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Objetivo: Proponer el uso de la infraestructura digital morfométrica para la cuantificación microscópica objetiva de elementos 
celulares y de la matriz extracelular en heridas y cicatrizaciones de la piel. Descripción de posibles usos, ventajas e 
inconvenientes. Presentación de una propuesta en diversos cortes histológicos del sistema tegumentario.

Material y métodos: En el ejemplo empleado se utilizaron cortes de piel fina sana teñidos con técnicas histoquímicas e 
inmunohistoquímicas. Las muestras se digitalizaron con el escáner Panoramic MIDI (3D Histech Ltd.) y las imágenes 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 mm2 y 2.039 elementos negativos por mm2; representando el 7,46% de las células cutáneas y, por tanto, las células de 
Langerhans epidérmicas y macrófagos dérmicos. También valoramos fibras de la matriz extracelular en las capas papilar 
y reticular de la dermis. En relación con las fibras elásticas, se cuantificó un número mayor por unidad de área con mayor 
porcentaje de área teñida en la dermis profunda o capa reticular. Mientras que, para las fibras de colágeno, se detectó mayor 
cantidad por unidad de área con menor porcentaje de área teñida en la dermis superficial o capa papilar. Con respecto a las 
características de las fibras elásticas en las dos capas, distinguimos que formaban redes más ovoides, estaban dispuestas de 
forma más oblicua a la epidermis y eran más cortas, estrechas y rectilíneas en la dermis papilar. Para las fibras de colágeno 
detectamos que formaban haces más redondeados, estaban dispuestos de forma más perpendicular a la epidermis y eran 
más cortos, estrechos y ondulados en la dermis papilar.

Conclusiones: La cuantificación objetiva de células y fibras de la matriz extracelular en imágenes microscópicas digitalizadas 
proporciona una herramienta rápida, fiable y discriminativa que puede ser útil para numerosos estudios cutáneos.
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Resumen

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 mm2 
and 2.039 negative elements per mm2, 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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INTRODUCCIÓN

Durante las etapas de curación de heridas: hemostasia, 
inflamación, proliferación y remodelación, acontecen nume-
rosos cambios biológicos que generan cambios en la matriz 
extracelular (MEC) y en las células no solo de la zona, sino 
también de todo el organismo(1). Facilitar estos cambios ayu-
da a mejorar el proceso de cicatrización y evitar problemas 
crónicos. La detección, cuantificación, caracterización y orga-
nización de los elementos que intervienen en la zona dañada 
en dichos procesos pueden objetivarse, gracias a las imáge-
nes microscópicas digitalizadas de muestras de tejidos pre-
viamente teñidos, mediante el uso de softwares. Esto provee 
al investigador de herramientas para establecer métodos 
robustos que pueden ser automatizados y que poseen gran 
especificidad(2). La infraestructura digital puede ser utilizada 
tanto para el estudio en heridas agudas y crónicas, como con 
otras patologías que afectan a la piel, tales como carcinomas 
o melanomas(3-5). La bioimagen es útil para el análisis de cual-
quier tejido u órgano sano o enfermo(6-10).

Podemos encontrar múltiples estudios de la piel basados 
en la cuantificación subjetiva de los elementos celulares y de 
la MEC mediante métodos de conteo por campos y usando 
objetivos microscópicos de diferente aumento (desde 20x a 
100x). En el estudio sobre cicatrización dérmica de Stuart y 
cols, además de cuantificar fibras de colágeno, 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(11). Otro ejemplo intere-
sante lo encontramos en un estudio sobre la implicación en 
la curación de heridas humanas de los mastocitos presen-
tes en el margen de la lesión. Se empleó la serina proteasa 
triptasa como inmunomarcador de estas células, y el conteo 
se realizó con el microscopio óptico, de múltiples campos se-
parados, con un aumento de 20x(12). Por último, podemos re-
señar otros estudios con modelos murinos sobre el proceso 
de cicatrización donde también se realizó el conteo subjetivo 
por campos con un aumento de 20x no solo de macrófagos, 
sino también de miofibroblastos inmunoteñidos previamen-
te(13). Sin embargo, cada vez es más frecuente encontrar en 
la bibliografía 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 cicatrización y heridas cutáneas, de 
una manera más 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 específicos en tumores cutáneos(14), o el Leica 
Imaging Systems (Cambridge, UK)(15). Este último software fue 
utilizado para cuantificar células VEGF positivas y el porcen-
taje de área teñida de fibras de colágeno en un estudio sobre 
el efecto de las células madre mesenquimáticas (MSC) deri-
vadas de médula ósea sobre la regeneración de heridas in-

