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LA ATROFIA PROSTATICA FOCAL Y EL FACTOR DE AGLUTINACION
NUCLEAR EN EPITELIO ACINAR PROLIFERATIVO:
UN ANALISIS MORFOMETRICO

Vicente Signorile!, lvonne Martinez *, Marco Alvarez 2

RESUMEN: Los parametros morfométricos que han sido propuestos para ser usados como
indices predictivos de las lesiones del cancer de prostata han mostrado contradicciones sobre
su eficiencia. Sin embargo, el indice de aglutinacion nuclear, (IAN), hasta donde se conoce, ha
sido poco considerado. Un grupo de tres series de preparaciones histolégicas provenientes de
biopsias transrectales de tejido epitelial con diagnéstico de Atrofia Prostatica Focal, contrastadas
con Hematoxilina y Eosina, fueron fotografiados con camara digital y analizadas a través del
Programa de analisis de imagen ImageJ Fiji. La poblacion nuclear del epitelio proliferativo acinar
fue seleccionada como areas de interés a través de la segmentacion en escala de grises y el
valor del area promedio de la aglutinacion nuclear (APAN) fue cuantificado. Todos los datos
fueron procesados en el Programa GraphPad Prims. El APAN en la Serie Ill fue mayor respecto
a la Serie Il y a la Serie |, es decir la AN en la Serie Ill > Serie Il > Serie |. La precision de la
prueba de segmentacion morfométrica, representada en la grafica ROC, mostro un valor de
0.8084 + 0.07 o equivalente a 80.84 % de probabilidad de aceptar que la AN pueda ser un
pardmetro morfométrico con potencial predictivo o IAN estadisticamente significativo,

****n<0.0006, a ser incorporado en el proceso diagndstico de la neoplasia prostéatica.

PALABRAS CLAVE: Atrofia Prostatica, Epitelio Proliferativo Acinar, Aglutinacién Nuclear,

analisis de imagen, segmentacion en escala de grises, ImageJ Fiji.

ABSTRACT: The morphometric parameters that have been proposed to be used as predictive
indices of prostate cancer lesions have shown contradictions regarding their efficiency. However,
the nuclear agglutination index, (NAI), as far as is known, has been little considered. A group of
three series of histological preparations from transrectal biopsies of epithelial tissue with a
diagnosis of Focal Prostatic Atrophy, contrasted with Hematoxylin and Eosin, were photographed
with a digital camera and analyzed through the ImageJ Fiji Image Analysis Program. The nuclear
population of the acinar proliferative epithelium was selected as areas of interest through
grayscale segmentation and the mean area of nuclear agglutination (APAN) value was quantified.

All data were processed in the GraphPad Prims Program. The APAN in Series Il was higher
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compared to Series Il and Series I, that is, the AN in Series IlI> Series II> Series |. The precision

of the morphometric segmentation test, represented in the ROC graph, showed a value of 0.8084

+ 0.07 or equivalent to 80.84% probability of accepting that AN can be a morphometric parameter

with predictive potential or statistically significant ANI, *** p <0.0006, to be incorporated in the

diagnostic process of prostatic neoplasia.

KEY WORDS: Prostatic Atrophy, Alveolar Tubule, Nuclear Agglutination, Proliferative Acinar

Epithelium, image analysis, grayscale segmentation, ImageJ Fiji.

INTRODUCCION

La Atrofia Prostatica (AP) es una
lesion benigna que se presenta
morfolégicamente con dos expresiones
distintas; una denominada Atrofia Difusa
(AD) y la otra denominada Atrofia Focal
(AF), que a nivel histolégico pudiera
simular un adenocarcinoma??.
Particularmente dentro de las
caracteristicas histopatolégicas de la AF
se ha destacado su diversidad, debida
en parte a variantes 0 subtipos
morfoldgicos que, si bien ha dificultado
su estudio y comprension, también ha

