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RESUMEN

El carcinoma de pulmon es una entidad clinica con incidencia y mortalidad crecientes
mundialmente. En Venezuela este tipo de carcinoma ocupa el segundo lugar de
mortalidad, siendo el mas grave el Carcinoma de pulmoén de células no pequefias.
Objetivo: Comparar y establecer los cambios celulares benignos y malignos, en el
carcinoma de pulmén de células no pequefias, a traves de la morfometria mediante
una técnica de analisis de imagen. Materiales y Métodos: Se midieron de manera
cuantitativa las diferencias celulares no neoplésicas y neoplésicas observadas en el
estudio citoldgico del carcinoma de pulmén. Se determind area nuclear, factor de
forma vy elipticidad nuclear de 10 citologias de lavado bronquioalveolar: 05 benignos
y 05 positivos para carcinoma de células no pequefias. Los estudios morfométricos se
llevaron a cabo mediante un sistema de analisis de imagen con el software Axion
vision y el procesamiento estadistico se realiz6 con el programa Past. Resultados:
En los hallazgos obtenidos se precisé que entre las muestras benignas y malignas, el
incremento nuclear en las variables sometidas a estudio oscila en rangos entre 113% a
432%, todas con un margen de error menor al 5%, lo que certifica una especificidad
diagnostica igual o mayor al 95%. Conclusion. Los cambios nucleares entre las
citologias benignas y malignas de lavado bronquioalveolar de pulmoén, con la
aplicacion de la morfometria, son claros y discriminantes en un 100% entre un caso
negativo y uno positivo, por el cual, cada parametro estudiado deja ver diferencias en

las variaciones nucleares de dichas citologias.

Palabras Clave: Carcinoma de Pulmon, Lavado bronquioalveolar, Morfometria
celular.
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ABSTRACT

Lung carcinoma is a clinical entity with increasing worldwide incidence and
mortality. In Venezuela, this type of carcinoma ranks second of mortality, being the
most serious non-small cell lung Carcinoma. Objective: To compare and establish the
benign and malignant cellular changes, in non-small cell lung carcinoma, through
morphometrics through image analysis technique. Materials and methods: measured
in a quantitative way the non-neoplastic and neoplastic cell differences observed in
cytological study of lung carcinoma. Identified nuclear area, form factor and nuclear
ellipticity of 10 bronguioalveolar wash cytologies: benign 05 and 05 positive for non-
small cell carcinoma. Morphometric studies were carried out through a system of
analysis of image with the Axion software vision and statistical processing was
carried out with the Past software. Results: The findings obtained it was pointed out
that between benign and malignant samples, variables subject to study nuclear
increased ranges in ranges from 113% to 432%, all with a error margin less than 5%,
which certifies a diagnostic specificity equal to or greater than 95%. Conclusion:
Nuclear changes between benign and malignant cytoligies of lung bronquioalveolar
wash, with the morphometrics application, are 100% discriminatory and clear
between a case negative and one positive, in which each studied parameter let see
differences on nuclear variations in the cytologies.

Keywords: Lung Carcinoma, bronquioalveolar washing, cell Morphometry.



INTRODUCCION

El carcinoma (CA) de pulmén es una entidad clinica con incidencia y mortalidad
creciente mundialmente en los ultimos 100 afios (1). Las neoplasias pulmonares son
cada dia mas frecuentes, caracterizadas por su prondstico sombrio, anualmente se
diagnostican alrededor de 6.000.000 de casos nuevos en los paises desarrollados,
siendo fundamentales la prevencion primaria y el diagnostico precoz para lograr que

en el futuro, aproximadamente la tercera parte de los canceres puedan prevenirse (2).

