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Anélisis del relieve cutaneo
a partir de improntas de
silicona

En los tltimos afios se han
desarrollado nuevos métodos para el
estudio de la topografia de la supetficie
de la piel que permiten el anilisis
cuantitativo del relieve cutdneo
incluyendo también la cuandificacién
de la severidad de las arrugas presentes
en la piel. La mayoria de los métodos
utilizados son adaptaciones de los
minuciosos estudios que se llevan a
cabo en la industria metaltirgica y/o
en microelectrénica, campos en los
que se iniciaron y perfeccionaron los
estudios de topografia de superficies.

El andlisis tridimensional de la
topografia de superficie de la piel es
un método cuantitativo no invasivo
¥y que permite monitorizar cambios
en la superficie de la piel que ocurren
en tiempos reladvamente largos desde
horas a dias o semanas. Es una
técnica de gran utilidad en
dermatologfa y cosmetologia y que
se ha utilizado para evaluar
numéricamente y de una manera
objetiva la evolucién de la superficie
de la piel en tratamientos t6picos

contra el foto-envejecimiento, en
estudios epidemioldgicos de
enfermedades de la piel’, en
tratamientos de remodelaje de la piel
con ldser 67 y en estudios del efecto
de principios activos antiarrugas®.

La superficie cutdnea se puede analizar
utilizando métodos indirectos en los
que los pardmetros de rugosidad se
obtenen a pardr del andlisis efecruado
en imégenes digitales de las sombras
obtenidas al iluminar las réplicas de
la piel con un cierto 4ngulo. Aunque
estos métodos se suelen utilizar
bastante en Japén, en Europa y
Estados Unidos los métodos mds
utilizados son los que evaldan la
rugosidad directamente sobre la réplica
de la piel, ya sean perfilométricos o
topogrificos. Los métodos que
analizan la rugosidad en un dnico
perfil también son conocidos como
perfilometria 2D ya que proporcionan
la informacién de rugosidad y
profundidad (parimetros respecto al
eje z) a lo largo de una dnica linea
(eje x), es decir informacién en las
coordenadas xz. En un anilisis
tridimensional (3D) o topogréfico la
informaci6n proporcionada refleja la
realidad en xyz, es decir, proporcionan

informacién de rugosidad y
profundidad (pardmetros respecto al
eje z) en toda una superficie
(coordenadas xy).

En cualquier caso, en ambos tipos
de estudios se suelen utilizar
improntas de silicona que
proporcionan una réplica exacta
“en negativo” de la zona de la piel
en estudio. Las imdgenes que
forman parte del bloque izquierdo
de la figura 1 (1A, 1B y 1C)
corresponden a fotografias y a
representaciones tridimensionales
de improntas de silicona o réplicas
de la piel que en realidad son un
negativo “exacto” de la piel. Asi,
en una réplica las arrugas se
observan como elevaciones,
montafias o “picos” aunque
realmente en la piel sean surcos o
“valles”. En cambio, en las imégenes
del bloque derecho de la figura, las
arrugas estdn representadas
realmente por “valles o surcos” ya
que la imagen 1D es una fotografia
real de la piel y las representaciones
tridimensionales corresponden al
“negativo” de las réplicas (1E, 1F)
por lo que equivalen a una imagen

“real” de la piel.
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Figura 1

éptica confocal.

Réplicas de la en silicona. A, Fotografia de una zona del macro-relieve
de una réplica de piel humana en silicona. Topografias de superficie de
una zona de macro-relieve de réplicas de piel obtenidas por microscopia
confocal (B) y por perfilometrfa éptica confocal (C). D, Fotografia de
una zona de macro-relieve de piel humana. Topografias de superficie
de réplicas de piel a las que previamente se les ha aplicado un proceso
matematico de inversién en z: E, microscopia confocal, E, perfilometria

