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Resumen

Objetivo: Proponer el uso de la infraestructura digital morfométrica para la cuantificacion microscépica objetiva de elementos
celulares y de la matriz extracelular en heridas y cicatrizaciones de la piel. Descripcion de posibles usos, ventajas e
inconvenientes. Presentacion de una propuesta en diversos cortes histolégicos del sistema tegumentario.

Material y métodos: En el ejemplo empleado se utilizaron cortes de piel fina sana tefidos con técnicas histoquimicas e
inmunohistoquimicas. Las muestras se digitalizaron con el escaner Panoramic MIDI (3D Histech Ltd.) y las imagenes obtenidas
se analizaron con el software Panoramic Viewer v.1.15 (3D Histech Ltd) para cuantificar elementos celulares y con el software
Image Pro-plus v.6.0 (Media Cybernetics) para cuantificar y caracterizar elementos fibrosos de la matriz extracelular.

Resultados: Por un lado cuantificamos las células CD1a+ de la epidermis y la dermis detectando 164 elementos positivos
por mm?y 2.039 elementos negativos por mm? representando el 7,46% de las células cutdneas y, por tanto, las células de
Langerhans epidérmicas y macréfagos dérmicos. También valoramos fibras de la matriz extracelular en las capas papilar
y reticular de la dermis. En relacién con las fibras eldsticas, se cuantificé un nUmero mayor por unidad de area con mayor
porcentaje de drea tefida en la dermis profunda o capa reticular. Mientras que, para las fibras de coldgeno, se detecté mayor
cantidad por unidad de drea con menor porcentaje de area tefiida en la dermis superficial o capa papilar. Con respecto a las
caracteristicas de las fibras eldsticas en las dos capas, distinguimos que formaban redes mas ovoides, estaban dispuestas de
forma mas oblicua a la epidermis y eran mas cortas, estrechas y rectilineas en la dermis papilar. Para las fibras de colageno
detectamos que formaban haces mas redondeados, estaban dispuestos de forma mas perpendicular a la epidermis y eran
mas cortos, estrechos y ondulados en la dermis papilar.

Conclusiones: La cuantificacion objetiva de células y fibras de la matriz extracelular en imagenes microscopicas digitalizadas
proporciona una herramienta rapida, fiable y discriminativa que puede ser til para numerosos estudios cutaneos.
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Abstract

Digital morphometric analysis of skin elements

Aim: To propose the use of digital morphometric infrastructure for the objective microscopic quantification of cells and
extracellular matrix elements in skin wounds and scars. To describe its possible uses, advantages and disadvantages. The
proposal is presented by means of several histological cuts of the integumentary system.

Material and methods: In our example, healthy thin skin cuts were stained by using histochemical and immunohistochemical
techniques. The samples were digitized with the scanner Panoramic MIDI (3D Histech Ltd), and the images were analyzed with
the software Panoramic Viewer v.1.15 (3D Histech Ltd) to quantify cellular elements, and the software Image Pro-plus v.6.0
(Media Cybernetics) to quantify and characterize fibrous elements of the extracellular matrix.

Results: On the one hand, we quantified the CD1a+ cells in the epidermis and dermis detecting 164 positive elements per mm?
and 2.039 negative elements per mm?, representing the 7.46% of the cutaneous cells, and therefore, epidermal Langerhans
cells and dermal macrophages. Moreover, we quantified fibers from the extracellular matrix in both papillary and reticular
dermal layers. Regarding elastic fibers, they were more abundant and took up more stained area in the deep or reticular
dermis. Concerning collagen fibers, they were more abundant and took up less stained area in the superficial or papillary
dermis. On the other hand, we characterized both types of fibers in the dermal layers. With respect to the elastic fibers, they
form more ovoid networks, they were arranged more oblique to the epidermis and were shorter, narrower and more straight
in the papillary dermis. Regarding the collagen fibers, they formed, mainly, more round cross-linked bundles, arranged more
perpendicular to epidermis and they were shorter, narrower and wavier in the papillary dermis.

Conclusions: The objective quantification of cells and extracellular matrix fibers in digitized microscopic images provide us
with a quick, reliable and high-resolution tool, which can be useful for numerous skin studies.