ducidas en rata(16). De manera similar, el software de análisis 
de imagen NIH Image (de dominio público), fue utilizado para 
medir el área de la herida durante el proceso de cicatrización 
en estudios sobre atracción de macrófagos y células endote-
liales por parte de las MSC durante el proceso de regenera-
ción de heridas(17), y el software Image J (NIH) fue empleado 
para cuantificar fibras de colágeno y para medir el área de la 
herida en un estudio sobre la degradación del colágeno en 
el proceso de cicatrización(11). Además de los previamente 
nombrados, existen otros softwares aplicados en estudios de 
diversas patologías de cuantificación de células y elementos 
de la MEC como el ImageScope (Aperio technologies) y el Ce-
llProfiler (Broad Institute)(18, 19).

El uso de esta metodología de análisis de imagen para la 
cuantificación objetiva de células y elementos de la MEC, que 
fue bautizada por algunos autores como "slide-based histo-
cytometry", presenta ventajas respecto al análisis al micros-
copio óptico usando escalas objetivas de cuantificación, don-
de se estandariza la intensidad de la tinción y la proporción 
de células teñidas, con menores costes económicos, mayor 
eficiencia de análisis de numerosos casos, mayor facilidad de 
acceso a la información y capacidad de almacenamiento(20). 
También presenta ventajas técnicas como mayor facilidad 
para explorar o “viajar” por la muestra y regular rápidamente 
el aumento de la imagen, evitando así la posibilidad, sobre 
todo con objetivos de gran aumento, de perder el área o ele-
mento que se está observando. Así mismo dota al investiga-
dor de una mayor precisión, sensibilidad y mayor poder de 
validación entre observadores. Por otro lado el uso de esta 
metodología no está desprovista de inconvenientes, como la 
necesidad de validación y estandarización de los resultados 
por parte de especialistas para su uso diagnóstico traslacio-
nal, el coste de las herramientas (tanto el precio del software 
como del hardware puede ser desorbitado) y el requisito de 
imágenes de calidad. La obtención de una buena calidad de 
imagen dependerá de los procedimientos técnicos previos 
como el correcto corte de la muestra, con el mismo grosor 
en todos sus puntos, la tinción histoquímica (HQ), inmunohis-
toquímica (IHQ) o inmunofluorescente y el escaneado(6, 21-24).