Al realizar los anilisis sobre las
réplicas de la piel, la obtencién
éstas es un paso critico en el andlisis
de la superficie cutdnea ya que de
su estandarizacién y dependerd en
buena parte la fiabilidad del
estudio. El método de obtencién
de réplicas fue ampliamente
descrito y estandarizado por Gary
L. Grove a finales de los 80 y
principios de los 90 y desde
entonces ha sido ampliamente
utilizado en estudios en
dermatologfa y cosmetologia®*®.
La zona mds susceptible de estudio
es la zona peri-orbital o del
“contorno de ojos” ya que es una
zona en donde ademds de poder
observar los cambios en el micro-
relieve (hendiduras o arrugas de
hasta 50 um de profundidad)
suelen aparecer arrugas mds
profundas (macro-relieve, o arrugas
de mis de 50 pm de profundidad)
que puede llegar a tener mds de
medio milimetro de profundidad:
las temidas “patas de gallo”. Para

la obtencién de réplicas de la piel,
especialmente en las zonas de la
cara, es necesario seguir un
protocolo estricto que incluye desde
el tipo de silicona a utilizar hasta
la preparacién y relajacién del
paciente/voluntario para evitar
artefactos debidos a cambios en la
expresion facial. Una vez obtenidas
las réplicas de la piel o improntas
en silicona se procederd a una
evaluacién visual inicial para decidir
si son o no aptas para ser incluidas
en un estudio de andlisis
tridimensional.

Métodos de estudio del
relieve cutaneo:
perfilometria y topografia.

En décadas pasadas, en los estudios
de rugosidad de superficies y entre
ellos los de evaluacién de la
superficie cutdnea se utilizaba la
perfilometria 2D, inicialmente la
perfilometria de contacto y
posteriormente la perfilometria

6ptica. Se obtenia la informacién
del perfil correspondiente a una
tnica linea y en los estudios de
evaluacién de la rugosidad en
réplicas de piel humana se
intentaban trazar varias lineas con
diferentes coordenadas que
permitiesen minimizar errores de
direccién y que facilitasen una
posterior medida en otra réplica
de la misma zona después de un
tratamiento. En el caso de estudios
de perfilometria éptica factores
como el dngulo y la distancia
entre el punto de iluminacién y
la muestra o el tipo y color de la
silicona utilizada pueden
influenciar gravemente en las
medidas (las siliconas de color
blanco reflejan mucho mejor la
luz y dan mejor resultado que las
de colores oscuros). Las medidas
Norte-Sur se obtienen utilizando
una iluminacién perpendicular
mientras que las efectuadas de
Este a Oeste se realizan con
iluminacién en paralelo®s. El
hecho de que actualmente existan
en el mercado modelos de
perfilémetros 6pticos a un precio
relativamente asequible hace que
estos aparatos sean muy utilizados
en andlisis de superficies cutdneas,
sobretodo en estudios de micro-
relieve. Si se intentan medir
arrugas del macro-relieve y si su
dngulo de inclinacién es superior
a los 35° (como pasa en la
mayoria de los casos) los
perfilémetros épticos tienen
demasiados problemas de
captacién ya que al perder
muchos puntos de informacién,
proporcionan medidas erréneas
y/o incompletas. En estos casos
la microscopia confocal y la
perfilometria éptica confocal se
revelan como las técnicas mds
adecuadas para el andlisis del
macro-relieve cutdneo al ser las
més precisas y las de mayor poder
resolutivo.
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Tanto la microscopia confocal
como la perfilometria éptica
confocal son técnicas de andlisis
tridimensional muy utiles en la
evaluacién de la topografia de la
superficie cutdnea®'°. Ambas
técnicas, aunque utilizando
metodologias diferentes,
proporcionan como resultado final
un mapa de informacién real xyz
de toda la superficie analizada de
la muestra, no de una o varias lineas
como en el caso de la perfilometria.
El conjunto final de datos obtenido
del anilisis permite un anilisis
global de toda la superficie o
parcial, es decir, se puede obtener
siempre la informacién
perfilométrica de cualquier punto
de la superficie analizada, tanto en
la direccién xz como en la yz.

hacia la lente del objetivo (Figura
2A). A continuacién, el vértice del
haz ilumina un dnico punto de la
muestra localizado a la profundidad
deseada en el objeto de estudio
(plano focal). El rayo reflejado por
la superficie de la muestra en ese
punto retorna por el objetivo y
atraviesa una segunda apertura
confocal o “pinhole de emisién”,
situada justo delante del detector.
La funcién de la primera ranura es
reducir al méximo el didmetro del
haz de luz incidente para minimizar
posibles aberraciones y la de la
segunda, en cambio, es evitar que
la luz proveniente de zonas de fuera
del plano focal llegue hasta el
detector. De este modo, la luz
reflejada procedente de planos que
estén fuera de foco no pasard por

Figura 2

Esquema simplificado del funcionamiento de un microscopio confocal

(A) y de un perfilémetro Sptico confocal (B).

