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Resumen. La morfometria es un método que permite conocer las va-
riaciones que pueden ocurrir en los diferentes tejidos, en sus componentes
y su organizacion, por medio de la evaluacion de elementos cuantitativos.
El objetivo del presente trabajo fue examinar diferentes caracteristicas mor-
folégicas nucleares en células ductales normales y neoplasicas del tejido
mamario, por medio de la expresion de los receptores de estrégenos a tra-
vés de técnicas inmunohistoquimicas. Un total de 1879 nucleos se exami-
naron utilizando un sistema computarizado, previa a la demostracion de re-
ceptores de estrdgenos. Los valores del area nuclear, perimetro, diametro,
radios maximo y minimo se obtuvieron en 439 nucleos normales, la media
del area nuclear fue de 14,45 con rangos entre 10,88 y 17,90. Las variables
estudiadas mostraron adecuada correlacion estadistica (r > 0,5). Un total
de 1440 nucleos ductales neoplasicos se clasificaron como grados I, 1l y 1Il,
con diferencias significativas entre estos grupos. Podemos concluir que el
area nuclear es una variable adecuada para su correlacion estadistica y
gue los nudcleos ductales son elementos anisotrépicos.
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Morphometric analysis in normal and neoplastic mammary ductal
cells.

Invest Clin 1999; 40(4):233-244.
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mammary carci-

Abstract. Morphometry is a method to detect changes in a variety of
tissues through quantitative elements. The purpose of this study was to ex-
amine several nuclear morphologic characteristics in normal and neoplastic
mammary ductal cells using a multivariable method and expression of es-
trogen receptors by immunohistochemical techniques. A total of 1879 nu-
clei were examined by a computerized program, following the detection of
estrogen receptors. Nuclear area, perimeter, diameter, maximal and mini-
mal radio were obtained in 439 normal ductal nuclei. The mean nuclear
area was 14.45 with a range between 10.88 and 17.90. Variables showed
adequate statistical correlation (r > 0.5). A total of 1440 neoplastic nuclei
were classified as grades I, 1l and 1ll, and a statistical significative difference
was found between these three groups. We conclude that the nuclear area
is a reliable variable for statistical correlation being the ductal nuclei ani-
sotropic objects.

Recibido: 27-4-99. Aceptado: 28-12-99.

INTRODUCCION histolégicas, con suficiente confian-
za en la reproduccion de datos, para
tener puntos de referencia si se
guiere homogeneizar criterios para
futuras interpretaciones morfologi-
cas.

Este método tiene numerosas
aplicaciones en el campo de la Bio-
medicina (1). Una de las principales
utilidades, es la medicién de la va-

La morfometria es un método
que permite la cuantificacién de las
variaciones que pueden ocurrir en
los diferentes tejidos, en sus compo-
nentes y su organizacion, por medio
de la evaluacién de elementos cuan-
titativos (1). Este método ofrece re-
sultados objetivos y reproducibles

en el andlisis histoldgico; por ello, el
uso de la morfometria se aplica con
éxito al estudio de diferentes neopla-
sias (2-9). En el caso del examen
morfométrico en la glandula mama-
ria, es necesario utilizar parametros
especificos que nos permitan en pri-
mer lugar, conocer lo que significa
la normalidad de las estructuras

riabilidad en la cuantificacién de di-
ferentes cambios celulares, tales
como la disminucién de la variabili-
dad interobservador en la gradacion
histoldgica del carcinoma de la veji-
ga urinaria (3) y de la glandula ma-
maria (4). Esta fuente de variacion
puede deberse al uso de diferentes
caracteres visuales, dentro de los

Investigacion Clinica 40(4): 1999



Morfometria de células ductales de glandula mamaria

235

cuales pueden encontrarse el pleo-
morfismo nuclear, el tamafio nu-
cleolar o la textura de la cromatina,
entre otros (5). También la morfome-
tria, proporciona escalas cuantitati-
vas diferentes a las obtenidas por
caracterizaciones sobre los grados
de alteracion producidas en ciertas
estructuras; asi las clasificaciones
histoldgicas pudieran ser expresion
de cambios en las células o en los
tejidos, a los cuales se les pudiera
asignar un valor o elemento ordinal,
para cada variacion (6). Esta utili-
dad morfométrica para evaluar los
cambios en los tejidos parece ser
mas reproducible debido principal-
mente a su cuantificacion. Ademas,
los métodos cuantitativos pueden
ser usados para proveer valores de
referencia estandarizados tanto para
el diagnoéstico como para la ense-
flanza (1). Asi los nucléolos observa-
dos en las neoplasias intraepiteliales
prostaticas cuyo diametro es supe-
rior a 1,6 micras se encuentran ex-
clusivamente en los carcinomas de
prostata y no en condiciones benig-
nas, sirviendo este valor como una
referencia en la caracterizacion diag-
noéstica de tales lesiones neopléasicas
(7).

