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Resumo

A Biopsia Superficial Cutanea (BSC) ¢ uma técnica de facil aplicagdo com potencial interesse como micromodelo
de estudo da lesdo e reparagdo cutanea in vivo. De facto a BSC ao alterar a integridade da pele compromete a sua
funcdo de “barreira” permitindo a monitorizagdo quantitativa dos processos fisiopatologicos envolvidos. Neste
contexto este trabalho tem como objectivo a avaliagao do impacto da BSC sobre as propriedades funcionais da pele,
bem como da sua utilizagdo como modelo de estudo da lesao cutanea.

As variaveis consideradas relevantes para o presente trabalho, obtidas por meios ndo invasivos, foram a perda
transepidérmica de agua (PTEA), a coloragdo, a microcirculagéo local e a ecoestrutura da pele.

Os resultados mostram que a BSC alterou significativamente as propriedades funcionais da pele, sugerindo tratar-se
de um modelo com interesse para a avaliagdo e monitorizagao, in vivo, dos mecanismos envolvidos quer na lesdao
cutanea quer na suarecuperagao apos lesao.
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Abstract

The Skin Surface Biopsy (SSB) is an easy application technique with an interesting potential to be used as a
micromodel to study in vivo human skin lesion and recovery mechanisms. It is known that the SSB application
modifies skin's integrity and compromises its barrier function. As a consequence, it allows the quantitative
monitoring of the implied pathophysiological mechanisms. The main objective of this study is to evaluate the SSB
impact in the functional properties of the skin and the application of'this strategy to study the cutaneous wound.

The considered relevant variables were obtained trough non invasive techniques, being Transepidermal Water Loss
(TEWL), Colorimetry, Local microcirculation and ecogenecity of the skin.

Results suggest that SSB significantly changed the functional properties of the skin, suggesting that this model may
be interesting to monitor in vivo the evaluation of the mechanisms involved in cutaneous lesion and healing.

Keywords: Skin Surface Biopsy, Cutaneous lesion, Micromodel, Non-invasive access

Aceite em 26/10/2010
Rev. Lusofona de Ciéncias e Tecnologias da Saude, 2010; (7) 2: 218-224
Versao electronica: http://revistas.ulusofona.pt/index.php/revistasaude

218



Maria Madalena Pereira et al.

Introducio

A alteragdo da integridade cutanea, seja qual for a sua
causa, altera a funcionalidade da pele designadamente
no que respeita a sua fungdo “barreira” ". Os
mecanismos fisiopatoldgicos envolvidos sdo muito
complexos e tém motivado multiplas abordagens na
tentativa de melhor os conhecer “*. O desenvolvimento
de modelos experimentais de estudo in vivo assume
desta forma um papel relevante, tendo sido propostos
diversos micromodelos experimentais para o estudo da
lesdo cutanea in vivo. E o caso

- dos modelos de lesdo induzida através de
“provocadores” quimicos com substincias organicas
como a Acetona, o Tolueno, o Hidroxido de sodio, o
Acido Lactico ou o Lauril Sulfato de Sodio (LSS)

- dos modelos de lesao mecanica produzida através de
tape stripping

Em qualquer caso, estes modelos permitem alterar a
integridade cutdnea e a func¢do de “barreira”
epidérmica, de forma controlada, permitindo a
quantificagdo in vivo de varios indicadores funcionais
dapele'”

A Biopsia Superficial Cutdnea (BSC) ao remover
camadas sucessivas de células do estrato corneo altera
as propriedades funcionais da pele, as quais podem ser
avaliadas através de diversas técnicas biométricas nao
invasivas .

O presente estudo procurou avaliar o impacto da
Biopsia Superficial Cutdnea (BSC) sobre as
propriedades de “barreira” da pele e a sua possivel
contribui¢do como modelo de estudo da lesdo ¢ da
reparac¢ao cutaneas.

Material e Métodos

Foi utilizada uma amostra de conveniéncia constituida
por 8 individuos saudaveis, do sexo feminino, com
idades compreendidas entre 20 e os 25 anos ( ¥ =
22,6x1,1). Os voluntarios foram seleccionados apds
consentimento informado, de acordo com critérios de
inclusdo previamente estabelecidos e no pleno respeito
de todas as normas éticas previstas pela Declaragao de
Helsinquia e respectivas emendas """,

A biopsia superficial cutanea foi executada com
cianoacrilato (Super Glue, China). De acordo com os
preceitos técnicos antes publicados """ ' uma gota de
cianocrilato foi colocada sobre uma lamina de vidro e
esta colocada sobre a zona de pele em estudo, e sujeita a
uma pressdo de 200g (através de um cilindro para
garantir uma pressdo constante) durante 5 minutos. A
lamina foi posteriormente retirada de forma rapida. O
procedimento foi repetido 6 vezes consecutivas.

