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INTRODUCCION

Los melanocitos son células constitu-
tivas de la epidermis, que derivan de la
cresta neural y son responsables de la
pigmentacién cutdnea. El vitiligo es una
enfermedad de causa desconocida, en la
que se produce una destruccién selectiva
de los melanocitos epidérmicos en
pacientes predispuestos'. Aunque no exis-
ten estudios concluyentes, miltiples indi-
cios sugieren que la muerte de los mela-
nocitos en el vitiligo se produce por un
fendmeno de apoptosis mas que por
necrosis. El concepto de apoptosis fue
utilizado por primera vez en 1972 para
describir una morfologia de muerte celu-
lar caracterizada por encogimiento cito-
plasmatico, condensacién nuclear y cam-
bios que originan una fagocitosis de las
células afectadas por células vecinas®.
Este proceso se distingue facilmente de la
necrosis; asi, en la apoptosis las células
no se hinchan ni revientan, sufren fagoci-
tosis antes de liberar su contenido intra-
celular y no inducen una respuesta infla-
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matoria. En diversas condiciones experi-
mentales la presencia de miltiples facto-
res intrinsecos y extrinsecos pueden ini-
ciar o suprimir el programa de
autodestrucciéon celular; entre ellos des-
tacan: hormonas y factores de crecimien-
to, agentes fisicos, etc. Este proceso a su
vez es modulado por un largo nimero de
genes, cuyos productos actiian como
reguladores de la muerte celular. Los
receptores para el factor de necrosis
tumoral (TNF) y para el Fas (también
denominado Apo 1 o CD95) pertenecen a
la familia de receptores del TNF/NGF (fac-
tor de crecimiento neural) y se han impli-
cado con frecuencia en procesos de apop-
tosis®. Cuando se les unen TNF-o y el
ligando para el Fas (Fas-L), se traducen
las sefiales de apoptosis®. Existe homolo-
gia entre ambos receptores a través de
una regién denominada “dominio de
muerte” que es necesaria para propagar
el estimulo apoptético. Esta senal activa
una familia de proteasas-cisteina, también
denominadas caspasas, que inducen la
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destruccién celular®. Trabajos realizados
con cultivos de queratinocitos han evi-
denciado la expresion del antigeno Fas en
la superficie celular®, expresiéon que se
incrementa tras la induccién con interfe-
ron-gamma (IFN-y). También se ha demos-
trado la presencia de esta molécula en
muestras de melanoma, nevus pigmento-
celulares y esporadicamente en melanoci-
tos normales’. Los linfocitos T citoliticos
presentan en su superficie el Fas-L. que
facilita la unién a la célula diana y el
comienzo de los cambios morfoldgicos
que constituyen el fenémeno de apopto-
sis.

Por otra parte, dentro de la familia del
bcl-2 existen genes tanto inductores como
inhibidores de la apoptosis. El gen bcl-2
fue descubierto como una traslocacion
cromos6mica en un linfoma folicular de
células B, favoreciendo su crecimiento
por inhibicién de la apoptosis®. Oligonu-
cledtidos antisentido del bcl-2 inducen
apoptosis y aumentan in vifro la sensibili-
dad a quimioterapia en células leucémi-
cas. Homologos del bcl-2 como bcl-xL, mcl-
1y ced-9 también suprimen la apoptosis.
A su vez, los genes bax (bcl-2 asociado a
proteina X), bak, bad y bclxS inducen
apoptosis®. Las proteinas resultantes de la
transcripcion y traduccion de bel-2 y bax
se unen entre si formando dimeros, y el
cociente Bcl-2/Bax determina la supervi-
vencia o muerte celular siguiendo un esti-
mulo de apoptosis. Diversos trabajos
demuestran mediante inmunohistoquimi-
ca la expresién constitutiva de Bcl-2 por
los melanocitos cutaneos'™'. Por todo lo
expuesto, es posible que las proteinas
codificadas por los genes bcl-2 y Fas influ-
yan en la patogenia de vitiligo.

