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Modelo experimental de fotoenvejecimiento cutaneo
por radiacion ultravioleta A

Experimental model of UVA-induced cutaneous photoageing
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RESUMEN

Antecedentes: La piel puede suftir, ademas del envejeci-
miento cronoldgico, el fotoenvejecimiento, secundario a las
radiaciones ultravioletas, las cuales se consideran el carcino-
geno ambiental mas potente. Material y métodos: Hemos
utilizado 32 ratones Swiss en 4 grupos: I. control; II. TPA
(102 sesiones); III. UVA (102 sesiones, 120 minutos/sesion);
IV. TPA y UVA (32 sesiones, 120 minutos/sesion). Al final
realizamos la necropsia. La piel del lomo y orejas fueron
incluidas en parafina por el método habitual, seccionadas a 5
um y tefiidas con H.E. Valoramos diversos criterios histologi-
cos epidérmicos y dérmicos (+, ++ o +++), por dos observa-
dores distintos. Resultados: Hemos establecido un modelo
de fotoenvejecimiento en los dos grupos tratados con UVA
que presentaban lesiones de displasia moderada a severa en el
grupo irradiado con UVA y carcinomas invasores en el grupo
con UVA y TPA, mientras que en el grupo de TPA sdlo obser-
vamos multiples areas de hiperplasia epitelial. Conclusiones:
La exposicion cronica a UVA asociada al promotor tumoral
TPA ha desarrollado un modelo de fotocarcinogénesis cuta-
nea en ratones Swiss.

Palabras clave: UVA, TPA, ratones Swiss, fotoenveje-
cimiento, fotocarcinogénesis.

SUMMARY

Introduction: Chronological ageing aside, skin may also
experience photoageing as a result of exposure to ultraviolet
radiation, considered to be the most potent environmental car-
cinogen. Materials and Methods: 32 Swiss mice (divided
into 4 groups) were treated as follows: I (Control); IT (TPA:
102 sessions); III (UVA: 102 sessions at 120 minutes/session);
IV (TPA & UVA: 32 sessions at 120 minutes/session). Finally,
necropsies were performed. The skin from the back and ears
was included in paraffin via the usual method, sectioned at 5
um and stained using H-E. Diverse dermal and epidermal his-
tological criteria were evaluated (+, ++, +++), by two different
observers. Results: A model for photoageing was established
for both groups treated with UVA, which displayed moderate
to severe dysplasia in the case of those treated with UVA alo-
ne and invasive carcinoma in the case of those treated with
UVA and TPA, whilst only (multiple) areas of epithelial hyper-
plasia were observed in the group treated with TPA alone.
Conclusions: Chronic exposure to UVA in conjunction with
the tumour promoter TPA has provided a model for cutaneous
photocarcinogenesis in Swiss mice.

Key words: UVA, TPA, Swiss mice, photoageing, pho-
tocarcinogenesis.
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INTRODUCCION

Durante las ultimas décadas, la exposicion solar ha
sufrido un aumento considerable, sobre todo la intermi-
tente o de tipo recreativo o social. La exposicion cronica
de la piel a las radiaciones ultravioleta provoca una infla-
macion cronica secundaria al paso de éstas a través de los
tejidos, que a su vez origina estrés oxidativo (1-4). Este
estrés genera una serie de cambios genéticos (dimeros de
pirimidina, mutacion de protooncogenes, etc.) que con-
dicionan la degeneracion de distintas estructuras cutane-
as e inmunosupresion.

Recibido el 29/3/06. Aceptado el 24/8/06.

Las consecuencias de la exposicion solar son comple-
jas, destacando segun Diffey (5) y Matsumura (6) tres
tipos: agudas (eritema, quemaduras y pigmentacion o
bronceado), subagudas (hiperplasia epitelial) y crénicas
(fotoenvejecimiento y fotocarcinogénesis) (7-12). La
exposicion cronica de la piel a las radiaciones ultraviole-
ta produce segin diversos estudios alteraciones en la
estructura de la misma (13-18). Ademas, la radiacion
ultravioleta A (UVA) posee mayor poder de penetracion
en la piel que la UVB (13-17), pudiendo afectar a todas
las capas de la piel hasta la dermis profunda (15). La
radiacion UVA induce alteraciones cutaneas, entre las que
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se incluyen el fotoenvejecimiento y el cancer cutineo
(19). Por otra parte, las radiaciones ultravioleta provocan
también alteraciones del sistema inmune, dando lugar a
estados de inmunosupresion relativa, que dificultan el
rechazo del tumor por parte del paciente e incluso cola-
boran activamente en su progresion (4,6,19-21). La radia-
cién ultravioleta es la causante de la gran mayoria de los
casos de cancer cutaneo diagnosticado en humanos, sobre
todo en individuos caucasicos. En concreto, es responsa-
ble de mas de un millon de lesiones cutdneas malignas
diagnosticadas cada afio en los EEUU, lo que la convier-
te en el carcindgeno ambiental mas importante (22).