Keywords: Wound — Scar — Histopathology — Skin.
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INTRODUCCION

Durante las etapas de curaciéon de heridas: hemostasia,
inflamacion, proliferacion y remodelacién, acontecen nume-
rosos cambios bioldgicos que generan cambios en la matriz
extracelular (MEC) y en las células no solo de la zona, sino
también de todo el organismo'". Facilitar estos cambios ayu-
da a mejorar el proceso de cicatrizacion y evitar problemas
cronicos. La deteccidn, cuantificacidn, caracterizacion y orga-
nizacién de los elementos que intervienen en la zona danada
en dichos procesos pueden objetivarse, gracias a las image-
nes microscopicas digitalizadas de muestras de tejidos pre-
viamente tenidos, mediante el uso de softwares. Esto provee
al investigador de herramientas para establecer métodos
robustos que pueden ser automatizados y que poseen gran
especificidad®?. La infraestructura digital puede ser utilizada
tanto para el estudio en heridas agudas y crénicas, como con
otras patologias que afectan a la piel, tales como carcinomas
o melanomas®®. La bioimagen es (til para el anélisis de cual-
quier tejido u 6rgano sano o enfermo¢'9,

Podemos encontrar multiples estudios de la piel basados
en la cuantificacion subjetiva de los elementos celulares y de
la MEC mediante métodos de conteo por campos y usando
objetivos microscopicos de diferente aumento (desde 20x a
100x). En el estudio sobre cicatrizacion dérmica de Stuart y
cols, ademds de cuantificar fibras de colageno, también hi-
cieron uso de una escala subjetiva para caracterizar, entre
otros elementos, las células inflamatorias, fibroblastos y cé-
lulas gigantes presentes en la herida'". Otro ejemplo intere-
sante lo encontramos en un estudio sobre la implicacion en
la curacion de heridas humanas de los mastocitos presen-
tes en el margen de la lesion. Se empled la serina proteasa
triptasa como inmunomarcador de estas células, y el conteo
se realizé con el microscopio éptico, de multiples campos se-
parados, con un aumento de 20x"?. Por Gltimo, podemos re-
senar otros estudios con modelos murinos sobre el proceso
de cicatrizaciéon donde también se realizé el conteo subjetivo
por campos con un aumento de 20x no solo de macréfagos,
sino también de miofibroblastos inmunotenidos previamen-
te!"™. Sin embargo, cada vez es mas frecuente encontrar en
la bibliografia estudios realizados mediante el uso de las téc-
nicas de imagen para cuantificar y caracterizar los diferen-
tes elementos celulares y acelulares presentes en cualquier
tejido, y en concreto en cicatrizacién y heridas cutaneas, de
una manera mas objetiva. De esta manera podemos encon-
trar la existencia de numerosos softwares capaces de llevar
a cabo esta tarea. Algunos ejemplos son el Optimas software
system v.6.1, (Optimas Corporation, Green Bay, WI, USA) que
fue usado para cuantificar células de Langerhans marcadas
con anticuerpos especificos en tumores cutaneos'™, o el Leica
Imaging Systems (Cambridge, UK)""®. Este ultimo software fue
utilizado para cuantificar células VEGF positivas y el porcen-
taje de area tenida de fibras de coldgeno en un estudio sobre
el efecto de las células madre mesenquimaticas (MSC) deri-
vadas de médula 6sea sobre la regeneracién de heridas in-
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ducidas en rata""®. De manera similar, el software de andlisis
de imagen NIH Image (de dominio publico), fue utilizado para
medir el area de la herida durante el proceso de cicatrizacion
en estudios sobre atraccion de macroéfagos y células endote-
liales por parte de las MSC durante el proceso de regenera-
cion de heridas"”, y el software Image J (NIH) fue empleado
para cuantificar fibras de coldgeno y para medir el area de la
herida en un estudio sobre la degradacion del colageno en
el proceso de cicatrizacion”. Ademas de los previamente
nombrados, existen otros softwares aplicados en estudios de
diversas patologias de cuantificacion de células y elementos
de la MEC como el ImageScope (Aperio technologies) y el Ce-
[IProfiler (Broad Institute)!'® 7.