Fn este trabajo se definen las condicio-
nes y los medios necesarios para el cultivo
de melanocitos in vitro. Asimismo, estudia-
mos los cambios morfolégicos que se pro-
ducen en los cultivos tras el uso de citoci-
nas inductoras de apoptosis/necrosis
celular como son el TNF-o y el IFN-y, y su
posible rescate con un farmaco antioxi-
dante, la N-acetilcisteina (NAC). Por ulti-
mo, confirmamos la expresién de algunas
proteinas implicadas en la regulacion de la
apoptosis mediante inmunohistoquimica y
citometria de flujo.
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MATERIAL Y METODOS

Cultivo de melanocitos

La piel sobrante de intervenciones de
cirugia dermatolégica se recoge en fras-
cos de biopsia con 20 ml de RPMI 1640
hepes y 1 ml de penicilina/estreptomici-
na. Se almacena a 4°C hasta su utilizacién.
En campana de flujo laminar, se coloca la
muestra en una placa de Petri de 60 mm
con una solucién de PBS sin Ca ni Mg y 20
mg/ml de gentamicina, durante cinco
minutos, realizando dos lavados sucesi-
vos. Con tijeras de diseccién y pinzas de
Adson, se elimina la hipodermis y dermis
sobrante, y se trocea la pieza en 2 6 3 frag-
mentos de tamano similar. Posteriormen-
te afadimos una solucién de Dispasa Il y
dejamos la muestra en la estufa durante
10-14 horas a 37°C, en una atmésfera con
un 5% de CO9. A la manana siguiente, tam-
bién bajo campana de flujo laminar, se
separa la dermis de la epidermis con unas
pinzas de Adson. La lamina de epidermis
obtenida se coloca en una placa de Petri
de 60 mm con una solucién de Tripsina-
EDTA al 0,25%, calentada a 37°C durante 5
minutos en incubadora de COy, agitindo-
se cada 30 segundos. De la suspensién
obtenida se retiran las ldminas sobrantes
de epidermis. Se pipetea la solucién res-
tante y se afiade a un tubo de centrifuga
que contiene 5 ml de un inactivador
comercial de la tripsina o un medio con
10% de suero de ternera fetal, centrifu-
gando a 1500 r.p.m. durante 5 minutos a
4°C. El pellet celular se coloca en frascos
de cultivo de 25 6 75 cm? (Nunclon, Dina-
marca), con una densidad aproximada de
2-6x10° células en 5-10 ml de medio com-
pleto. Como medio completo utilizamos el
Melanocyte Medium Kit (Sigma, Espana)
suplementado por la casa comercial con
TPA, suero de ternera fetal, extracto de
pituitaria bovina, factor basico de creci-
miento de fibroblastos (bFGF), insulina,
transferrina, heparina e hidrocortisona, y
como basal el mismo sin suplementar.
Asimismo en algunos experimentos utili-
zamos el medio basal de Sigma, suple-
mentado con 2% de suero de ternera fetal,
endotelina-1 (10 nM), hormona estimulan-
te de melanocitos-a (MSH-a)(10 nM),
endotéxina colérica (2,5 nM) y bFGF (10
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ng/ml). Las células se incuban en una
estufa a 37°C en atmosfera de 5% de COg9
y 100% de humedad. El medio se cambia
cada 2 6 3 dias hasta que los melanocitos
alcanzan la confluencia (entre 15-20 dias).
Durante los dos primeros dias, el medio
se cambia cada 24 horas, eliminando de
esta manera los restos de laminas epidér-
micas y células no viables.