En la literatura podemos encontrar numerosos trabajos 
que pudieran beneficiarse al aplicar la cuantificación objetiva 
celular y de elementos de la MEC en el proceso de cicatri-
zación(25-30). Hemos seleccionado algunos de ellos, resaltando 
algunos beneficios que se podrían obtener tras la aplicación 
de las herramientas de análisis de imagen que se describen 
en este trabajo. Esta aplicación podría ser extensible a otros 
trabajos de análisis de los procesos de reparación y/o proce-
sos patológicos. Mediante el análisis de imagen microscópica 
con el software Panoramic Viewer, que describiremos en pri-
mer lugar, y en base a la morfología celular y al marcaje con 
anticuerpos frente a antígenos celulares específicos, se po-
dría detectar y objetivar la excesiva infiltración de neutrófilos 
como marcador de heridas crónicas, por liberar colagenasa, 
elastasa, etc(25). A través de esta herramienta, estas células 
podrían 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 cicatrización coordinando numerosos cambios 
biológicos(26). Con anticuerpos como el CD105 o CD166 podrían 
detectarse y secuencialmente cuantificarse, de forma precisa, 
estas células a lo largo de las diferentes fases del proceso de 
cicatrización con alguno de los métodos reseñados. También 
hay una creciente evidencia de que las disfunciones macrofá-
gicas afectan el proceso de cicatrización(27). Con este software 
de análisis de imagen se puede detectar, tras utilizar anticuer-
pos como CD163 o CD68, los tipos de macrófagos M1 y M2, y 
ver su número y distribución relacionándolo con las células 
vecinas. Así mismo, en estudios sobre cicatrización, intentar 
caracterizar morfométricamente fuerzas biomecánicas im-
plicadas como las fibras de colágeno y elásticas, es esencial 
para la aplicación adecuada de la mecanoterapia(28). Median-
te el análisis de imagen microscópica con el software Image 
Pro-plus, que describiremos en segundo lugar, y en base a la 
morfología de los elementos de interés (como fibras elásticas 
y colágenas) y a su tinción histoquímica (orceína, tricrómico 
de Masson y picrosirius red) se han descrito cambios en las 
fibras de tejido conjuntivo de la dermis según la edad(29, 30). 
Mediante la técnica de imagen microscópica, aplicando diver-
sos métodos, como los descritos por Tadeo y cols, es posible 
caracterizar parámetros de cantidad, tamaño, orientación y 
forma de las fibras de la MEC(9). También es posible, mediante 
el solapamiento de imágenes y con la aplicación de la teoría 

de grafos, hacer estudios sobre la organización y relación de 
los diferentes elementos que constituyen los tejidos en estu-
dios topológicos recientemente descritos en patología mus-
cular(31).

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

MATERIAL Y MÉTODOS

A continuación se detallan algunas de las herramientas 
de cuantificación (softwares) y de los métodos (algoritmos 
o parámetros de segmentación) que se pueden utilizar en el 
análisis de imagen microscópica de la piel. Para presentar 
nuestra propuesta, se han utilizado las imágenes correspon-
dientes a muestras de piel previamente teñidas con técnicas 
IHQ e HQ de la Unidad de Histología del Departamento de Pa-
tología de la Universidad de Valencia (www.histomed.es). Las 
tinciones utilizadas fueron el anti-CD1a (que detecta los grá-
nulos de Birbeck de las células de Langerhans epidérmicas y 
macrófagos dérmicos), orceína (fibras elásticas) y tricrómico 
de Masson (fibras de colágeno). Las preparaciones teñidas se 
digitalizaron con el escáner Panoramic MIDI (3D Histech Ltd.), 
a una amplificación de 20X y con una resolución de 0.33 µm 
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Figura 1. La configuración de la deconvolución del color. Primer paso para la configuración del algoritmo de cuantificación con el programa 
Panoramic Viewer v 1.15 (3D Histech Ltd.). A la izquierda se observa la imagen original (obtenida tras la inmunotinción con CD1a), y a la 
derecha los colores detectados por el software como cromógeno (arriba) y como contratinción (abajo).
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por píxel. Como ejemplos, para cuantificar bien las células 
dendríticas de Langerhans en la epidermis, aplicamos la me-
todología de segmentación nuclear para identificar y clasifi-
car la positividad celular con el software Panoramic Viewer. 
Como prototipo de cuantificación de las fibras de colágeno y 
elásticas en la dermis papilar y reticular proponemos algorit-
mos de configuración específica utilizando el software Image 
Pro-plus.

