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DESCRIPCION

Método para evaluar el nivel de sensibilidad de la piel mediante el uso del antigeno relacionado con el carcinoma de
células escamosas como indicacion.

Campo de latécnica

La presente invencion da a conocer un método para evaluar el grado de sensibilidad de la piel mediante el uso del
antigeno celular del carcinoma de células escamosas (SCCA) como un indicador del mismo.

Antecedentes de la técnica

El nimero de personas que cree que tiene la piel sensible, es decir, piel muy sensible que muestra una fuerte
reactividad a la irritacion y a la agresién externas, ha tendido a aumentar en los Gltimos afios. En particular, mas del
70% de las mujeres jovenes con una veintena o treintena de afios respondieron a un estudio diciendo que tenian la
piel sensible. Los factores responsables de la piel sensible incluyen una disminucion de la funcién de barrera de la
piel, una disminucion del umbral de irritacion de la piel, xerodermia, sustancias inflamatorias de dermatitis de
contacto, irritacion fisicoquimica, estrés, condicion fisica, cambios estacionales, rayos ultravioletas y menstruacion.
Ademas, también habia casos en los que las participantes que respondieron indicaron que tenian la piel sensible a
pesar de ser resistentes a la agresion de la piel, lo que da lugar por lo tanto a la necesidad de un indicador
bioquimico objetivo y adecuado de la sensibilidad de la piel.

Este tipo de piel sensible se define del modo indicado a continuacion.

1. Piel propensa a la aparicién de problemas cutaneos debido a que reacciona especificamente a sustancias tales
como sustancias farmacéuticas aplicadas desde el exterior, cosméticos, plantas, rayos ultravioleta o metales y
similares de forma regular, y que es sensible por constitucion a los alérgenos (tales como polen o perfume) o a los
irritantes (tales como el alcohol) debido a que disminuye la funcion de barrera de la piel, y mas especificamente, se
considera que es el resultado de una constitucion alérgica o de una constitucion hipersensible, que presenta
sintomas tales como la propension a la xerodermia (piel aspera), propension a tener la piel agrietada y propensién a
las erupciones cutaneas debido a que disminuye la funcién de barrera de la piel.

2. Piel propensa a problemas temporales cutidneos durante momentos en los que la resistencia inherente de la piel o
las funciones fisiologicas de la piel estan debilitadas por factores tales como la falta de suefio, la fatiga, la
menstruacion, los cambios estacionales y el estrés psicoldgico.

La sensibilidad de la piel a las diferentes irritaciones y agresiones externas varia de una persona a otra y, por
ejemplo, incluso aunque una persona pudiera tener la piel aspera al dar una reaccion de sensibilidad a un
determinado farmaco, otra persona podria no mostrar ninguna reaccion en absoluto. Ademas, aunque una persona
puede mostrar inmediatamente la piel aspera en respuesta a un farmaco o a una irritacién externa, otra persona
puede desarrollar la aspereza de la piel solo después de la irritacién continua. En el pasado, el grado de sensibilidad
de la piel se determinaba sélo después de que apareciera la piel aspera. Sin embargo, una vez que ha aparecido la
piel aspera, hay una carga fisica y psicolégica considerable, se necesita mas tiempo para recuperarse o pueden
aparecer cicatrices que son dificiles de tratar. Por consiguiente, si fuera posible medir y reconocer con anterioridad el
grado de sensibilidad y reactividad a la irritacién y agresion externas de la piel de un individuo, seria posible prevenir
la piel aspera con anterioridad y también seria posible seleccionar el cuidado de la piel que sea adecuado para la
piel muy sensible, lo que hace que esto sea enormemente importante.

El antigeno del carcinoma de células escamosas (SCCA, por sus siglas en inglés) es un antigeno extraido de las
células del carcinoma de células escamosas que aparece en concentraciones elevadas en la sangre cuando existe
carcinoma de células escamosas del cuello de Utero, de pulmones, de eséfago y de piel, y se utiliza con frecuencia
para diagnosticar el carcinoma de células escamosas (H. Kato et al., Cancer 40: 1621-1628 (1997); N. Mino et al.,
Cancer 62: 730-734 (1988)). En particular, dado que la concentracién del SCCA en la sangre esta estrechamente
correlacionada con la etapa de avance, malignidad y tamafio del tumor del carcinoma de células escamosas, es un
marcador de cancer particularmente Gtil no sélo para la deteccion temprana del cancer, sino también para la
evaluacion de la eficacia del tratamiento del cancer y del diagndstico del riesgo de recidiva.