Los modelos experimentales descritos utilizaron
ratones Hairless para el estudio de los efectos de la irra-
diacion crénica con radiacidon ultravioleta, con lesiones
cutaneas similares a las humanas en el fotoenvejecimien-
to y la fotocarcinogénesis (14,17-18). En nuestro trabajo
hemos utilizado ratones Swiss.

MATERIAL Y METODOS
Animales

Hemos utilizado 32 ratones Swiss, hembras, con un
peso medio de 33,83 g y una media de edad de 8-10 sema-
nas del Servicio de Animales de Laboratorio (SACE- Uni-
versidad de Murcia, REGAES300305440012). Fueron
mantenidos en cajas de 22 x 22 cm (484 cm?) en habitacién
con fotoperiodo luz-oscuridad 12-12 horas y comida y bebi-
da «ad libitumy.

Los animales fueron separados en 4 grupos de 8 rato-
nes cada uno:

* Grupo I: control.

* Grupo II: aplicacion topica de TPA (12-O-tetrade-
canoylphorbol-13-acetato, Sigma Aldrich Co).

* Grupo III: irradiados con radiacion ultravioleta A
(UVA).

* Grupo IV: aplicacion topica de TPA mas irradia-
cion UVA.

Procedimiento experimental

Los animales fueron rasurados 48 horas antes de
comenzar los experimentos y colocados en cajas de
22 % 22 c¢cm, de modo que cada caja contenia un grupo
experimental completo.

Para la irradiacion con UVA, utilizamos el modelo de
lampara Original Home Solaria de Philips Typl HB
171/A, que consta de 4 tubos Philips Cleo 15 w con un
espectro de emision de 300-425 nm y un pico maximo de
354 nm. Las cajas con los animales de los grupos 111y IV
fueron colocadas una a una bajo los tubos de la lampara
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a una distancia foco-piel de 20 cm. Las sesiones de UVA
eran realizadas diariamente (4 dias a la semana) con una
duracion de 120 minutos, durante las cuales se controla-
ba que la temperatura no fuera superior a 23° C. La ener-
gia absorbida en cada sesion fue de 8,74 J/cm?; la ener-
gia absorbida total en el grupo III fueron 892 J/cm? y en
el grupo IV 280 J/cm?. Con el fin de homogeneizar la
exposicion, las cajas eran rotadas semanalmente.

Los animales del grupo III recibieron 102 sesiones de
radiacion UVA, mientras que los del grupo IV recibieron 32.

En los grupos II y IV, el TPA, disuelto en acetona
(2,5 ng/0,2 ml de acetona por dosis), fue aplicado topi-
camente con micropipeta en la region dorsal y orejas de
los animales una hora antes de la exposicion a UVA dos
veces a la semana.

Método anatomopatolégico

Los animales fueron sacrificados al acabar los experi-
mentos mediante dislocacion cervical realizando la
necropsia, extirpando la piel del lomo expuesta a las
radiaciones y las orejas, asi como los diferentes 6rganos.
Todas las muestras fueron fijadas en formol neutro tam-
ponado al 10% y posteriormente incluidas en parafina por
el método habitual, seccionadas a 5 um y tefiidas con H.E.

Las secciones histologicas fueron estudiadas al
microscopio optico por dos observadores, valorando de
una a tres cruces los siguientes parametros: en la epider-
mis se valord: hiperplasia, atrofia, hiperqueratosis, pér-
dida de polaridad y atipias celulares; en la dermis eva-
luamos la zona Grenz, fibras coladgenas, elastosis y alte-
raciones de los vasos, glandulas sebaceas y glandulas
sudoriparas, asi como la presencia de linfocitos y macro-
fagos.