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

El primer paso para trabajar con el programa Panoramic 
Viewer, es seleccionar el área de la imagen digitalizada que 
queremos analizar. En dicha área se cuantificarán los elemen-
tos positivos gracias al algoritmo o parámetros de segmen-
tación. Para la configuración del algoritmo de cuantificación 
objetiva de los infiltrados celulares de la piel hemos de tener 
en cuenta la localización celular del antígeno detectado con 
la técnica IHQ. El programa utilizado nos permite seleccionar 
entre a) localización antigénica nuclear, b) de membrana, c) de 
densidad o d) de fluorescencia. Tras realizar en varias áreas 
tentativas de aproximación “prueba-error” aplicando los algo-
ritmos de localización antigénica de membrana y nuclear, se 
decidió aplicar el algoritmo nuclear, como ejemplo de cuanti-
ficación 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 antígenos de membrana. Para 
realizar la segmentación de los elementos positivos de una 
imagen, el programa informático utiliza la detección del color 
del cromógeno asociado al anticuerpo, que habitualmente es 
diaminobenzidina (DAB), y el color de la contratinción, habi-
tualmente hematoxilina (H), basándose en los parámetros de 
color que vienen por defecto en el programa. Éstos pueden 
editarse seleccionando determinados píxeles de la imagen 
con mayor o menor intensidad de color, en la opción de con-
figuración de la deconvolución 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).

Además del color, los parámetros necesarios a ajustar 
para la creación del algoritmo nuclear incluyen:

▪▪ Radio. Se pueden introducir un valor máximo y un valor 
mínimo para acotar el área detectada.

▪▪ Área mínima. A mayores valores introducidos, mayor es 
el tamaño de los posibles núcleos troceados o elemen-
tos intra o extracelulares no interesantes que se elimi-
narán.

▪▪ Circularidad mínima. Cuanto mayor sea el valor intro-
ducido, núcleos con morfología menos circular son des-
cartados.

▪▪ Uniformidad. Nos indica la presencia de protuberancias, 
de manera que a valores bajos introducidos más polilo-
bulado o irregular es el núcleo.

▪▪ Contraste mínimo. Útil para contrarrestar ruido de fon-
do o exceso de pigmento remanente que puede quedar 

inespecíficamente en la muestra. Si la tinción no es muy 
específica es mejor usar valores altos.

▪▪ Intensidad mínima. Valor útil si la intensidad de la in-
munotinción es muy débil o muy fuerte. Sirve además 
para clasificar los elementos positivos en tres niveles de 
intensidad (débil, moderado y alto) y los negativos. Estos 
últimos son cuantificados utilizando la coloración de la 
hematoxilina.

Una vez creado el algoritmo, el programa cuantifica el nú-
mero de elementos tanto positivos como negativos en el área 
analizada generando una imagen con los elementos detecta-
dos, o máscara, que quedará superpuesta a la imagen original 
(Fig 2B). El valor del área analizada puede obtenerse a través 
de la opción de gestión de las anotaciones que ofrece el soft-
ware. Los resultados obtenidos se guardarán en un archivo 
excel (formato csv). Para calcular el resultado en número de 
células positivas por mm2, se dividirá el número de células 
positivas entre el área. El número de células positivas viene 
dado por el programa informático como número de objetos 
de clase 1+ para intensidades bajas (CNO:1), 2+ para intensi-
dades medias (CNO:2+) y 3+ para intensidades altas (CNO:3+), 
mientras que el número de células negativas será el número 
de objetos de clase 0 (CNO:0).