Una vez obtenida la confluencia de las
células, se realiza el denominado splitter o
divisién en nuevos frascos de cultivo; para
ello se anaden 5 ml de soluciéon Tripsina-
EDTA al 0,25% a 37°C a cada frasco de cul-
tivo y se incuba durante 5-10 minutos a
37°C. Transcurrido este tiempo, se golpean
lateralmente los frascos para favorecer la
separacion celular. La pérdida de adhesion
es controlada mediante microscopio de luz
invertida. Las células se pipetean y se tras-
ladan a un tubo de centrifuga al que se afia-
den 5 ml de un inactivador de tripsina. Se
centrifuga a 500 r.p.m. durante 10 minutos
a 4°C. El pellet obtenido de cada frasco se
resuspende en medio completo y se distri-
buye en tres o mas nuevos frascos de cul-
tivo. De esta manera, tras la realizacién de
progresivos splitters podemos obtener un
namero —en progresiéon geométrica—~ de
frascos de cultivo con la misma proceden-
cia y el mismo estadio de crecimiento y
diferenciacion.

Induccién celular y estudio mediante
microscopia optica

Una vez alcanzada una buena confluen-
cia (60-70%), los melanocitos fueron incu-
bados con TNF-o. recombinante humano
(Sigma, Espana), IFN-y recombinante
humano (Sigma, Espafa) a diferentes tiem-
pos y concentraciones o mantenidos en
condiciones basales. En algunos experi-
mentos 2 horas antes de la induccién se
afnadié al frasco de cultivo N-acetilcisteina
(NAC, Sigma, Espana) a una concentraciéon
de 0,5-20 mM. Previamente, en casi todos
los experimentos 24 horas antes de la
induccién se cambié el medio completo
por el medio basal sin suplementos para
evitar posibles interacciones con factores
especificos de crecimiento. Durante las
siguientes 24-48 horas se valoraron los
cambios morfolégicos de los cultivos
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mediante un microscopio de luz invertida
(Nikon, Japon).

Citometria de flujo

Los anticuerpos monoclonales usados
para citometria fueron el anti-humano Fas
(UB2)-FITC (Immunotech, Marseille, Fran-
ce), el anti-humano Bcl-2 (Pharmigen, San
Diego, CA, USA) y el anticuerpo cabra anti-
ratén IgG FITC (Becton Dickinson). Para la
deteccidn intracelular del Bcl-2 utilizamos
el kit FIX&PERM cell Permeabilization kit,
que contiene 2 reactivos: medio de fijacién
(reactivo A) y medio de permeabilizacién
(reactivo B). Como isotipo control se utilizé
un anticuerpo anti-ratén marcado con FITC,

Tras despegarlos de la superficie del
frasco de cultivo con una solucién de trip-
sina, los melanocitos fueron lavados con
PBS frio conteniendo 10% de suero de ter-
nera fetal. Todos los procedimientos se
realizaron en hielo con PBS conteniendo
un 0,3% de acida sédica. Inicialmente obtu-
vimos una suspensién celular de 5 x
106/ml diluida en PBS, de la que utilizamos
100 ml (aproximadamente 500.000 células)
para cada determinacion. Tras los sucesi-
vos lavados, marcajes e incubaciones
siguiendo el protocolo indicado por la casa
comercial, se fijaron las células con el reac-
tivo de fijacion CellFix (Becton Dickinson).
Todas las medidas se realizaron con cit6-
metros de flujo FACScan y FACStar Plus
(Becton Dickinson), equipados con un
laser de argdén de 50 mW.

Procesamiento para inmunohistoqui-
mica

Tras decantar totalmente el medio de
cultivo, las células fueron despegadas con
escobilla y el acimulo celular —tras la rotu-
ra de la parte lateral del frasco de cultivo-
fue trasladado con cuidado a un papel
secante, que tras doblarse, se introdujo en
formol. A partir de ese momento la inclu-
sion en parafina y la obtencién de los cor-
tes siguié el curso normal de una pieza
para estudio histolégico. Se realiz6 técnica
de inmunohistoquimica siguiendo el meto-
do convencional ABC (avidina-biotina-cro-
mogeno peroxidasa) utilizando los anti-
cuerpos monoclonales anti-human Bcl-2
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(Novocastra, England) y anti-human Bax
(Biogenex, California, USA).