El presente estudio tiene como
finalidad, examinar diferentes carac-
teristicas morfolégicas nucleares en
las células ductales normales y neo-
plasicas del tejido mamario, utili-
zando un método de analisis de
multivariables y la expresion de re-
ceptores de estrogenos, por medio
de la técnica de inmunohistoquimi-
ca.

MATERIALES Y METODOS

Se tomaron muestras represen-
tativas de tejido mamario obtenido
de 3 pacientes (con edades com-
prendidas entre 24 y 30 afios) a
quienes se les practic6 mastecto-
mias parciales por excision estética
y de 21 mastectomias radicales por
carcinomas de glandula mamaria de
pacientes cuya edad promedio fue
de 55,18 afios (rango 35-81); de es-
tas ultimas se tomaron muestras
provenientes de regiones no tumora-
les y de areas tumorales. Todas las
muestras fueron fijadas en formol
tamponado a pH 7,2. El material fue
deshidratado en alcoholes de con-
centracion creciente (50%, 70%,
80% y 100%) y finalmente incluido
en parafina. Se obtuvieron secciones
de 3 pm, las cuales fueron tefiidas
con Hematoxilina-Eosina, observan-
dose con atencién la presencia de
ductos o acinos glandulares norma-
les y patoldgicos.

En las muestras con tejido ma-
mario sin alteraciones histologicas
se obtuvieron cortes adicionales de
4 a 6 um del material incluido de
parafina y se procesaron para inmu-
nohistoquimica por el método de
Avidina-Estreptavidina (10), con re-
cuperacion antigénica con la solu-
cién S1700 de Dako. La incubacion
fue realizada con un anticuerpo pri-
mario monoclonal para receptores
de estrogenos (ER, PR KIT Dako,
prediluido) durante 30 min a tempe-
ratura ambiente. El revelado se llevd
a cabo con Diaminobencidina y con-
trastados con hematoxilina de Me-
yer. Finalmente las secciones fueron
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examinadas con un microscopio de
luz con aumentos directos que osci-
laron entre 35 X y 400 X.

La captura de iméagenes se llevo
a cabo utilizando una computadora
personal compatible Pentium 233
MHz, de 64 MByte de memoria Ram,
con un monitor super VGA y una
tarjeta de video T Seng Labs ET
4000/w32 PCI, Microscopio Olym-
pus BX40, camara de video Sony
modelo XC-9999 adaptada al mi-
croscopio y un disco duro de 4Gbyte
de memoria. ElI aumento utilizado
para la toma de captura de los nu-
cleos fue de 400x, previo ensayo con
aumentos de 100X y 200X, los cua-
les no fueron utilizados debido a la
poca resolucion al momento de la
digitalizacion de las diferentes ima-
genes. Se utilizé6 el programa Ima-
ge-Pro Plus de Media Cybernetics,
Silver Spring, Maryland, para la
toma y andlisis de las imagenes,
previa calibracién con un objetivo
milimetrado Olympus para el au-
mento de adquisicion de la imagen.
Las imagenes obtenidas, se analiza-
ron previamente con filtros morfolo-
gicos cerrados de 11 x 11 pases y
posteriormente se contaron los nu-
cleos de las células ductales con
marcaje positivo (nuclear) a los re-
ceptores de estrdgenos, tomandose
como variables nucleares para su
analisis, las siguientes: Area, Dia-
metro, Radio maximo, Radio minimo
y Perimetro nuclear. Todos los nu-
cleos estudiados fueron examinados
por el método morfométrico de inte-
raccion con el observador (1). Como
criterio de inclusion se selecciona-
ron todos los nucleos que no pre-

sentaran sobreposicion en las dife-
rentes secciones. Este criterio fue
aplicado para evitar problemas en la
determinacidon de los parametros a
cuantificar. Esta consideracion se
repitié para cada una de las diferen-
tes variables posteriormente anali-
zadas. Las capturas y los datos ob-
tenidos de las mismas, se procesa-
ron tres veces para evitar problemas
innatos con las técnicas histoldgicas
y/0 inmunohistoquimicas.

