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Cuantificacion de los melanocitos en la piel facial:
otra ayuda para evaluar los bordes de reseccion
del melanoma

Quanlification of melanocytes in facial skin: another help for evaluation of resection borders of melanoma.
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OpseTivo: Cuantificar el nimero de melanocitos en adultos normales y en los
bordes de reseccién sin tumor, de carcinomas basocelulares y de melanomas in
situ de la piel malar.

MATERIALES Y METODOSs: Se estudiaron veinticinco especimenes de piel tipo I-II
de la mejilla de adultos mayores de 40 afios, siete de autopsias de hombres, once
de los bordes de carcinomas basocelulares y siete de los bordes de reseccién de
melanomas  situ, libres de tumor. Con la coloracién de hematoxilina-eosina,
tres observadores contaron los melanocitos basales por milimetro lineal en cada
espécimen, usando un fotomicroscopio Axiophot Zeiss.

Resurapos: En un milimetro lineal (3 campos de 40X), el nimero de melanocitos
fue de 1843 en la piel normal, de 22+7 en los bordes del carcinoma basocelular
y de 3019 en los del melanoma i situ.

ConcrusionEs: El nimero maximo de melanocitos en un campo de 40X en los
tejidos estudiados no debe exceder de 7,514 (80 melanocitos) por mm lineal. Un
nimero mayor es una alerta que debe unirse a otros cambios para determinar si
hay persistencia de melanoma i situ.

PALABRAS CLAVE: Melanocitos, carcinoma basocelular, melanoma, lentigo ma-
ligno, melanoma #n situ.

Summary

INTRODUCTION: Epidermal melanocytes are widely separated from each other,
and are surrounded by a hallo; they have a light cytoplasm and picnotic nucleus,
smaller than in keratocytes. It is difficult to differenciate facial changes due to
solar exposition and a melanoma i situ, likewise to establish if the resection
borders of a melanoma i situ have a tumor cells or if the melanocytes there
have just changed due to sunlight.

OsJecTIVE: To quantify the number of melanocytes in normal adults and in re-
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section borders of melanomas without tumor cells in basocellular carcinomas
and melanomas z sztu in the malar skin.

MATERIAL AND METHODS: 25 cheek specimens of 40 year old adults with type I-11
skin were studied, seven autopsies of men, eleven of basocellular carcinoma
borders and seven of in situ melanoma resection borders free of tumor. Using
hematoxylin-eosin staining, three observers counted basal melanocytes by linear
millimeter in each specimen, using an Axiophot Zeiss photomicroscope.
Resurrs: In a linear millimeter (three 40X fields), the number of melanocytes
was of 18£8 in normal skin, 22+7 in basocellular carcinoma borders and 309
in situ melanoma.

Concrusions: the maximum number of melanocytes in a 40X field in the tissues
studied should not go over 7.5%t4 (30 melanocytes) per linear mm. A larger
number alerts the clinician and should be added to other changes to determine
if’ there are persistent melanoma cells 7 situ.

Key worbps: Melanocytes, basocellular carcinoma, melanoma, malign lentigo,
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melanoma i situ.

Introduccion

Los melanocitos se disponen en el estrato basal de la
epidermis, ampliamente separados entre sf, en estrecho
contacto con los queratocitos, sin estar unidos a ellos
por desmosomas. Mediante la melanogénesis sintetizan
melanina que transfieren por medio de sus dendritas a
los queratocitos. Su densidad es variable segtin la region
anatémica, la edad y la exposicién solar, pero es muy
constante entre los individuos de diferentes razas"®. Re-
presentan el 10% del total de células del estrato basal y
aumentan en nimero en zonas de exposicién constante
al sol, como en la cara, en donde su niimero es el doble de
aquél en la piel no expuesta, hiperplasia que puede llegar
a ser dificil de diferenciar con un melanoma iz situ"*. Por
otra parte, en los bordes de reseccién de los melanomas
in situ de la cara o en lentigos malignos, esta dificultad
de diferenciacién se incrementa hasta el punto de llegar
a ser imposible®™.

El objetivo de este trabajo fue establecer el nimero
de melanocitos presentes en la capa basal de la piel
de la cara, aparentemente normal, en los bordes de
reseccién del carcinoma basocelular de la misma zona,
tumor que tiene origen relacionado con la exposicién
solar’, y en los bordes de reseccién de melanomas in
situ de la cara, considerados por expertos como libres
de tumor, para establecer una correlacién entre estas
tres pieles, aparentemente normales, o con cambios
atribuibles al dafio solar crénico, que sirvan como
ayuda para establecer si en los bordes de reseccién de
un melanoma de la cara hay tumor residual.
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Materiales y métodos

Recoleccién de las muestras

Se estudiaron muestras de piel malar normal de siete
cad4veres masculinos de piel blanca, mayores de 40 afios,
once muestras de bordes de reseccién de carcinomas
basocelulares de la misma zona cutanea libres de tumor,
y siete bordes de reseccién de melanomas zz sztu de la piel
malar, catalogados en el informe quirtrgico como libres
de tumor por tres patélogos expertos. Se hicieron cortes
seriados que se tifieron con hematoxilina-eosina (HE) y
se identificaron y contaron los melanocitos situados en la
capa basal, sin tener en cuenta los presentes en el epitelio
infundibular.

