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Resumen.—Introduccién: es bien conocido que la exposicion
de la piel a dosis eritemogénicas de rayos ultravioleta B (UVB)
y A (UVA) produce importantes alteraciones epidérmicas y
dérmicas. El objetivo de este estudio es examinar in vivo, me-
diante microscopia confocal en tiempo real, los cambios pro-
ducidos en el grosor de la epidermis y sus distintas capas
tras la exposicion de la piel no expuesta a dosis suberite-
mogénicas diarias de UVA.

Meaterial, métodos y resultados: cuatro voluntarias fueron
irradiadas con la mitad de la dosis minima eritemogénica de
UVA en un area de 1 cm? en la cara interna del antebrazo
durante 5 dias consecutivos por semana hasta alcanzar un
total de 15 dosis acumuladas. Los cambios epidérmicos
fueron evaluados in vivo una vez por semana con microscopia
confocal midiendo en cada evaluacion el grosor del estrato
corneo, de la epidermis suprapapilar y de los procesos
epidérmicos interpapilares. La epidermis mostré un aumento
progresivo, tanto del grosor de la capa cérnea como de la
epidermis suprapapilar, a partir de la segunda evaluacion
(9 dosis) en el caso del estrato corneo y de la primera (4 dosis)
en el caso de la epidermis suprapapilar. Este incremento fue
significativo ya desde la tercera evaluacion. Por el contrario,
el grosor de los procesos interpapilares no mostré cambios
significativos.

Conclusiones: el caracter no invasivo y la posibilidad de visualizar
in vivo y en tiempo real secciones opticas transversales de la
piel con alta resolucion y contraste convierte a la microscopia
confocal en una técnica de gran utilidad para el estudio de
procesos dindmicos como el fotoenvejecimiento. Los hallazgos
del presente estudio demuestran que dosis pequefas y
repetitivas de UVA producen una serie de alteraciones
epidérmicas, consistentes fundamentalmente en un aumento
en el grosor de la epidermis, que probablemente representan
una respuesta protectora de la piel contra la radiacion
ultravioleta y que deben ser consideradas como las
alteraciones precoces del fotoenvejecimiento cutaneo.

Palabras clave: alteraciones epidérmicas, UVA, microscopia
confocal, morfometria.

Ferrandiz Pulido L, Gonzalez S. Estudio morfométrico in vivo con micros-
copia confocal en tiempo real de las alteraciones epidérmicas de la piel
tras dosis bajas y repetitivas de radiacion ultravioleta A (UVA). Actas Der-
mosifiliogr 2003,94(2):84-9.

©0000000000000000000000000000000000000000000000000000000

Correspondencia:
Lara Ferrandiz Pulido. Muntaner, 432, 3.° 08006 Barcelona.

Aceptado el 31 de octubre de 2002

JOSE GREGORIO ALVAREZ FERNANDEZ
AR et A PERET CAMPOS s+t c e erseeeasecnes

acer el

A IN VIVO, REAL TIME CONFOCAL SCANNING
LASER MICROSCOPY STUDY OF THE EPIDERMIS
AFTER EXPOSITION OF THE SKIN

TO LOW AND REPETITIVE DOSES

OF ULTRAVIOLET A (UVA) RADIATION

Abstract.—I/ntroduction: repetitive exposure of skin to ery-
thematogenic doses of UVA and UVB is known to produce
epidermal changes in human skin. The aim of the present
study is the use of high resolution /in vivo confocal imaging to
assess the effects of repetitive low-dose UVA irradiation on
human epidermis.

Methods and results: 1 cm? area on the inner aspect of the
arm of 4 volunteers was exposed to a suberythemal dose
(0.5 minimal erythema dose [MED]) of UVA once daily, 5 days
a week, for 15 cummulative doses. In vivo epidermal chan-
ges were analyzed and quantified with a confocal microscope.
In each imaging the thickness of the stratum corneum as
well as the suprapapillary page (SPP) and rete page were
evaluated. Both the stratum corneum and the suprapapillary
epidermis showed a progressive increase in their thickness
since the second (9 doses) and first (4 doses) evaluation,
respectively. The increase was statistically significant since
the third evaluation. On the other hand, the thickness of the
rete page did not show significant changes.