También se sabe que el SCCA muestra un aumento de la expresion en la capa superior de la epidermis psoriasica
(Takeda, A. et al., J. Invest. Dermatol. (2002) 118(1), 147-154). La psoriasis es un tipo de enfermedad de la piel que
se acompafia de paraqueratosis inflamatoria recurrente y crénica caracterizada por anomalias de proliferacion y
diferenciacion de las células epidérmicas e infiltracion de células inflamatorias. Se cree que la psoriasis se produce
debido a la intervencion de varios factores medioambientales ademas de los factores genéticos (Hopso-Havu et al.,
British Journal of Dermatology (1983) 109, 77-85).

El SCCA esta codificado por dos genes, a saber, los genes SCCA-1 y SCCA-2 dispuestos en tandem en el
cromosoma 18g21.3. Cada una de las proteinas SCCA-1 y SCCA-2 codificadas por ellos tienen una masa molecular
2
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de unos 45 000 Da, son muy homélogas, y su homologia a nivel del acido nucleico es del 95%. Estas proteinas
SCCA pertenecen a una familia de inhibidores de la ovoalbumina-serina proteasa (ov-serpinas). Las ov-serpinas
tienen unas caracteristicas Unicas dentro de la superfamilia de las serpinas. Aunque se dice de forma general que
las serpinas se excretan y que funcionan en el exterior de la célula, las ov-serpinas funcionan principalmente dentro
de las células en forma de inhibidores de proteasas.

Aunque el SCCA-1 es un inhibidor de cisteina proteasas de tipo papaina, el SCCA-2 es un inhibidor de serina
proteasas de tipo quimotripsina, y a pesar de que tiene una alta homologia, como la secuencia de aminoacidos del
centro activo difiere de la de SCCA-1, por ello tiene propiedades diferentes (Schick et al., J. Biol. Chem. (1997)
27213, 1849-55). Aunque se sabe que el SCCA-1 y el SCCA-2 se expresan en gran cantidad en respuesta a
enfermedades tales como la psoriasis, asi como la piel irradiada con UV, se desconoce la manera en la que estan
implicados en las propiedades de la piel.

La identificacion de genes regulados de forma aberrante en la piel enferma, en particular en la psoriasis, utilizando la
técnica de visualizacion diferencial de ADNc, se describe en M. Rivas et al., J. Investigative Dermatology, 1997, 108,
188-194.

Descripcion de lainvencién

Como resultado de llevar a cabo la investigacion con el propésito de dilucidar el mecanismo fisiolégico de la
implicacion del SCCA en la epidermis, los inventores de la presente invencién encontraron que el grado de
sensibilidad y de reactividad de la piel esta relacionado con la cantidad de SCCA en la epidermis, y que los sujetos
que tienen mas cantidad de SCCA en la epidermis mostraron una reactividad elevada a la irritacion cutanea. Asi
pues, se considerd que la expresion del SCCA es un indicador de la sensibilidad y de la reactividad de la piel, lo que
conduce a la consecucion de la presente invencion.

La presente invencién da a conocer un método para evaluar el grado de sensibilidad y de reactividad de la piel
basandose en la expresion del antigeno del carcinoma de células escamosas (SCCA), mas especificamente de
SCCA-1 y/o de SCCA-2, y en particular SCAA-1, en los corneocitos de la piel. Preferentemente, la expresion del
SCCA se lleva a cabo mediante un inmunoensayo enzimatico de adsorcién (ELISA) utilizando los anticuerpos
especificos contra el SCCA. En un aspecto mas preferente de la misma, se recoge una muestra de la capa cornea
de la piel mediante abrasién con esparadrapo.

De acuerdo con el método de la presente invencion, se puede evaluar a nivel bioquimico el grado de sensibilidad y
reactividad de la piel.

Breve descripcion de los dibujos

En la figura 1 se muestran los diagramas de correlacion entre la cantidad expresada de SCCA y de PTEA en la piel
normal.

