702

CARTAS CIENTIFICO-CLINICAS

(EASI 50). No fue necesario suspender el tratamiento por los
EA.

La reduccion del EASI fue estadisticamente significativa
(p<0,001) con un porcentaje superior a lo previamente
publicado®.

Aunque se calcul6 el Skindex-29 solo en 12 pacientes, la
reduccion de las subescalas sintomatica y funcional estuvo
por encima del 40%, que al igual que otros autores’ creemos
que fueron las subescalas mas influyentes en la actividad
cotidiana.

Los pacientes mas graves fueron los que recibieron
tratamientos combinados, aunque esto no mejoro signifi-
cativamente su respuesta. No encontramos otros estudios
que avalen este resultado. Tampoco los EA influyeron nega-
tivamente en la respuesta terapéutica, no encontrando
referencias bibliograficas.

Nueve pacientes presentaron EA que no obligaron a
interrumpir el tratamiento®®. No valoramos si el prurito aso-
ciado a la dermatitis atopica pudo condicionar la respuesta
terapéutica, a diferencia de lo publicado en pacientes
psoriasicos’.

No encontramos que la DEM patoldgica en 12 pacien-
tes estuviese relacionada con medicaciones concomitantes
ni influyese en un incremento en las reacciones adver-
sas, dada la modificacion de protocolo realizada en base a
ella’®.

Como limitaciones, es un estudio retrospectivo y unicén-
trico. Uno de sus puntos fuertes fue el tamano muestral,
superior al de otros estudios.

Bibliografia

1. Pérez-Ferriols A, Aranegui B, Pujol-Montcusi JA, Martin-Gorgojo
A, Campos-Dominguez M, Feltes RA, et al. Phototherapy in ato-
pic dermatitis: A systematic review of the literature. Actas
Dermosifiliogr. 2015;106:387-401.

2. Patrizi A, Raone B, Ravaioli GM. Safety and Efficacy of Pho-
totherapy in the Management of Eczema. Adv Exp Med Biol.
2017;996:319-31.

3. Sidbury R, Davis DM, Cohen DE, Cordoro KM, Berger TG,
Bergman JN, et al. Guidelines of care for the management
of atopic dermatitis: Section 3. Management and treatment
with phototherapy and systemic agents. J Am Acad Dermatol.
2014;71:327-49.

4. Batchelor RJ, Rose RF, Yung A, Rathmell B, Turner D, Goulden
V. Audit of erythema in patients with psoriasis undergoing pho-
totherapy with narrowband (TL-01) ultraviolet B: Impact of the
introduction of a comprehensive erythema-reporting protocol.
Br J Dermatol. 2007;156:1045-6.

5. Reich A, Heisig M, Phan NQ, Taneda K, Takamori K, Takeuchi
S, et al. Visual analogue scale: Evaluation of the instrument
for the assessment of pruritus. Acta Derm Venereol. 2012;92:
497-501.

6. Clowry J, Molloy K, Nestor L, Edwards K, Salim A, Connolly
M, et al. Narrow-band ultraviolet B phototherapy outcomes in
atopic dermatitis-A single-centre retrospective review. Photo-
dermatol Photoimmunol Photomed. 2018;34:217-9.

7. Chicharro P, Rodriguez-Jiménez P, Capusan TM, Herrero-Moyano
M, de Argila D. Induction of Light Tolerance Using Narrow-
band UV-B in Solar Urticaria. Actas Dermosifiliogr. 2018;109:
888-92.

8. Ortiz-Salvador JM, Pérez-Ferriols A. Phototherapy in Atopic Der-
matitis. En: Ahmad Sl, editor. Ultraviolet Light in Human Health.
Diseases and Environment. Suiza: Springer; 2017. p. 279-86.

9. Evers AWM, Kleinpenning MM, Smits T, Boezeman J, van de Kerk-
hof PCM, Kraaimaat FW, et al. Itch and scratching as predictors
of time to clearance of psoriasis with narrow-band ultraviolet
B therapy. Br J Dermatol. 2009;161:542-6.

10. Rodriguez-Granados MT, Estany-Gestal A, Pousa-Martinez M,
Labandeira J, Gato Otero R, Fernandez-Redondo V. Is it Useful
to Calculate Minimal Erythema Dose Before Narrowband UV-B
Phototherapy? Actas Dermosifiliogr. 2017;108:852-8.