Conclusion: realtime reflectance confocal microscopy is a
novel imaging tool that allows to assess in vivo optical sec-
tioning of skin with high resolution and contrast. Hence, con-
focal microscopy can be very useful for the study of dyna-
mic processes as photodamage.

The results of this study demonstrate that low and repeti-
tive doses of UVA include epidermal changes, mainly in the
epidermal thickness, that probably represent a protective
reaction of the skin against UVA radiation, and must be con-
sidered early changes of skin photodamage.

Key words: epidermal changes, UVA, confocal microscopy,
morphometry.
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INTRODUCCION

La microscopia confocal es una técnica de explo-
racién no invasiva de reciente aplicacidon en diversos
campos de la medicina®? Dada la ficil accesibilidad
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de la piel yel cardcter incruento de la técnica, no cabe
duda que abre un amplio abanico de posibilidades de
aplicacién en Dermatologia para el estudio micros-
copico in vivoyen tiempo real de las alteraciones mor-
folégicas ymorfométricas de la piel normal yde diver-
sos procesos patolégicos con una resolucién compa-
rable a la obtenida con la microscopia convencional®*.

En el campo de la fotobiologia es bien conocido que
la exposicion de la piel a dosis eritemogénicas de rayos
ultravioleta A (UVA) yB (UVB) produce importantes
alteraciones epidérmicas y dérmicas’’. También, mds
recientemente, se ha demostrado en modelos anima-
les yen humanos voluntarios sanos, a través del estu-
dio de biopsias secuenciales, que tras la exposicidon
repetitiva de la piel a dosis suberitemogénicas de UVA
aparecen una serie de cambios en la epidermis y en
la dermis que ayudan a comprender el efecto «cré-
nico» que la exposicion cotidiana a los UVA produce
en la piel®”’.

El objetivo de este estudio es examinar in vivo con
microscopia confocal en tiempo real, los cambios pro-
ducidos en el grosor de la epidermis y en sus distin-
tas capas tras la exposicion de la piel no expuesta de
voluntarios sanos a dosis suberitemogénicas diarias de
irradiacién UVA.

MATERIAL YMETODOS

Voluntarios

En el estudio participaron 4 voluntarias sanas con
edades comprendidas entre los 19 y 26 afios, tres de
ellas con fototipo 2 yuna con 3, sin antecedentes de
enfermedades cutdneas y que no estaban tomando far-
macos que afectaran la respuesta cutdnea a la expo-
sicién a radiacién ultravioleta. Todas firmaron el con-
sentimiento informado aprobado por el Comité de
Etica del Massachussets General Hospital, en el que se
detallaba la naturaleza, metodologia y finalidad de la
investigacion.

La piel de todas las voluntarias fue cuidadosamente
explorada, con especial énfasis en la cara interna del
antebrazo, para confirmar la ausencia de alguna
lesién que pudiera interferir en la investigacion.

Asimismo se solicité a las participantes la no admi-
nistracién de productos tépicosen el drea en estudio.
Lairradiacion se realizé sobre la superficie de flexiéon
del antebrazo, zona no expuesta a la radiacion solar
en ninguna de las voluntarias.

Fuente de luz ultravioleta

Se utiliz6 una lampara de arco de xen6n de 150 W
equipado con un filtro WG-320 de 1 mm y UG-5 de
1 mm (Schott Glass Technologies Duryea, Pa) que pro-
ducia una irradiacion ultravioleta similar a la del sol.