RESULTADOS

Los animales del grupo II, tratados con el promotor
tumoral TPA mostraban caracteristicas macro y micros-
copicas superponibles en general a las del grupo I (con-
trol) con la piel sonrosada y pelos blancos, excepto por
multiples zonas de engrosamiento cutaneo de aspecto
granular, tanto en la piel del lomo como en la parte mas
expuesta de las orejas (porcion superior), que microsco-
picamente correspondia a hiperplasia de los queratinoci-
tos, que originaba acantosis con mayor o menos grado de
papilomatosis en todos los animales de este grupo, aun-
que oscilaba de moderada (++) a intensa (+++) segun las
areas (fig. 1). No observamos atipias citologicas.

Los animales del grupo III, tratados exclusivamente
con radiacion UVA presentaban eritema difuso en la piel
del lomo y en la porcion superior de las orejas, que era
de caracter pasajero durante las primeras tres o cuatro
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semanas, haciéndose permanente a partir de ese periodo
y que se caracterizaban por mostrar un aspecto reticular
(fig. 2). A partir de cuatro a seis semanas de exposicion,
en esas zonas destacaba el engrosamiento irregular, gra-
nular y difuso de la piel, que se acompaiaba general-
mente de superficie escamosa. Estas zonas alternaban
con otras de aspecto predominantemente telangiectasico
y con las de alopecia irregular. Pasadas 60-65 sesiones
las areas de engrosamiento cutaneo eran mas extensas e
irregulares, y estaban normalmente infiltradas, mostran-
do superficies escamosas de coloracion roja o amarillen-
ta. Sin embargo, no observamos lesiones de aspecto cla-
ramente neoplasico.

Microscopicamente, tanto en la piel como en las ore-
jas se observaban numerosas areas irregulares de acanto-
sis de aspecto compacto, que alternaban con fendmenos
de alargamiento irregular de las crestas epidérmicas y
papilomatosis. Estas areas solian acompafarse de hiper-
queratosis y, en ocasiones, paraqueratosis. También eran
frecuentes las areas de displasia leve (+) o moderada
(++) y esporadicamente severa (+++) (fig. 3). Estas
zonas mostraban pérdida de la polaridad celular y atipias
que se caracterizaban por marcado pleomorfismo celular
y nuclear, alteracion de la relacion nucleo-citoplasma a
favor del nucleo, hipercromatismo nuclear con frecuente
aspecto vesiculoso del nicleo y uno o varios nucléolos
voluminosos e irregulares, asi como frecuentes figuras
de mitosis. No observamos carcinomas en ningun animal
de este grupo.

Asimismo era constante la expansion de la dermis
papilar por aumento de los capilares sanguineos y por
acumulos de sustancia intercelular. En la dermis reticular
destacaba la desorganizacion estructural por fragmenta-
cioén y degeneracion de las fibras elasticas con depositos
irregulares de material elastotico. En las zonas subya-
centes a las areas de displasia epitelial, se observaban
ademas infiltrados irregulares de linfocitos y células
plasmaticas.

Todos los animales del grupo 1V, tratados con TPA y
UVA presentaban alteraciones macroscopicas, funda-
mentalmente en la piel del lomo y en la parte superior de
ambas orejas, que empezaban tras las primeras aplica-
ciones, y se caracterizaban por eritema generalizado y
pasajero. A partir de cuatro a seis semanas aparecian are-
as de engrosamiento granular e irregular alternando con
otras rojizas de aspecto telangiectasico. Tras 10-12 sesio-
nes destacaban los fenémenos de alopecia asi como las
arrugas cutaneas (fig. 4). Dichas arrugas eran al princi-
pio pequeilas e irregulares, con fendmenos de laxitud y
pérdida de elasticidad de la piel, y aumentaban progresi-
vamente de longitud y grosor, de modo que pasadas dos
o tres semanas eran largas, dispuestas en sentido longitu-
dinal a lo largo de todo el lomo, que se acompanaban de
marcada flaccidez. Posteriormente destacaban las areas
de engrosamiento cutaneo, nodulares e irregulares y fija-

Fig. 1: Piel del lomo con hiperplasia epidérmica intensa, hiperquera-
tosis compacta y fibrosis dérmica (H.E., 125x).