La inclusién de los bordes de piel libres de tumor del
carcinoma basocelular es una manera de disponer de piel
con dafio solar crénico importante, sin proliferacién tu-
moral de melanocitos.

Captura de las imagenes

Se capturaron 755 imagenes a color en formato BMP,
con una resolucién de 640 x 480 pixeles en un fotomi-
croscopio Axiophot Zeiss® conectado a una cémara
Sony® CCD/IRIS Color. Con un aumento de 400X en
las imagenes digitales, cada pixel equivale a 0,6 pum; de
esta forma, se completa un milimetro lineal con 4 ima-
genes por corte.

Las imédgenes fueron almacenadas en una base de datos
disefiada por el Grupo de Microscopia y Analisis de Ima-
genes en el programa MS Office Access®, junto con la
informacién de las muestras, ldminas e iméagenes, para
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FIGURA 1. Piel normal a gran aumento (1A), detallada mejor
en 1B. HE 400X y 800X.

Cuantificacion de los melanocitos en la piel facial

2A

Ficura 2. Piel de los bordes de resecciéon de un melanoma
(2A) y de un carcinoma basocelular (2B). HE. 400X.

permitir el conteo por parte de tres analistas, en un for-
mulario disefiado para la evaluacién del ntimero de me-
lanocitos por cada imagen y el drea de tejido evaluada.

Cuantificacion de los melanocitos

La identificacién de los melanocitos se hizo con la colo-
racién de HE, que los muestra en la capa basal, con un
ntcleo picnético, un citoplasma claro poco aparente y
con un halo pericelular caracteristico (FIGura 1). No
se incluyeron en esta identificaciéon células suprabasales
semejantes ni las que se extienden a los infundibulos. El
beneficio de la coloracién de HE es la facilidad de ob-
servacion, la economia y su uso rutinario en el anélisis
de estas muestras; ademds, la variabilidad de persona
a persona es minima cuando se definen y precisan los
criterios de identificacién de los melanocitos.

El conteo de los melanocitos en las muestras de piel con
melanoma o carcinoma basocelular se realizé en los bordes
de reseccién del tumor que habfan sido diagnosticados como
libres de lesién en el estudio histopatolégico (FIGURA 2).

El area total analizada fue de 205.616 um lineales para
los tres grupos de piel (53.144 para piel normal, 21.449
para carcinoma basocelular y 131.023 para el melanoma
in sitw), distribuida en 755 imdgenes, en las cuales cada
uno de los analistas realizé el conteo de los melanocitos
por medio del formulario de visualizacién de la base de
datos. La metodologia de conteo fue de doble ciego para
que cada analista hiciera su conteo sin conocimiento de
la informacién de los demas analistas.

Resultados

Presentamos la informacién estadistica de cada analista
en el conteo de melanocitos, asf como del promedio total
de los conteos, tanto en la piel normal (TABLA 1), como
en los bordes de reseccién del carcinoma basocelular
(TaBLA 2) y del melanoma zn situ (TABLA 8).

El andlisis estadistico del conteo realizado por cada
analista mostré6 que la variabilidad de analista a analista
fue de tres melanocitos en la piel normal y en los bordes
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ANALISTA MEDIA DESVIACION ESTANDAR VaLor MiNIMO VaLor MAXIMO
1 17,3777 2,2637 14,0449 19,0740
2 19,7788 1,4342 17,5304 21,7018
3 14,6570 3,1041 11,7316 17,6388
Promedio 17,7727 2,9790 11,7316 21,7018

TasLA 1. Informacién estadistica del conteo de melanocitos en la piel normal por cada analista y del promedio total.

ANALISTA MEDIA DESVIACION ESTANDAR VALOR MiNIMO VALOR MAXIMO
1 23,9013 10,1582 10,4166 37,8393
2 23,5613 47115 16,3787 31,4846
3 19,0043 7,0465 7,1797 28,4738
Promedio 21,8520 7,0963 7,1797 37,8393

TAaBLA 2. Informacién estadistica del conteo de melanocitos en los bordes del carcinoma basocelular por cada analista y del promedio total.