En la figura 2 se muestran los valores de la PTEA y la cantidad expresada de SCCA-1 después de la aplicacién de
acido oleico.

En la figura 3 se muestran las fluctuaciones de la PTEA y de la cantidad expresada de SCCA-1 después de la
aplicacion de &cido oleico.

En la figura 4 se muestra un diagrama de correlacion entre las fluctuaciones de la PTEA y de la cantidad expresada
de SCCA-1.

Mejor modo de llevar a cabo lainvencién

Tal y como se mencioné mas arriba, el SCCA es una proteina que tiene una masa molecular de unos 45 000 Da que
aparece en las células del carcinoma de células escamosas y en la epidermis psoriasica. La secuencia de
aminoacidos de SCCA-1 y de SCCA-2 junto con las secuencias de acido nucleico mediante las que se codifican se
describen en Takeda et al., J. Invest. Dermatol, 118, 147-154 (2002) (obra citada anteriormente.).

La medicion de la expresiéon del SCCA de acuerdo con la presente invencién se puede llevar a cabo cuantitativa o
cualitativamente mediante cualquier método capaz de medir el SCCA. Los ejemplos especificos de los mismos
incluyen distintos métodos tales como un inmunoensayo que utiliza un anticuerpo especifico contra el SCCA, por
ejemplo, ELISA que utiliza un marcador enzimatico, RIA que utiliza un marcador radiactivo, inmunonefelometria,
inmunotransferencia, aglutinacién con latex o aglutinacion de eritrocitos. Ejemplos de inmunoensayos incluyen
ensayos competitivos y ensayos de sandwich. Ademas, la cantidad de SCCA expresado también se puede
determinar midiendo la cantidad de expresion intracelular del gen que codifica el SCCA. En este caso, la expresion
de SCCA se determina preferentemente midiendo la cantidad del ARNm intracelular que codifica la secuencia de
SCCA. La extraccién del ARNm y la medicién cuantitativa o cualitativa de la cantidad del mismo son conocimiento
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corriente de la técnica, y se puede llevar a cabo mediante métodos diferentes conocidos, tales como PCR, 3SR,
NASBA o TMA. Ademas, la expresion de SCCA también se puede determinar cualitativamente a través de la
hibridacion in situ o de la medicion de la actividad biologica del mismo.

Aunque la extraccion de especimenes en forma de muestras de la capa cérnea de la piel se puede llevar a cabo
mediante cualquier método, se prefiere la abrasion con esparadrapo desde el punto de vista de la sencillez del
procedimiento. La abrasién con esparadrapo se refiere a un método de recogida de muestras de la capa cornea
aplicando una cinta adhesiva sensible a la presion en la epidermis de la piel, y luego despegar la cinta para asi dejar
adherida la capa cérnea de la piel a la cinta adhesiva sensible a la presiéon que se acaba de despegar. El uso del
método de abrasion con esparadrapo permite evaluar la piel sensible de un modo no invasivo mediante el indicador
SCCA, al permitir medir la expresiéon del SCCA de un modo simple recogiendo la capa cérnea de un trozo de cinta.
Un método preferente para la abrasion con esparadrapo comprende, primero, retirar el material sebaceo, la suciedad
y similar, de la epidermis de la piel limpiandola con etanol o similar, presionando suavemente un trozo de cinta
adhesiva sensible a la presion cortada a un tamafio adecuado (por ejemplo, 2 x 5 cm) sobre la superficie de la piel,
presionando uniformemente la cinta sobre la piel al mismo tiempo que se aplica una fuerza igual a todo el trozo de
cinta, y luego despegar la cinta adhesiva sensible a la presiéon con una fuerza uniforme. La cinta adhesiva sensible a
la presion se puede adquirir comercialmente como cita de celofan y similares, y ejemplos de tal cinta que se pueden
utilizar incluyen la cinta Scotch Super Strength Mailing (3 M Corp.) y Cellophane Tape (Cellotape™, Nichiban Co,
Ltd). EI SCCA presente en una muestra de la capa cérnea de la piel adherida a la cinta adhesiva sensible a la
presion se puede aislar y extraer de la cinta al sumergir el trozo de cinta en una solucion de extraccion adecuada tal
como tampoén Tris (pH 8,0) (Tris-HCl a 0,1 M, NaCl a 0,14 M, Tween-20 a 0,1%) y extraer la capa cornea.