El espectro UVA (320400 nm) se obtuvo mediante la
filtracion de esta radiacion por un filtro Schort WG-345
de 1 mm (Schoot Glass Technologies). La dosimetria se
realiz6 con un espectrorradiémetro (modelo 752
Optronics Co., Orlando, Florida). La iluminacién
estaba enfocada a través de una fibra 6ptica en cui-
dadoso contacto con el drea cutdnea expuesta (did-
metro =8 mm).

Determinacion de la dosis minima eritemogénica

Se irradiaron en cada voluntaria 6 areas de 8 mm
de diametro localizadas en la cara interna del ante-
brazo. En la primera se utilizé una dosis de 20 J/ cm?,
que se fue incrementando un 30% en cada una de
las otras dreas. A las 24 horas de la irradiacién se pro-
cedid a su lectura. Se definié la dosis minima erite-
mogénica (DME) como aquella que indujo en el drea
irradiada una mdécula con un eritema perceptible,
minimo yuniforme 24 h despuésde la irradiacién. Las
DME asi obtenidas de cada voluntaria fueron 39, 55,
55y 75 J/ cm?, respectivamente.

Protocolo de irradiacion

Todas las voluntarias fueron irradiadas sobre un
drea de 1 cm? localizada en la cara interna del ante-
brazo durante 5 dias consecutivos por semana (de
lunes a viernes), hasta alcanzar un total de 15 dosis
acumuladas. La dosis de UVA empleada fue la mitad
de la DME que para cada uno de los sujetos fue de 19,
27,27 y381)/ cm?, respectivamente.

Microscopio confocal

Se utilizé el microscopio confocal de reflectancia
(Vivascope 1000®, Lucid, Inc), que utiliza como fuente
de luz un laser diodo de 830 nm, cuyo poder de ilu-
minacion en piel es >20 mW (aprobado por la Food and
Drug Administration [FDA]). Se usé un objetivo de inmer-
sién en agua de 30 X y apertura numérica 0-85. Previa-
mente se ha publicado informacién detallada del mismo®.

La resolucion lateral es de 0,5-1 um y la resoluciéon
axial (grosor del corte 6ptico) de 3-5 um, con pro-
fundidad maxima de imagen de 200250 um. Cada
imagen tiene un campo de visién de 1/ 4 mm de lado
y un indice de grabaciéon de imédgenes de 10 image-
nes por segundo.

Evaluacion con el microscopio confocal

Se realizé una vez por semana en el momento pre-
vio a la irradiacién de la quinta dosis semanal con
objeto de evitar posibles alteraciones secundarias a la
presién y el calor de la ldmpara de irradiacién que
podrian producirse si el examen de la piel se realizase
inmediatamente después de la irradiacion. Dicho pro-
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TABLA 1. MEDIDAS DEL GROSOR DEL ESTRATO
CORNEO Y DE LA EPIDERMIS SUPRAPAPILAR

EN DIFERENTES INTERVALOS TRAS LA IRRADIACION
DIARIA DE LA PIEL CON DOSIS SUBERITEMOGENICAS
DE RAYOS ULTRAVIOLETA A (UVA)

Control |Tras 4 dosis |Tras 9 dosis | Tras 14 dosis
um um um um

Estrato corneo
Epidermis
suprapapilar

843187 8556+243 11,15+3,04 1355193

444+885 521+1,16 54,656+9,6 66,3+8,02

cedimiento se realizd, pues, tras la cuarta, novena y
decimocuarta dosis. Durante la visualizacién cutdnea
con el microscopio se midié el grosor del estrato cor-
neo, de la epidermis suprapapilar desde la capa mas
superficial del estrato cérneo hasta la unién dermoe-
pidérmica yde los procesos interpapilares. A este res-
pecto, en cada paciente se realizaron 6 medidasen dis-
tintos puntos de la misma drea irradiada, calculando
después la media de todas ellas y la desviacién estdn-
dar a partir de la media. De forma paralela se midie-
ron los mismos pardmetros en la zona simétrica del
otro brazo, no irradiado, para tener medidas de con-
trol. Una vez realizada la visualizacién con sus corres-
pondientes mediciones irradiamos a la voluntaria con
la dosis suberitemogénica correspondiente.