Extraccion ADN

Las células del frasco de cultivo despe-
gadas mediante escobilla, se resuspenden
en 3 ml de buffer de lisis, en agitacion. A
continuacién se afiade Protease (Strer-
tomyces griseus, Sigma, Espafia) (10 ml
por cada ml de células) y se incuba a 372C
durante toda la noche. A la mafana
siguiente se agrega RNAse one (Promega)
a una concentraciéon final de 20 mg/ml
durante 30 minutos. Posteriormente se
realizan 2 extracciones con fenol saturado
(5 minutos de agitacién y centrifugacién a
2500 r.p.m. durante 5 minutos) y luego otra
con cloroformo: isoamylalcohol (24:1 v/v).
Tras centrifugar, la fase acuosa es trasla-
dada a un nuevo tubo con cloruro sédico a
una concentracion final de (0,2 M, para que
precipite el ADN. Posteriormente se afia-
den 2 volimenes de etanol al 100%. Se
recoge la formacién filamentosa (ovillo de
ADN) y se disuelve en 0,1 ml de Tris-Edta
pH 8,0. La concentracion de ADN se calcu-
la midiendo la densidad 6ptica a 260 nm en
el espectofotometro. Finalmente se realiza
electroforesis del producto amplificado
(10 ml mas 2 ml de solucién de carga) en
un gel de agarosa al 2% en 1X TBE teiiido
con bromuro de etidio, y se visualiza bajo
luz ultravioleta.

RESULTADOS

Estudio microscopico

La confluencia total de los melanocitos
se alcanz6 aproximadamente a las 3 sema-
nas del cultivo. En algunos experimentos
se aprecié una contaminacién por fibro-
blastos, que fue eliminada tras la incuba-
cién con geneticina (55 mg/ml) durante 3
dias. A partir de ese momento se realiza-
ron sucesivos splitters (de 1:3 6 1.5 fras-
cos), logrdndose en todos ellos la con-
fluencia a los 10 dias. Todos los
experimentos se realizaron entre el segun-
do y tercer splitter.

En los estadios iniciales los melanoci-
tos presentaban una morfologia dendriti-
ca, que conservaban en las sucesivas divi-
siones si se mantenia el suplemento con
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el 13-acetato 12-miristilo forbol (TPA) en
el medio. La ausencia de TPA provocabha
un crecimiento mas lento y las células
adquirian una forma en huso o poligonal
aplanada.

La induccién con TNF-o. provocé cam-
bios morfolégicos en las células consisten-
tes en encogimiento, disminucion del
namero de dendritas y progresiva pérdida
de adhesién al frasco de cultivo, que se
hicieron mas evidentes a las 48 horas. La
incubaciéon previa -24 horas antes— con
NAC (20 mM) preservaba estos cambios,
manteniendo los melanocitos el aspecto
previo a la induccién (Fig. 1). Ademas, aun-
que en este experimento a las 72 horas el
nimero de células flotantes en el medio de
cultivo era mayor que en el frasco control,
la incubacién de nuevo con el medio basal
suplementado permitia de nuevo la prolife-
raciéon melanocitaria. En cambio esta proli-
feracion no se aprecié en la muestra indu-
cida con TNF-a sin NAC.

Respecto a la induccién con IFN-y, mor-
foloégicamente apreciamos en los melanoci-
tos cambios similares a los producidos por
el TNF-0, que también estuvieron ausentes
en los experimentos en los que se realizd
una incubacién previa con NAC (20 mM).
En algunos de estos frascos continuamos
suplementando el medio con TPA y, como
se puede apreciar en la figura 1, los mela-
nocitos mantenian el aspecto dendritico
cuando se preincubaron con NAC, pero no
cuando Unicamente eran inducidos con
IFN-y.