El estudio de los nucleos de los
carcinomas ductales infiltrantes se
llev6 a cabo, previo a la clasifica-
cién, de acuerdo a la escala de Scar-
ff-Bloom-Richardson (11) de los dife-
rentes tumores, con énfasis en el
pleomorfismo nuclear. Una vez obte-
nido el dato anterior para cada tu-
mor, se realiz6 tanto la reaccién in-
munohistoquimica, como la adquisi-
cion y analisis de las variables nu-
cleares, utilizando el método y los
equipos anteriormente especificados
para el estudio morfométrico de los
nucleos de las células ductales nor-
males.

Andlisis estadistico

El andlisis estadistico fue reali-
zado con el Programa STATISTICA
para Windows 95 version 4.3. Los
datos fueron procesados por méto-
dos estadisticos descriptivos, to-
mando como medidas de dispersion
la media, la mediana, la desviacion
estandar, el error estandar y la de-
terminacion de los percentiles supe-
rior e inferior para cada variable
evaluada, con un Intervalo de Con-
fianza de 95 % y un Nivel de Signifi-
cancia igual a 0,05. Para el andlisis
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de distribucion de frecuencia del
area nuclear para cada grupo inves-
tigado se utilizé la prueba no para-
métrica de Kolgomorov-Smirnoff, en
vista que los datos obtenidos no se-
guian una curva de distribucion
normal.

Se utiliz6 Analisis de Regresion
Simple con Coeficiente de Correla-
cion para determinar el grado de
asociacion entre las variables corre-
lacionables.

RESULTADOS

Estudio morfométrico en nucleos
de células ductales normales

Se evalu6 un total de 439 nu-
cleos de células ductales normales,

Fig. 1.

todos con positividad para los recep-
tores de estrégenos (Fig. 1), con dife-
rentes intensidades de reaccion. La
Tabla | muestra los resultados obte-
nidos para cada variable estadistica.
Se observa que la media del area
nuclear fue de 14,91 micras cuadra-
das, mientras que para el perimetro
nuclear se obtuvo un valor de 14,42
micras. Posteriormente, se procedid
a comparar cada variable nuclear
para determinar si las mismas se
correlacionaban entre si; esto permi-
tiria establecer qué parametro pu-
diera ser el méas objetivo para su
evaluacion y comparacion posterior
con nucleos de carcinomas ductales.
Se encontré correlacion entre los va-
lores del area, perimetro, diametro y

i

il -

Seccién histolégica del tejido mamario donde se evidencian nucleos de célu-

las ductales no neoplasicas positivas a los receptores de estréogenos poste-
rior a su digitalizaciéon y la aplicacidon de filtros morfométricos de 11 x 11
pases. (Inmunohistoquimica, revelador DAB. Aumento directo 400x).
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TABLA |
VALORES MORFOMETRICOS PARA LOS NUCLEOS DE LAS CELULAS DUCTALES
NO NEOPLASICAS CON EXPRESION PARA LOS RECEPTORES DE ESTROGENOS

(n =439)
AREA DIAMETRO RAD MAX. RAD MIN. PERIMETRO
(79 (1) (1) (1) (1)
Media 14,91 4,15 2,60 1,56 14,42
Confi< 95 % 14,45 4,08 2,54 1,53 14,09
Confi> 95 % 15,36 4,22 2,65 1,59 14,74
Mediana 14,57 4,15 2,56 1,55 14,07
Val. Max. 27,66 6,37 5,28 2,57 38,94
Val. Min. 7,03 2,78 1,55 0,04 8,99
Percentil 25 10,88 3,59 2,17 1,35 12,25
Percentil 75 17,97 4,63 2,93 1,81 16,04
Desv. Std. 4,86 0,72 0,61 0,35 3,49
Error Std. 0,23 0,03 0,03 0,02 0,17

Rad Max: radio maximo;
Val. Min.: valor minimo.

Rad Min: radio minimo;

Val. Max.: valor maximo;

TABLA II
COEFICIENTE DE CORRELACION DE LAS VARIABLES ESTUDIADAS
PARA LOS NUCLEOS NORMALES DE LAS CELULAS DUCTALES
(n = 439)

VARIABLES

CORRELACION ESTADISTICA (R)

Area — Diametro
Area — Radio maximo
Area - Radio minimo
Area — Perimetro
Perimetro — Diametro

r=0,97
r=0,78
r =0,65
r=0,75
r=0,81

radios maximos y minimos (Ta-
bla II); siendo r = 0,97 para Area-
Diametro y r = 0,81 para Perime-
tro-Diametro. De las variables mor-
fologicas nucleares se selecciond el
area como variable independiente
para el estudio morfométrico del
ndcleo de las células ductales
(Figs. 2, 3y 4).

