapidos mecanismos denominados de “flip-flop®*%]

La conexion inmunidad y PPARs. El papel de la proteina epidérmica fijadora de
acidos grasos (E-FABP)

Aunque se sabia que los lipidos jugaban un importante papel en la fisiologia celular, su
transporte y almacenamiento representaba un desafio especial para las células, debido a
su naturaleza hidrofobica. Este hecho fue evolutivamente obviado mediante la puesta en
escena de proteinas capaces de captar, transportar y depositar los lipidos en las células,
proceso que es llevado a cabo por las FABPs.

Las FABPs (“fatty acid-binding proteins”) son una familia de proteinas con funciones
especificas de tejido, que se han conservado a lo largo de la evolucién inter-especies,
tanto en vertebrados como en invertebrados®>®®. La mision de las FABP es captar AGs

de cadena larga (palmitico, oleico, araquidonico, PUFA, etc) para su posterior

transporte a los PPAR-a (fundamentalmente) (Fig. 3), provocando asi su activacion y la
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trascripcion de proteinas enroladas en los metabolismos lipidico y glucidico® 98788,

Este mecanismo es similar al que acontece con el AR, que es captado por la CRABP-2
(“cellular retinoic acid binding protein-2”") para su posterior trascripcion nuclear via
receptores PPARs®. Las FABP se expresan solamente en tejidos diferenciados, en
donde contribuyen al almacenamiento de los AGs y a su metabolismo para la posterior
produccion energética, en tanto que la CRABP-2 se halla presente tanto en tejidos en
desarrollo como en diferenciados, participando asi en los procesos de morfogénesis y
diferenciacion celular®. El efecto almacenador de AGs ya sugiere su implicacion en el
establecimiento de la capa lipidica en la BE, como veremos mas abajo (Fig. 3).

De todas las FABPs, las denominadas intestinal (I-FABP) y cutanea o epidérmica (E-
FABP) han sido recientemente implicadas en muchos e importantes procesos
bioldgicos, algunos de los cuales se resumen en la Tabla 4°>%. En lo que concierne a la
I-FABP, sus funciones son las de facilitar la oxidacion mitocondrial de los AGs y
disminuir la incorporacion celular del colesterol, via la activacion de PPAR-o y PPAR-
ygo. Es interesante destacar que la lactancia en ratas provoca aumentos de la presencia
de PPAR-a -pero no delta- , de la proteina hepatica (L-FABP) y de la proteina celular II
fijadora de retinol (CRBPII) en el yeyuno de los animales, facilitando ademas la
absorcion de vitamina A. Estos mismos efectos son reproducidos por la ingesta de acido
oleico tras el destete de los animales asi alimentados, afectando con mas intensidad a L-
FABP y a CRBPII, por lo que se ha sugerido el importante papel de los AGs de la leche
materna (esencialmente 4cido oleico) en la mejor maduracion intestinal®®. Pero,
igualmente, la alimentacidon grasa en la edad adulta es también capaz de inducir la
expresion de L-FABP y de I-FABP, facilitando asi la absorcion de los AGs desde el

lumen intestinal a los enterocitos %1%,
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La E-FABP [también conocida como cutdnea (C-FABP), FABP asociada a la psoriasis,
FABP de los QT, DA11 o mal1]*%**% se halla constitutivamente en la piel de la mayoria
de los vertebrados'®, en donde contribuye al mantenimiento de la BE via su
participacion en la sintesis de lipidos epidérmicos, impidiendo asi la pérdida de agua®.
[Curiosamente, este mecanismo es andlogo al que acontece en la produccion de
surfactante (proteo-lipidico) en el interior de los alvéolos pulmonares®]. Al contrario
que otras FABP, la E-FABP contiene un gran numero de residuos de cisteina, lo que
sugiere su funcion como antioxidante cutanea a través de la eliminacion de lipidos
peroxidados™ (Fig. 3).