El uso de esta metodologia de andlisis de imagen para la
cuantificacion objetiva de células y elementos de la MEC, que
fue bautizada por algunos autores como "slide-based histo-
cytometry’, presenta ventajas respecto al analisis al micros-
copio 6ptico usando escalas objetivas de cuantificacion, don-
de se estandariza la intensidad de la tincién y la proporcidon
de células tenidas, con menores costes econdmicos, mayor
eficiencia de analisis de numerosos casos, mayor facilidad de
acceso a la informacion y capacidad de almacenamiento®.
También presenta ventajas técnicas como mayor facilidad
para explorar o “viajar” por la muestra y regular rapidamente
el aumento de la imagen, evitando asi la posibilidad, sobre
todo con objetivos de gran aumento, de perder el drea o ele-
mento que se estad observando. Asi mismo dota al investiga-
dor de una mayor precision, sensibilidad y mayor poder de
validacién entre observadores. Por otro lado el uso de esta
metodologia no estd desprovista de inconvenientes, como la
necesidad de validacion y estandarizacion de los resultados
por parte de especialistas para su uso diagndstico traslacio-
nal, el coste de las herramientas (tanto el precio del software
como del hardware puede ser desorbitado) y el requisito de
imagenes de calidad. La obtencién de una buena calidad de
imagen dependera de los procedimientos técnicos previos
como el correcto corte de la muestra, con el mismo grosor
en todos sus puntos, la tincion histoquimica (HQ), inmunohis-
toquimica (IHQ) o inmunofluorescente y el escaneado® 2124,

En la literatura podemos encontrar numerosos trabajos
que pudieran beneficiarse al aplicar la cuantificacién objetiva
celular y de elementos de la MEC en el proceso de cicatri-
zacion®9. Hemos seleccionado algunos de ellos, resaltando
algunos beneficios que se podrian obtener tras la aplicacidon
de las herramientas de analisis de imagen que se describen
en este trabajo. Esta aplicacion podria ser extensible a otros
trabajos de analisis de los procesos de reparacion y/o proce-
sos patoldgicos. Mediante el analisis de imagen microscdpica
con el software Panoramic Viewer, que describiremos en pri-
mer lugar, y en base a la morfologia celular y al marcaje con
anticuerpos frente a antigenos celulares especificos, se po-
dria detectar y objetivar la excesiva infiltracién de neutréfilos
como marcador de heridas crénicas, por liberar colagenasa,
elastasa, etc?®. A través de esta herramienta, estas células
podrian ser cuantificadas y sus niveles estandarizados para
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conocer mejor sus relaciones funcionales. Por otro lado, se ha
comprobado que las MSC intervienen en las diferentes fases
del proceso de cicatrizacién coordinando numerosos cambios
bioldgicos®?®. Con anticuerpos como el CD105 0 CD166 podrian
detectarse y secuencialmente cuantificarse, de forma precisa,
estas células a lo largo de las diferentes fases del proceso de
cicatrizacién con alguno de los métodos resenados. También
hay una creciente evidencia de que las disfunciones macrofa-
gicas afectan el proceso de cicatrizacién®?”. Con este software
de analisis de imagen se puede detectar, tras utilizar anticuer-
pos como CD163 o CD68, los tipos de macrofagos M1y M2,y
ver su numero y distribucién relacionandolo con las células
vecinas. Asi mismo, en estudios sobre cicatrizacidn, intentar
caracterizar morfométricamente fuerzas biomecdanicas im-
plicadas como las fibras de coldgeno y eldsticas, es esencial
para la aplicacién adecuada de la mecanoterapia??. Median-
te el analisis de imagen microscopica con el software Image
Pro-plus, que describiremos en segundo lugar, y en base a la
morfologia de los elementos de interés (como fibras eldsticas
y coldgenas) y a su tincién histoquimica (orceina, tricrémico
de Masson y picrosirius red) se han descrito cambios en las
fibras de tejido conjuntivo de la dermis segun la edad® .
Mediante la técnica de imagen microscdpica, aplicando diver-
sos métodos, como los descritos por Tadeo y cols, es posible
caracterizar parametros de cantidad, tamano, orientacion y
forma de las fibras de la MEC”. También es posible, mediante
el solapamiento de imagenes y con la aplicacién de la teoria

Anélisis morfométrico digital de la piel

de grafos, hacer estudios sobre la organizacién y relacion de
los diferentes elementos que constituyen los tejidos en estu-
dios topoldgicos recientemente descritos en patologia mus-
cular®",

En el presente trabajo y a través del analisis de imagenes
microscopicas obtenidas de piel sana proponemos el uso de
técnicas morfométricas que permitan el analisis y cuantifi-
cacién objetiva de cualquier tipo celular o elemento forme de
la MEC, previamente detectado gracias a marcadores HQ y/o
IHQ.