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

Las áreas a analizar se seleccionaron y extrajeron como 
imágenes en formato jpg con Microsoft Power Point para su 
posterior análisis con el software Image Pro-plus. Las imá-
genes para el análisis 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 parámetros de forma de los elementos 
de interés, en nuestro caso fibras elásticas y fibras de colá-
geno, es calibrar la imagen, es decir, definir el valor de un 
pixel en µm. Los casos analizados se calibraron a 0.25 µm por 
píxel. A continuación el investigador selecciona los paráme-
tros que desea estudiar, que pueden ser de forma, cantidad, 
tamaño y orientación. En nuestro caso hemos seleccionado, 
a modo de ejemplo, los parámetros siguientes; área teñida, 
aspecto, ángulo, longitud, anchura y perímetro/ratio. Una vez 
seleccionados los parámetros 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 selección 
de color manual. Aquellos elementos que no sean de interés, 
pero que tengan los mismos parámetros de color, pueden ser 
descartados por el investigador haciendo más restrictivos los 
valores de parámetros de forma que vienen por defecto con el 
programa, es decir, sin restricciones. Así, por ejemplo, se pue-
de disminuir la variable “redondez” para descartar las células 
más redondas si estamos analizando las fibras de la MEC. 
El software analizará los elementos que tengan los colores 
seleccionados y nos dará los resultados de los parámetros 
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por defecto o los que el investigador escogió. 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 áreas teñidas de cada objeto (cé-
lula o fibra) nos da el valor del área teñida total. Dividiéndola 
por el área total analizada se calcula el porcentaje de área te-
ñida por todos los objetos. Por otro lado, el número de mues-
tras o fibras puede dividirse por el área total para calcular el 
número de objetos por unidad de área.

RESULTADOS

La figura 2 muestra la imagen obtenida, o máscara, tras 
utilizar el programa informático Panoramic Viewer para la 
cuantificación 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 optimización, de acuerdo con los siguientes parámetros: 
radio 5-15 µm, área mínima 6 µm2, circularidad mínima 30, 
uniformidad 8, contraste mínimo 5 e intensidad mínima 10. 
El resultado de la cuantificación de las células de Langer-
hans en la muestra de piel fina fue, para un área analizada de 
0.614 mm2, 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 relación con el área, 2.039 elementos negativos 
por mm2, y 101 elementos positivos, o reflejado en relación 
con el área, 164 elementos positivos por mm2. El porcentaje 
total de células de Langerhans en la epidermis y macrófagos 
CD1a+ de la dermis fue de 7.46%.

Las imágenes o máscaras obtenidas con el software Ima-
ge Pro-plus, en ambas capas de la dermis, se muestran en 
las figuras 3 y 4 para las fibras elásticas y de colágeno res-
pectivamente. Los resultados numéricos de la cuantificación 
objetiva quedan reflejados en las tablas 1 y 2. Atendiendo a 
las fibras elásticas, se midió mayor cantidad de fibras por uni-
dad de área y mayor porcentaje de área teñida en la dermis 
reticular. Por otra parte, para las fibras de colágeno se cuan-
tificó mayor número de fibras por unidad de área y menor 
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Figura 2. Resultado de la cuantificación objetiva de elementos 
CD1a+ en la muestra de piel fina usando el programa de análisis 
de imagen Panoramic Viewer v 1.15 (3D Histech Ltd.). A) Imagen 
original tras la inmunotinción con el anticuerpo CD1a. B) Imagen 
obtenida como resultado de la cuantificación objetiva por 
parte del software usando algoritmo de localización 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 3. Resultado de la cuantificación objetiva de las fibras 
elásticas usando el programa informático Image Pro-plus v.6.0 
(Media Cybernetics) en ambas capas de la dermis, separadas 
por la línea negra. A) Imagen original, resultado de la tinción 
histoquímica con orceína de las fibras elásticas (negro). B) 
Imagen resultado de la cuantificación objetiva por parte del 
software de las fibras elásticas (rojo).

Figura 4. Resultado de la cuantificación objetiva de las fibras de 
colágeno usando el programa informático Image Pro-plus v.6.0 
(Media Cybernetics) en ambas capas de la dermis, separadas 
por la línea negra. A) Imagen original, resultado de la tinción 
histoquímica con tricrómico de Masson de las fibras de colágeno 
(azul). B) Imagen resultado de la cuantificación objetiva por 
parte del software de las fibras de colágeno (rojo).
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porcentaje de área teñida en la dermis papilar. Comparando 
ambos tipos de fibras entre ellas, observamos que, las fibras 
elásticas estaban en mayor número por unidad de área y ocu-
paban menor área teñida en ambas capas de la dermis. Ade-
más, se caracterizaron ambos tipos de fibras. Los resultados 
numéricos derivados quedan reflejados también en las tablas 
1 y 2. Considerando únicamente a las fibras elásticas y com-
parándolas en ambas capas de la dermis, distinguimos que 
estaban formando elementos o plexos con una configuración 
más ovoide (aspecto mayor), organizadas con un ángulo más 
oblicuo respecto a la epidermis (ángulo más agudo), eran más 
cortas (menor longitud), estrechas (menor anchura) y rectilí-
neas (mayor perímetro/ratio) en la dermis papilar. Mientras 
que, atendiendo a las fibras de colágeno, advertimos que for-