En el caso de las posibles repercusiones epidérmicas de la E-FABP, parece claro que la
rosiglitazona [conocido antidiabético que muestra resultados positivos en DAZ]
aumenta su presencia en el plasma de los animales tratados®. Dado que el aumento de
E-FABP, que muestra un alto grado de homologia con la adipocitaria (A-FABP), se
halla asociado al incremento del riesgo cardio-metabolico, su elevacion —junto con otros
factores de riesgo- podria contribuir al desarrollo de Sindrome Metabolico y
aterosclerosis de la cardtida en humanos, independientemente de la A-FABP®.
Curiosamente, la E-FABP se halla elevada en el estrato corneo de las lesiones de DA y
correlaciona con la severidad de las mismas®, situacion que se contradice con los
efectos positivos mostrados por rosiglitazona en pacientes con DA

En lo que se refiere a aspectos meramente inmunolédgicos, la E-FABP ejerce definitivos
efectos moduladores sobre los mecanismos de inmunidad innata, a través de la
inhibicion de la produccion de IL-12 por parte de células dendriticas® y de la
modulacion de TNF-a inducida por LPS en mastocitos®. Por el contrario, la FABP4

(aP2) de macréfagos potencia la expresion de IL-12 y TNF-a por parte de las células

dendriticas'®, lo que claramente establece la diferente funcionalidad de estas proteinas,
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que parece depender de su distinta localizacion tisular, de su diferente regulacién por
PPARs y, por ende, de los diferentes ligandos grasos por ellas captados. En este sentido,
es claro que la L-FABP vy los 4cidos oleico y caprilico activan PPAR-0.*°, en tanto que
la FABPS es regulada por agonistas de PPAR-y y LDL oxidado, lo que explica su
presencia en las células “foam” de las lesiones aterosclerdticas™. Curiosamente,
algunas FABPs —como es el caso de las dos citadas- se solapan en sus actividades en un
intento de compensacion funcional. De esta manera, en los ratones deficientes en
FABPS5 se produce la sobre-expresion de E-FABP en el tejido adiposo, que parece
destinada a mitigar el fenotipo metabdlico de estos animales™'?, y asi, los ratones con
FABPS5 pero deficientes en E-FABP exhiben un fenotipo metabélico de alto riesgo™.
Conclusiones

Es evidente que el juego de preservacion de la BE no parece limitarse a las tres enzimas
aqui analizadas, y que otras que estdn actualmente siendo investigadas participan
también de este juego regulador (Fig. 4). De este modo, la bleomicina hidrolasa
colabora, junto con la calpaina I, en la fragmentacion de la FLG para generar factores
terminales de humidificacién™?. De igual manera, la proteina antiapoptotica Mcl-1
(proteina 1 de células mieloides) promueve la induccion de marcadores de
diferenciacion de los QT, al mismo tiempo que inhibe su apoptosis prematura en los
estratos espinoso y granular, facilitando asi la cornificacion™. Curiosamente, la Mcl-1
es regulada por el conocido gen supresor (promotor de la apoptosis) p53™*, lo que
parece implicar a este gen en los mecanismos de supervivencia de la BE en condiciones
fisiologicas, ademas de sus conocidas acciones pro-apoptoticas tras el dano del ADN
provocado por la radiacion UV. Y, como éstos, nuevos marcadores que iran

progresivamente apareciendo en el curso de afios venideros, ademas de la ya probada
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existencia de otros mecanismos de enorme interés, que escapan al disefio de este
escrito’’.

Pero en cualquier caso, las alteraciones de la BE parecen deberse a dos hechos
intrinsecamente relacionados con la funcion de la FLG (Fig. 4): a) trastornos directos en
su actividad, por mutaciones genéticas con pérdida de funcidn; b) trastornos indirectos
en su funcionalidad, provocados por alteraciones previas de algunos de los mecanismos
enzimaticos responsables de su activacion. Dado que las alteraciones genéticas de la
FLG acontecen en solamente el 15 a 20% de los casos de DA*, es de suponer que el
resto se deben bien a alteraciones genéticas con pérdida de funcion de algunas de las
enzimas aqui descritas (Fig. 4), bien a otros fenomenos patoldgicos que sobrepasan la
actuacion de estas enzimas, imponiendo un estado patologico. Entre estos ultimos, no
cabe duda que la tremenda desregulacion inmunoldgica, previa o posterior a las
alteraciones de la BE (Fig. 4), juega un papel crucial, como veremos en la segunda parte
de este escrito.