ANALISTA MEDIA DESVIACION ESTANDAR VALOR MiNIMO VALOR MAXIMO
1 35,0292 17,8487 14,6046 47,6295
2 27,9910 4,7580 20,5377 34,7964
3 29,8992 5,2864 25,9047 36,9513
Promedio 30,0444 8,5906 14,6046 47,6295

TasLA 3. Informacién estadistica del conteo de melanocitos en los bordes del melanoma in situ por cada analista y del promedio total.

de reseccién del carcinoma basocelular, y de cuatro mela-
nocitos en el borde de resecciéon del melanoma n situ.

El ntimero de melanocitos en un milimetro lineal de
piel normal fue de 18%3, de 22+7 en los bordes de resec-
cién del carcinoma basocelular y de 30£9 en los bordes
de reseccién del melanoma i sitw. En la TABLA 4 se
presenta en detalle la informacién estadistica, el error
estdndar y los rangos de valores que estan dentro de dos
desviaciones estdndar, lo cual indica el sesgo méximo de
la poblacién total de melanocitos, silo aproximamos a una
distribucién estadfstica normal. Esto es suficiente para
un andlisis de distribucién de los melanocitos, tomando
en cuenta que en la TABLA 5 se visualizan los intervalos
de confianza del 95%. En la FIGURA 8 se muestra la dis-
tribucién estadistica normal del conteo de melanocitos
para los tres tipos de piel analizados.

. .z
Discusion

Este estudio se enfocé en al analisis del ntimero de me-
lanocitos de la piel normal de la mejilla, un 4rea de ex-
posicién solar permanente, as{ como de frecuente origen

de carcinomas basocelulares y lentigos malignos'’. La
identificacién de los melanocitos se hizo con la colo-
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racién HE y no con inmunohistoquimica, més til para
el estudio de los tumores de origen en melanocitos que
para demostrar melanocitos normales'. La HE es barata,
de uso general y se estima que identifica de manera ra-
zonable y reproducible los melanocitos. Se encontré una
variabilidad minima y suficiente de analista a analista,
tan sélo de tres melanocitos.

Se encontré un mayor nimero de melanocitos en los
bordes de reseccién libres de tumor del melanoma iz
situ, seguidos de los bordes de reseccién del basocelular
y de la piel normal, pero no se hicieron comparaciones
entre las edades ni el sexo de los pacientes. No obstante,
estos hallazgos podrfan apoyar la idea, segtn la cual en
la periferia de los melanomas hay un mayor nimero de
melanocitos, cambio atribuido a un “efecto de campo”,
que inducirfa la proliferacién de melanocitos y, even-
tualmente, la recidiva tumoral®’. Estas observaciones
no han sido confirmadas en estudios posteriores, que
encuentran un ndmero usual de melanocitos para el area
expuesta al sol®.

Podemos concluir que, en la piel malar expuesta al sol,
un nimero normal de melanocitos en un campo de 40X
es de 7,514, similar al encontrado por Weyers et al *.
Cuando el ntimero de melanocitos exceda este promedio,
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MEDIA DESVIACION ESTANDAR VALOR MINIMO VALOR MAXIMO Mebpia — 2 DE Mebpia + 2 DE
Piel normal 17,7727 2,9790 11,7316 21,7018 11,8145 23,7309
Carcinoma 21,8520 7,0963 7,1797 37,8393 7,6594 36,0446
basocelular
Melanoma 30,0444 8,5906 14,6046 47,6295 12,8630 47,2257

TaBLA 4. Informacién estadistica del conteo en los bordes del melanoma in situ y del carcinoma basocelular y de la piel normal.

ERROR INTERVALO INTERVALO
ESTANDAR INFERIOR SUPERIOR
Piel normal 0,2133 17,8546 18,1908
Carcinoma 0,7988 20,2871 23,4168
basocelular
Melanoma 0,3916 29,2767 30,8121

TABLA 5. Informacién estadistica de los intervalos de confianza
del 95%, segun el error estandar, en las muestras de los bordes
del melanoma y del carcinoma basocelular y en la piel normal.

se debe sospechar la posibilidad de melanoma i situ,
diagnéstico que se establece con la bisqueda de otros cri-
terios, tales como el desplazamiento de melanocitos a las
capas epidérmicas altas y a los infundibulos, la formacién
de nidos de melanocitos en la unién dermoepidérmica, la
tendencia de los melanocitos a confluir, la atipia, el pleo-
morfismo celular y la distribucién irregular y asimétrica
del pigmento melanico en los melanéfagos de la dermis
superficial"**. El hallazgo relacionado con el ntimero de
melanocitos es otro criterio para afiadir a esta bisqueda,
usualmente dificil.
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