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Correlacion entre la valoracion subjetiva de parametros
nucleares en la PAAF, del grado citologico y del grado
histologico y la morfometria, en el carcinoma ductal
infiltrante mamario
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RESUMEN

La graduacion objetiva de las neoplasias es una necesidad
cada vez mas evidente, relacionada con el adecuado trata-
miento de los pacientes, especialmente en algunos tumores,
entre ellos el cancer mamario. La morfometria es una técnica
sencilla que permite corroborar o no si la interpretacién mor-
fologica subjetiva y la graduacion obtenida han sido correc-
tas. Hemos utilizado tres métodos de graduacion citologica
en material de PAAF de 366 casos de carcinoma ductal infil-
trante con estudio histologico. Se han correlacionado el Gra-
do Histoldgico (GH), los parametros nucleares citologicos y
el Grado Citologico (GC) obtenido mediante estos, con los
valores morfométricos medios obtenidos en 100 células por
caso, midiendo el area, perimetro, diametro maximo y factor
de forma nucleares. Los resultados obtenidos indican que la
morfometria tiene valor discriminativo, estadisticamente sig-
nificativo e independiente para definir el GH y el GC, por lo
que constituye una técnica complementaria eficaz para con-
firmar la valoracion subjetiva de aquellos.

Palabras clave: Morfometria, PAAF, grado citologico,
carcinoma ductal infiltrante.

SUMMARY

An objective grading of neoplasms is an emergent
necessity for the correct treatment of patients, especially in
breast carcinoma. Morphometry is a simple procedure that
let us to evaluate if the subjective morphologic interpreta-
tion and the gradation obtained are correct. We have used
three different methods of cytologic grading of samples
obtained by FNAC of 366 cases of invasive ductal carcino-
ma of the breast with histological evaluation. We have
correlated the Histological Grade (HG), cytologic nuclear
parameters and the Cytogycal Grade with the average mor-
phometric values obtained in 100 cells per case measuring
the nuclear area, perimeter, maximal diameter and form fac-
tor. Results indicate that morphometry has discriminating
value, statistically significant and independent in order to
define the Histological Grade and Cytologycal grade. Then
it is an effective complementary method to confirm the sub-
jective valuation of the former.

Keywords: Morphometry, FNAC, cytological grade,
invasive ductal carcinoma, breast.
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INTRODUCCION

El uso de criterios objetivos en los sistemas de gra-
duacién morfoldgica de las neoplasias es una necesidad
cada vez mas evidente a fin de reducir las frecuentes dis-
cordancias interobservadores en la graduacion de algu-
nos tumores sélidos y obtener la reproducibilidad de los
sistemas de graduacion (1,2). Un sistema de graduacion
tumoral es realmente correcto cuando ésta puede ser
correlacionada con el pronostico. La morfometria puede
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aportar distintos parametros a los manejados clasicamen-
te en los sistemas de graduacion en orden a obtener una
adecuada correlacion con el prondstico u objetivar aque-
llos que han demostrado de forma indiscutible su valor
prondstico. Las caracteristicas nucleares han fundamen-
tado la mayor parte de los sistemas de graduacion tumo-
ral utilizados histéricamente (3). Por ello, la aplicacién
de métodos morfométricos se ha aplicado principalmen-
te a los nucleos de las células neoplasicas y este proceder
se ha denominado cariometria. La cariometria supone
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pues, cualquier medida que pueda llevar a cuantificar
objetivamente el tamafio y forma del nicleo o del nucle-
olo, asi como las caracteristicas de la cromatina (4).
Estos parametros son medidos semicuantitativamente, de
forma visual y rutinaria en la practica diaria por el pato-
logo. El interés de cuantificar objetivamente el tamafio
nuclear se apoya en la correlacion bien documentada
entre el volumen nuclear y la cantidad de DNA (1,5,6).
Los métodos morfométricos exigen una estricta estanda-
rizacion de los procedimientos de obtencion y prepara-
cion de las muestras a valorar. Estan bien documentadas
las variaciones que inducen, sobre el tamafio nuclear y
sobre la distribucion de la cromatina, los procedimientos
de fijacion celular (7), la importancia que tiene el mane-
jar una muestra representativa de una determinada lesion
o de un determinado tipo celular (5) y la seleccion del
area del espécimen a medir (8).