En una realizacion preferente de la presente invencién, se mide el SCCA mediante un método de inmunoensayo tal
como ELISA. El anticuerpo especifico contra el SCCA utilizado en el ELISA puede ser un anticuerpo monoclonal o
un anticuerpo policlonal. Los métodos para preparar el anticuerpo monoclonal y el anticuerpo policlonal son parte del
conocimiento corriente de las personas expertas en la técnica y se describen en, por ejemplo, Lunstrum et al., J.
Biol. Chem. 1986, 261: 9042-9048; Hurle et al., J. Cell. Science 1994, 107: 2623-2634.

En el método que se reivindica en la presente invencion, es particularmente preferente un método de inmunoensayo
en sandwich. El inmunoensayo en sandwich se puede llevar a cabo, por ejemplo, del modo descrito a continuacion.

Uno de dos anticuerpos especificos contra el SCCA se inmoviliza en un soporte como primer anticuerpo. Es
preferente un soporte solido para el soporte, y se puede utilizar, por ejemplo, cualquier soporte utilizado
convencionalmente en inmunoensayos como un soporte sélido, ejemplos del cual incluyen un soporte de polimero
hecho de estireno o poliestireno formado a un tamafio y forma arbitrarios, y un recipiente de reacciéon moldeado de
estos materiales adecuados, tales como las paredes internas de los pocillos de una placa de ELISA.

La inmovilizacién del primer anticuerpo al soporte se puede realizar de acuerdo con los métodos convencionales.
Por ejemplo, el primer anticuerpo se puede disolver en, por ejemplo, disolucion salina tamponada con fosfato (PBS)
0 tampoén de borato, seguido de la adsorcién a un soporte para inmovilizar el primer anticuerpo al soporte. Ademas,
el bloqueo se lleva a cabo preferentemente para inhibir la unién inespecifica afiadiendo un agente bloqueante
adecuado, tal como PBS-SAB o un agente bloqueante disponible en el mercado tal como Block Ace (Dainippon
Pharmaceutical Co., Ltd.), al soporte inmovilizado con el primer anticuerpo de este modo, seguido de la incubacién
durante 5 minutos a varios dias, preferentemente de 10 minutos a 24 horas y mas preferentemente durante 10
minutos a 3 horas, a unos 4 a 40 °C y preferentemente de 20 a 37 °C.

El otro de los dos anticuerpos especificos contra el SCCA se utiliza como anticuerpo secundario y marcado.
Ejemplos de marcadores incluyen marcadores enzimaticos, marcadores radioactivos, marcadores fluorescentes y
similares. En el caso del marcador enzimatico, la enzima se puede unir directamente al anticuerpo secundario o el
anticuerpo secundario se puede marcar con la enzima a través de proteinas interactivas, tales como avidina-biotina.
La unién de una enzima al anticuerpo se puede llevar a cabo mediante, por ejemplo, la introduccién respectiva de un
grupo tiol en la enzima y de un anticuerpo a marcar utilizando el reactivo de insercion de grupo tiol disponible en el
mercado, y luego uniendo los dos mediante puentes disulfuro. Ejemplos de enzimas incluyen la peroxidasa de
rabano picante, la fosfatasa alcalina y lap -D-galactosidasa. La enzima se puede detectar con un sustrato especifico
de la enzima. Por ejemplo, en el caso de utilizar la peroxidasa de rabano picante, se puede emplear TMB (3,3',5,5'-
tetrametilbencidina) o ABTS (2,2'-azina-di[3-etilbenzotiazolina-sulfonato]).

Este método de inmunoensayo comprende la etapa de incubar una mezcla del soporte inmovilizado con el primer
anticuerpo, el anticuerpo secundario marcado y la muestra problema, lo que hace que el SCCA de la muestra
problema se fije al primer anticuerpo inmovilizado en el soporte y hace que el anticuerpo secundario marcado se fije
a las moléculas del SCCA.