En otros experimentos tras el segundo
splitter, durante 3 semanas, continuamos
cambiando el medio de cultivo cada 3 dias.
Progresivamente, ademéas de lograr la con-
fluencia total aparecieron actimulos celula-
res visibles macroscépicamente como
puntos negros en la superficie de los fras-
cos. Dichos acamulos fueron aumentando
en nimero y tamaifo segln transcurria el
tiempo. Claramente se objetivé una mayor
secrecion de melanina al medio de cultivo,
apareciendo ya una coloracién pardo-gri-
sdcea del mismo a las 8-12 horas del
recambio. Con el microscopio de luz inver-
tida no se apreciaron signos sugestivos de
atipia citolégica. También la proliferacion
celular valorada en distintas fases del cul-
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E F

Figura 1. Melanocitos tras el segundo splitter (x 200). A-D: medio basal sin suplementar. E-F: medio
completo, conteniendo TPA. A) Melanocitos control. B) Incubacion con NAC 20 mM, aspec-
to a las 24 horas. C) Incubacién con TNF-o: 10 ng/ml, aspecto a las 24 horas. D) Preincuba-
cién con NAC 20 mM 24 horas antes de la induccion con TNF-0. 10 ng/ml. E) Incubacién con
[FN-y 500 U/ml, aspecto a las 24 horas. F) Preincubacion con NAC 20 mM 24 horas antes de

la induccién con IFN-=y 500 U/ml
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tivo mediante citometria de flujo, reflejé
un clon poblacional con un indice de ADN
claramente diploide. La viabilidad celular,
determinada mediante la caAmara de Neu-
bauer en distintos experimentos tras el
primer y segundo splitter fue siempre
mayor del 80%.

Citometria de flujo

Mediante citometria de flujo aprecia-
mos una pequefla expresion de Fas en la
superficie de los melanocitos, incluso en
condiciones basales. Esta expresion
aumentd, aunque sin llegar a ser significa-
tiva, en algunos de los experimentos indu-
cidos con IFN-y, especialmente a la dosis
de 500 U/ml a las 48 horas. Por otra parte,
la expresion intracitoplasmaética de Bcl-2
fue apreciada en casi todas las muestras, a
unos niveles bajos, incrementandose dis-
cretamente en algunos experimentos
donde las células fueron incubadas con
NAC (0,5-20 mM), pero sin observarse unas
diferencias significativas ni una expresién
dosis-dependiente (datos no mostrados).

Inmunohistoquimica

El marcaje de Bcl-2 mediante inmu-
nohistoquimica fue escaso en melanocitos

en estadios iniciales tras el segundo split-
ter. En unos estadios mas avanzados
(segundo splitter y tres semanas de culti-
vo) el marcaje fue practicamente negativo
tanto en condiciones basales como tras la
induccién con las citocinas descritas y la
incubacién con distintas concentraciones
de NAC. Por el contrario, la tincién con el
anticuerpo Bax resultd muy positiva (Fig.
2) en todos los cultivos mas avanzados, sin
detectar diferencias significativas entre los
frascos control y los inducidos con citoci-
nas y/o NAC. No se realiz6 esta tincién en
los cultivos iniciales.

Indicador de apoptosis (laddering DNA)

En las muestras analizadas a las 24 ho-
ras no observamos datos relevantes en el
nivel de fragmentacion del ADN en unida-
des nucleosomales (180-200 pb), una de
las caracteristicas especificas de las célu-
las apoptéticas. En algunas muestras
inducidas con TNF-a e IFN-y se apreci6
una difuminacién de la mancha de ADN
aunque sin observarse la “escalera pro-
pia” de la fragmentaciéon nucleosomal,
respecto a las muestras control en las que
la mancha fue mas uniforme (datos no
mostrados).

A

Figura 2. Melanocitos tras el segundo spliffer y tres semanas de cultivo. Inmunohistoquimica con el
metodo ABC (avidina-biotina-cromogéno perdxidasa). A) Negatividad para Bcl-2 (x 300). B)

Positividad para Bax (x 300)
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DISCUSION