En Estados Unidos se reportaron 213.000 nuevos casos y mas de 160.000 muertes por
CA de pulmoén en 2007, siendo esta la principal causa de muerte en este pais. La
mayoria de los casos se diagnostican en personas en edades entre los 45 a 75 afios y
el tabaquismo sigue siendo el factor de riesgo mas poderoso en la etiologia de esta
neoplasia (3); solo en Espafa se estima que se diagnostican 18.500 casos nuevos al
afio (4). En Venezuela, al igual que en el resto del mundo, el CA de pulmon es la
primera causa de mortalidad por CA para ambos sexos. Para el afio 2006 se
registraron 2.738 muertes por CA de bronquios y pulmon, en el cual, el 90% de estas

muertes corresponden a CA tabaquico (5).

Desde el punto de vista préctico los CA de pulmén pueden dividirse en: carcinoma de
pulmon de células pequefias (CPCP) y carcinoma de pulmoén de células no pequefias
(CPCNP); aunque esta clasificacion es muy amplia, resulta muy util, ya que marca
una diferencia fundamental en las caracteristicas bioldgicas de estos tumores y en la
actitud terapéutica hacia ellos (6). EI CPCNP representa la variedad histol6gica méas
frecuente; el 45% de los casos debutan con enfermedad avanzada, y el resto, el 35%,

recae especialmente durante los dos primeros afios del seguimiento (7).

En el despistaje de CA de pulmdn, la diferenciacion entre lesiones benignas y
malignas es fundamental (8); tras la sospecha clinica y radiolégica de CA pulmonar,
el diagndstico se establece mediante el estudio histoldgico o citoldégico de muestras

obtenidas mediante cirugia o fibrobroncoscopia, siendo de eleccion este ultimo



procedimiento, debido a su alto rendimiento, menor invasividad y por lo tanto de

menos complicaciones y menor costo (9).

El lavado bronquialveolar (LBA) por via broncoscépica flexible, fue introducido
como herramienta diagndstica en 1974 por Reynolds y Newball., siendo una técnica
por la cual se recuperan componentes celulares y no celulares, de la superficie
epitelial del tracto respiratorio bajo, de uno o diferentes bronquios con aspiracion de
secreciones o0 de cantidades de solucién instilada en estas vias (10). Existen 03 tipos
de poblaciones celulares las cuales se pueden recuperar: a) células dentro del alvéolo
que estan directamente en contacto con el liquido del lavado presentes en la muestra
obtenida, b) células alveolares que no estan en contacto con el liquido instilado del
lavado y que pueden o no estar presentes en la muestra. c) células de la via aérea que
pueden ser lavadas y aspiradas dentro del broncoscopio, en el proceso de lavado y

deben estar en concentraciones menores (10).

Estas células se pueden estudiar a través de la morfometria, la cual constituye un
método que permite la cuantificacion de las variaciones que pueden ocurrir en los
diferentes tejidos, sus componentes y organizacién, tales como el pleomorfismo
nuclear y el tamafio nuclear, entre otros (11). Estas variaciones se evallan a través de
elementos cuantitativos, los cuales ofrecen resultados objetivos y reproducibles en el
analisis histolégico; por ello, el uso de la morfometria se aplica con éxito al estudio
de diferentes neoplasias (11). Una de las principales aplicaciones es ayudar a la
discriminacion de celulas reactivas, benignidad y malignidad en diversos tejidos (12);
asi a cada cambio celular, se le podra asignar un valor o codigo para crear
especificaciones o estandares que seran utilizadas como valores de cuantificacion,
los cuales serviran de referencia o pardmetros numéricos, que diferenciaran las
células benignas de las células malignas obtenidas de LBA, ademéas de establecer
parametros entre cada caso establecido.

Los parametros morfométricos son una herramienta que permite la mejor

comprension de los procesos patologicos como son la inflamacion-reparacion, las



atrofias, las hipertrofias y las hiperplasias, entre otros; evidenciando las relaciones
entre los procesos de desarrollo-forma y estructura-funcion, motivos de estudio en el
diagnostico diario del anatomopato6logo (13). Es por esto, que la morfometria nuclear
es un procedimiento objetivo, reproducible y relativamente facil de realizar (14);

aungue su potencial en la citologia no se ha ejecutado plenamente (15).