De este modo, el anticuerpo marcado se inmoviliza en el soporte a través del primer anticuerpo inmovilizado en el
soporte y el SCCA procedente de la muestra en una cantidad que refleja la cantidad de SCCA en la muestra. La
incubacién se lleva a cabo en un tampén adecuado tal como PBS durante 5 minutos hasta varios dias,
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preferentemente de 10 minutos a 24 horas y mas preferentemente de 10 minutos a 3 horas a unos 4 a 40 °C y
preferentemente de 20 a 37 °C.

A continuacion se lleva a cabo un procedimiento para separar del soporte el anticuerpo marcado sin fijar. En el caso
de utilizar un soporte sélido para el soporte, este procedimiento de separacion se puede llevar a cabo con facilidad
mediante la separacion del sélido y del liquido. En el caso de utilizar una cantidad conocida y fija del anticuerpo
secundario marcado, se pueden medir la marca fijada al soporte, la marca sin fijar o ambas. Por otra parte, en el
caso de utilizar un anticuerpo marcado, se detecta y se mide la marca fijada al soporte. La deteccién de la marca
fijada al soporte se lleva a cabo preferentemente lavando primero el soporte con una solucién de lavado, por
ejemplo, un tampoén que contiene un surfactante adecuado, tal como PBS-Tween-20, para retirar el anticuerpo
marcado sin fijar. La deteccion se puede llevar a cabo de acuerdo con los métodos convencionales segun el tipo de
marca.

Lo siguiente proporciona una explicacion mas detallada de la presente invencion a través de las realizaciones
especificas de la misma. No obstante, la presente invencion no se limita a esos ejemplos.

Materiales y métodos.
(1) Anticuerpo

El anticuerpo policlonal que reconoce a SCCA-1 y a SCCA-2 se prepard utilizando SCCA (SCCA-1 y SCCA-2)
purificado de escamas de epidermis psoridsica. Después de centrifugar un extracto de escamas de epidermis
psoriasica (disolucion de extraccién: Tris-HCIl a 0,1 M [pH 8,0], NaCl a 0,14 M), se purifico el sobrenadante con
Sephacryl S-200, DEAE Sepharose, Mono Q, Mono S, Mono P y Superrose 6, seguido del uso del sobrenadante
purificado como antigeno y del uso de conejos como animales sensibilizados.

El anticuerpo monoclonal anti-SCCA-1 y el anticuerpo monoclonal anti-SCCA-2 se adquirieron a Santa Cruz
Biotechnology, CA, EE.UU.

(2) ELISA

Se recogieron muestras de la capa cérnea de la piel mediante abrasion con esparadrapo que comprende las etapas
de aplicar una cinta adhesiva transparente sensible a la presion (Cellotape™, Nichiban Co., Ltd.) a la superficie de la
piel y después se despega la cinta. La cinta que lleva adherida la capa cornea de la piel se corté en trozos, se
sumergieron en un tampén de extraccion (Tris-HCI a 0,1 M, [pH 8,0], NaCl a 0,14 M, Tween-20 al 0,1%, 1 ml) y se
sometid a tratamiento con ultrasonidos (20 s x 4) para preparar los extractos de la muestra.

En cada pocillo de una placa de ELISA de 96 pocillos se dispensé una alicuota de 100 pl de anticuerpo policlonal
anti-SCCA diluido con PBS (dilucién 1:1000) y se dejaron reposar durante una noche a temperatura ambiente para
gue se fijaran a la fase soélida de la placa. Posteriormente, para inhibir la unién inespecifica a la placa, el anticuerpo
policlonal fijado se incubd durante 1 hora en una disolucién de bloqueo (disolucion que contiene Block Ace diluido
con PBS-Tween-20, 30 pl/pocillo).

A cada pocillo de la placa de ELISA se le afadieron 50 pl del extracto de la muestra anterior y se dejo reaccionar
durante 2 horas a 37 °C. Luego se afiadié el anticuerpo monoclonal anti-SCCA-1 (diluido a 1:1000) y se dej6
reaccionar durante 1 hora a 37 °C. A continuacion se afiadidé el anticuerpo secundario en forma de anticuerpo
antirraton marcado con peroxidasa de rabano picante y se dejé reaccionar durante 1 hora a 37 °C. Después de lavar
con PBS con Tween-20 al 0,1%, se le afiadié un sustrato, a saber, 3,3',5,5'-tetrametilbencidina (TMB) y después se
revel6 el color mediante el kit TMB Peroxidase ELISA Substrate (Bio-Rad) y se midié a 630 nm.