Los melanocitos, junto con los querati-
nocitos y células de Langerhans, son célu-
las constitutivas de la piel esenciales para
el mantenimiento de la homeostasis epi-
dérmica. Derivan directamente de la cresta
neural y presentan un aspecto pseudoden-
dritico muy caracteristico. Ademaés de sus
aplicaciones clinicas, en el campo de la
investigacion el melanocito es una célula
fascinante no sélo en lo referente a la onco-
logia cutdnea por su posible transforma-
cién maligna y desarrollo de un melanoma,
sino también para el estudio de modelos
inflamatorios e induccién de fendémenos
de apoptosis, extensibles a comprender la
etiopatogenia de una enfermedad tan fre-
cuente como el vitiligo. Ademas de su ori-
gen embriolégico comin y caracteristicas
morfologicas similares —como las dendri-
tas—, los melanocitos cutaneos se aseme-
jan a las neuronas por la presencia de
receptores activos para el bFGF, la endote-
lina-1, la MSH-q, el factor stem cell” y el fac-
tor de crecimiento neural *. Recientemen-
te se ha postulado que el cultivo de
melanocitos humanos puede ser un mode-
lo aceptable para el estudio de la enferme-
dad de Alzheimer y para el desarrollo de
futuros tratamientos™.

El estudio in vivo de la apoptosis mela-
nocitaria es dificil debido al escaso niime-
ro de células existentes en la piel normal (1
melanocito por cada 36 queratinocitos).
Por tanto, para estudiar la apoptosis de
melanocitos es necesario obtener un
modelo experimental in vitro, de forma que
con una muestra suficiente y uniforme de
células con la misma procedencia se reali-
cen los experimentos. El cultivo de mela-
nocitos puede resultar una técnica ade-
cuada para el estudio de la apoptosis
melanocitaria, tanto de células proceden-
tes de pacientes afectos de vitiligo, como
de melanocitos de pacientes normales tras
la induccién por distintos estimulos. Tam-
bién lo consideramos un modelo valido
para medir la accién farmacolégica de
posibles sustancias reguladoras en estos
procesos. En nuestro trabajo hemos
demostrado la expresion melanocitaria de
receptores celulares implicados en fené-
menos de apoptosis tanto por citometria
de flujo como por inmunohistoquimica.
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Asimismo, hemos apreciado variaciones
morfolégicas —sugestivas de apoptosis—en
los melanocitos tras la induccién con cito-
cinas especificas, valoradas por el micros-
copio de luz invertida. Estas caracteristi-
cas morfologicas fueron atenuadas o
resultaron inapreciables con el empleo
simultaneo de la N-acetilcisteina. En cual-
quier caso, todos estos datos habria que
interpretarlos con cautela, ya que no
hemos podido demostrar mediante un
indicador de apoptosis como es el ladde-
ring de ADN, los rasgos peculiares de esta
muerte celular en nuestros experimentos.

Trabajos recientes demuestran me-
diante citometria de flujo y Western-biot
que los melanocitos expresan constitutiva-
mente Bcl-2, Bax y otras proteinas implica-
das en fenémenos de apoptosis celular’™',
La expresion de Bcl-2 es esencial para el
mantenimiento de los melanocitos inclui-
dos en el foliculo pilosebéceo, apreciando-
se en ratones carentes de este gen la cani-
cidad precoz a partir del segundo ciclo
capilar”. Por otra parte se ha descrito que
el Bcl-2 es capaz de interaccionar con la
superdxido dismutasa mitocondrial y
suprimir la peroxidacién lipidica, con lo
que cabe especular que el efecto de esta
proteina esté involucrado en la activacion
de diversos mecanismos antioxidantes de
la célula'®® que la protegen frente al insul-
to oxidativo. Algunos estudios sugieren
que la expresion de Bcl-2 puede inhibir la
disminucién de tioles intracelulares por
radicales libres®, aunque estd por demos-
trar si existe una contraregulacién, es
decir, si aumentando los niveles de antio-
xidantes endégenos aumenta la expresion
de Bcl-2. La actuacidén sobre el sistema Bcl-
2 v los mecanismos asociados de apopto-
sis, posiblemente en asociacion sinérgica
con una via intracelular antioxidante,
puede resultar una nueva terapéutica para
la melanoproteccién en el vitiligo. Respec-
to al papel del stress oxidativo/radicales
libres en la etiopatogenia del vitiligo, en la
literatura existen miltiples referencias.
Recientemente se ha utilizado la aplica-
cién topica de un gel de pseudocatalasa
asociada a cloruro célcico y luz ultraviole-
ta en el tratamiento del vitiligo, con unos
resultados muy satisfactorios”. La catalasa
es la enzima encargada de la eliminacién
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intracelular del peréxido de hidrégeno. El
peroxido de hidrdgeno y otros radicales
libres son capaces de producir apoptosis,
que puede ser bloqueada por la presencia
de Bcel-2.