Estudios anteriores han demostrado la eficacia de este método y su aplicacién en el
campo de la citologia; en la Universidad de Colorado, se determinaron las variaciones
morfométricas en los cambios nucleares del CPCNP, instrumento de gran
importancia para el diagndstico y deteccion precoz de este CA (16). En Caracas,
Venezuela se dieron a conocer las nociones preliminares de las ventajas y la
aplicacion de la morfometria, como herramienta que apoya los diagnosticos en las
distintas patologias oncoldgicas, creando asi una base de datos donde detalladamente
se describe cada uno de sus aspectos (17). Asimismo, en los departamentos de
patologia Houston,Texas, y la Duke University Medical Center, Durham, North
carolina, evaluaron la utilidad de la morfometria nuclear, como un indicador
pronostico de CA de pulmon, demostrando asi que el analisis morfométrico de la
forma y el tamafio nuclear, es Util para predecir diversos canceres, y ha sugerido su
utilidad en el CPCNP (18). Por otra parte, Kitamura, Hitoshi M.D, establecen que a
través del analisis morfométrico y la evaluacion inmunohistiquimica, se puede
demostrar el aumento tanto de la lesion, como del area nuclear de la hiperplasia
adenomatosa atipica del pulmén, la cual es un precursor del carcinoma. El anélisis
permitié discriminar parametros morfométricos, que categorizan las lesiones
pulmonares arrojando valores efectivos (19). Siguiendo este orden de ideas, en la
universidad de California se evaluaron morfometricamente 200 ndcleos de lesiones
pulmonares neuroendrocrinas, demostrando asi, la diferenciacion entre los grados de
malignidad, evidenciando un considerable aumento nuclear en neoplasias de alto
grado, (20).

Sin embargo, la escasez de investigaciones realizadas en el estudio morfométrico del

CPCNP, conllevan a indagar las diferentes caracteristicas morfologicas nucleares



encontradas en los extendidos citolégicos obtenidos por LBA, a través de un método
de analisis computarizado que permita establecer las diferencias encontradas en el
area nuclear de cada uno de ellos y las variaciones cuantitativas para poder crear

valores que sean de utilidad para futuros estudios.
MATERIALES Y METODOS:

El disefio de investigacion fue de campo, de tipo exploratorio descriptivo; para la
realizacion del estudio se incluyeron 10 extendidos de LBA: 05 casos positivos con
diagnostico de CPCNP y 05 casos negativos para malignidad. Los casos se
seleccionaron de manera retrospectiva con la confirmacion citoldgica respectiva de
CPCNP y negativo para lesion intraepitelial maligna, la edad de los pacientes oscilaba
entre 45 a 95 afios; no se discrimind entre raza y sexo para la seleccion del material.
Estos LBA se evaluaron en el Servicio de Anatomia Patologica del Hospital Gonzalez
Plaza de Naguanagua, Edo. Carabobo, entre los afios 2010 y 2011. Dichas muestras
fueron tomadas a través de un fibrobroncoscopio marca Olympus BF-P20D, donde se
recolectd el material celular compuesto por células glandulares cilindricas ciliadas,
escaso epitelio pavimentoso (células epiteliales planas), elementos inflamatorios y
concomitantes. Posteriormente se procedid a extender el contenido del LBA en el
portaobjeto, fijacion y tincion Pap-mart, para finalmente evaluar los especimenes
microscopicamente para su diagndstico. Para el analisis morfométrico se realizé en
primer lugar, la evaluacién microscopica de cada una de las laminas con un aumento
de 100X, de tal manera de encontrar los campos mas representativos, los cuales
fueron evaluados posteriormente con un aumento de 400X, para asi seleccionar de
manera aleatoria 100 células por cada caso; es decir, 100 células correspondientes a
los casos negativos y 100 células correspondientes a los casos positivos para CPCNP.
Esta evaluacion fue realizada en el Centro de Investigaciones Meédicas Yy
Biotecnoldgicas de la Universidad de Carabobo (CIMBUC), a traves de un
microscopio optico marca Zeiss Axiostar Plus, el cual consta de una camara adaptada
modelo Canon Power Shot G9, la cual fue utilizada para la captura de las imagenes