A érea anatomica escolhida foi a regido central da face
anterior do antebrago por ser um local quase desprovido
de pilosidade e ser de facil acesso. Em cada voluntario

219

Introduction

Cutaneous integrity changes, no matter its origin,
modify the skin functionality, namely, its barrier
function” . The pathophysiological mechanisms
involved are so complex that inspired multiple
approaches to look further into these domains “* The
development of experimental models to study in vivo
these processes is most relevant. So, several
experimental micromodels were proposed to study
cutaneous lesions in vivo. It is the case of the induced
models of lesion with a chemical “provocative agent”
using organic components such as acetone, toluene,
sodium hydroxide, lactic acid or lauryl sodium
sulphate (LSS), and the mechanical lesion produced
by the tape stripping.””

In any case, these models allows a controlled
impairment of the cutaneous integrity and “barrier”
function as well, making possible the in vivo
quantitative measurement of several indicators of skin
functionality.

The SSB, by removing successive layers of stratum
corneum cells, modify the skin functional properties,
that may be evaluated by multiple biometric non-
invasive techniques. "

The present work aims to evaluate the impact of the
SSB over the skin barrier properties and, to establish
its eventual contribution as a lesion — healing study
model .

Material and Methods

A convenience sample including eight healthy female,
aged 20 to 25 years (% =22.6+1) was used. Volunteers
were selected after informed consent, according to
previously established inclusion criteria, in full
compliance with all ethical principles stated in the
declaration of Helsinki and respective amendments. """
The SSB was carried out whit Cyanoacrykate (Super
Glue, China). Accordingly with the previously
published technical procedures "* "', a Cyanoacrylate
drop was placed in a glass slide in contact with the skin.
A 200g pressure was exerted with a weight cylinder in
order to ensure a constant pressure for 5 minutes. The
slide was quickly removed. This procedure was
repeated for 6 consecutive times.

The ventral aspect of both forearms was selected since
it is an easy access, no hair area. Two experimental
symmetrical sites were marked in both forearm .
Following randomization, site A was submitted to SSB
procedure while the local collateral site D, was kept
intact and used as a negative control.



foram seleccionados 2 sitios experimentais, um em
cada antebrago de forma simétrica. Ap6s aleatorizagdo
(quadrado latino) o local A foi sujeito a BSC enquanto
que o local B contralateral, permaneceu intacto, sendo
utilizado como controlo negativo.

Asvariaveis escolhidas foram:

- a perda trans-epidérmica de agua, obtida por
evaporimetria, expressa em g/h.m?2 (Tewameter TM300
CK electronics, Germany). A PTEA ¢ considerada
como o melhor indicador quantitativo na avaliacdo das
propriedades de barreira cutnea"”

- 0 parametro a* detectado por colorimetria, expresso
em unidades arbitrarias (U.A.) (Chromameter® CR
300, Minolta, Japan). Varios estudos demonstram a
relacdo desta varidvel com o eritema cutdneo
relacionando-o com a resposta inflamatoria da pele a
estimulos diversos "

- a microcircula¢ao local medida por fluxometria de
laser-doppler, expressa em unidades arbitrarias de
perfusao (BPU's) (Periflux® PF5010, Perimed, Suécia).
A alteragdo da integridade cutdnea pode provocar
alteragdes na microcirculagio sanguinea local ",

- a ecoestrutura da pele nomeadamente a espessura

total, expressa em mm, ¢ a analise de segmentagio
ecogénica (0-30) expressa em % (Dermascan C®
Cortex Technology Hadsund, Dinamarca). A
ultrasonografia de alta definicdo (17 MHz) ¢ uma
técnica ndo invasiva muito util na avaliagdo ¢ na
monitorizacdo da estrutura cutdnea, bem como na
quantificacdo do edema por vezes associado a lesdo ",
Todas as variaveis foram determinadas em condig¢des
basais e apos BSC. As avaliagoes foram efectuadas em
ambiente laboratorial, em condi¢des de temperatura e
humidade controladas (21 + 1°C; 45 = 5%), na auséncia
de fontes de calor ¢ de convecgao for¢ada, de acordo
com metodologia e recomendagdes previamente
pubhcadas [17,20,22,28-33].
O tratamento dos dados incluiu estatistica descritiva e
estatistica comparativa recorrendo aos programas SPSS
(versdo 14.0 para Windows) e Microsoft Excel® 2003.
A analise comparativa foi realizada através dos testes
ndo paramétricos de Friedman e de Wilcoxon para
dados emparelhados, adoptando-se um nivel de
significancia de 95%.

Resultados e Discussao

Os resultados relativos a caracterizagdo biométrica dos
individuos estudados estao sistematizados na tabela 1.
Relativamente a média dos valores analisados podemos
observar que a BSC provocou um aumento dos valores
paratodas as variaveis em estudo.

