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POLIMORFISMO VACUOLAR Y NUCLEAR EN EL TEJIDO EPITELIAL
RINOSINUSAL CON DIAGNOSTICO DE PAPILOMA INVERTIDO:
UN ANALISIS MORFOMETRICO

Aderito De Sousa!, Maria Zamora 2, Marco Alvarez 3

RESUMEN: La cuantificacion de los cambios histoldgicos asociados a la mayoria de los procesos
neoplasicos se ha visto fortalecida con el andlisis de las imagenes en ambiente digital. Sin
embargo, en los estudios histopatoldgicos rutinarios del Papiloma Invertido Rinosinusal el analisis
cuantitativo ha sido poco considerado. Se realizé un analisis morfométrico de cortes histolodgicos
del tejido nasal tefiido con H&E. Estos fueron registrados en imagenes digitales, analizados por
segmentacion a través del Programa Image J Fiji y valorados con el analisis de varianza, ANOVA
de acuerdo al Programa Estadistico GraphPad Prism 7.0. Se observé un epitelio engrasado con
numerosas invaginaciones cripticas dirigidas hacia el estroma, con un aumento de células
escamosas en la superficie epitelial y la presencia de numerosas vacuolas. La poblacién vacuolar
y huclear, presentaron polimorfismo, cuantificado a través de paradmetros morfométricos como la
circularidad y la redondez de dichas inclusiones celulares. El comportamiento estadistico ambos
polimorfismos presento una correlacion positiva y significativa, con ****p<0.0001. El uso del
ambiente digital en el andlisis histopatologico del tejido diagnosticado con Papiloma Invertido
Rinosinusal, permitié ubicar a los parametros morfolégicos de circularidad y redondez como
posibles indices descriptores de la arquitectura vacuolar y nuclear, asi como posibles indices
histolégico descriptores a ser incorporados en la caracterizacion del estadio y pronéstico de las

lesiones neoplasicas rinosinusales.

PALABRAS CLAVE: Papiloma Invertido Rinosinusal., Morfometria., polimorfismo vacuolar-

nuclear.

ABSTRACT: The quantification of the histological changes associated with most of the neoplastic
processes has been strengthened with the analysis of the images in a digital environment.
However, in routine histopathological studies of rhinosinusal Inverted Papilloma, quantitative
analysis has been little considered. A morphometric analysis of histological sections of nasal
tissue stained with H&E was performed. These were recorded in digital images, analyzed by
segmentation through the Image J Fiji Program and assessed with the analysis of variance,
ANOVA according to the GraphPad Prism 7.0 Statistical Program. A greasy epithelium was
observed with numerous cryptic invaginations directed towards the stroma, with an increase in

squamous cells on the epithelial surface and the presence of numerous vacuoles. The vacuolar
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and nuclear population presented polymorphism, quantified through morphometric parameters

such as circularity and roundness of said cellular inclusions. The statistical behavior of both

polymorphisms presented a positive and significant correlation, with **** p <0.0001. The use of

the digital environment in the histopathological analysis of the tissue diagnosed with Inverted

Rhinosinusal Papilloma, allowed to locate the morphological parameters of circularity and

roundness as possible descriptive indices of the vacuolar and nuclear architecture as possible

descriptive histological indices to be incorporated in the characterization of the stage. and

prognosis of rhinosinusal neoplastic lesions.

KEY WORDS: Inverted Rinosinusal, Papilloma, Morphometry, Vacuolar-nuclear polymorphism.

INTRODUCCION

Las caracteristicas histoldgicas,

celulares y nucleares, relacionadas con
el comportamiento biolégico agresivo de
algunas neoplasias han sido descritas
por técnicas de microscopia. 1. Sin
embargo, en la mayoria de los casos
resultan caracteristicas de naturaleza
descriptiva, de baja reproducibilidad y no

cuantitativas. Particularmente en el caso
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del Papiloma Invertido Rinosinusal (PIR),
el estudio microscépico ha despertado
un especial interés debido a su origen
epitelial, su comportamiento agresivo y
su propensién a recidivar y riesgo de
malignizar>3. A pesar de que sus
caracteristicas histolégicas han sido muy
bien definidas, al igual que en muchos
otros tumores, el analisis cuantitativo de
dichas caracteristicas ha sido poco
analizado.