maban estructuras o elementos más redondeados, dispues-
tas más perpendicularmente respecto a la epidermis, eran 
más cortas, estrechas y onduladas en la dermis papilar. Ade-
más, se pudo comparar ambos tipos de fibras entre ellas. De 
este modo, observamos que, en la dermis papilar, las fibras 
elásticas formaban elementos o estructuras más ovoides, es-
taban dispuestas de forma más oblicua respecto a la epider-
mis y eran más cortas, estrechas y rectilíneas que las fibras 
de colágeno. Mientras que en la dermis reticular, las fibras 
elásticas conformaban elementos o estructuras igualmente 
ovoides, dispuestas de forma más perpendicular respecto a 
la epidermis, eran más cortas, estrechas y rectilíneas que las 
fibras de colágeno. Por último podemos destacar el mayor 
rango existente entre los valores máximo y mínimo, así como 
una mayor variabilidad de los datos (desviación estándar) de 
las fibras de colágeno, en ambas porciones dérmicas, en al-
gunas variables como el porcentaje de área teñida, la longitud 
o la anchura.

DISCUSIÓN Y CONCLUSIONES

El uso de softwares o programas informáticos de análisis 
de imagen microscópica, cuando son optimizados y validados, 
permiten un análisis cuantitativo automático y reproducible 
de numerosas muestras de cualquier órgano o tejido, salvan-
do posibles errores humanos derivados de la cuantificación 
subjetiva(32, 33). Estas herramientas aportan mayor facilidad y 
rapidez para la detección de células debidamente teñidas, así 
como para la cuantificación global y concreta de células posi-
tivas y negativas. De esta manera, en nuestro análisis, el por-
centaje de células CD1a positivas y negativas en esta muestra 
de piel fina se obtuvo de forma fácil y rápida. Aunque el resul-
tado obtenido no representa únicamente este tipo de células 
epidérmicas, sino que también incluye macrófagos dérmicos, 
su valor está dentro del 3-8 % de las células epidérmicas que 
constituyen las células de Langerhans(34). Así mismo, estas 
herramientas son muy útiles para acelerar la cuantificación y 
caracterización, no solo de elementos celulares, sino también 
de elementos de la MEC, como las pequeñas y numerosas fi-

Análisis morfométrico digital de la piel

En esta tabla podemos ver todas las variables cuantificadas (área, aspecto, ángulo, longitud, anchura y perímetro/ratio) con el software 
Image Pro-plus v.6.0 (Media Cybernetics), y las estadísticas para cada variable, por orden: min (valor mínimo), max (valor máximo), media 
(valor medio), desviación estándar (o desviación típica), muestra (número de fibras), área teñida (por las fibras), área total (de la muestra 
analizada), el nº/mm2 (número de fibras por unidad de área) y el % teñido (porcentaje de área teñida).

TABLA 1. Resultados de la cuantificación y caracterización objetiva de las fibras elásticas y de colágeno en la muestra de piel fina.