MATERIAL Y METODOS

A continuacién se detallan algunas de las herramientas
de cuantificacion (softwares) y de los métodos (algoritmos
0 parametros de segmentacion) que se pueden utilizar en el
analisis de imagen microscépica de la piel. Para presentar
nuestra propuesta, se han utilizado las imagenes correspon-
dientes a muestras de piel previamente tenidas con técnicas
IHQ e HQ de la Unidad de Histologia del Departamento de Pa-
tologia de la Universidad de Valencia (www.histomed.es). Las
tinciones utilizadas fueron el anti-CD1a (que detecta los gra-
nulos de Birbeck de las células de Langerhans epidérmicas y
macréfagos dérmicos), orceina (fibras elasticas) y tricrémico
de Masson (fibras de coldgeno). Las preparaciones tenidas se
digitalizaron con el escaner Panoramic MIDI (3D Histech Ltd.),
a una amplificacién de 20X y con una resolucion de 0.33 um
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Figura 1. La configuracion de la deconvoluciéon del color. Primer paso para la configuracién del algoritmo de cuantificacién con el programa
Panoramic Viewer v 1.15 (3D Histech Ltd.). A la izquierda se observa la imagen original (obtenida tras la inmunotincién con CD1a),y a la
derecha los colores detectados por el software como cromadgeno (arriba) y como contratincion (abajo).
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por pixel. Como ejemplos, para cuantificar bien las células
dendriticas de Langerhans en la epidermis, aplicamos la me-
todologia de segmentacion nuclear para identificar y clasifi-
car la positividad celular con el software Panoramic Viewer.
Como prototipo de cuantificacion de las fibras de colageno y
elasticas en la dermis papilar y reticular proponemos algorit-
mos de configuracién especifica utilizando el software Image
Pro-plus.

CUANTIFICANDO ELEMENTOS CELULARES DE LA PIEL
MEDIANTE EL PROGRAMA INFORMATICO PANORAMIC
VIEWER

El primer paso para trabajar con el programa Panoramic

Viewer, es seleccionar el area de la imagen digitalizada que
queremos analizar. En dicha drea se cuantificaran los elemen-
tos positivos gracias al algoritmo o pardmetros de segmen-
tacion. Para la configuracion del algoritmo de cuantificacion
objetiva de los infiltrados celulares de la piel hemos de tener
en cuenta la localizacion celular del antigeno detectado con
la técnica IHQ. El programa utilizado nos permite seleccionar
entre a) localizacidn antigénica nuclear, b) de membrana, c) de
densidad o d) de fluorescencia. Tras realizar en varias areas
tentativas de aproximacién “prueba-error” aplicando los algo-
ritmos de localizacion antigénica de membrana y nuclear, se
decidid aplicar el algoritmo nuclear, como ejemplo de cuanti-
ficacion de las células de Langerhans en la piel fina, al ser cé-
lulas muy irregulares, con escaso citoplasma, a pesar de que
el marcador anti-CD1a detecta antigenos de membrana. Para
realizar la segmentacion de los elementos positivos de una
imagen, el programa informatico utiliza la deteccién del color
del cromdgeno asociado al anticuerpo, que habitualmente es
diaminobenzidina (DAB), y el color de la contratincién, habi-
tualmente hematoxilina (H), basandose en los pardmetros de
color que vienen por defecto en el programa. Estos pueden
editarse seleccionando determinados pixeles de la imagen
con mayor o menor intensidad de color, en la opcién de con-
figuracion de la deconvolucién del color. También pueden edi-
tarse variando la intensidad de cada uno de los tres canales
de color: rojo (R), verde (G) y azul (B) (Fig 1).

Ademas del color, los parametros necesarios a ajustar

para la creacion del algoritmo nuclear incluyen:

= Radio. Se pueden introducir un valor maximo y un valor
minimo para acotar el drea detectada.

» Area minima. A mayores valores introducidos, mayor es
el tamano de los posibles nucleos troceados o elemen-
tos intra o extracelulares no interesantes que se elimi-
naran.

= Circularidad minima. Cuanto mayor sea el valor intro-
ducido, nucleos con morfologia menos circular son des-
cartados.

= Uniformidad. Nos indica la presencia de protuberancias,
de manera que a valores bajos introducidos mas polilo-
bulado o irregular es el nucleo.

» Contraste minimo. Util para contrarrestar ruido de fon-
do o exceso de pigmento remanente que puede quedar
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inespecificamente en la muestra. Si la tincién no es muy
especifica es mejor usar valores altos.

= Intensidad minima. Valor util si la intensidad de la in-
munotincion es muy débil o muy fuerte. Sirve ademas
para clasificar los elementos positivos en tres niveles de
intensidad (débil, moderado y alto) y los negativos. Estos
ultimos son cuantificados utilizando la coloracion de la
hematoxilina.