Estudio morfométrico en nucleos
ductales neoplasicos

De un total de 1440 nucleos
tumorales (Fig. 5), 480 fueron clasi-
ficados como grado nuclear I, 477
como grado nuclear Il y 483 como
grado Il (Tabla Ill). Para el grado | la
media del area fue de 31,02, para el
grado Il se encontré una media de
41,17 y para el grado Il fue de
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Fig. 2. Representacion gréafica de los valores de la media, desviacion y error estan-
dar, del area nuclear en las células ductales no neoplasicas y neoplasicas.

TABLA 111
VALORES ESTADISTICOS OBTENIDOS DEL AREA NUCLEAR TANTO EN CELULAS
DUCTALES NORMALES Y NEOPLASICAS
(n = nimero de nudcleos estudiados para cada caso)

VARIABLE NUCLEO NUCLEO NUCLEO NUCLEO
NORMAL GRADO | GRADO Il GRADO Il

N 439 480 477 483
Media 14,91 31,02 41,17 67,03
Valor minimo 7,03 15,99 22,05 29,19
Valor maximo 27,66 59,07 64,79 154,14
Mediana 14,57 29,62 41,44 54,87
Desv. Std. 4,8565 9,9869 9,2314 32,6596
Error Std. 0,2318 0,4558 0,4227 1,4861
Percentil 25 10,88 23,64 36,11 47,39
Percentil 75 17,97 35,76 47,34 78,.85
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Area y didmetro
DIAMET = 1.9992 + .14442 * AREA
Correlacion: r = 97616

0
o
|_
Ll
s
<
a) ~o. Regresién

4 8 12 16 20 24 28 32 95% confid.

AREA
Area y perimetro
PERIMT = 6.3248 + .54291 * AREA
Correlacion: r = .75465
42
(o]
36 5 5

o
=
g ~o. Regresion
E 4 8 12 16 20 24 28 32 95% confid.
o

AREA

Figs. 3y 4. Correlaciones estadisticas entre el area, didmetro y perimetro para los
ndcleos de las células ductales no neoplasicas (n = 439). (Para valores
de r ver texto)
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Fig. 5. Carcinoma ductal infiltrante poco diferenciado con marcaje nuclear focal
para los receptores de estrégenos. (Inmunohistoquimica, revelador DAB, au-

mento directo 400x).

67,03 (Tabla Ill). Cuando se realiz6
la comparacién estadistica hubo di-
ferencia significativa entre cada uno
de los grupos neoplasicos asi como
entre los ndcleos tumorales y los no
tumorales (normales) (Fig. 2). Sin
embargo, se evidencié que el grado
nuclear Il incluyé los valores del
area nuclear correspondientes a los
valores obtenidos del grado nuclear
Il. Los valores que representaron in-
tervalos més confiables para la posi-
ble clasificacion y comparacion con
el area nuclear, fueron los corres-
pondientes a los percentiles 25y 75,
los cuales representaron los rangos
entre los diferentes grupos nuclea-
res (Tabla Ill). No se encontré dife-
rencia significativa entre las curvas
de distribucién para cada uno de los
grupos estudiados.

DISCUSION

Desde los inicios del siglo XX se
ha tratado de hacer mediciones en
los hallazgos histoldgicos en las cé-
lulas normales, asi como las altera-
ciones en las células enfermas, con
la finalidad de predecir el posible
curso de una patologia determinada
(1). Asi en 1920 se observé que du-
rante la mitosis el tamafio nuclear
se incrementa tanto en las células
neoplésicas como en las células no
neoplasicas (2). En este estudio, se
obtuvieron diferentes variables a
partir de ndcleos de células norma-
les en los ductos mamarios, como
paso previo al estudio comparativo
con condiciones francamente tumo-
rales malignas. Se encontré que de
las variables obtenidas para el anali-
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sis morfométrico, el area nuclear re-
presenta una de las medidas mas
reproducibles por lo cual puede ser
utilizada como punto de referencia
en condiciones normales con valor
promedio de 14.91 micras cuadra-
das, y con intervalos comprendidos
entre 10.88 y 17.97. Sin embargo, la
combinacion de innumerables varia-
bles morfométricas no incrementa la
precision estadistica del andalisis, ya
que la mayoria de estas variables
son correlacionables, tal y como fue
evidenciado en nuestros resultados.