En los dltimos afos los estudios
cuantitativos llevados a cabo a través del
analisis de imagenes en ambiente digital,
han proporcionado una descripcidbn mas
precisa y reproducible de los cambios
histologicos asociados a los procesos
neoplasicos de una manera rapida y
econdmica, proporcionando informacion

sobre las atipias celulares no perceptible
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por el ojo humano 4%, Esto ha venido a
complementar al examen histopatolégico
de rutina, hasta los momentos
insustituibles  en los  protocolos
diagnosticos en donde se sospecha de
lesiones tumorales, contribuyendo asi
con la reduccién de la subjetividad en la
evaluacion  microscopica de las
caracteristicas particulares de las
diferentes lesiones tumorales ’.

En tal sentido, en la presente
investigacion se propuso el analisis
morfométrico de laminas histologicas
con diagnéstico de PIR, acompafiado de
un analisis cuantitativo de las células del
epitelio tumoral, las cuales revelan
caracteristicas en la arquitectura tisular,
donde la diversidad histolégica lo ha
clasificado en subtipos de complejidad
especifica, pudiendo esto ser
cuantificado y expresado de manera mas

detallada y reproducible.

METODOS

Se realizé un estudio retrospectivo
con muestreo no probabilistico de
muestras histopatologicas provenientes
de biopsias de pacientes con diagndstico
de PIR que habian sido sometidos a

reseccion quirdrgica endoscopica de

neoplasias y que posteriormente fueron
examinadas y procesadas por el Servicio
de Anatomia Patoldgica del Instituto
Médico La Floresta, en Caracas,
Venezuela. Dichas muestras se
obtuvieron mediante la autorizacion del
paciente con su consentimiento
informado de acuerdo con las directrices
y la aprobacion del Comité de Etica y de
Investigacion de dicha institucion. Se
analizaron una serie de 10 laminas
contentivas de un promedio de 6 a 8
cortes de tejido contrastados con
Hematoxilina y Eosina, procedentes de
blogues de parafina cortados
uniformemente a 5 um de grosor.

Las laminas fueron examinadas con
objetivo de inmersiébn a 100X, en un
Microscopio Olympus BX50 y fueron
registradas en imagenes digitales en
namero promedio de 5 imagenes por
corte a través de un sistema de captura
digital Capture 1C.22. Imaging Sourse.

El analisis de las imagenes obtenidas
fue realizado con el Programa Image J
Fiji 8. Comenz6 con la deconvolucién de
color para la seleccion de material celular
con propiedades tintoreas en el espectro
de Hematoxilina, correspondiente a la

cromatina nuclear y pared celular y
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continuo con la transformacion de las
imagenes al blanco y negro en 8 bit, con
ajuste de contraste y la calibracion
respectiva. Una vez realizadas las
transformaciones de las imagenes
originales, se procedi6 a la seleccion y
segmentacion de los fragmentos
nucleares y otras areas de interés, los
cuales, a través de la cuantificacion de
su circularidad, C=41r. Area/Perimetro? y
su Redondez, R=4.Area/tr.eje mayor?,
fueron definidos como pardmetros
morfomeétricos.

Todos los datos numéricos obtenidos
fueron sometidos al analisis de varianza,
ANOVA de una via y representados en
graficas de distribucién de frecuencia e
histograma de acuerdo al Programa
Estadistico GraphPad Prism 7.0.

RESULTADOS
El analisis de todas las laminas
describir

aportadas permitio

caracteristicas  particulares de la
arquitectura histolégica del Papiloma
Invertido. Asi se observé un epitelio
engrosado con numerosas
invaginaciones cripticas dirigidas hacia
el estroma, con un aumento de células
escamosas en la superficie epitelial y la

presencia de numerosas vacuolas. Un
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analisis del tejido epitelial, a través de la
imagen original, en cortes histolégicos
tefidos con H&E (Figura 1A), seguida de
la imagen con deconvolucién del color
(Figura 1B), de la imagen en
transformacion a 8-bit y de la
segmentacion, permitid6 destacar a la
poblacion vacuolar (Figura 1C) y a la
poblacién nuclear del tejido epitelial
(Figura 1D). En un area de tejido igual a
5 mm?, la poblacién vacuolar mostré una
variedad de formas y tamafos (Figura 2).