Numerosos parametros han sido estudiados en kario-
metria. El mas comun es el area determinada por el con-
torno nuclear a partir el cual pueden calcularse el dia-
metro nuclear, longitud de ejes mayor y menor y peri-
metro (9).

La correlacion establecida entre los diferentes para-
metros morfométricos nucleares y los factores con valor
prondstico consensuado en el cancer mamario (tamafio
tumoral, grado histologico, estatus ganglionar axilar y
positividad para receptores estrogénicos) presenta gran-
des discrepancias (5,6,8-24). Los factores de forma
(esfericidad y elipsoidicidad) también presentan discre-
pancias en cuanto a su valor prondstico (4,17,23,25).
Los parametros morfométricos nucleares han discrimi-
nado entre lesiones benignas y malignas (5,26,27), se
han correlacionado significativamente con los patrones
de DNA y con el grado convencional en una amplia
variedad de tumores (4,28) y en el caso del cancer
mamario, con la supervivencia y riesgo de metastasis
(8,9,14,17,19,22). En el carcinoma ductal mamario, tan-
to intraductal como invasor, la valoracion morfométrica
de diferentes parametros nucleares ayuda a determinar
los distintos fenotipos nucleares existentes en un grado
determinado tumoral, lo que supone informacion pro-
nostica adicional (29,30).

MATERIAL Y METODOS

Se ha obtenido material citoldégico de 366 piezas
de tumorectomias mamarias remitidas sin fijar al
Departamento de Anatomia Patoldgica para estudio
intraoperatorio, correspondientes a carcinomas ducta-
les infiltrantes. Una vez realizada la descripcion
macroscopica de la pieza, medido el tamafio del
tumor, seccionado y obtenido un fragmento del mismo
para su estudio en congelacién, hemos procedido a
realizar una PAAF multidireccional del tumor. El
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material obtenido por este procedimiento se ha exten-
dido sobre un portaobjetos mediante deslizamiento, ¢
inmediatamente pulverizado con fijador comercial en
spray (Mercofix). Este procedimiento permite obtener
extensiones de optima calidad, con abundante celula-
ridad, distribuidas homogéneamente en monocapa y
fijacion inmediata y adecuada.

Los extendidos citoldgicos se han tefiido segun el
método de Papanicolaou y montados con cubreobjetos
mediante Eukitt.

El estudio morfométrico se ha realizado mediante el
analisis digital de la imagen captada a 400x, de cada
uno de los extendidos citologicos utilizando los
siguientes parametros morfométricos que cuantifican el
tamafio y la forma de cada nucleo individualmente:
area, perimetro, didmetro maximo y factor de forma
circular, analizados automaticamente en un Morfome-
tro Kontron Messgeraete GMBH. Se han analizado pre-
ferentemente las células disociadas o en placas planas
con nucleos de mayor tamafio. Se han valorado 100
células por cada caso. Los valores obtenidos se han
correlacionado con el GH, con el GC y con los valores
de los parametros nucleares utilizados en cada uno de
los sistemas de graduacion [Fisher (31), Robinson (32)
y Jayaram modificado(33 )].

La determinacién del GH se ha realizado aplicando
los criterios propuestos por Elston y Ellis (34). La valo-
racion morfométrica y citologica se ha realizado con
entrenamiento previo, desconociendo el resultado del
estudio histologico. La valoracién morfométrica del
grupo testigo se ha realizado sobre grupos celulares
obtenidos de areas alejadas del tumor en la pieza intrao-
peratoria.

RESULTADOS
1. Valoracion del grado histolégico combinado (GH)

De los 366 casos evaluados, 56 casos (15,30%)
correspondieron a GH 1, 181 casos (49,45%) a GH Il y
129 casos (35,24%) a GH II1.