Una vez creado el algoritmo, el programa cuantifica el nu-
mero de elementos tanto positivos como negativos en el area
analizada generando una imagen con los elementos detecta-
dos, 0 mdscara, que quedara superpuesta a laimagen original
(Fig 2B). El valor del 4rea analizada puede obtenerse a través
de la opcidn de gestion de las anotaciones que ofrece el soft-
ware. Los resultados obtenidos se guardaran en un archivo
excel (formato csv). Para calcular el resultado en nimero de
células positivas por mm?, se dividird el nimero de células
positivas entre el area. El nimero de células positivas viene
dado por el programa informatico como numero de objetos
de clase 1+ para intensidades bajas (CNQO:1), 2+ para intensi-
dades medias (CNO:2+) y 3+ para intensidades altas (CNO:3+),
mientras que el numero de células negativas sera el nimero
de objetos de clase 0 (CNO:0).

CUANTIFICANDO Y CARACTERIZANDO ELEMENTOS DE
LA MEC MEDIANTE EL PROGRAMA INFORMATICO IMAGE
PRO-PLUS

Las areas a analizar se seleccionaron y extrajeron como
imagenes en formato jpg con Microsoft Power Point para su
posterior analisis con el software Image Pro-plus. Las ima-
genes para el analisis con este software pueden proceder de
cualquier fuente, y pueden presentar numerosos formatos.

El primer paso para trabajar con el software Image Pro-
plus y poder analizar pardmetros de forma de los elementos
de interés, en nuestro caso fibras elasticas y fibras de cola-
geno, es calibrar la imagen, es decir, definir el valor de un
pixel en um. Los casos analizados se calibraron a 0.25 ym por
pixel. A continuacién el investigador selecciona los pardme-
tros que desea estudiar, que pueden ser de forma, cantidad,
tamano y orientacion. En nuestro caso hemos seleccionado,
a modo de ejemplo, los parametros siguientes; area tenida,
aspecto, angulo, longitud, anchura y perimetro/ratio. Una vez
seleccionados los parametros de interés, cuyos valores vie-
nen por defecto, se selecciona el color de el/los elemento/s
que se quieren estudiar mediante la herramienta de seleccidn
de color manual. Aquellos elementos que no sean de interés,
pero que tengan los mismos parametros de color, pueden ser
descartados por el investigador haciendo mas restrictivos los
valores de pardmetros de forma que vienen por defecto con el
programa, es decir, sin restricciones. Asi, por ejemplo, se pue-
de disminuir la variable “redondez” para descartar las células
mas redondas si estamos analizando las fibras de la MEC.
El software analizard los elementos que tengan los colores
seleccionados y nos dara los resultados de los pardmetros
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por defecto o los que el investigador escogié. Estos pueden
ser exportados a un archivo en formato Excel. Los resultados
se pueden utilizar para calcular variables de interés. De este
modo, la suma de todas las areas tenidas de cada objeto (cé-
lula o fibra) nos da el valor del drea tenida total. Dividiéndola
por el area total analizada se calcula el porcentaje de area te-
nida por todos los objetos. Por otro lado, el nimero de mues-
tras o fibras puede dividirse por el area total para calcular el
numero de objetos por unidad de area.

RESULTADOS

La figura 2 muestra la imagen obtenida, o mascara, tras
utilizar el programa informatico Panoramic Viewer para la
cuantificacion objetiva de células CD1a positivas en la epi-
dermis y la dermis de la piel fina seleccionada. El algorit-
mo nuclear utilizado fue configurado, tras diversas pruebas
de optimizacién, de acuerdo con los siguientes parametros:
radio 5-15 pm, drea minima é um?, circularidad minima 30,
uniformidad 8, contraste minimo 5 e intensidad minima 10.
El resultado de la cuantificacion de las células de Langer-
hans en la muestra de piel fina fue, para un area analizada de
0.614 mm?,de 1.252 elementos negativos (CN0:0), 59 elemen-
tos positivos de intensidad baja (CNO:1), 13 elementos positi-
vos de intensidad media (CNO:2) y 29 elementos positivos de
intensidad alta (CNO:3). En total 1.251 elementos negativos, o
reflejados en relacion con el area, 2.039 elementos negativos
por mm?,y 101 elementos positivos, o reflejado en relacion
con el drea, 164 elementos positivos por mm?. El porcentaje
total de células de Langerhans en la epidermis y macréfagos
CD%1a+ de la dermis fue de 7.46%.