El microscopio confocal (CSLM,
de Confocal Scanning Laser
Microscope) utiliza objetivos de alta
apertura numérica, un ldser como
fuente de iluminacién,
fotomultiplicadores como
detectores y un sistema de filtros,
espejos y prismas que dirigen y
separan los diferentes haces de luz.
En un CSLM el haz de luz pasa a
través de una primera ranura
confocal o “pinhole de excitacién”
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la apertura confocal situada delante
del detector y serd rechazada. El
hecho de que se ilumine y se detecte
la luz de un dnico punto consigue
minimizar los fenémenos de
refraccién y, consecuentemente,
aumentar la resolucién de la
imagen. Ahora bien para obtener
la imagen de toda una seccién
dptica o imagen confocal (2D) serd
preciso hacer un barrido de la
muestra. De manera general, en

estudios de andlisis de topografia
de superficies se realiza barridos
para obtener diferentes imdgenes
xy a lo largo del eje z. De esta
manera se obtiene un conjunto de
imdgenes y de informacién de la
luminosidad en x,y,z. A partir de
esta informacién, posteriores
andlisis informdticos realizados con
softwares especificos para el estudio
tridimensional permitirdn obtener
cualquier informacién respecto a
la topografia de la superficie,
incluyendo perfiles y pardmetros'12,
Algunos de los inconvenientes de
la microscopia confocal son el
precio de los equipos necesarios
para el andlisis, el tiempo empleado
en el rastreo tridimensional de la
muestra y la gran cantidad de
megabytes que genera la
informacién acumulada de cada
uno de los andlisis.

Recientemente se ha desarrollado
un nuevo sistema 6ptico basado
en el concepto de la microscopia
confocal y utilizando la tecnologfa
de un perfilémetro éptico: el
perfildmetro dptico confocal’. Este
sistema, aunque en un principio
estaba pensado para andlisis de
mayor precisién (incluso a nivel de
nanomedidas), es capaz de realizar
el andlisis topogrifico tridimensional
de réplicas de la piel con igual o
mayor resolucién que un
microscopio confocal pero
solucionando dos de sus mayores
inconvenientes que son la gran
cantidad de tiempo invertido en el
anélisis y la gran cantidad de
memoria utilizada por la
informacién del andlisis. Al reducir
considerablemente el tiempo
invertido en cada andlisis
individual se pueden aumentar
considerablemente el 4rea de la
zona de estudio de cada paciente
mejorando considerablemente la
estadistica obtenida para cada uno
de ellos. En el perfilémetro éptico
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confocal la abertura o pinkole que
encontrarfamos en un CSLM es
substituida por un patrén de luz
estructurado consistente en un
conjunto de rendijas paralelas y el
fotodetector es reemplazado por
una CCD (Figura 2B). En vez de
medir la informacién confocal
punto a punto, el perfilémetro
éptico confocal capta la
informacién de todos los puntos
que se encuentran en cada linea de
iluminacién. Esta funcién es
realizada por la CCD ya que al
digitalizar la informacién
correspondiente a cada pixel actda
como fotodetector y como pinhole
al mismo tiempo. De esta manera,
el sistema es capaz de obtener
informacién confocal de varios
miles de puntos por segundo. Al
igual que en un CSLM, en un
perfilémetro éptico confocal es
necesario un movimiento en el eje
z (que en este caso se realiza con
un motor piezoeléctrico) para
obtener la informacién
tridimensional. Ademds del
procedimiento indicado, el sistema
utiliza diferentes algoritmos de
procesamiento de datos para
obtener imédgenes mucho mds
contrastadas y de una resolucién
axial de hasta un 30% mads que un
sistema CSLM estdndar. Como se
ha comentado antes, utilizando un
perfilémetro éptico confocal en
lugar de un microscopio confocal
ademds de obtener de una
mayor resolucién se reduce
considerablemente el tiempo
invertido por unidad de érea
analizada. Asi, por ejemplo, se
invirtié aproximadamente el
mismo tiempo en la captacién por
microscopia confocal de la
topografia de superficie de la
imagen 1B que en la captacién por
perfilometria 6ptica confocal de la
imagen 1C, con la diferencia que
la primera corresponde a una
superficie de 2.25 mm? y la de la