(3) Medicion de la pérdida transepidérmica de agua (PTEA) de la piel

Se midié la PTEA de especimenes (del rostro y de la parte interior del brazo de sujetos normales) mediante un
PTEA-metro (TM120).

(4) Correlacién entre la expresiéon del SCCA y la pérdida transepidérmica de agua (PTEA)

La cantidad de SCCA expresado en la capa cérnea de la piel se midié6 mediante ELISA investigando conjuntamente
un parametro fisioloégico de la piel en forma de PTEA para investigar la correlacion entre la expresion del SCCA y la
PTEA. Los resultados se muestran en la figura 1. El coeficiente de correlacion de Pearson entre el SCCA-1 y la
PTEA fue de 0,876, mientras que entre el SCCA-2 y la PTEA fue de 0,600, observandose una correlacion
significativa entre ambos. Por lo tanto, la cantidad de SCCA-1 y de SCCA-2, y en particular de SCCA-1, que se
expresaba se encontr6 que aumentaba cuando la PTEA era elevada y la afeccién cutanea era comparativamente
mala.
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(5) Expresién de SCCA durante la irritacion quimica

Un irritante quimico en forma de acido oleico al 10% se aplicé a la piel de la frente (area expuesta) y la parte interna
del brazo (area no expuesta) los dias 1 y 2. Ademas de medir los valores de PTEA de la piel antes de la aplicacion
del acido oleico el dia 4 después de la aplicacion del acido oleico, se recogio la capa cornea de cada area de piel
mediante abrasion con esparadrapo seguida de la medicion de la cantidad de expresion de SCCA-1 mediante
ELISA. A continuacién se investigé la relacion entre la PTEA y la piel antes y después de la aplicacion del acido
oleico.

En la figura 2 se muestra la relacion entre la PTEA y la piel antes de la aplicacion del acido oleico (a) y la relacion
entre la expresién de SCCA-1 y la piel antes de la aplicacién del acido oleico (b). Como queda claro a partir de la
figura 2(a), a diferencia de haber observado un inscremento significativo del valor de la PTEA en la frente debido a la
aplicacion del acido oleico, en la parte interna del brazo no se observé ningin aumento significativo de la PTEA
atribuible a la irritacion quimica. Por lo tanto, aunque la aplicacion del &cido oleico en la frente ocasioné una
disminucion significativa de la funcion de barrera de la piel, se encontré que apenas habia ninguna disminucion de la
funcion de barrera en la parte interior del brazo, lo que asi demuestra que la frente es mas sensible a la irritacion
guimica que la parte interior del brazo.

En la figura 2(b) se muestra la cantidad de SCCA-1 que se expresa antes y después de la aplicacion del acido
oleico. Baséndose en estos resultados, la cantidad de SCCA-1 en la frente es elevada, y la cantidad de SCCA-1
aumenta significativamente en respuesta a la irritacion quimica. Por otra parte, la cantidad de SCCA-1 en la parte
interior del brazo era considerablemente mas baja que la del rostro. Asi pues, se demostré claramente que la frente,
gue es mas sensible a la irritaciéon quimica, mostraba una expresion mas elevada de SCCA-1 en comparacion con la
parte interior del brazo.

En la figura 3 se muestran las fluctuaciones de los valores de PTEA (a) y las fluctuaciones de la expresion de SCCA-
1 (b) en la frente y en la parte interna del brazo antes y después de la aplicacion del acido oleico (a). Aunque la
figura 3(a) indica que la frente es mas sensible a la irritacion quimica que la parte interior del brazo del mismo modo
que en la figura 2(a), a diferencia de la figura 3(b) que indica un aumento significativo en la expresién de SCCA-1
debido a la irritacién quimica en la frente, que se demostré previamente que era muy sensible, la expresion de
SCCA-1 en la parte interior del brazo, que previamente se habia demostrado que tenia una sensibilidad baja, no se
observd que mostrara ningln cambio significativo. Asi pues, la frente, que es muy sensible a la irritacion quimica,
mostré un aumento de la expresion de SCCA-1 después de la aplicacion del acido oleico, y se cree que ha
conducido a una disminucién de la funcién de barrera de la piel.