Anélisis morfométrico digital de la piel

Las imagenes o mascaras obtenidas con el software Ima-
ge Pro-plus, en ambas capas de la dermis, se muestran en
las figuras 3y 4 para las fibras elasticas y de colageno res-
pectivamente. Los resultados numéricos de la cuantificacion
objetiva quedan reflejados en las tablas 1 y 2. Atendiendo a
las fibras elasticas, se midié mayor cantidad de fibras por uni-
dad de drea y mayor porcentaje de area tenida en la dermis
reticular. Por otra parte, para las fibras de coldgeno se cuan-
tificé mayor numero de fibras por unidad de area y menor

Figura 3. Resultado de la cuantificacion objetiva de las fibras
elasticas usando el programa informatico Image Pro-plus v.6.0
(Media Cybernetics) en ambas capas de la dermis, separadas
por la linea negra. A) Imagen original, resultado de la tincion
histoquimica con orceina de las fibras elasticas (negro). B)
Imagen resultado de la cuantificacion objetiva por parte del
software de las fibras elasticas (rojo).

Figura 2. Resultado de la cuantificacion objetiva de elementos
CD1a+ en la muestra de piel fina usando el programa de anélisis
de imagen Panoramic Viewer v 1.15 (3D Histech Ltd.). A) Imagen
original tras la inmunotincién con el anticuerpo CD1a. B) Imagen
obtenida como resultado de la cuantificacién objetiva por
parte del software usando algoritmo de localizacién nuclear.
Se ven los elementos que el software detecta como negativos
(azul) y como positivos (rojo, elementos que presentan mayor
intensidad; naranja, elementos de intensidad media; y amarillo,
elementos de intensidad baja).

Figura 4. Resultado de la cuantificacién objetiva de las fibras de
coldgeno usando el programa informatico Image Pro-plus v.6.0
(Media Cybernetics) en ambas capas de la dermis, separadas
por la linea negra. A) Imagen original, resultado de la tincién
histoquimica con tricrémico de Masson de las fibras de coldgeno
(azul). B) Imagen resultado de la cuantificacién objetiva por
parte del software de las fibras de colageno (rojo).
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TABLA 1. Resultados de la cuantificacion y caracterizacion objetiva de las fibras eldsticas y de coldgeno en la muestra de piel fina.

Capa papilar o dermis superficial Capa reticular o dermis profunda
Estadisticos Area(um?) Aspecto  Angulo(°) Longitud (um) Anchura(um) Perimetro/ratio| Estadisticos Area(um?) Aspecto  Angulo(°) Longitud (um) Anchura(um) Perimetro/ratio
Min 19 12 038 2,8 0,5 0,780 Min 17 11 0,1 2,8 0,2 0,829
Fibras Max 1202 188 178,0 306 12,0 1,000 Max 17992 156 180,0 159,7 51,7 1,000
elasticas Media 21,2 39 69,6 9,6 32 0,972 Media 72,5 3,6 91,6 15,7 51 0,967
Desv Est 95,1 24 60,6 13,4 4,5 0,035 Desv Est 951,6 23 70,7 49,8 13,6 0,036
N A 2 ) = = A 2. 2 =
Resumen resultados Muestras eatefiida (un Area total (um?)  N2/mm % teiiido Resumen resultados Muestras eatefida (un Area total (um?)  N2/mm % tefiido
129 2.737,8 45.669,9 2.8246 6,0 107 7.759,3 28.007,8 3.8204 27,7
Estadisticos Area(um?) Aspecto  Angulo(°) Longitud (um) Anchura (um) /rati Area(um?)  Aspecto  Angulo(°) Longitud (um) Anchura(um) Perimetro/ratio
Min 28 13 38 2,8 0,9 0,805 Min 39 14 12,2 3,0 0,9 0,855
Fibras de Max 12.039,1 85 179,6 203,0 138,2 1,000 Max 7.925,7 10,3 163,0 189,8 88,2 0,998
coldgeno Media 480,6 32 95,6 14,6 82 0,940 Media 806,9 3,6 72,6 25,9 11,8 0,941
Desv Est 9.247,4 1,8 49,5 75,9 52,2 0,066 Desv Est 9.491,9 2,5 53,3 109,5 51,1 0,048
P 21 2 r P 2 2 P
Resumen resultados Muestras ea tefiida (un Area total (um?)  N2/mm % tefiido Resumen resultados Muestras eatefiida (un Areatotal (um?)  N2/mm % teiiido
26 12.495,7 20.102,5 12934 62,2 10 8.069,0 11.558,5 865,2 69,8