segunda a una de 12 mm?2.

Analisis cuantitativo de la
topografia de superficie:
parametros de rugosidad

El andlisis de la topografia de una
superficie hace referencia a las
posibles desviaciones que tendria
respecto a una superficie lisa y
plana. De este modo en un anélisis
cuantitativo podemos encontrar
un componente de ondulacién y
un componente de rugosidad
(Figura 3). En el caso del estudio
de la superficie de la piel en
improntas de silicona debemos
separar el componente de

réplicas. Actualmente ya existen
sistemas de andlisis topografico
tridimensional capaces de
proporcionar los datos de manera
que sea posible la separacién
mediante la aplicacién de filtros
selectivos para un posterior andlisis
independiente.

En realidad, la topografia de
superficie no se puede medir
directamente, ya que no es posible
asignar un tnico valor a cada
superficie. Sin embargo, si que es
posible medir algunas caracteristicas
inherentes a la topografia de la
superficie o pardmetros: D,
pardmetros calculados sobre el

Perfil primatio

Unea delpert

Figura 3

R': Desviadién media aritmética del perfi evaluado o media adtmética de los
valores absolutos de las ordenadas Z(x) comprendidas en una longitud de muestreo
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qu Desviadidn media cuadrifica del perfil evaluado o media cuadrifica de los
walores absolutos de |as ordenadas Z(x) comprendidas en una longitud de muestreo
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Rp: Mixima altura del pico del perfil
R,: M&xima protundidad del valle del perfl

PV. Distancia entre el valle més profundo y el pico mas alto del perfil

Perfiles y parimetros de rugosidad. Topografia de superficie de la que
se ha obtenido un perfil primario (P) que estd formado por un perfil
de ondulacién (W) y un perfil de rugosidad (R). Pardmetros de rugosidad
mis utilizados en el estudio del relieve cutdneo: Ra, Rq, Rv, Rp y PV.

Perfil de ondulacién Perfil de rugosidad

ondulacién y quedarnos con el
componente de rugosidad que es
el que realmente nos interesa. La
rugosidad, o irregularidades
aleatorias de la superficie, suele ser
inherente a la superficie de estudio
mientras que la ondulacién, o
irregularidades mds separadas, se
suelen atribuir a los rasgos faciales
propiamente dichos o a factores
externos en la obtencién de las

perfil primario; R, pardmetros de
rugosidad y W, pardmetros de
ondulacién. En algunos casos se
pueden encontrar representados
erréneamente como parimetros R
pardmetros calculados sobre el
perfil primario, es decir, pardmetros
calculados sobre un perfil al que
no se le ha aplicado ningtn filtro
selectivo y que por tanto incluye
el componente de ondulacién. En
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estos casos los pardmetros tendrfan
que expresarse utilizando la
nomenclatura P en lugar de ser
expresados como pardmetros R.
Los pardmetros estdn definidos en
términos perfilométricos ya que se
han ido desarrollando en funcién

de los primero datos obtenidos en

perfilometria de contacto. De
hecho, las normativas actuales que
siguen los sistemas de andlisis
tridimensional, la ISO 4287 (UNE
EN ISO 4287) y/o la DIN 4768,
atin hacen referencia: a
descripciones exclusivamente
perfilométricas tanto en la
descripcién y formulacién de los
pardmetros como en los filtros de
corte'd,