2. Correlacion entre el GH y grado citolégico (GC)

De los 366 casos evaluados se establecio adecuada
correlacion entre GH y GC en 311 casos (84,97%) con el
sistema de graduacién de Fisher, en 305 casos (83,32%)
con el sistema de graduacion de Robinson y en 304 casos
(83,06%) con el sistema de Jayaram modificado.

La tabla 1 refleja la mejor correlacion citohistologica
para el grado I con el método de Jarayam modificado y
la mejor correlacion citohistoldgica para los grados Il y
III con el método de Fischer.
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TABLA 1. Correlacién entre GC y GH

TABLA 2. Correlacion entre GH y parametros morfométricos

GH Am Pm Dm Fm N.° de casos
Testigo 833,89 1.046 332,6 89,03 30
1 1.192,8 1.242 3937 92,39 56
11 1.668,91 | 1.461 464.,6 92,76 181
111 2.130,5 | 1.656 520,6 92,51 129
Total 396

GH (n) (%)
Método GC N.° total
1 11 11
Fisher 1 |51 (91,07%)| 24 (13,26%) 0 (0%) 75
2 5(8,93%) | 146 (80,66%)| 15 (11,63%) | 166
3 0 (0%) 11(6,08%) |114 (88,37%)| 125
Total 56 181 129 366
Robinson | 1 |50 (89,28%)| 15 (8,29%) 0 (0%) 65
2 | 6(10,71%) | 144 (79,55%) | 18 (13,95%) | 168
3 0 (0%) 22 (12,15%) | 111 (86,05%)| 133
Total 56 181 129 366
Jayaram | 1 |[55(98,21%)| 25 (13,81%) 0 (0%) 80
2 1(1,79%) | 145 (80,11%) | 25 (19,38%) | 171
3 0 (0%) 11(6,07%) |104 (80,62%)| 115
N.° casos 56 181 129 366

GH = Grado Histoldgico.

Am = Area nuclear media.

Pm = Perimetro nuclear medio.
Dm = Diametro nuclear medio.
Fm = Factor de forma medio.

TABLA 3. Correlacion entre GC=GH y parametros

3. Correlacion entre el GH y parametros
morfométricos (area nuclear media (Am),
perimetro nuclear medio (Pm), diAmetro nuclear
maximo (Dm) y factor de forma medio (Fm)

La tabla 2 refleja el incremento progresivo de los
valores morfométricos obtenidos en los diferentes para-
metros, en relacion al incremento progresivo del GH,
excepto el Fm. En el grupo testigo se obtienen valores
significativamente inferiores a los de los grupos pro-
blema.

4. Correlacion entre GH y GC coincidentes y
parametros morfométricos (Am, Pm, Dm y Fm)

La tabla 3 refleja el incremento progresivo de los
valores morfométricos obtenidos en los diferentes para-
metros, en relacion al incremento progresivo del GH y
GC, salvo en el Fm. Dicho incremento es similar en los
tres métodos de graduacion empleados.

5. Correlacion entre parametros nucleares
citologicos (tamafio, anisocariosis y borde)
y parametros morfométricos (Am, Pm, Dm, Fm)
cuando GH y GC son coincidentes en cada uno
de los sistemas de graduacion citologica
(Fisher,Robinson y Jayaram modificado)

Las tablas 4 y 5 reflejan el incremento progresivo de
los valores morfométricos obtenidos en los diferentes
parametros, salvo en el Fm, en relacion al incremento
progresivo del grado de anisocariosis, tamafio nuclear y

morfométricos
Sistema de graduacion de Fisher
PM GHI/GC1 GHII/GC2 | GHIII/GC3 | N.° de casos
Am 1159,32 1700,80 2152,85 366
Pm 1221,87 1476,51 1666,41
Dm 387,15 468,85 524,90
Fm 92,27 92,79 92,45
N.° de casos 51 146 114 366
Sistema de graduacion de Robinson
GHI/GC1 GHII/GC2 | GHIII/GC3 | N.° de casos
Am 1145,08 1670,92 2177,82 366
Pm 1217,07 1461,83 1677,5
Dm 385,45 464,3 527,83
Fm 92,39 92,81 92,46
N.° de casos 50 144 111 366
Sistema de graduacion de Jayaram modificado
GHI/GC1 GHII/GC2 | GHIII/GC3 | N.° de casos
Am 1182,82 1712,37 2200,60 366
Pm 1236,66 1480,10 1686,00
Dm 392,17 469,37 530.40
Fm 92,38 92,93 92,45
N.° de casos 55 145 104 366

PM = Parametros morfométricos.