A PTEA ¢é uma das varidveis mais relevantes na
avaliacdo da fungio de “ barreira” cutinea """ razdo pela
qual a sua variagdo foi assumida como “end point*
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Selected variables were:

- The Transepidermal Water Loss, obtained by
evaporimetry, expressed in g/h.m2 (Tewameter
TM300 CK electronics, Germany). The TEWL is
regarded as the best indicator to quantitatively
describe skin barrier properties. """

- The parameter a* evaluated by Colorimetry,
expressed in arbitrary units (Chromameter® CR 300,
Minolta, Japan). Several studies demonstrated the
relationship of this variable with the cutaneous
erythema and the skin's inflammatory response
various stimulus. "

- The local microcirculation measured through Laser
Doppler Flowmetry (LDF), expressed in arbitrary
perfusion units (BPU's) (Periflux® PF5010, Perimed,
Suécia). The modification of cutaneous integrity can
evoke local microcirculation changes ***”

- The echostructure of the skin, namely the total
thickness, expressed in mm, and the segmentation
analysis ( ecogenecity 0-30 ), expressed in percentage
(Dermascan C® Cortex Technology Hadsund,
Dinamarca). The high resolution sonography (17MHz)
is a very useful non invasive technique for the
evaluation and monitoring of the cutaneous structure,
also useful to quantify the oedema which is often
associated to the lesion "

All variables were assessed in basal conditions and
after SSB. Evaluations, were carried out in laboratory
environment accordingly with the methodologies and
recommendations previously published (controlled
room humidity 45 + 5%,and temperature 21 + 1°C; no
heat or convection sources) "' ******

For data analysis, SPSS (v.14.0 for Windows) and MS
Excel® 2003 software were used. The Friedman and
Wilcoxon non parametric tests for paired data were
chosen for comparative statistical evaluation, and a
95% significance level adopted.

Results and Discussion

Results regarding the biometric characterization of the
sample are presented in Table 1.

Considering the obtained mean values, it is clear that
SSB does increase all the studied variables.

The TEWL is one of the most relevant variables to the
evaluation of the cutaneous barrier function "', so we
assumed its variation as the study's statistical end point.
Analtered barrier will allow higher permeation ofthe
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estatistico do estudo. Uma barreira alterada ira
permitir um aumento da permeacao de vapor de agua.
A alteracao dos valores de microcirculagao local e da
cromaticidade vermelha (a*) sdo indicativos de
resposta inflamatoria com existéncia de eritema, e a
pequena alteragdo dos valores de espessura total e da
segmentagdo 0-30 poderdo indiciar a presenga de
edema.

O aumento destas variaveis revela um compromisso
da funcao de barreira cutanea.

water vapour. Regarding local microcirculation and
red chromaticity (a*) these are indicators of the
inflammatory response together with erythema.
Changes in the total skin thickness and increasing the
echogenic 0-30 band normally reveals the presence of
oedema.

These values evolution indicates a barrier impairment.

Valores (média + desvio padrio)
Variavel Local Values (mean standard * deviation)
Variables Site Apods BSC
Basal
After SSB
) A 9,0+3,4 44,6+21,5
PTEA / TEWL (g/h.m")
B 8,0+3,3 -
Fluoxometria de Laser Doppler/ A 6,7+2.3 50,8+41,6
Laser Doppler Flowmetry (BPU) B 8,1+2,4 -
Colorimetria (a*) / A 7,0+1,3 11,8+4,4
Colorimetry (UA) B 7,1£1,7 -
Segmentaciio 0-30/ A 0,150,02 0,16+0,04
Segmentation (%) B 0,15+0,03 -
Espessura Total A 27,74+3,08 29,73+3,56
Full Thicness (mm) 26,64+2,37 -

Tabela 1 — Média e desvio padrdao em condigdes basais e 5 minutos ap6s a BSC (DO0) para as variaveis de PTEA
(g.h/m2), Microcirculacao cutanea (BPU), Colorimetria cutanea (UA), espessura total (mm) e Segmentacdo 0-30
(%) da pele (Local A — Local experimental sujeito a BSC e Local B — Local ndo sujeito a BSC utilizado como
controlo negativo)

Table 1 - Mean and standart deviation of TEWL (g.h/m2), local flow (BPU), erythema (UA) full thickness (mm)
and segmentation 0-30 (%) obtained in basal conditions and 5 minutes after SSB (Local A — subjected to
experimental SSB and Local B — experimental area not submitted to BSC and used as negative control).