P. Pérez Feal®*, A. Estany Gestal®,
S. Rodriguez-Tubio Dapena® y M.T. Rodriguez Granados?

a Servicio de Dermatologia, Complejo Hospitalario
Universitario de Santiago de Compostela, Santiago de
Compostela, La Coruha, Espafia

b Unidad de Epidemiologia, Fundacion Instituto de
Investigacion de Santiago de Compostela (FIDIS), Santiago
de Compostela, La Corufia, Espaha

* Autor para correspondencia.
Correo electrénico: patriciaperezfeal@gmail.com
(P. Pérez Feal).

https://doi.org/10.1016/j.ad.2019.10.005

0001-7310/ © 2020 Los Autores. Publicado por Elsevier Espana,
S.L.U. en nombre de AEDV. Este es un articulo Open Access bajo la
licencia CC BY-NC-ND (http://creativecommons.org/licenses/by-
nc-nd/4.0/).

Microscopia confocal de
fluorescencia ex vivo en escala
de tres colores (mcf-3cs): una
nueva técnica de imagen

Ex Vivo Fluorescence Confocal Microscopy on
a 3-Color Scale: A New Imaging Technique

Sr. Director:

La microscopia confocal (MC) es una técnica de imagen
que permite la visualizacion en tiempo real de estructuras

de la piel, con una resolucion comparable a la histologia
convencional'. Es una técnica que se ha aplicado sobre mal-
tiples patologias dermatologicas, fundamentalmente sobre
patologia tumoral como el carcinoma basocelular (CB) o
espinocelular. Esta tecnologia puede aplicarse directamente
sobre la piel (in vivo), o sobre piezas que se hayan extirpado
quirtrgicamente (ex vivo). En este Ultimo caso, el uso de
fluoréforos ha conseguido mejorar la calidad de las image-
nes obtenidas, en lo que se conoce como MC de fluorescencia
(MCF).

Se han usado multiples tinciones en MCF, como el azul
de metileno o azul de toluidina; sin embargo, el naranja
de acridina (NA) es el mas usado’. El NA se une de forma
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Fragmento de piel sana observada con microscopia
confocal de fluorescencia a color.

especifica al ADN y ARN de células vivas, actuando como un
fluoréforo que se excita a una longitud de onda especifica
y emite fluorescencia. De esta forma, los nucleos celula-
res pueden ser resaltados, y se observan como estructuras
brillantes blancas en los mosaicos de MCF>. Por su parte,
las estructuras que carecen de nucleo, como los haces de
colageno que forman parte de la dermis, emitirian una fluo-
rescencia muy débil o nula. De esta forma, el NA mejora
hasta 100 veces el contraste de las imagenes®. Ademas, es
importante sefalar que el NA no degenera la muestra ni
impide que sea posteriormente tefida con la clasica tincion
de hematoxilina-eosina®.

Hasta el momento, en las imagenes publicadas en la
literatura de MCF, la fluorescencia emitida por el NA era
traducida por el microscopio a una imagen final en escala
de grises o bicromatica®. A pesar del excelente contraste
entre estructuras y la gran correlacion histopatoldgica que
muestran estas imagenes, los mosaicos finales en escala de
grises resultan complejos de interpretar para dermatologos
y patologos no expertos en MC.

Recientemente nuestro grupo ha descrito una nueva téc-
nica para la obtencion de imagenes de MCF en escala de
tres colores (MCF-3CS), mediante el uso conjunto del NA'y
bromuro de etidio (BE).

En esta técnica, las piezas extirpadas se introducen en
nitrogeno liquido, lo que supone una congelacion practi-
camente instantanea. Posteriormente se secciona con el
criostato en cortes rapidos de unos 20-30 um de grosor.
Tras ser seccionada la muestra se tifie vertiendo sobre ella
la mezcla de NA 0,1 mM y BE 0,25 mM, dejando actuar la
solucion durante un minuto. Tras este breve procesamiento
la muestra se coloca en el microscopio confocal, modelo
Nikon A1R* (Nikon Corporation®, Japdn), disponible comer-
cialmente. Una vez situada en el microscopio la muestra es
estimulada de forma simultanea por laser con dos longitudes
de onda diferentes, 405 nm y 488 nm. El microscopio recoge
la fluorescencia que emite la muestra tras ser estimulada,
obteniéndose imagenes en escala de tres colores. Este pro-
ceso requiere unos 10-15 minutos hasta la obtencion de los
mosaicos a color finales.