servido de incentivo para profundizar las
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investigaciones en busqueda de posibles
parametros morfologicos con
caracteristica de valor predictivo en el
seguimiento del potencial maligno de
estas lesiones. Lesiones que, de no ser
abordadas a tiempo, podrian
comprometer la salud de los individuos
gue la presenten. Entre las variantes o
subtipos de AF, hacemos énfasis en la
Atrofia Focal Completa (AFC), que a su
vez ha sido subdividida en AFC-Simple
(AFCS), la Atrofia AFC-Hiperplasica
(AFCH), la AFC- Esclerotica (AFCE)3.
Todas estas estas variantes se
caracterizan por presentar acinos
prostaticos con hiperproliferacion
epitelial, pérdida de la capa basal,
descomposicion de la membrana basal,
infiltracion de células inmunes, asi como
la presencia de células acinares con
visibles nudcleos hipercrémicos, escaso

citoplasma, y arquitectura mono
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estratificada*°. También, se han incluido
particularidades como la presencia de
una poblacion celular del epitelio
proliferativo con tendencia a aglutinarse,
formando conglomerados o estructuras
glomeruloides, en un mayor o menor
grado; una caracteristica celular poco
considerada como parametro con valor
predictivo®. Cabe destacar que la
descripcion de los numerosos procesos
celulares expresados en las diferentes
variaciones histologicas de las lesiones
descritas, ha estado guiada
predominantemente por el analisis
cualitativo, siendo por lo general
escasamente acompafados por los
andlisis morfolégicos cuantitativos’32,°.
Sin embargo, en los Ultimos afios el
campo de la Anatomia Patoldgica del
cancer de préstata se ha ido
enriqueciendo a través de la
cuantificacion de procesos celulares
tumorales que son poco perceptible por
el ojo humano!®'112, Muchas de estas
herramientas para el analisis, se
encuentran incorporadas en programas
de libre distribucion como el llamado
ImageJ y especialmente su version
Fijit314 con el cual se ha podido mejorar
la eficiencia del diagnoéstico precoz!>18,

En tal sentido el objetivo del trabajo fue

analizar la organizacion nuclear de las
células epiteliales, particularmente la
Aglomeracion Nuclear (AN) de la
poblacion de células del Epitelio Acinar
Prostatico, sobre cortes histolégicos
tefdidos con Hematoxilina y Eosina
proveniente de biopsias transrectales
diagnosticadas con AF. Para ello, area
promedio de la aglutinacidon nuclear
(APAN) de las células del epitelio, fue
considerada como una variable
politbmica que adquirira tres valores;
medianos 0

pequefios, grandes

aglomerados, definidos por

segmentacion.

METODOS
Muestras histoldgicas

Se realiz6 un estudio retrospectivo
con muestreo no probabilistico de
muestras histopatolégicas provenientes
de biopsias transrectales de tejido
prostatico de pacientes diagnosticados
con AF. Los cortes histoldgicos seriados
de 5 micras y de forma cilindrica, tefiidos
con Hematoxilina y Eosina, se nos fueron
entregados en lamineros contentivos de
un promedio de 5 a 6 cortes por lamina,
rotuladas como Serie I, Il y Ill. Las
muestras fueron obtenidas mediante la

autorizacion del Dr. Cirac, Anatomo-
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Pat6logo del Centro Diagnéstico de San

Bernardino, Caracas, Republica
Bolivariana de Venezuela, con el
respectivo consentimiento informado, de
acuerdo con las directrices y la
aprobacion del Comité de Etica de

Investigacion de la institucion.

Adquisicion de las iméagenes

Los cortes histologicos fueron
registrados en imagenes digitales
adquiridas a través de un sistema de
captura Capture 1C.22. Imaging Sourse,
incorporado a un Microscopio Olympus
BX50, en un numero de 5 cinco
imagenes por cada corte, siguiendo la
trayectoria longitudinal de los cortes de
la region periférica. Se hiso énfasis sobre
la region nuclear del epitelio acinar

prostatico.