En esta tabla podemos ver todas las variables cuantificadas (area, aspecto, angulo, longitud, anchura y perimetro/ratio) con el software
Image Pro-plus v.6.0 (Media Cybernetics), y las estadisticas para cada variable, por orden: min (valor minimo), max (valor maximo), media
(valor medio), desviacién estandar (o desviacion tipica), muestra (nimero de fibras), area tenida (por las fibras), area total (de la muestra
analizada), el n°/mm? (nimero de fibras por unidad de area) y el % tenido (porcentaje de area tefida).

porcentaje de area tefida en la dermis papilar. Comparando
ambos tipos de fibras entre ellas, observamos que, las fibras
elasticas estaban en mayor nimero por unidad de areay ocu-
paban menor area tenida en ambas capas de la dermis. Ade-
mas, se caracterizaron ambos tipos de fibras. Los resultados
numeéricos derivados quedan reflejados también en las tablas
1y 2. Considerando Unicamente a las fibras elasticas y com-
parandolas en ambas capas de la dermis, distinguimos que
estaban formando elementos o plexos con una configuracion
mas ovoide (aspecto mayor), organizadas con un angulo mas
oblicuo respecto a la epidermis (dngulo més agudo), eran mas
cortas (menor longitud), estrechas (menor anchura) y rectili-
neas (mayor perimetro/ratio) en la dermis papilar. Mientras
que, atendiendo a las fibras de coldgeno, advertimos que for-

TABLA 2. Variables Caracteristicas de fibras de la MEC en las
regiones dérmicas.

C. Papilar C. Reticular
F. eldsticas | Coladgeno | F.elasticas | Coldgeno

% tenido: 6,0 62,2 27,7 69,8
N°/mm? 2.824,6 1.293,4 3.820,4 865,2
Area (um?) 21.2 480,6 72,5 806,9
Longitud (um) 9,6 14,6 15,7 259
Anchura (um) 3,2 8,2 5,1 11,8

Aspecto 3.9 3.2 3,6 3,6
Angulo (°) 69,6 95,6 91,6 72,6
Perimetro/Ratio 0,972 0,940 0,967 0,941
En esta tabla se detalla el porcentaje de area tenida, el nUmero
de fibras por area y las medias objetivas de los parametros
analizados, para las fibras elasticas y de coldgeno en ambas
capas de la dermis en las muestras de piel fina, obtenidas con

el software Image Pro-plus v.6.0 (Media Cybernetics).
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maban estructuras o elementos mas redondeados, dispues-
tas mas perpendicularmente respecto a la epidermis, eran
mas cortas, estrechas y onduladas en la dermis papilar. Ade-
mas, se pudo comparar ambos tipos de fibras entre ellas. De
este modo, observamos que, en la dermis papilar, las fibras
elasticas formaban elementos o estructuras mas ovoides, es-
taban dispuestas de forma mas oblicua respecto a la epider-
mis y eran mas cortas, estrechas y rectilineas que las fibras
de colageno. Mientras que en la dermis reticular, las fibras
elasticas conformaban elementos o estructuras igualmente
ovoides, dispuestas de forma mas perpendicular respecto a
la epidermis, eran mas cortas, estrechas y rectilineas que las
fibras de coldgeno. Por ultimo podemos destacar el mayor
rango existente entre los valores maximo y minimo, asi como
una mayor variabilidad de los datos (desviacién estandar) de
las fibras de coldgeno, en ambas porciones dérmicas, en al-
gunas variables como el porcentaje de area tenida, la longitud
o la anchura.