Analisis estadistico

Se realiz6 con un anadlisis de la varianza (SAS Proc
Mixed, SAS Institute, Inc., Cary, NC). Los resultados se
consideraron estadisticamente significativos con valo-
resde p<0,05.

RESULTADOS

En la tabla | se recogen las mediciones del grosor
de la capa cérnea (fig. 1A) y de la epidermis supra-

papilar (fig. I1B) trasla cuarta, novena ydecimocuarta
irradiaciones con dosis suberitemogénicas de UVA. En
ella puede apreciarse como la epidermis de todas las
voluntarias mostré un aumento progresivo tanto del
grosor de la capa cornea como de la epidermis supra-
papilar a partir de la segunda visualizacién (9 dosis)
en caso del estrato cérneo y de la primera (4 dosis)
en caso de la epidermis suprapapilar. Este incremento
fue estadisticamente significativo ya desde la tercera
evaluacion (tras 14 dosis) (fig. 1). Por el contrario, el
grosor de los procesos interpapilares no mostré cam-
bios significativos. Otro hallazgo, accidental, fue un
aumento progresivo de los depdsitos de melanina en
la epidermis, siendo particularmente evidente en el
estrato corneo (fig. 2 [A2]) tras4 dosis de exposicion.
Asimismo se observa un aumento de la refractibilidad
en el estrato basal. Otros hallazgos fueron paraque-
ratosis, espongiosis (fig. 2 [B2], [C2]) e infiltrado infla-
matorio perivascular (fig. 2 [D2]), probablemente de
naturaleza mastocitaria o histiocitica.

DISCUSION

La microscopia confocal es una técnica con la que
se puede ver la piel in vivo o en biopsias en fresco (ex
vivo) sin fijacién, seccion, ni tincién alguna. Su cardc-
ter no invasivo y la posibilidad de visualizar in vivoy
en tiempo real secciones dpticas transversales de la piel
(paralelas a la superficie cutdnea) con alta resoluciéon
ycontraste le abre un amplio abanico de posibilidades
de aplicacién en diversas dreas de la Dermatologia® '™,
Sus aplicaciones son multiples ya que permite la visua-
lizacién in vivo de células, nicleos, capilares, folicu-
los, etc., a la vez que permite el recuento de queratinoci-
tos, del nimero de papilas yotras estructuras por uni-
dad de superficie y la practica de andlisis morfomé-
tricos tales como la mediciéon del grosor de la epi-
dermis yde sus distintas capas hasta una profundidad
de 200-300 um con una resolucién comparable a la
obtenida mediante histologia convencional'®. Ha sido

A
18 — Estrato cérneo 0,5 DME
16 —
14 —
12 —
S 10 -
5 8
6 —
4 —
Fig. 1.—Representacion esque- P
matica del aumento progre-
sivo del grosor (um) de la ca- = -
pa cornea (A) y de la epider- Control 4 dosis 9 dosis
mis suprapapilar (B) tras lairra- Dosis
diacion de la piel con dosis B Media
suberitemogénicas de rayos
ultravioleta A (UVA).