Los pardmetros més utilizados son
los descritos en la ISO 4287 y de
entre ellos el més estandarizado de
todos el Ra, Rougness average o
Desviacién media aritmética de la
linea media del perfil evaluado
(Figura 3). El Ra es un pardmetro
muy util en la deteccién de
variaciones generales en la
topograffa de la superficie pero que,
sin embargo, no puede detectar
diferencias en el espacio y en la
distribucién o la presencia o
ausencia de picos altos o valles
profundos. El Rq o Desviacién
media cuaddtica del perfil, (también
conocido como RMS o Root-Mean-
Square) tiene un mayor significado
estadistico porque representa la
desviacién estdndar de los picos del
perfil. Otros pardmetros que son
de gran utilidad en este tipo de
estudios son aquellos que sirven
para determinar la profundidad y
la amplitud de las arrugas de la
piel. Para ello utilizaremos
pardmetros como el PV o la
distancia “pico a valle”, el Rp o
méxima altura del punto méximo
de rugosidad por encima de la linea
media del perfil o el Rv 0 méxima
profundidad del punto mis inferior
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por debajo de la linea media del
perfil.

La medida tridimensional de

bidimensional (xz o yz) de
cualquier punto se puede obtener
en cualquier momento tal y como
se puede observar en la figura 4.

A. Imagen tridimensional de una topografia de superficie obtenida
por perfilometria ptica confocal en la que se puede observar una
arruga principal o surco més profundo. B. Perfil 2D (xz)
correspondiente a la zona sefializada en la imagen.

W 0 % en ca aw o om em o0 1@ 16 1w D 1w

superficies comporta que otros
componentes planos, cilindricos
ylo esféricos del objeto en estudio
puedan también contribuir en las
medidas de la superficie analizada.
Sin embargo, y como bien indica
su nombre, la ISO 4287 estd
inicialmente pensada para la
especificacién geométrica de
productos y no contempla la
existencia de estos componentes.
Dichos componentes ya han sido
evaluados y descritos' y aunque la
actualizacién de la normativa ISO
atn estd pendiente, algunos
fabricantes de equipos de andlisis
tridimensional ya estdn incluyendo
la tecnologia necesaria para su
evaluacién y substraccién mediante
filtros'c. Asi, el andlisis
tridimensional de la topografia de
superficies se estd utilizando cada
vez mds en el estudio tanto del
micro- como del macro-relieve
cuténeo substituyendo a los
métodos de andlisis bidimensionales
y perfilométricos. Al ser estudios
realmente tridimensionales, la
informacién perfilométrica

Evaluacion de la
modificacion de la topografia
de superficie de la piel
mediante tratamientos
cosméticos

Si observamos detenidamente la
piel humana en toda su extensién
encontraremos un relieve muy
diferente tanto en forma como
en tamafio segtn las personas, su
edad, tipo de piel y zona del
cuerpo. El micro-relieve lo
encontramos en todo el cuerpo
y a todas las edades. Estd formado
por una red de tridngulos y
rombos, de una profundidad
mdxima de unas 50 Um, salpicada
de foliculos pilosos y de aberturas
al exterior de gldndulas sebdceas
(Figura 5). En cambio, el macro-
relieve més estudiado es el facial
y lo forman lo que solemos llamar
“arrugas”, con una profundidad
que puede ir desde las 50 a las
500 pum, llegando incluso a
superar el milimetro en casos de
edad avanzada. Las mis
profundas, y también mds
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susceptibles de ser estudiadas en
tratamientos cosméticos y/o
médicos son las de la frente, el
contorno de los ojos y las
comisuras de los labios. Son
precisamente estas arrugas, las
més profundas las que presentan
mayores dificultades y/o errores
en los estudios cldsicos de
perfilometria y, las que a su vez,
son de gran interés en
cosmetologia como dianas para
posibles tratamientos.

textura fina con lineas proyectadas
en varias direcciones. Sin embargo,
a partir de los 30-40 afios la textura
de la piel se vuelve mds irregular
en la que las lineas o los surcos de
la piel son mds profundos y
definidos en una direccidn,
haciéndolos mis visibles a simple
vista. Es a partir de esta edad
cuando el macro-relieve o arrugas
principales se hacen mds visibles
por lo que cada vez mds se buscan
principios activos capaces de

Figura 5

éptica confocal.