En el mismo sentido, el mejor conocimiento de los mecanismos de absorcion y
transporte de los AGs contenidos en una alimentacion razonable (o vehiculizados para
su uso topico), esta permitiendo explicar muchos de los fenémenos relacionados con la
preservacion de la BE, a través de la modulacion de las enzimas y factores PPARs aqui
descritos (Fig. 4). Finalmente, no queremos dejar de sugerir que el preciso diagnostico
de estas alteraciones enzimaticas y de las FABPs pudiera llevarnos al establecimiento de
tratamientos mas personalizados, y probablemente menos agresivos, en algunas formas

eczematoso-inflamatorias, fundamentalmente DA y psoriasis.
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Tabla 1. Enzimas que controlan el funcionamiento de la barrera epidérmica a

través de sus interacciones con los metabolismos protéico y lipidico: lipoxigenasas

y 12R-lipoxigenasa

ENZIMA: caracteristicas

FUNCIONES EPIDERMICAS y ALTERACIONES

LOX: Actividades bioldgicas de la 12R-LOX:

v Definicion: lipoxigenasas v Diferenciacion epidérmica tardia de los QT

v' Substratos directos: 4cidos grasos, ésteres | v©  Mantenimiento del contenido lipidico intra y
lipidicos, lipoproteinas y membranas celulares extracelular en estratos granuloso y cérneo

v Substratos indirectos: proFLG 0  Preservacion pérdida de agua

v Filogenia: presente en todos los seres vivos, | v© Genera metabolitos lipidicos capaces de activar
incluido el olivo (Olea europaea) PPARs: derivados del AA y del linoleico

v' Localizacién 12R-LOX: QT del estrato granuloso

(presentes también en el aceite de oliva) (ver Fig.

3).

Alteraciones de 12R-LOX:

v' Mutacién  genética en ictiosis  congénita
autonomica recesiva en humanos
v' Ratones deficientes 12R-LOX no procesan el paso

proFLG a FLG: muerte por deshidratacion

Los agentes bloqueadores de LOX son activos en ciertos canceres y en psoriasis (50)

Ver texto. QT: queratinocitos; PPARs: “peroxisone proliferator-activated receptors”; AA: acido araquidonico
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Tabla 2. Enzimas que controlan el funcionamiento de la barrera epidérmica a

través de sus interacciones con los metabolismos protéico y lipidico: caspasa-14

ENZIMA: caracteristicas

CASPASA-14:

v

v
v
v

Definicién: proteasa

Substratos: proFLG

Filogenia: presente solo en mamiferos terrestres
Localizacion: capas diferenciadas y cornificadas
de la epidermis (interfase estrato granuloso/estrato
corneo) y foliculos pilosos. También presente en

corpusculos de Hassall del timo

FUNCIONES EPIDERMICAS y ALTERACIONES

Actividades biologicas:

v

\

Contribuye a la formacion de la BE durante la
embriogénesis (72)
Diferenciacion epidérmica tardia de los QT
Proteoliza proFLG en FLG

0  Preservacion pérdida de agua
Supresion por retinoides
Acciones protectoras frente a UV
No ejerce apoptosis de QT: al contrario que las
demas caspasas, no se activa por moléculas
inflamatorias (IL-1B, IL-18 ni TNF-a) (62,71) ni
por UVB (58,71)

Alteraciones:

v

Disminuida en lesiones psoridticas humanas, pero
no en zonas sanas
La participacion en mecanismos de carcinogénesis

es dudosa

Los agentes activadores de caspasa-14 (vitamina D; y EGCG, entre otros), ejercen efectos terapéuticos

psoriasis

Ver texto. BE: barrera epidérmica; QT: queratinocitos; UV: radiacién ultravioleta; IL: interleucinas; TNF-a.: factor

alfa de necrosis tumoral; UVB: radiacion ultravioleta B; EGCG: (-)-epigallocatechin-3-gallate (polifenol del té verde,

también contenido en algunos aceites de oliva).
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Tabla 3. Enzimas que controlan el funcionamiento de la barrera epidérmica a

través de sus interacciones con los metabolismos protéico y lipidico: matriptasa

(MT-SP1)

ENZIMA: caracteristicas

MT-SP1:

v

Definicién: proteasa de membrana asociada
a su inhibidor natural (HAI-1)

Substratos: proFLG

Filogenia: presente en todos los
vertebrados, incluidos peces y aves
Localizacion: Membrana de QT que han
experimentado su diferenciacion terminal; al

lado de los granulos que contienen proFLG.