Estas imagenes a color son resultado de la accién con-
junta de los dos fluordforos aplicados sobre la muestra. El
BE es un fluoroforo que se une de forma especifica al ADN de
células que han perdido la integridad de su membrana®. El
BE atraviesa las membranas nucleares danadas tras el con-
gelamiento, uniéndose con gran afinidad al ADN vy tifiendo
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Carcinoma basocelular estudiado mediante micros-
copia confocal de fluorescencia a color (a). Notese la
correlacion con las imagenes de hematoxilina-eosina clasicas

(b).

de esta forma los nlcleos celulares. De esta forma, cuando
la muestra es estimulada con laser a 405 nm, el BE emite
fluorescencia roja, destacando con gran precision dichos
nucleos. Por su parte, la dermis y las estructuras anucleadas
emiten fluorescencia verde que procede del NA tras ser esti-
mulado a 488 nm. Por otro lado, la fluorescencia azul débil
proviene de la fluorescencia intrinseca de los tejidos. Toda
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esta fluorescencia es recogida por el microscopio, y como
resultado se obtienen las imagenes finales en escala de tres
colores.

En la figura 1 se puede observar como se visualiza un
fragmento de piel sana con esta técnica. Las estructuras
nucleadas emiten fluorescencia roja, que contrasta sig-
nificativamente con la fluorescencia verde, obteniéndose
imagenes muy intuitivas y sencillas de interpretar, con una
resolucion muy alta. Esta alta resolucion permite delimitar
con gran precision los limites de tumores cutaneos, como el
CB que se muestra en la figura 2a. Notese la total correlacion
con la tincion con hematoxilina-eosina clasica (figura 2b).
Tras el procesamiento, y en relacion a las imagenes de H-
E, no observamos cambios significativos en la calidad de las
imagenes.

La principal aplicabilidad de MC ex vivo en la actualidad
es la relacionada con procesos quirurgicos oncologicos, como
la cirugia de Mohs. Es de esperar que en los proximos anos se
abaraten los dispositivos de MC haciéndolo una técnica mas
coste-efectiva y pudiendo incorporarse progresivamente a
la practica clinica habitual.

En conclusion, las imagenes de MCF a color son significa-
tivamente mas sencillas de interpretar que las imagenes en
escala de grises para dermatélogos y patélogos no exper-
tos en MC. Ademas, gracias al procesamiento mediante
congelamiento la muestra estad completamente aplanada,
lo que permite obtener imagenes de la muestra com-
pleta, sin perderse mosaicos por pliegues de la misma.
Todo esto supone importantes ventajas con respecto a
las imagenes previas obtenidas con MC. No obstante,
son necesarios mas estudios que validen esta nueva téc-
nica.
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Efectividad de certolizumab
pegol en psoriasis en una
cohorte de pacientes con
artritis psoriasica

Effectiveness of Certolizumab Pegol in the
Treatment of Psoriasis in a Cohort of Patients
With Psoriatic Arthritis

Sr. Director:

Certolizumab pegol (CZP) es un farmaco anti-TNF que ha sido
recientemente aprobado para el tratamiento de la psoriasis
en placas (Pso) de moderada a grave en adultos', mientras
que los reumatologos lo han estado usando en artritis psoria-

sica (Aps) desde 20122, Para evaluar la efectividad de CZP en
Pso, se disei6 un estudio observacional retrospectivo mul-
ticéntrico en pacientes tratados por Aps y con Pso activa
en el momento de iniciar el tratamiento. La gravedad de la
Aps se evalud con la escala DAS28 y para la Pso se utilizo
la escala IGA mod 2011 (evaluacion global del médico de 5
puntos: 0 sin enfermedad, 1 minima, 2 leve, 3 moderada y
4 grave)®.

Se incluyeron 22 pacientes adultos, 16 mujeres (73%) y
6 hombres (27%), de 4 hospitales de la misma provincia. La
duracion promedio de Pso era de 16 aios, y de 12 anos para
la Aps. Todos los pacientes estaban diagnosticados de Aps
segln criterios CASPAR* y Pso: 19 (86%) Aps periférica, 15
(68%) Aps poliarticular, 13 (59%) dactilitis, 12 (55%) Aps axial
y 12 (55%) Pso ungueal. Un total de 18 pacientes (81%) habian
recibido terapia bioldgica previa, y la pauta posoldgica de
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