A determinacgdo das diferentes variaveis utilizadas na
caracterizagdo funcional da pele (PTEA,
microcirculagdo local, eritema e o edema) pode ser
afectada por diversos factores intrinsecos ou
extrinsecos (relacionados com as condigdes
ambientais e com o equipamento utilizado)"* """ ***"
As condi¢des de trabalho laboratoriais permitem
reduzir, para valores negligencidveis a possivel
influencia dos factores ambientais daqueles
relacionados com o equipamento. No que respeita a
variabilidade intra e inter-individual a defini¢ao
rigorosa dos critérios de inclusdo e de ndo inclusio €
crucial. A potencial influéncia destes factores foi
testada comparando os valores basais de todos os
individuos (Tabela 2).
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Variables used to characterize skin functions (TEWL,
local microcirculation, erythema and edema) may be
influenced by several intrinsic or extrinsic factors
(related to the environmental conditions and the
equipment) "> "******! The laboratory work conditions,
allows to minimize the potential variation of the
environmental condition and the device related factors.
Concerning the potential influence of the intra and
inter-individual variability, a rigorous definition of the
inclusion and non inclusion criteria is crucial.. The
potential influence of these factors was tested by
comparing the basal values of all volunteers (Table 2).



Avaliacdo Biométrica

Biometric evaluation p_value
PTEA/ TEWL (g/h.m’)
0,480
Colorimetria (a*)/
Colorimetry (UA)
0,480
Fluoxometria de Laser Doppler /
Laser Doppler Flowmetry (BPU) 0.157
b

Espessura Total

Ecoestrutura/ | Full Thicness mm) | 1,000

Echo-struture

Segmentacio 0-30/

Segmentation (%) 0,157

Como podemos verificar os valores obtidos nao
revelaram a existéncia de diferencas significativas nos
valores basais para todas as variaveis em estudo, pelo
que o comportamento funcional cutaneo, ¢
semelhante em todos os voluntarios .

A Tabela 3 evidencia o impacto da BSC sobre as
propriedades funcionais em analise.

Avaliacdo Biométrica
p_value
Biometric evaluation
PTEA/ TEWL (g/h.m?) 0,005

Colorimetria (a*)/

Colorimetry (UA) 0,005
Fluoxometria de Laser Doppler / 0.005
Laser Doppler Flowmetry (BPU) ’

FFﬁp;lsl.sura T?tal ) 0,480
Ecoestrutura / u leness (mm
Echo-struture

Segmentaciao 0-30/ 1,000

Segmentation (%)
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Tabela 2 —Comparagdo dos valores basais obtidos
nos diferentes sitios experimentais (local A e local B)
para cada técnica de avaliagdo biométrica utilizada
no estudo (p-value obtido através do teste de
Friedman) (n= 8).

Table 2 - Comparison of the obtained basal results in
the different experimental sites (local A and local B)
for each biometric technique used (p-value obtained
through Friedman test) (n= 8).

Results have shown that there are no significant
differences in these values for all the variables under
study meaning that the cutaneous functional behavior
is similar in all individuals .

Table 3 shows the impact of the SSB on the skin.

Tabela 3 — Comparacao dos valores obtidos 5' apds a
BSC e dos valores basais para cada técnica de
avaliacdo biométrica utilizada no estudo (p-value
obtido através do teste de Wilcoxon (n= 8).
Table 3 - Comparison of the results 5 minutes after
SSB and basal values for each biometric technique
used (p-value obtained through
Wilcoxon test) (n= 8).
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Os resultados revelaram diferencas significativas para
todas as variaveis em estudo com excepcao da
ultrasonografia. A PTEA ¢ especialmente sensivel s
condigdes ambientais onde é medida"”’. Uma vez que,
neste estudo as condigdes nao dependentes do
individuo (de temperatura, humidade, correntes de
convexdo...) foram controladas, o aumento
significativo dos valores de PTEA s6 pode ser devido
a alteragdo da integridade cutanea provocada pela
BSC, o que esta de acordo com estudos antes
publicados "™,

No que respeita & variagdo da microcirculagdo
cutdnea, os resultados mostram alteragdes
significativas, embora clinicamente discretas. Tal ¢
confirmado pela alteragao do a* relacionado com o
eritema, mesmo que sub-clinico. A avaliagdo
sonografica ndo evidencia alteragdes significativas na
espessura total da pele e, a analise de segmentagao 0-
30, correspondendo as areas de menor ecogenecidade,
correspondentes a agua, ndo varia de modo
significativo. Nao se confirma assim a presenca de
edema e, portanto, de “inflamagdo” embora estes
resultados sugiram que, nas presentes condicdes
experimentais, a BSC ¢ susceptivel de provocar
alguma irritagdo, mesmo que superficial.

Conclusoes

O estudo da lesdo cutdnea ¢, pela sua prevaléncia e
complexidade, um assunto de grande interesse
investigacional . A BSC pela sua facilidade de
aplicacdo e inocuidade constitui mais um recurso
como micromodelo de estudo da lesao e da reparagdo
dapeleinvivo.
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