DISCUSION Y CONCLUSIONES

El uso de softwares o programas informaticos de analisis
de imagen microscépica, cuando son optimizados y validados,
permiten un analisis cuantitativo automatico y reproducible
de numerosas muestras de cualquier érgano o tejido, salvan-
do posibles errores humanos derivados de la cuantificacién
subjetiva® ¥ Estas herramientas aportan mayor facilidad y
rapidez para la deteccion de células debidamente tenidas, asi
como para la cuantificacion global y concreta de células posi-
tivas y negativas. De esta manera, en nuestro analisis, el por-
centaje de células CD1a positivas y negativas en esta muestra
de piel fina se obtuvo de forma facil y rapida. Aunque el resul-
tado obtenido no representa Unicamente este tipo de células
epidérmicas, sino que también incluye macréfagos dérmicos,
su valor estd dentro del 3-8 % de las células epidérmicas que
constituyen las células de Langerhans®. Asi mismo, estas
herramientas son muy utiles para acelerar la cuantificacion y
caracterizacién, no solo de elementos celulares, sino también
de elementos de la MEC, como las pequenas y numerosas fi-
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bras elasticas y/o de colageno, respecto a los estudios con el
microscopio éptico, sobre todo si los elementos a analizar son
muy numerosos®. De igual manera, se cuantificé y caracteri-
z6 de manera rapida y sencilla las fibras de la MEC de nuestro
ejemplo, obteniendo resultados que, aunque no son cientifi-
camente validos por tratarse de un Unico caso, entran dentro
de lo esperado. Por ejemplo, las fibras eldsticas son mayores
en tamano en la dermis reticular que en la papilar, o que las
fibras de coldgeno, dispuestas desordenadamente, estan si-
tuadas de forma mas perpendicular a la epidermis en la der-
mis papilar que en la reticular®. Por otra parte, también se
facilita la validacion subjetiva si el escaneado de las muestras
se realiza a gran aumento. Esto permite hacer estudios com-
parativos de la orientacion, forma, tamano y cantidad de las
fibras de la MEC en procesos de cicatrizacion de heridas®”.
En nuestro caso permitio validar objetivamente el nimero de
células CD1a positivas y de algunos parametros de las fibras
elasticas y de colageno®® 3.

No obstante, los resultados derivados del uso de soft-
wares morfométricos presentan una dependencia fundamen-
tal de los pasos previos que generen imdagenes de calidad.
En los pasos previos, como la tincidn, existe la posibilidad de
obtener muestras que presenten una pigmentacién inespeci-
fica que en la cuantificacion subjetiva puede ser diferenciada
con mas facilidad. Las herramientas informaticas objetivas
de analisis de imagen pueden generar falsos positivos, o ele-
mentos que el software considera y clasifica como positivos
pero que, en realidad, son artefactos producidos por la técnica
o propios del tejido (pigmento, manchas, necrosis, etc.). Por
otro lado una tincién excesivamente débil puede hacer que el
software subestime el conteo, por la dificultad para distinguir
entre elementos positivos y el color remanente que pueda
haber quedado de manera inespecifica por toda la muestra.
Respecto a las fibras de la MEC, si el algoritmo no es debi-
damente ajustado o si la tincidén propicia los inconvenientes
comentados, el software también puede subestimar el nime-
ro de fibras cuantificadas por unidad de area. Si éstas apa-
recen muy juntas o fusionadas de manera que el algoritmo
pueda cuantificarlas como una unidad, como ha ocurrido en
algunas areas de nuestro ejemplo con las fibras de colageno.
Estos inconvenientes pueden ser resueltos realizando una
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correccién objetiva, tras comparar las imagenes originales y
las obtenidas tras la aplicacion del algoritmo y obtencién de
las mascaras.

También dificultard el andlisis una incorrecta digitaliza-
ciéon de la muestra. Por lo tanto, una validacion de la tincion
y el escaneado son necesarios, ademds de la estandariza-
cion de los parametros, para una apropiada aplicacion a la
clinica de estas herramientas informaticas morfométricas de
analisis de imagen. Sin embargo, a pesar de que todos es-
tos inconvenientes puedan ser corregidos, hay patélogos que
creen que el uso de estas herramientas les puede enlentecer
o incluso incrementar la posibilidad de error del diagndstico
clinico®. Por lo tanto, para consolidar la utilizacién de estas
herramientas informaticas para el diagndstico clinico, se ne-
cesitaran un mayor nimero de estudios de validacion diag-
néstica del método de analisis de imagen mediante diversos
softwares frente al método tradicional subjetivo del micros-
copio 6ptico.

Los resultados obtenidos en las imagenes analizadas
con los programas informaticos Panoramic Viewer e Image
Pro-plus muestran concordancias con los datos conocidos de
células derivadas del sistema monocito macréfago (células
de Langerhans y macréfagos CD1a positivos dérmicos), asi
como de las fibras elasticas y coldgenas de la dermis. Varia-
bles de cantidad, tamano, morfologia y orientacion, que han
sido obtenidas con gran facilidad y rapidez en las muestras de
piel sana utilizadas en este trabajo, deben establecerse en los
grupos controles de estudios traslacionales de heridas croni-
cas y cicatrizaciones patologicas.

En conclusidn, proponemos el mayor uso de infraestruc-
tura digital morfométrica como alternativa de analisis tisular
ya que puede permitir dar un salto de calidad a la investiga-
cion en el campo de las heridas y la cicatrizacion normal y
patolégica cuantificando y caracterizando los elementos celu-
lares y acelulares presentes en las heridas de la piel.
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