conjuntamente con la aplicacion Axio Vision 4.7.1. Seguidamente las imagenes



fueron ingresadas a una computadora y se analizaron a traves del software
MDIAPP.EXE; en éste se examinaron las caracteristicas nucleares de cada uno de los
campos, especificamente: area= A, factor de forma FF= 4m(A/P?) vy elipticidad
nuclear EN=1000Dmax/Dmin (Dmax es distancia mayor y Dmin es distancia menor
medida desde el centro). Una vez obtenidos los datos nucleares de cada uno de los
campos de las distintas muestras, tanto positivas como negativas, se procedid a la

comparacion de los cambios nucleares manifiestos entre ambas.
RESULTADOS:

Para realizar la medicién del &rea nuclear en los tipos celulares estudiados
provenientes de LBA, se tomaron de manera aleatoria 100 células correspondientes a
los 05 casos negativos y 100 células correspondientes a los 05 casos positivos para
CPCNP, donde los resultados morfométricos obtenidos de la medicion de los nucleos
de las mismas, mostraron que el area nuclear en las células malignas fue mayor que el
valor en las células benignas, arrojando un incremento de 432%, con una mediana de
medicion central para las células malignas de 245,5 (168,8-337,9; P 25-75) y para las
células benignas de 56,8 (41,1-79,1; P 25-75); y mann whitney U= 42,5; Z= -12,1y
P=9,1x10"* (Ver tabla N° 1).

Tabla N° 1.
Area nuclear en los tipos celulares estudiados en LBA

Células Mediana

Tipo Celular n) (um?) P25 P75 A%
Benigno 100 56,8 41,1 79,1 -
Maligno 100 245,5(*) 168,8 337,9 | 432%.(*)

*Mann Whitney U= 42,5; 7= -12,1y P= 9,1x10**,



Figura 1

Area Nuclear en los Tipos Celulares Estudiados en LBA
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Figura 2
Células cilindricas benignas provenientes de LBA.

Figura 3




Células cilindricas malignas provenientes de LBA.

Con respecto al factor de forma fue aplicado el mismo procedimiento que para el area
nuclear, donde los resultados morfométricos obtenidos de la medicion de los ndcleos
de las células malignas, mostraron un incremento de 113% en comparacion con los
valores obtenidos de la medicidn nuclear de las células benignas, con una mediana de
medicion central para las células malignas de 0,9 (0,8-0,9; P 25-75) y para las células
benignas de 0,8 (0,7-0,8; P 25-75) con mann whitney U= 1000; Z=-9,8 y P=1,4x10
22 (Ver tabla N° 2).

Tabla N° 2.
Factor de forma nuclear en los tipos celulares estudiados en LBA

Tipo Células Mediana

o
Celular ") (um?) P25 P75 A%
Benigno 100 0,8 0,7 0,8 -
Maligno 100 0,9 (*) 0,8 0,9 113%.(*)

*Mann whitney U= 1000; Z= -9,8 y P= 1,4x10%.



Figura 4

Factor de Forma de Tipos Celulares Estudiados en LBA
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Finalmente fue aplicada la medicion morfométrica de la elipticidad nuclear de las
células malignas y benignas seleccionadas para el estudio, la cual arroj6 un
incremento de 127% en las células malignas en relacion a los valores obtenidos en las
células benignas, con mediana de medicion central para las células malignas de 654,2
(579,5-710,7; P 25-75) y para las células benignas de 513,4 (386,1-585; P 25-75) con

mann whitney U= 1612; Z= -8,3 y P= 1,3x10™*® (Ver tabla N° 3).