Otras utilidades de la morfome-
tria son que permite conocer la dis-
tancia linear, el conteo de objetos,
tales como nucleos marcados positi-
vamente para Ki-67, o determinar
fracciones de éareas, formas, tama-
fos y realizar mediciones complejas
de diferentes elementos, por ejemplo
mitocondrias (8,9,12-16). Esto ha
permitido, entre otras cosas, clasifi-
car los objetos estudiados en isotroé-
picos, en los cuales sus medidas no
son afectadas por la orientaciéon es-
pacial de los mismos, como seria el
caso de las esferas (17) y los ele-
mentos anisotropicos, los cuales son
objetos en los que al pasar un plano
de seccion a través de ellos, pueden
mostrar diferentes orientaciones y
por ende diferentes medidas en di-
cho plano, como ocurre en las sec-
ciones histoldgicas (1). Muchas de
las estructuras biolégicas conocidas,
pueden ser consideradas como obje-
tos anisotrépicos y esto fue demos-
trado en el presente estudio; mas
aun se observaron amplios extremos
de mediciones tanto para condicio-
nes normales como para los diferen-

tes grados nucleares del carcinoma
mamario. Se evidencié que a mayor
grado nuclear, mayor grado de ani-
sometria. El andlisis de las curvas
de distribucién de los valores de los
tumores con grados nucleares grado
Il 'y Il plantea la posibilidad que di-
chos ndcleos pudieran agruparse
dentro de una misma clasificacion,
la cual pudiera denominarse como
nucleos de alto grado, ya que la ma-
yoria de los valores morfométricos
del area para los grados nucleares Il
estan contenidos en el grado Il y
por ende presentan pocas diferen-
cias, las cuales son, ademas, las
cuales son, ademas, muy sutiles
para su apreciacion histoldgica ruti-
naria.

Como toda técnica, el estudio
morfométrico posee multiples fuen-
tes de error; en el presente trabajo
tales errores fueron minimizados
utilizando nudcleos de células que in-
munoreaccionaron para los recepto-
res de estrdgenos para la identifica-
cion de objetos. Una vez obtenidos
estos nucleos, fueron digitalizados
por medio de diferentes escalas de
pixeles dentro de las gamas del ma-
rron, debido a que el revelador utili-
zado fue la diaminobencidina, pro-
porcionando de esta manera cierta
variabilidad de uno a otro nudcleo,
con lo cual se evité la confusion con
otros elementos tisulares, como por
ejemplo células estromales, endote-
liales, mioepiteliales, etc. También
se disminuy0 la densidad de pixeles
(unidad de digitalizacion de iméage-
nes) con la captura de imagenes con
aumentos de 40 x evitando de esta
manera dimensiones fractal bajas
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(18); asi mismo, se utilizaron filtros
morfométricos para asegurar con-
tornos nucleares adecuados en
aquellos casos donde sus limites es-
taban muy proximos o fueran im-
precisos y pudieran generar confu-
sion, aun cuando se intentd en cada
caso evitar estos inconvenientes
puntuales. La escala de calculo uti-
lizada para cada una de las varia-
bles estudiadas se realiz6 por medio
de una calibracion previa para cada
aumento con el objetivo milimetrado
y, antes de cada medicion, la adqui-
sicion de dicha resolucion espacial
permiti6 un analisis preciso. Ade-
mas, se mantuvo el aumento de los
objetivos, con la subsecuente dismi-
nucién del efecto de Costa Inglesa,
lo cual implica que la resolucién es-
pacial de un objeto a la cual es ana-
lizada pueda afectar sus dimensio-
nes (19); por lo tanto, a mayor grado
de resolucién espacial, mayores son
las dimensiones lineales.

Aun cuando no se plante6 el
estudio de densidad en las reaccio-
nes de inmunohistoquimica, es ne-
cesario resaltar que para el andlisis
de los nucleos positivos se necesita
un méaximo de contraste entre las
diferentes zonas que se van a estu-
diar, es decir entre el objeto consi-
derado como positivo; en nuestro
caso, el o los ndcleos y la tinciéon de
fondo, necesitdindose una méaxima
de sefial del objeto inmunotefido
con alta diferencia de su tincion de
fondo (relacién tincién/fondo=eleva-
da) (20). Este hecho es clave para el
analisis morfométrico tanto de ele-
mentos como de densidades positi-
vas, por lo cual tanto la especifici-

dad de los anticuerpos primarios
utilizados, la saturacion de los sitios
antigénicos, y las condiciones de las
reacciones enzima sustrato deberian
ser optimizadas al maximo para mi-
nimizar los posibles errores que se
puedan encontrar en este tipo de in-
vestigacion.
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