El pardmetro morfométrico C,
permitié la seleccién de la poblacion de
vacuolas de mayor tamafo a una mayor
frecuencia de distribucién, mientras que
el pardmetro R permitié la seleccion de
la poblacion vacuolar de menor tamafio
a una menor frecuencia.

El comportamiento estadistico entre
tales formas presento una correlacién
positiva y significativa, con un R?=
0.3412 en un IC 95%, entre -0.7002 y -
0.4380. Estimando un numero de 30
vacuolas por area analizada, fue posible
establecer un indice promedio de 6
vacuolas/ mm?2. La segmentaciéon de la
poblacién nuclear mostro también una
variedad en forma y tamafio (Figura 3).

Sin embargo, el parametro morfométrico
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Figura 1. Histologia de tejido epitelial Rinusinusual con diagnostico de PIR. Coloracion orriginal
H&E (A). Deconvolucion de color. Espectro de absorcion de Hematoxilina (B). transforrmacion 8-
bit: seleccién de vacuolas 8C) y nucleos (D). Barra= 1.3 pixeles/micras.

Fuente: Elaboacion propia.
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Figura 2. Segmentacion de la poblacién vacuolar en epitelio Rinusinusual con diagnéstico de
papiloma Invertido. Se destaca la variabilidad de formas y tamafos (A). Frecuencia de
distribucion. Circularidad (C), Redondez ®. Vacuolas de mayor tamafio presentaron > frecuencia
de distribucion en funcion de C.N=100.

Fuente: Elaboracion propia.
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Figura 3. Segmentacion de nucleos. Material de ADN en epitelio Risunisual con diagndstico de
Papiloma Invertido. Se destaca la variabilidad de formas y Tamafio (A). Frecuencia de
distribucion. Circularidad (C), Redondez (R). Material nuclear de menor tamafio presentaron >
frecuencia de distribucion en funcion de C.N=100.

Fuente: Elaboracion propia.

27



POLIMORFISMO VACUOLAR Y NUCLEAR EN EL TEJIDO EPITELIAL RINOSINUSAL CON
DIAGNOSTICO DE PAPILOMA INVERTIDO: UN ANALISIS MORFOMETRICO

C permitio la seleccion de ndcleos de
menor tamafo, o micro nucleos, con una
seleccion de la poblacién de nucleos de
mayor tamafo a una menor frecuencia.
El comportamiento estadistico entre
C y R nuclear, presento también una
asociacion positiva y significativa, con un
R?=0.3409 en un intervalo de confianza
(IC) 95%, entre -0.7000 y -0.4370.
**+*%n<0.0001. Dentro de la variedad de

formas y tamafios del material nuclear se

mayor frecuencia de distribucion,
mientras que el parametro R permiti6 la
describieron  los  micro  nucleos,
encontrados en mayor frecuencia,
también un material nuclear en forma
compacta y uno en forma segmentada,
en una mayor Yy menor frecuencia
respectivamente. (Figura 4A,4B,4C). El
comportamiento estadistico entre tales
formas presento una correlacion positiva

y significativa, con un R? (A-C) = 0.2466
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Figura 4. Histograma de densidad de los diferentes forrmas de presentacion de material nuclear.
;icrocuerpos (A), cuerpos condensados (B), cuerpos en divisién (C). Valores medios entre
grupos. ANOVA. P=0.330 diferencias estadistica significativa. Verificacion Test de Bartlett

p<0.0001. N=256.
Fuente: Elaboracion propia.
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en un IC 95% entre 0.3982 y 0.5836, un
R? (A-B) = 0.5656 en un IC95% de
0.6934 y 0.8006 y un R? (B-C) = 0.5866
en un IC 95%, entre 0.7099 y 0.8122.