Fig. 2: Eritema difuso en la piel del lomo

Fig. 3: Hiperplasia epidérmica en la oreja, con areas de displasia leve-
moderada en la piel de la porcion superior (H.E., 125x).

das profundamente; algunas mostraban superficies esca-
mosas o costrosas de color rojo amarillento y en ocasio-
nes estaban erosionadas o incluso eran sangrantes con
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aspecto ulcerado (fig. 5). Tras 20-25 sesiones, en el 30%
de los animales del grupo IV aparecian varias lesiones
nodulares fijadas a planos profundos. Algunas de ellas
tenian limites irregulares, eran sobreelevadas, con bordes

Fig. 4: Extensas arrugas cutaneas que alternan con areas de engrosa-
miento irregular y alopecia.

Fig. 5: Queratosis y lesiones nodulares verrucosas en la piel del lomo.

Fig. 6: Lesion verrucosa parcialmente ulcerada.
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congestivos y aspecto verrucoso, mientras que otras
mostraban el centro deprimido con aspecto escamoso e
incluso algunas estaban centralmente ulceradas. En la
piel de las orejas se observaban lesiones similares a las
descritas en la piel del lomo en cualquiera de los estadios
antes citados, excepto las lesiones nodulares o verruco-
sas que no se presentaron en ningun animal.

Microscopicamente se observaban en todos los ani-
males numerosas areas (en el lomo y la porcién superior
de las orejas) con hiperplasia de la epidermis de grado
variable, predominantemente de grado moderado (++) o
severo (+++), acompafiadas frecuentemente de papilo-
matosis, y de hiperqueratosis compacta y a veces para-
queratosis (fig. 7). También eran frecuentes las areas de
displasia epitelial, sobre todo de grado I y II, caracteri-
zadas por proliferacion celular con pérdida de la polari-
dad, pleomorfismo celular y nuclear con nucleos pleo-
morficos, asi como alteracion de la relacion nucleo-cito-
plasmica y frecuentes figuras de mitosis, que no
sobrepasaban la mitad inferior de la epidermis. En oca-
siones, dichos fenomenos afectaban a la mayor parte del
espesor epitelial (displasia grado III o severa) e incluso a
toda la epidermis, bajo la forma de carcinoma «in situ»
(fig. 7). En cuatro animales se presentaron carcinomas
escamosos de aspecto verrucoso o ulcerado. Estaban for-
mados por lobulos o nidos irregulares de queratinocitos
poligonales o globulosos con pleomorfismo moderado,
siendo frecuentes los fendmenos de disqueratosis y la
presencia de globos coérneos (fig. 8). Dichos lobulos
celulares invadian la dermis, donde formaban columnas
o regueros de células epiteliales, rodeados por estroma
fibroso, con densos infiltrados de linfocitos y células
plasmaticas. En ninglin caso se encontraron metastasis
ganglionares o hematdgenas.

También se observaban fenémenos de ensanchamien-
to de la dermis papilar, por la presencia de numerosos
vasos capilares sanguineos y de aciimulos irregulares de
sustancia intercelular. En algunas zonas existia hiperpla-

Fig. 7: Piel del lomo con areas de displasia severa-carcinoma in situ.
Reaccion mesenquimal dérmica (H.E ., 312.5x).
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sia de glandulas sebaceas. En la dermis reticular era tam-
bién frecuente la existencia de areas con desorganizacion
del patrén fibrilar, caracterizado por fragmentacion de
las fibras elasticas, con depositos irregulares de material
elastotico en grumos gruesos o grandes placas, segun las
zonas.

DISCUSION

Existen numerosas evidencias epidemioldgicas y cli-
nicas que relacionan las radiaciones ultravioleta solares
con el fotoenvejecimiento cutaneo o dermatoheliosis
como ha sido denominado también recientemente por
Oppel (24). A su paso a través de los tejidos, estas radia-
ciones pueden originar estrés oxidativo, que seria el res-
ponsable de las alteraciones tisulares que tendran lugar
tanto en la epidermis como en la dermis, asi como de la
inmunosupresion (1-3), pues van a afectar a las membra-
nas celulares y de los organulos y a la sintesis de amino-
acidos (25). Asimismo, pueden provocar la dimerizacion
de las bases pirimidinicas del ADN (26) generando
mutaciones. Estas alteraciones constituyen la base pato-
génica del espectro de las lesiones que caracterizan al
denominado fotoenvejecimiento y a la fotocarcinogéne-
sis cutaneos (6).