FUNCIONES EPIDERMICAS y ALTERACIONES

Actividades biol6gicas:

Implicada en carcinogénesis

Activada por lipidos séricos y androgenos prostaticos
Funciona ligada a su inhibidor natural (HAI-1)
Desarrollo postnatal de los epitelios

Procesa proFLG en FLG

R N N N NI

Mantenimiento de la BE
0  Preservacion pérdida de agua

Alteraciones:

¥v" No se conocen mutaciones espontaneas en humanos

v' Ratones deficientes en MT-SP1:

0 muestran reducciones de AGs y aumentos de
colesterol en epidermis (79,80)

O no procesan el paso proFLG a FLG: muerte
por deshidratacion

O cambian la flora cutdnea: predominio

estreptococos

La MT-SP1 es esencial para la formacion de la matriz lipidica del estrato cérneo (79,80)

Ver texto. HAI-1: “hepatocyte growth factor activator inhibitor 1”’; BE: barrera epidérmica; QT: queratinocitos; AGs:

acidos grasos libres.
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Tabla 4. Implicaciones bioldgicas de las proteinas fijadoras de acidos grasos

(FABP): intestinal (I-FABP) y epidérmica (E-FABP)

Clases de Actividades
FABP

I-FABP Estimula la oxidacion mitocondrial del &cido oleico. Disminuye la expresion de FAS,
disminuyendo asi la lipogénesis. Disminuye la incorporacion de colesterol libre al enterocito y
aumenta la producciéon y actividad de la HMG-CoA reductasa, disminuyendo la sintesis de
colesterol. Potencia la expresion de receptores PPAR-o y PPAR-y, que son los posibles
responsables de las actividades anteriores (90)

E-FABP v' Desarrollo de los axones durante el crecimiento neuronal y en la regeneracion nerviosa

S N N N N N

postraumatica (91)

Formacion del surfactante (lipido-protéico) alveolar, via la activacion de PPAR-y (92)
Factor pronodstico de la promocion del carcinoma de prostata (93)

Se incrementa por el tratamiento con rosiglitazona (94)

Biomarcador asociado al riesgo cardio-metabolico (ver texto y 95)

Inhibe la produccion de IL-12 por células dendriticas (96)

Regula la produccion de TNF-a en mastocitos (97)

Aumentada en pacientes con Dermatitis Atdpica (98)

Ver texto; FAS: sintasa de acidos grasos; PPAR: “peroxisome proliferator-activated receptors”; IL-12: interleucina

12; TNF-a.: factor alfa de necrosis tumoral.
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Fig. 1. Efectos de la ingesta (60 ml/dia x 45 dias) de una Formulacion Magistral de
aceites de oliva sobre la evolucion de un caso de dermatitis atdpica generalizada,
severa-recalcitrante: a) y b), antes del tratamiento; c¢) y d) postratamiento

Pie de Fig. Consultar mas datos en ref. 23.

Fig. 2. Efectos de la ingesta (60 ml/dia x 45 dias) de una Formulacion Magistral de
aceites de oliva, y de la aplicacion topica de una crema a base del mismo aceite,
sobre la evolucion de un caso de psoriasis recidivante al tratamiento con
corticoides: a) pretratamiento; b) 15 dias de tratamiento; c) 45 dias de

tratamiento; y, d) seguimiento de 60 dias sin tratamiento

Pie de Fig. Mujer de 45 con marcas de acné facial, diagnosticada de psoriasis en placas desde hace 20

afios, con historia familiar de dermatitis atopica y psoriasis. Tratada con sucesivos ciclos de corticoides

topicos, las lesiones regresaban tras los 15 dias de la interrupcion de los tratamientos.

Fig. 3. Papel de los lipidos de la dieta, de enzimas reguladoras y de proteinas

fijadoras de acidos grasos (FABPs) en el mantenimiento de la barrera epidérmica

Pie de Fig. Ver descripcion en texto. AGs: acidos grasos libres; PF: polifenoles de la dieta; 12R-LOX:
12R-lipoxigenasa; PPARs: “peroxisome proliferator-activated receptors”; MT-SP1: matriptasa. La

descripcion de las actividades de los PPARs y la participacion inmunologica, se vera en la segunda parte

del escrito.

Fig. 4. Mecanismos responsables de las alteraciones de la barrera epidérmica

Pie de Fig. Ver descripcion en texto. PPARs: “peroxisome proliferator-activated receptors”; 12R-LOX:

12R-lipoxigenasa; HB: bleomicina hidrolasa; Mcl-1: proteina 1 de células mieloides.
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Fig. 3.
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