B
Epidermis suprapapilar 0,5 DME
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60 —
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o
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30 4
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Fig. 2—Imaéagenes 6pticas obtenidas mediante microscopia confocal
en piel no irradiada (A1, B1, C1, D1) y piel irradiada (A2, B2, C2, D2)
de forma repetida (14 exposiciones) a dosis equivalentes a la mitad
de la dosis minima eritemogénica (DME). Cada una de las image-
nes corresponde a un mosaico compuesto de 9 cortes de 250 pm
de anchura, siendo el campo de visién total de cada mosaico de
1 mm. Las imagenes A1y A2 corresponden a cortes del estrato cor-
neo; véase la microtopografia del mismo con plegaduras y desem-
bocaduras de glandulas sudoriparas ecrinas (flechas). Las image-
nes B1y B2 corresponden a cortes obtenidos del estrato granuloso;
obsérvese que los queratinocitos de este estrato son de mayor
tamano y tienen menor contraste en la piel no irradiada que en la
irradiada. Aqui el contraste parece ser consecuencia principalmente
del edema intercelular. Este se pone también de manifiesto en el
estrato espinoso (cortes C1y C2). Las flechas apuntan queratinoci-
tos en ambos estratos. D1y D2 corresponden a cortes obtenidos de
la unién dermoepidérmica que muestran un engrosamiento de la epi-
dermis (de 41 pm a 84 pm) y presencia de dermis papilar*. En la piel
irradiada se aprecia un infiltrado inflamatorio (flechas, D2). (Objetivo
de inmersidn en agua, 30x, 0,85 NA, escala 100 pm).

utilizada también en el estudio y diagndstico de en-
fermedades inflamatorias'"'*'>'"_ proliferativas'® y tu-
morales'” '°, asi como para visualizar los margenes
microscopicos de los tumores cutdneos de forma pre-
via a la microcirugia, por lo que constituye asi un
método potencialmente adyuvante a la cirugia micro-
grifica de Mohs'®. Ademds permite observar los pro-
cesos dindmicos de forma no invasiva durante un
extenso perfodo de tiempo'* "

El presente estudio demuestra el uso potencial de
esta técnica en el diagnéstico y la evaluaciéon de las

alteraciones epidérmicas inducidas por dosis suberi-
temogénicas de UVA.

Son numerosas las investigaciones que han descrito
las alteraciones epidérmicas y dérmicas secundarias a
la exposicién de la piel a dosis altas de UVA y UVB.
Estos dos tipos de radiaciones son consideradas
como los factores mds importantes en el fotoenveje-
cimiento de la piel ytambién, sobre todo los UVB, en
la induccién del cancer cutdneo?. Gilchrest et al’
estudiaron los cambios histolégicos inmediatos de la piel
tras exponerla a dosis eritemogénicas de UVA y con-
cluyeron que las alteraciones mdas importantes dentro
de las primeras 48 horas postirradiacién eran la deple-
cién de célulasde Langerhansde la epidermis yel reclu-
tamiento de neutrofilos en la dermis, siendo las altera-
ciones en la dermis mds pronunciadas que las produ-
cidas por los UVB. Por el contrario, las alteraciones
epidérmicas son mucho mds manifiestas tras la irradia-
cién de la piel con dosis eritemogénicas de UVB™ ¥,

Sin embargo, poco se sabe del efecto que dosis
pequeiias y repetitivas de UVA, mucho menores a las
empleadasen estudios experimentales™***** tienen
sobre el fotoenvejecimiento. Ello seria de gran inte-
rés porque probablemente esta situacién reproduce
mucho mas fielmente lo que ocurre a lo largo de la
vida en un nucleo importante de poblacidn, repre-
sentada por aquellas personas cuya actividad profe-
sional se realiza bajo techo y que reciben pequenas
dosisde UVA ya sea a través de las ventanas o durante
cortos periodos de actividad al aire libre (por ejem-
plo, paseos cortos o conduciendo un coche, etc.), a
los que habria que afladir aquellos que trabajan al aire
libre y utilizan filtros solares que protegen contra los
UVB, pero no, o s6lo parcialmente, contra los UVA.
Evidentemente, la cantidad de UVA que recibe la piel
de estos pacientes es muy inferior a las dosis emplea-
dasen estudios con animales de experimentacién. En
nuestro estudio hemos tratado de reproducir esta
situacién exponiendo a las voluntarias a pequefias
dosis diarias de UVA.