Am = Area nuclear media.

Pm = Perimetro nuclear medio.

Dm = Diametro nuclear maximo medio.
Fm = Factor de forma medio.

GH = Grado Histologico Combinado.
GC = Grado Citologico.

grado de irregularidad del borde nuclear. Dichos resulta-
dos son similares en los tres sistemas de graduacién uti-
lizados.
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TABLA 4
Am Pm
Parametros nucleares
F R J F R J
Anisocariosis leve 1140,53 1276,62 1145,12 1211,97 1280,73 1217,77
Anisocariosis moderada 1615,42 1725,4 1700,98 1440,16 1490,55 1476,15
Anisocariosis severa 2155,16 2162,9 2176,16 1667,24 1657,97 1674,57
Nucleo pequeiio 1078,25 1185,26 1102,5 1184,35 1235,06 1198,75
Nucleo mediano 1757,9 1722,29 1742,23 1505,97 1483,67 1489,15
Nucleo grande 2131,83 2273,98 2237,45 1634,81 1712,69 1686,8
Borde nuclear liso 1271,31 1212,56 1267,38 1241,71
Borde nuclear algo irregular 1717,12 1754,17 1477,3 1494,59
Borde irregular 2160,78 2151,66 1679,76 1672,96
N.° de casos 311 305 304 311 305 304
Am = Area nuclear media.
Pm = Perimetro nuclear medio.
F=Sistema de Fisher.
R=Sistema de Robinson.
J=Sistema de Jayaram modificado.
TABLA 5
Dm Fm
Parametros nucleares
F R J F R J
Anisocariosis leve 384,16 405,01 386,52 92,44 92,48 92,25
Anisocariosis moderada 457,13 469,84 468,29 92,63 92,73 92,79
Anisocariosis severa 525,96 527,31 526,59 92,53 92,47 92,52
Nucleo pequeiio 374,15 389,39 377,27 92,28 92,45 92,37
Nucleo mediano 475,89 470,12 471,69 92,64 92,66 92,22
Nucleo grande 519,35 539,44 534,23 92,5 92,55 92,61
Borde nuclear liso 400,67 393,08 92,49 92,49
Borde nuclear algo irregular 469,29 474,41 92,76 92,74
Borde irregular 526,45 524,05 92,33 92,38
n° de casos 311 305 304 311 305 304

Dm = Diametro nuclear maximo medio.

Fm = Factor de forma medio.
F=Sistema de Fisher.

R=Sistema de Robinson.
J=Sistema de Jayaram modificado.

DISCUSION

Diferentes parametros nucleares determinados mor-
fométricamente en carcinomas de mama muestran corre-
lacion significativa con el grado histologico (35) y valor
predictivo de metastasis axilar en el momento de la inter-
vencion quirtrgica (36). La anisocariosis (desviacion
tipica del radio nuclear) ha sido el parametro morfomé-
trico con mayor valor predictivo del curso clinico de la
enfermedad en pacientes sin afectacion ganglionar axilar
(37). Los parametros morfométricos dimensionales
nucleares (area, perimetro, didmetro maximo y factor de
forma) han mostrado su valor discriminante entre los
casos sin y con metastasis ganglionares axilares en los
tumores menores de 2 cm. Este valor discriminante se
pierde cuando el tumor supera dicho didmetro (23). El