Tabla N°3.
Elipticidad nuclear en los tipos celulares estudiados en LBA.

Tipo Células

Mediana Po5

2 P75 A%
Celular (n) (um°)
Benigno 100 513,4 386,1 585 i
Maligno 100 654,2 (*) 579,55 710,7 127%.(*)

*Mann whitney U= 1612; Z= -8,3 y P= 1,3x107",



Figura 5

Elipticidad Nuclear en los Tipos Celulares Estudiados en LBA
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Todos estos valores y resultados obtenidos luego de aplicar la medicion morfométrica
a cada una de las 200 células seleccionadas para el estudio, demuestran de manera
especifica y cuantitativa el aumento en lo que a area, factor de forma y elipticidad
nuclear se refiere, corroborando que el incremento nuclear en las variables sometidas
a investigacion, oscilan entre rangos de 113% a 432% de la anisocariosis celular en
CPCNP, todas con un margen de error mucho menor al 5%, lo que lleva a una

especificidad diagndstica igual o mayor al 95%.

DISCUSION:

En el presente estudio se evaluaron digitalmente los parametros citomorfométricos de
células malignas provenientes de LBA de pacientes portadores de CPCNP,
comparandose dichos valores con células normales.



Al igual que en el trabajo de investigacion de Juan Alberto Cruz Diaz, en cada uno de
los campos a someterse a estudio se midieron todas las células existentes siempre y
cuando no estuvieran superpuestas; obteniendose como resultado visible al estudiar
por métodos morfométricos el cambio nuclear de las células en los grupos negativo y
positivo, demostrando que en los casos del grupo negativo no presentaron valores
extremos en sus variables nucleares mientras que en los positivos si (24).

Martinez Giron, deduce del examen morfomeétrico, que el area es un valor a tener en
cuenta, mientras que los factores de forma no aportan datos adicionales, siendo estos
resultados similares a los obtenidos en este trabajo (21). En la investigacion de
Potashkina, el &rea se establece como la variable morfométrica mas intuitiva, y es la
gue mas se toma en cuenta para diagnosticar (22). Como se demostrd en este trabajo,
el incremento del area de las células malignas de CPCNP es mucho mas

significativo, en relacion al area de las células benignas.

Sin embargo en el trabajo de Nyirenda, se propone un método de andlisis de imagen
para la evaluacién de margenes tumorales por su morfologia nuclear y demostrar su
sensibilidad / especificidad en cancer de mama. ElI método se basa en la medicina
nuclear y la extraccion de pardmetros morfométricos nucleares; los resultados
obtenidos en esta investigacion precisa una alta sensibilidad y especificidad de la
morfometria, pero también arroja que existe cierta oposicién a la utilidad del tamafio
del nacleo como un criterio fiable para el diagndstico de la evaluacion del margen del
tumor (26). En esta investigacién a diferencia de los resultados presentados por
Nyirenda, el tamafio nuclear nos representa la diferencia entre un caso positivo y
negativo, que luego puesto a estudio bajo observacion morfométrica, nos revela que
el aumento nuclear si puede ser utilizado como criterio diagndstico entre un caso
positivo y negativo; a pesar de que el programa morfométrico no revela el estadio de
la lesion, los valores recopilados bajo morfometria si aportan conocimiento acerca de

la gravedad de la misma.


http://www.springerlink.com/content/?Author=Ndeke+Nyirenda

En este orden de ideas se puede afirmar, al igual que en el trabajo de Ibacache, que la
morfometria, gracias a sus caracteristicas relativas a la naturaleza de los datos
primarios y a la aplicacion de estadistica multivariada, es una poderosa herramienta
para la evaluacién objetiva de las variaciones de forma y que, debido a sus continuos
avances, presenta una amplia aplicabilidad en los estudios de las ciencias
morfologicas, por lo que su conocimiento no sélo es importante para introducir una
nueva técnica de analisis, sino que también lo es como parte del conocimiento general

fundamental en la formacion y actualizacion de un investigador (25).