En cuanto a las alteraciones epidérmicas encontra-
das, nuestros resultados han sido similares a los obte-
nidos en estudios semejantes, pero con microscopia
convencional, realizados previamenteg’(’. En este sen-
tido, Lowe et al®, tras un estudio morfométrico prac-
ticado sobre biopsias secuenciales realizadas a volun-
tarios irradiados repetitivamente con la DME de UVA
y con UV de un simulador solar, encontraron un
aumento en el grosor de la capa cOrnea yespinosa que
se ponia de manifiesto a las pocas semanas, asi como
una disminucién de la cantidad de tejido eldstico de
la dermis. Las alteraciones epidérmicas producidas
por los UVA persistian mds tiempo que las produci-
das por la radiacién UV del simulador solar, siendo las
producidas por dosis suberitemogénicas de UVA las
mds precoces. Las alteraciones en el tejido eldstico fue-
ron diferentes, pues mientras la irradiacién con el
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simulador solar producia un ligero aumento del tejido
elastico, la radiacién UVA produjo una marcada dis-
minucién que fue mds persistente con la DME que
con la dosis suberitemogénica. De esta forma se
demuestra que dosis pequefias y acumulativas de UVA
contribuyen de forma importante al fotoenvejecimiento
cutdneo como ya habia sido sugerido previamente®.

También Lavker et al’, en una investigacién de las
mismas caracteristicas en la que comparan las altera-
ciones epidérmicas producidas en la piel por los UVA
y la irradiacién UV de un simulador solar tras irra-
diarla con un protocolo semejante al utilizado por
nosotros, encuentran un aumento del grosor de la
capacornea yuna hiperplasia epidérmica que fueron
mds marcados en las dreas irradiadas con la mitad de
la DME de UVA que en la zona irradiada con la mitad
de la DME con el simulador solar. El método utilizado
para comparar las alteraciones fue a través de la préc-
tica de biopsias y su posterior estudio inmunohisto-
quimico con andlisis de imdgenes asistidas por orde-
nador. En estos estudios la necesidad de practicar
biopsias de forma secuencial para estudiar las altera-
ciones de la piel es un factor limitante que impide o
dificulta la comprensién de un proceso dindmico
como es el fotoenvejecimiento.

Nuestros resultados son equiparables a las investiga-
ciones previas, pero demostramos, al poder estudiarlas
in vivoy en tiempo real, que se presentan mas precoz-
mente de lo sefialado con anterioridad. El cardcter no
invasivo de la microscopia confocal nos ha permitido
ir valorando dia a dia yen tiempo real las alteraciones
secundarias a la irradiacion de la piel con dosis sube-
ritemogénicas de UVA ynosha permitido asegurar que
éstas aparecen incluso a los 4 dias de irradiaciéon y que
van aumentando progresivamente en los dias poste-
riores, siendo ya realmente significativas a partir de la
novena dosis de irradiacién. Este periodo, mucho mads
corto que el encontrado por Lowe et al®, puede deberse
sin duda a que en el citado estudio® las primeras biop-
sias no fueron tomadas hasta 12 semanas después de
iniciar la irradiacion. El uso de la microscopia confo-
cal en nuestro estudio nos permitié realizar valoracio-
nes continuas al no requerir la préctica de biopsias.

La presente investigaciéon confirma que la irradia-
cién repetida de la piel con dosis suberitemogénicas
de UVA produce una serie de modificaciones epidér-
micas consistentes en un aumento del grosor de la
capa cérnea y de la epidermis suprapapilar, que pue-
den ser consideradas como alteraciones precoces del
fotoenvejecimiento cutdneo. Estas alteraciones pro-
bablemente representan una respuesta protectora de
la piel contra la radiacién UV. Por otra parte, su desen-
cadenamiento tras dosis bajas y repetitivas de UVA
resalta la necesidad de utilizar protectores solares de
amplio espectro incluso para aquellos individuos que
no trabajan al aire libre y que se exponen al sol
durante cortos periodos de tiempo.
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