28 Rev Esp Patol 2009; Vol 42, n.° 1: 25-30

area nuclear, el diametro nuclear y sobre todo el diame-
tro menor nuclear medio permiten evaluar el curso favo-
rable, intermedio o desfavorable del cancer mamario (8).
El 4rea nuclear se ha correlacionado con el tamafio tumo-
ral, pero no con el estatus ganglionar axilar (17) ni con el
grado histologico 18). Otros autores encuentran correla-
cion significativa entre area nuclear, grado histologico y
ploidia (5,6). La desviacion tipica del perimetro nuclear
tiene un valor predictivo independiente en los casos sin
afectacion ganglionar axilar (35). El pleomorfismo
nuclear que refleja las asimetrias de forma y las irregula-
ridades del contorno nuclear discriminan significativa-
mente los casos con ganglios axilares positivos y negati-
vos (23). Para algunos autores los factores de forma son
demasiado sensibles a la resolucion (que modifica el
perimetro) y proporcionan valores similares para formas
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o perimetros muy diferentes por lo que no son utiles
como datos objetivos (4). Para otros, los factores de elip-
soidicidad y de esfericidad tienen un importante valor
pronostico (15,17,25) y la irregularidad nuclear, valor
determinante entre lesiones benignas y malignas (23,26).
La densidad numérica, que refleja la celularidad de una
muestra, y los parametros cariométricos referidos con
anterioridad, son utiles en cuanto a su finalidad clasifi-
catoria. Los parametros morfométricos nucleares han
probado su utilidad en la diferenciacién de lesiones
benignas y malignas (5,26,27,38,39), se han correlacio-
nado significativamente con los patrones de DNA y con
el grado convencional en una amplia variedad de tumo-
res (4,28) y en el caso del cancer mamario, con el grado
histoldgico, tamafio tumoral, receptores hormonales,
supervivencia y riesgo de metastasis (8,9,17). La aplica-
cion de morfometria ha resultado util para discriminar
los casos con buena o mala respuesta al tratamiento qui-
mioterapico adjuvante (17).

Hemos encontrado diferencias estadisticamente sig-
nificativas entre los valores morfométricos obtenidos en
el grupo testigo y los obtenidos en los grupos de pacien-
tes con carcinoma ductal infiltrante con distinto GH. Los
valores morfométricos se incrementan progresivamente
en relacién directa al aumento del GH en los parametros
morfométricos considerados (Am, Pm, Dm), con signifi-
cacion estadistica (Tabla 2). Estos resultados son coinci-
dentes con los de algunos autores (5,6,8,9) y discordan-
tes con otros (18). Unicamente el Fm ha experimentado
pequenas fluctuaciones no correlacionadas con el GH,
sin alcanzar en ningun caso la esfericidad, por que pare-
ce que el nucleo de la célula tumoral del carcinoma duc-
tal infiltrante conserva de forma constante su forma
ovoide (40). Para algunos autores la aproximacion a la
esfericidad conlleva mal prondstico (17).

Al correlacionar el GC con los valores obtenidos al
evaluar los parametros morfométricos referidos con ante-
rioridad, observamos un incremento progresivo y signifi-
cativo de los mismos en relacion al incremento del GC.
No se aprecian diferencias significativas entre los valo-
res obtenidos mediante los diferentes métodos de gra-
duacion citoldgica que son superponibles a los obtenidos
cuando la correlacién citohistoldgica es correcta
(tabla 3).

Asimismo, se ha obtenido correlacion estadistica-
mente significativa entre los diferentes grados de aniso-
cariosis, tamafio e irregularidad nuclear y los valores
medios de los diferentes parametros morfométricos con-
siderados, independientemente del sistema de gradua-
cion citoldgica utilizado (tablas 4 y 5). Estos resultados
nos llevan a la consideracion de que la valoracion subje-
tiva de los parametros morfologicos se corresponde
estrechamente con la valoracion objetiva proporcionada
por la morfometria, con una variabilidad intraobservador
muy baja.

La morfometria tiene, pues, valor discriminativo,
estadisticamente significativo e independiente para defi-
nir el Grado Histologico y el Grado Citoldgico, por lo
que constituye una técnica complementaria eficaz para
confirmar la valoracion subjetiva de aquellos.
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