Pre procesamiento de la imagen

El andlisis por segmentacion de la
poblacién nuclear, a través del Programa
Image J Fiji, comenzé con la
transformacion de las imagenes
originales a color (H&H), hacia imagenes
en blanco y negro de 8 bit, realizando
luego la calibracion y el ajuste de
contraste respectivo. Una vez realizada

la transformacion de la imagen original

se procedio a la obtencion de la imagen
binaria o mascara a través de la
aplicacion del umbral en escala de
grises, para con ello proceder e estimar
los respectivos valores de Area
Promedio de la Aglutinaciéon Nuclear
(APAN). Este fue obtenido a partir del
factor de redondez nuclear equivalente a
la expresion matematica: 4. area
nuclear/perimetro nuclear2. El area y el
perimetro nuclear fueron arrojados por el
programa ImageJ en su analisis de
particulas. El indice de Aglutinacion
Nuclear (IAN), fue estimado en funcién
del Area Bajo la Curva (ABC) de una
curva ROC

Characteristic, por sus siglas en

(Receiver-Operating

inglés)’, construida con los datos de
aglutinacion de la Serie 1l 'y no
aglutinacion Serie I. Se expres6 en X +
EE y un intervalo de confianza del 95%,
con el apoyo del Programa Estadistico
GraphPad Prims.

RESULTADOS

La histologia de la Serie | (Fig. 1A)
mostro el epitelio acinar conformado por
células acinares distribuidas en mono
capa de ndcleos  hipercromicos
orientados basalmente y circunscritos al

espacio estromal (*) Se pudo evidenciar
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mayor cantidad de nacleos
individualizados y pocas regiones de
aglutinacion nuclear (Fig.1A".flecha). La
Serie ll, (Fig.1B), mostro el epitelio acinar
conformado por células organizadas en
bicapa de nucleos hipercromicos de
manera desordenada y circunscritos al
estroma. Se pudo evidenciar una
disminucién de nucleos individuales y un
aumento de las regiones de aglutinacion

nuclear (Fig.1Bflecha). Por ultimo, la

F
a1

Serie Il (Fig.1C), mostro caracteristicas
histologicas de wuna regién central
glandular, con células acinares en una
disposicion  azarosa de  nucleos
hipercromicos invadiendo el espacio
acinar. Se destacdé la ausencia de
nucleos individualizados y un incremento
en el conglomerado nuclear con mayores
regiones de nuclear

(Fig.1C’flecha).
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Figura 1. Histologia de epitelio prostatico acinar. Serie | (A), Serie Il (B) y Serie Il (C). Acinos
(recuadro). Poblacién nuclear segmentada. Mayor proporcion de nucleos individualizados (A") e
incremento de Aglutinacién Nuclear (B'y C"). Barra= 0.85 pum.

Fuente: Elaboracion propia.
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El APAN de la Serie Ill fue mayor
respecto a las Serie Il y respecto a la
Serie I, lo cual se tradujo en un
incremento en el conglomerado nuclear
cuantificado como APAN (Gréfico 1). Asi
se establecio la Aglutinacion Nuclear fue
mayor en la Serie Ill > Serie Il > Serie 1.
La precision diagnostica de la prueba,
representada en la grafica ROC (Grafico
2), mostro un valor de 0.8084 + 0.07 o el
equivalente a 80.84 % de probabilidad
estadisticamente
****n<0.0006.

significativa,

DISCUSION

El andlisis de la aglutinaciéon nuclear
(AN) de las células epiteliales acinares
del tejido prostatico con diagnéstico de
AF, realizado a travées de la
segmentacion por umbrales de grises,
permitié cuantificar y proponer al evento
celular de aglutinacién nuclear como un
pardmetro morfométrico con potencial de
indice predictivo a ser incorporado en los
analisis del diagndstico asociado con las
Atrofias Prostaticas. Hallazgos
reportados por otros investigadores, han
emitido diversos informes contradictorios
sobre los parametros que, hasta el
momento, han sido considerados como

los posibles candidatos a factores

predictivos; entre ellos parametros
nucleares como el tamafio y la forma del
nlcleo'®.

En relaciéon al tamafio nuclear, las
propuestas han sido poco convincentes
debido a la baja o moderada sensibilidad
y especificidad que han presentado®®. El
valor de tamafio nuclear mayor ha sido
correlacionado con la disminucion de la
tasa de supervivencia; sin embargo,
muchos resultados falsos positivos y
falsos negativos han hecho que esta
caracteristica por si sola sea menos util
para el uso clinico rutinario?.