En la figura 4 se muestra la correlacion entre las fluctuaciones de los valores de la PTEA vy las fluctuaciones de la
cantidad de SCCA-1 expresado para la piel a la que se aplic6 acido oleico. La figura 4 resume los valores obtenidos
para la piel de la frente y de la parte interior del brazo. Se puede observar a partir de esta figura que cuanto mas
elevada esta la cantidad de SCCA-1 en la epidermis de un individuo antes de la aplicacion del acido oleico, mayores
son las fluctuaciones de los valores de la PTEA después de la aplicacion del acido oleico. En particular, esto sugirid
gue cuanta mas cantidad de SCCA-1 hay en la epidermis de un individuo antes de la aplicacion del acido oleico,
mas elevada es la proporcion de la disminucion de la funcién de barrera de la piel atribuible a la irritacion externa (el
coeficiente de correlaciéon de Pearson entre SCCA-1 y PTEA fue de 0,7668, lo que indica una correlacion
significativa). Por lo tanto, el nivel de expresién de SCCA-1 en la epidermis de cada individuo se sugirié que era un
indicador de la sensibilidad y de la reactividad de la piel a la irritacion externa en forma de irritacion quimica.

(6) Nivel de expresion de SCCA-1 en la piel expuesta que presenta paraqueratosis, piel alérgica, xerodermia atépica
y piel psoriasica

Se recogieron especimenes de la capa cérnea mediante abrasion con esparadrapo de un area no expuesta de la
piel (parte interior del brazo) que muestra unas propiedades normales de la piel, un area expuesta de la piel (rostro)
gue presenta paraqueratosis, piel de pacientes que padecen piel aspera ocasionada por piel alérgica atribuible a
polinosis, piel de pacientes que padecen dermatitis atépica, y piel de pacientes que padecen psoriasis, seguido de la
medicién de la cantidad de SCCA-1 que se expresa mediante ELISA como se describié anteriormente.

Los resultados se muestran en la tabla 1. Se observo un aumento considerable de la cantidad de SCCA-1 en todas
las pieles examinadas, con la excepcion de la piel de un sitio no expuesto, que hacia de muestra de las propiedades
normales de la piel (control). Los niveles de expresion de SCCA-1 eran 16 veces mas elevados en la xerodermia
atopica, 90 veces mas elevados en la piel expuesta, 232 veces mas elevados en piel alérgica inducida por polinosis,
y 466 veces mas elevados en la piel psoridsica en comparacién con el control. Basandose en estos resultados, se
observo que el SCCA-1 mostraba claramente un considerable incremento de la expresion en la piel muy sensible a
la irritacién, es decir, en la piel sensible y muy reactiva propensa a una posterior piel aspera a un nivel bajo de
irritacion.
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Tabla 1: Aumento de SCCA-1 en la piel paraquerédsica

Piel SCCA-1 Analisis estadistico

Piel normal (&rea sin exponer) 1,0£0,1 --

Xerodermia at6pica 155+4,1 *x
Piel expuesta 90,0 £ 16,6 ok
Piel alérgica 232,2+£32,6 Fkk

Psoriasis 465,8 + 146,0 xkk

Media + DE: ** : p < 0,01, ***: p < 0,001 (prueba t)
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REIVINDICACIONES

1. Método in vitro para evaluar el grado de sensibilidad de la piel que comprende: utilizar la expresion del antigeno
del carcinoma de células escamosas (SCCA por sus siglas en inglés) en los corneocitos de la piel como un indicador
de la misma, en el que una mayor cantidad de SCCA en la epidermis demuestra que hay una intensa reactividad a la
irritacion de la piel.

2. Método de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que la sensibilidad de la piel es la debida a la irritacion quimica.

3. Método de acuerdo con la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2, en el que la expresion de SCCA se lleva a cabo
mediante un inmunoensayo enzimatico de adsorcién (ELISA) utilizando anticuerpos especificos contra el SCCA.

4. Método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que el espécimen de la capa cérnea de
la piel se recoge mediante abrasién con esparadrapo.

5. Método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que el SCCA es SCCA-1.
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Fig. 4

1,00 2,00 3,00 4,00

COEFICIENTE DE CORRELACION de Pearson: 0,766
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