La N-acetilcisteina ha sido usada como
antioxidante para prevenir la apoptosis en
linfocitos, neuronas® y células endotelia-
les. El papel antioxidante y citoprotector
de esta sustancia, precursor esencial del
glutatiéon (principal antioxidante endége-
no) podria desarrollarse favoreciendo una
mayor expresion/sintesis de bcl-2. En
nuestro trabajo, s6lo en algunos experi-
mentos mediante citometria pudimos
demostrar un mayor marcaje de Bcl-2 tras
la incubacién con NAC. Ademéis de su
accion antioxidante, la NAC ejerce una
accion antiinflamatoria al inhibir el factor
de transcripcion nuclear kB (NFkB) que a
su vez induce la transcripcion de miiltiples
citocinas proinflamatorias®. Recientemen-
te también se ha demostrado en cultivo de
fibroblastos que la NAC ejerce un efecto
antiproliferativo, suprimiendo la fase Gl
del ciclo celular®,

Aunque desde hace tiempo se sabe que
los melanocitos expresan constitutivamen-
te Bcl-2, poco se conoce acerca de la
expresion de Bax. Nuestros resultados,
realizados por un procedimiento que con-
sigue aplicar las técnicas de inmunohisto-
quimica en frascos de cultivo, indican que
los niveles de Bax permanecen inaltera-
bles y constantes en los melanocitos culti-
vados durante largo tiempo, mientras que
la expresién de Bcl-2 disminuye. De esta
manera, el cociente Bcl-2/Bax es menor
dentro de las células cuando estas son
mantenidas durante largo tiempo en culti-
vo; hallazgos que coinciden con los de Ser-
madiras y cols®, quienes también aprecian
una expresién elevada de Bax y una dismi-
nucién del Bel-2 segiin aumenta la diferen-
ciacion celular. Estos autores sugieren un
posible control de la pigmentacién por
dichos oncogenes, que nosotros corrobo-
ramos tanto morfolégicamente como con
distintas tinciones en los cultivos prolon-
gados de melanocitos.

Por otra parte, la expresion de Fas en
melanocitos normales, —-documentada
escasamente en la literatura—, y su posible
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induccion por citocinas proinflamatorias
podria explicar el que esta proteina de
membrana estuviera implicada en la apop-
tosis melanocitaria mediada por linfocitos
citotoxicos que expresan en su superficie
el Fas-L”.

En conclusién, nuestros datos demues-
tran que los cultivos de melanocitos huma-
nos procedentes del mismo donante,
expresan en distintas condiciones de culti-
vo las proteinas pro y antiapoptoticas Bax
y Bcl-2, que parecen influir en el grado de
pigmentacion. Asimismo, estas células pre-
sentan en su superfice la molécula Fas, que
puede ser inducida por algunas citocinas
proinflamatorias y de esta manera interve-
nir en procesos de apoptosis tras unirse al
Fas-L de los linfocitos citotoxicos.

Este modelo parece adecuado para el
estudio y regulacion de la apoptosis mela-
nocitaria, con posibles aplicaciones por
extrapolacion al campo de las neurocien-
cias.

Finalmente, la NAC al menos desde un
punto de vista teérico, podria ser eficaz en
el tratamiento del vitiligo, tanto por su
accion antioxidante como antiinflamatoria,
aunque indudablemente hay que estudiar
y confirmar su papel en la regulacién de
estos procesos.
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