Otros autores han aplicado la morfometria nuclear en diversas estructuras anatomicas,
como en mama, nevos Yy lesiones melanociticas, para establecer parametros de
lesiones benignas y malignas, obteniendo resultados significativos donde se
demuestra la importancia de la aplicacion de esta técnica, cuyo objetivo es la
busqueda de diferencias morfométricas o citométricas entre lesiones benignas y
malignas.(13)(15)(23), tal como se pudo evidenciar con los parametros estudiados y
aplicados en este estudio, apoyandose el uso eficaz de la morfometria, expresando asi
el valor diagndstico y comparativo, ya que permite determinar una serie de

parametros, tanto en las estructuras sanas como en las patoldgicas.

En este sentido, la morfometria es una herramienta que independientemente de
aplicarse en células provenientes de diferentes zonas anatbmicas como mama, boca,
estrato vaginal, entre otros, arroja un valor representativo de las variaciones nucleares
sometidas a estudio, siendo en su mayoria resultados muy similares los de un trabajo

a otro.
CONCLUSION Y RECOMENDACIONES:

Ya analizadas las células seleccionadas en casos positivos y negativos de LBA, bajo
observacion citomorfométrica por medio del programa MDIAPP.EXE, se determin0
gue cuantitativamente existe un margen diferencial en lo que a variaciones nucleares

(AN, FF, EN,) respecta. Dentro de este margen diferencial cuantificable se precisd



que entre las muestras benignas y malignas provenientes de LBA, el incremento
nuclear en las variables sometidas a estudio oscila en rangos muy representativos
entre 113% a 432%, todas con un margen de error mucho menor al 5%, lo que
certifica una especificidad diagnostica por medio del estudio morfométrico igual o
mayor al 95%.

Tomando en cuenta los valores establecidos a través del estudio morfométrico, se
afirma que éstos pueden ser aplicados con total certeza y confianza al diagnostico de
CA de pulmon, ampliando la posibilidad de estandarizar y mejorar los criterios de
evaluacion diagndstica, tratamiento, y evolucién de las diversas neoplasias que se

pueden encontrar a nivel del estrato pulmonar.

Basados en los resultados se verifica que el estudio morfométrico no solo aporta
valores precisos de las variaciones nucleares sometidas a estudio sino que, siendo
utilizado con méas amplitud dentro del campo de la salud y sus afines, aporta mayor
informacidn sobre las diversas afecciones y patologias del ser humano, por tanto, se
sugiere profundizar o desarrollar los estudios morfométricos en el campo diagnostico
del CA de pulmdn, ampliando los pardmetros de estudio de las poblaciones celulares
existentes en el mismo y asi facilitar mayor informacion al investigador. De Igual
forma se plantea la posibilidad de realizar una evaluacion de los trabajos existentes
en el area, crear divisiones por tipo de investigacion, enfoque y pardmetros sometidos
a estudio, con la finalidad de crear una base de datos méas organizada que agilice la
busqueda de informacion en las fases iniciales de una investigacion; asi también, se
sugiere la difusion y publicacion de trabajos y evaluaciones cientificas en el area, a
fin de contribuir en la ampliacién de temas de interés en el campo cientifico nacional
y fortalecer los aportes para el desarrollo de futuras investigaciones, que en

Venezuela se desarrollen.

Por otra parte comprendiéndose la relevancia de la morfometria tanto para el
diagnostico del CA de pulmon y para otros érganos tales como mama, cérvix uterino

y vejiga entre otros, se recomienda la inclusion de programas para medicion y



evaluacion morfométrica, tales como el Mdiapp.exe, en los programas de formacion
profesional en el &rea de la salud, a fin de promover su uso y expandir el campo de
conocimiento de la morfometria celular, ya que de esta forma se propagaria su uso y
se expandiria el conocimiento en una nueva area como la morfometria celular dentro

de los nuevos profesionales en formacion.
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