A. Fotograffa de una zona del micro-relieve cutineo. B. Imagen
tridimensional del micro-relieve cutineo obtenida por perfilometria

En un ensayo tipico de evaluacién
del efecto antiarrugas en la zona
periorbital de un preparado
cosmético se realizan las réplicas
de la zona del contorno de los ojos
de los pacientes justo antes de
empezar el tratamiento y a
diferentes tiempos una vez iniciado.
Los tiempos de estudio pueden
variar bastante segtin la naturaleza
del producto en cuestién, pero lo
habitual es que la duracién del
estudio sea como minimo de un
mes con una toma de muestras a
las dos y a las cuatro semanas del
inicio. El nimero de pacientes a
incluir en el estudio, el rango de
edad y el tipo de piel puede ser
variable. Hemos de tener en cuenta
que la edad de los pacientes o
voluntarios suele ser un factor clave
en la respuesta de la piel a los
productos; la piel de una persona
joven, de unos 20-25 afos, una

atenuar los surcos més profundos
y que, por lo tanto, tendrin que
ser testados en pacientes de un

rango de edad adecuado (40-60

anos).

Como ejemplo, en la figura 6 se
observa una topograffa de superficie
de la zona periocular de un mismo
paciente antes (A) y después (B)
de 4 semanas de tratamiento con
un producto cosmético anti-
arrugas. Las imédgenes pertenecen
a un estudio tipico de la aplicacién
de un producto cosmético en el
contorno de los ojos. El grupo de
pacientes estaba formado por 25
mujeres de entre 35 y 60 afios que
se aplicaron de manera sistemdtica
el producto dos veces al dfa, aunque
algunas pacientes (en concreto 3)
tuvieron que ser excluidas del
anilisis porque las réplicas de la
piel eran técnicamente inutilizables,

es decir, presentaban alguna
alteracién o error que fue detectado
en el exhaustivo andlisis
macroscépico previo al anilisis

topografico.

Como resultado del estudio
pudimos observar que la rugosidad
general de esta zona se reducfa en
un 25% a las cuatro semanas de
tratamiento y que la profundidad
de las arrugas se reducia en un
31%. Las gréficas representadas en
la figura 4C y 4D corresponden a
las disminuciones de rugosidad y
profundidad de las arrugas
observadas en el conjunto de
pacientes que van desde el 18 al
32 % de disminucién de la
rugosidad y del 22 al 38% en el
caso de la profundidad de las

arrugas.

Cabe destacar también que siempre
es conveniente establecer
correlaciones entre los resultados
perfilométricos y las observaciones
clinicas asi como otras técnicas de
medicién del estado de la piel que
se suelen estudiar en paralelo, como
por ejemplo la Corneometria (mide
el grado de hidratacién de la piel).
Aunque su efecto es pasajero, el
grado de hidratacién de la piel
influye en gran manera en el estado
de la topografia de la superficie de
la piel. Asi, el grado de hidratacién
de la piel suele afectar en gran
manera a la profundidad de las
arrugas y a la rugosidad general de
la piel, es decir, cuanto mayor es
el nivel de hidratacién menor
parece ser la profundidad de los
surcos>'7,

En conclusién, los avances
tecnolégicos actuales en el andlisis
topografico de superficie permiten
disponer de herramientas
metodolégicas muy poderosas y de
alta precisién, para establecer el
comportamiento de la piel humana,
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C Rugosidad (R))

Figura 6
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Imagen tridimensional obtenida por microscopia confocal de una arruga
principal correspondiente al macro-relieve de la zona peri-orbital antes
(A) y después de un mes de tratamiento con un producto anti-arrugas
(B). Porcentajes de disminucién observados en cada paciente del
parémetro de rugosidad Rq (C) y de la profundidad méxima de las
arrugas (Rv) (D) después de un mes de tratamiento.

Profundidad de la arruga (R)
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de modo no invasivo. De entre las
técnicas disponibles, destacan la
microscopia confocal y la
perfilometria confocal, las cuales
permiten analizar de modo rdpido
y preciso la superficie de la piel en
toda su amplitud y profundidad.
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