En cuanto a la forma nuclear, varios
estudios han encontrado que el factor de
redondez nuclear podria ser util en la
prediccion del adenocarcinoma de
prostata®l. Por otra parte, ha sido
planteado que las diferencias en cuanto
a las técnicas analiticas y las diferencias
en los protocolos de seleccion de
materiales, incorporan elementos de
discrepancia??, sin embargo, dichas
condiciones han sido también
desestimadas®®. Ademas de los
pardmetros antes descritos, se han
analizados otros como la elipticidad
nuclear; sin embargo, este también ha

sido cuestionado?*.
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Gréafico 1. Media geométrica del Area Promedio de Aglutinacién Nuclear (APAN)r en funcion de
las series analizadas. Se destaca la diferencia significativa entre la Serie | y lll. ANOVA. F=14.27.
**+%n<0.0001. Brown-Forsyth-test. F (DFn, DFd) 8.139 (2,60). *** p = 0.0007. Bartlett test.
Corrector 11.27 **p=0.0036. Serie | mayor cantidad de nudcleos individuarles. Serie Il mayor

aglutinacion nuclear.
Fuente: Elaboracion propia.
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Gréfico 2. Curva ROC. Precision diagnostica de la Aglutinacion Nuclear (AN) a través de la
morfometria de segmentacion. Se obtuvo un valor IAN de 0.8084 + 0.07 con un IC 95% 0.6689

a 09479 y p<0.0006.
Fuente: Elaboracion propia.
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En resumen, los analisis de diversos
pardmetros morfométricos hasta el
momento propuestos, han dado como
resultado valores predictivo poco firmes
y cuestionable para ser introducidos
como elementos de guia en el
diagndstico de las tan diversas lesiones
prostéticas. Sin embargo, el IAN
entendido como la probabilidad de
clasificar a la AN como indicador
predictivo en el proceso de neoplasia
prostatica, ha sido fundamentado en un
proceso celular cuantificable morfo-
métricamente, mostrandose evidencias
de que dicho pardmetro podria ser
caracterizado como un indice con
fortaleza por su alto grado de
sensibilidad y especificidad como fue
demostrado. En cuanto a la naturaleza
de proceso de aglutinacién, cabe
destacar que dicho proceso pudiera ser
la consecuencia de la perdida de
componente de matriz extracelular y muy
probablemente de la perdida de otras
moléculas sefalizadores del espacio
extracelular  durante el proceso
inflamatorio?®2¢, De manera que para las
series histolégicas analizadas ha sido
posible indexarles un distinto grado de
aglutinacion que podria estar vinculado

con desarreglo a distintos grados de la

matriz extracelular que definirian la
clasificacion en subtipos de pequerios,
mediano o grandes aglomerados de
células del epitelio acinar, como fue
cuantificado. Este nuevo elemento,
podria proporcionar un valor agregado al
analisis de las denominadas lesion de
células  con ndcleos  pequefos
hipercromicos abarrotados con escaso
citoplasma, cromatina finamente
granular y nucléolos indistintos, que
forma estructuras en roseta, carentes de
mitosis, apoptosis y necrosis, vinculada

con cancer prostatico de alto grado?’.

CONCLUSIONES

De todo lo analizado en el presente
trabajo se ha podido concluir que el
fendmeno de aglutinacion nuclear (AN)
descrito como una de las caracteristicas
histoldgicas de las neoplasias
prostéticas, podria ser considerada
como un parametro morfométrico de
caracter predictivo a ser incluido en el
proceso diagndstico de tan
comprometedoras patologias,
asignandole propiedades de un indice de
aglutinacion nuclear (IAN). Por otra
parte, quedo fortalecido el gran aporte
gue proporciona el Analisis de Imagen y

la morfometria a la histopatologia de
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procesos neoplasicos haciendo uso de
programas de libre acceso y bajos costos
como el Programa Image J Fiji y
estadisticos como el GraphPad Prims.
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