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

C. Papilar C. Reticular

F. elásticas Colágeno F. elásticas Colágeno

% teñido: 6,0 62,2 27,7 69,8

Nº/mm2 2.824,6 1.293,4 3.820,4 865,2

Área (µm2) 21,2 480,6 72,5 806,9

Longitud (µm) 9,6 14,6 15,7 25,9

Anchura (µm) 3,2 8,2 5,1 11,8

Aspecto 3,9 3,2 3,6 3,6

Ángulo (°) 69,6 95,6 91,6 72,6

Perímetro/Ratio 0,972 0,940 0,967 0,941

En esta tabla se detalla el porcentaje de área teñida, el número 
de fibras por área y las medias objetivas de los parámetros 
analizados, para las fibras elásticas y de colágeno 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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bras elásticas y/o de colágeno, respecto a los estudios con el 
microscopio óptico, sobre todo si los elementos a analizar son 
muy numerosos(35). De igual manera, se cuantificó y caracteri-
zó de manera rápida y sencilla las fibras de la MEC de nuestro 
ejemplo, obteniendo resultados que, aunque no son científi-
camente válidos por tratarse de un único caso, entran dentro 
de lo esperado. Por ejemplo, las fibras elásticas son mayores 
en tamaño en la dermis reticular que en la papilar, o que las 
fibras de colágeno, dispuestas desordenadamente, están si-
tuadas de forma más perpendicular a la epidermis en la der-
mis papilar que en la reticular(36). Por otra parte, también se 
facilita la validación subjetiva si el escaneado de las muestras 
se realiza a gran aumento. Esto permite hacer estudios com-
parativos de la orientación, forma, tamaño y cantidad de las 
fibras de la MEC en procesos de cicatrización de heridas(37). 
En nuestro caso permitió validar objetivamente el número de 
células CD1a positivas y de algunos parámetros de las fibras 
elásticas y de colágeno(34, 36).

No obstante, los resultados derivados del uso de soft-
wares morfométricos presentan una dependencia fundamen-
tal de los pasos previos que generen imágenes de calidad. 
En los pasos previos, como la tinción, existe la posibilidad de 
obtener muestras que presenten una pigmentación inespecí-
fica que en la cuantificación subjetiva puede ser diferenciada 
con más facilidad. Las herramientas informáticas objetivas 
de análisis 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 tinción 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 inespecífica por toda la muestra. 
Respecto a las fibras de la MEC, si el algoritmo no es debi-
damente ajustado o si la tinción propicia los inconvenientes 
comentados, el software también puede subestimar el núme-
ro de fibras cuantificadas por unidad de área. Si éstas apa-
recen muy juntas o fusionadas de manera que el algoritmo 
pueda cuantificarlas como una unidad, como ha ocurrido en 
algunas áreas de nuestro ejemplo con las fibras de colágeno. 
Estos inconvenientes pueden ser resueltos realizando una 

corrección objetiva, tras comparar las imágenes originales y 
las obtenidas tras la aplicación del algoritmo y obtención de 
las máscaras.

También dificultará el análisis una incorrecta digitaliza-
ción de la muestra. Por lo tanto, una validación de la tinción 
y el escaneado son necesarios, además de la estandariza-
ción de los parámetros, para una apropiada aplicación a la 
clínica de estas herramientas informáticas morfométricas de 
análisis de imagen. Sin embargo, a pesar de que todos es-
tos inconvenientes puedan ser corregidos, hay patólogos que 
creen que el uso de estas herramientas les puede enlentecer 
o incluso incrementar la posibilidad de error del diagnóstico 
clínico(23). Por lo tanto, para consolidar la utilización de estas 
herramientas informáticas para el diagnóstico clínico, se ne-
cesitarán un mayor número de estudios de validación diag-
nóstica del método de análisis de imagen mediante diversos 
softwares frente al método tradicional subjetivo del micros-
copio óptico.

Los resultados obtenidos en las imágenes analizadas 
con los programas informáticos Panoramic Viewer e Image 
Pro-plus muestran concordancias con los datos conocidos de 
células derivadas del sistema monocito macrófago (células 
de Langerhans y macrófagos CD1a positivos dérmicos), así 
como de las fibras elásticas y colágenas de la dermis. Varia-
bles de cantidad, tamaño, morfología y orientación, 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 cróni-
cas y cicatrizaciones patológicas.

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