DISCUSION

Los resultados obtenidos mostraron
una expresion cuantitativa de las
caracteristicas morfolégicas del tejido
epitelial rinosinusal con diagnostico de
Papiloma Invertido; una caracteristica
regida por un polimorfismo vacuolar y un
polimorfismo nuclear como fue puesto en
evidencias a través de la diversidad de
formas y tamafios de la poblacion de
vacuolas y nucleos encontrados en el
tejido epitelial analizado.

La incorporacion de la plataforma
digital a los analisis de la histopatologia
de la neoplasia de los PIR, hizo posible
ubicar a los parametros morfologicos de
circularidad (c) y redondez (R), de
fragmentos nucleares y vacuolas, como
posibles indices descriptores de dicha
arquitectura tisular, con los cuales
probablemente se podria contribuir con
una mejor caracterizacion del estadio y
pronostico de las lesiones neoplasicas
rinosinusales °%°, asi como con la
cuantificacion del potencial de

malignidad de las mismas, en término del
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valor de frecuencia de distribucion del
polimorfismo, vacuolar y nuclear,
definido a través de dichos parametros.
En ese sentido cabe destacar, que la
incorporacion de los datos cuantitativos
obtenidos con la aplicacion de algoritmos
que extraen las minimas diferencias
estructurales que no son visibles para el
ojo humano, han permitido discriminar
entre nucleos benignos o cancerosos en
diferentes muestras de tejido neoplasico
11.12- discriminacién esta que, de no ser
detectada tempranamente, podria estar
contribuyendo a la evolucion de un
proceso precursor de mayor dafo para el
epitelio.

Particularmente, la incorporaciéon de
datos cuantitativos referidos a posibles
focos de displasia no queratinizante en
un PIR, podria evitar la incesante
progresion de eventos celulares, como el
elevado indice mitético y el incremento
de atipias celulares, asociados con la
propension de la displasia que reafirma
la naturaleza agresiva y comportamiento
malignizarte que preocupa en estas
neoplasias 3.

Algunos autores han sefialado que de
no ser fielmente detectadas la presencia
de &reas de displasia moderada a severa

y de atipias, con o sin queratinizacion
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focal en la superficie epitelial del tumor,
podrian ser interpretadas como focos de
transformacion maligna, en donde
ademas el estroma puede pudiera estar
comprometido 4.

Otras caracteristicas histopatoldgicas
en el PIR que incluyen la hiperplasia
epitelial, el sobre crecimiento epitelial del
estroma y la afectacion o invasion 0sea,
deberian ser caracteristicas que no solo
deben ser puesta en evidencia a nivel
cualitativo, sino que deberian contar con
la cuantificacién o nivel valorativo, ya que
de no ser confiablemente evaluadas
podria comprometer también la salud del
epitelio rinusinusal.

De todo lo antes expuesto, cabe
destacar que la cuantificacion de la
arquitectura del epitelio neoplasico en el
PIR, tendria un valor objetivo vy
complementario en el estudio
histopatolégico del comportamiento
biolégico y la prediccion pronostica de la
evolucion clinica de estas neoplasias, al
igual que en estudios de otras
neoplasias, en donde variables
morfométricos como son el diametro
mayor, el diametro menor, su relacion,
asi como el indice de contorno, la
excentricidad y el indice de forma del

nacleo y vacuolas, han sido asignadas

como parametros indicativos del grado
de agresividad, pronostico y recurrencia
de varios tumores como los linfomas, el
adenocarcinoma de  prostata, el
carcinoma renal y el cancer de vejiga
1516,17.18  Resulta evidente que de igual
manera podrian funcionar los
parametros morfométrico de C y R
descritos en el presente trabajo, para un
mejor diagndstico de las neoplasias

rinosinusales

CONCLUSIONES

El analisis morfométrico del tejido de
Papiloma Invertido Rinosinusal (PIR),
revelo un polimorfismo nuclear vy
vacuolar que pudiera ser considerado,
como valores de utilidad diagnostico
confiable y complementario, en términos
de predecir el indice de agresividad y la
evolucion inherente a las neoplasias
como el PIR. Dicha evaluacion
morfométrica  resulto un  método
accesible, no sofisticado, para la
valoracion morfolégica de la arquitectura
celular y la configuracion del patron
nuclear y vacuolar del tejido neoplasico.
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