El cancer cutaneo es el mas frecuente en la raza blan-
cay ha sufrido un dramatico incremento durante los ulti-
mos 40 afios, debido fundamentalmente al cambio social
experimentado respecto a la exposicion al sol y radiacio-
nes ultravioleta. Esto ha determinado que se considere a
las radiaciones ultravioleta como el carcinégeno ambien-
tal mas importante en la actualidad (22), y explica el
enorme interés sanitario por el conocimiento y control de
los efectos de estas radiaciones.

Ademas, las radiaciones ultravioleta A pueden origi-
nar diversas neoplasias, siendo los tipos tumorales mas
frecuentes los carcinomas escamosos (baso y espinoce-
lulares) y con mucha menos frecuencia el melanoma o
los linfomas no Hodgkin, que suelen ser excepcionales.

En la bibliografia no hemos encontrado descritos
modelos experimentales de fotoenvejecimiento cutdneo
en ratones Swiss mediante la exposicidn cronica a radia-
ciones ultravioleta A (UVA).

Para nuestro experimento nos planteamos un periodo
de exposicion de seis meses (4 sesiones semanales de
120 minutos cada una, con un total de 102 sesiones) para
los grupos II (aplicacion de TPA) y III (radiacion UVA).
El tratamiento del grupo IV (TPA y radiaciéon UVA) se
suspendi6 tras tres meses (3 sesiones semanales de 120
minutos cada una, con un total de 36 sesiones) por la
aparicion de tumores cutaneos en la mitad de los anima-
les y la muerte de uno de ellos, a fin de poder realizar el
estudio anatomopatologico de todos los animales. Consi-
deramos que los periodos de exposicion son suficiente-

Fig. 8: Carcinoma espinocelular vegetante y escamoso que infiltra la
dermis hasta el nivel muscular (H.E., 31.25x%).

mente prolongados respecto a la supervivencia media de
los animales (2-3 afios), equivaliendo a 12-15 afios
humanos de exposicion para los grupos de tratamiento
individual (Il y III) y de 6-7 para el grupo de tratamien-
to combinado (IV).

En nuestro trabajo hemos establecido un modelo
experimental de fotoenvejecimiento cutaneo en los ani-
males de los grupos expuestos a radiacion UVA. En
ambos grupos aparecieron areas de displasia epitelial de
alto grado en todos los animales y, ademas, en el grupo
irradiado y tratado con el promotor tumoral se desarro-
llaron varios carcinomas en la mitad de los animales
(fotocarcinogénesis) a pesar de la menor duracion del
tratamiento.

Consideramos que estos hechos confirman la impor-
tancia de la exposicion cronica a las radiaciones UVA en
el origen del fotoenvejecimiento cutaneo, puesto que han
originado todo el espectro de signos clinicos ¢ histopato-
logicos descritos previamente por diversos autores (13-
18), consistente en: eritema y telangiectasias superponi-
bles a las lesiones agudas observadas en humanos tras la
exposicion prolongada al sol (5); presentacion de multi-
ples areas de engrosamiento cutdneo, que corresponderi-
an a las lesiones de presentacion subaguda en humanos; y
presentacion progresiva de arrugas profundas y de lesio-
nes similares a las queratosis actinicas, que semejarian a
las lesiones por exposicion cronica en humanos (26).

Microscopicamente, observamos también todo el
espectro de lesiones, desde la hiperplasia hasta la displa-
sia moderada-severa, cuando exponiamos los animales
exclusivamente a las radiaciones UVA. Cuando se combi-
naban radiaciones con el promotor tumoral estas lesiones
se presentaban con mayor frecuencia y mayor extension y
aparecian neoplasias escamosas invasivas, superponibles
a los carcinomas espinocelulares bien diferenciados de
los humanos similares a los descritos por Benedetto (8).
Dichos tumores invadian la dermis papilar y reticular
alcanzando al tejido celular subcutaneo.

Asimismo, nuestro estudio confirma el doble meca-
nismo implicado en el desarrollo de la carcinogénesis
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cutanea: la induccién tumoral causa alteraciones irrever-
sibles del material genético, y, a través de la accion del
promotor tumoral TPA, se favorece la proliferacion de las
células mutadas con formacion de neoplasias «in situ» e
incluso invasivas. En contraste, los animales a los que
aplicamos exclusivamente el promotor tumoral, solo des-
arrollaron areas de engrosamiento cutaneo por hiperpla-
sia de los queratinocitos.
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