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RESUMEN

Fundamento: El carcinoma papilar de tiroides es la causa mas frecuente de cancer
de naturaleza endocrina. Constituye la variante histolégica de mejor prondstico, sin
embargo en ocasiones es motivo de importantes dudas diagndsticas con otras
variantes de evolucién térpida, lo que dificulta que un mayor nimero de pacientes se
beneficie con un tratamiento individualizado y conservador.

Por esta razdén, se desarrollan estudios en los que cada vez mas se anaden
procedimientos morfométricos y densitométricos, los que permiten disminuir la
subjetividad en el diagndstico histopatoldgico y pudieran representar una herramienta

de mucho valor diagndstico.
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Objetivo: Determinar la densidad optica nuclear en la muestra en estudio de
carcinoma papilar de tiroides.

Método: Se realizd un estudio morfométrico de serie de casos con 12 pacientes con
este diagndstico histopatoldgico, atendidos en el Hospital Provincial Universitario
Vladimir Ilich Lenin. Se seleccionaron 36 campos y se midieron 965 nucleos celulares,
lo que constituyd la muestra del estudio.

Se determind la densidad oOptica nuclear como indicador morfométrico del carcinoma
papilar de tiroides.

Conclusion: Se determind la densidad O6ptica nuclear del carcinoma papilar de
tiroides en los casos estudiados lo que puede contribuir a su diagndstico
histopatoldgico.

DeCS: tiroides, carcinoma papilar de tiroides, morfometria, densitometria &ptica
nuclear, textura nuclear.

INTRODUCCION

El carcinoma papilar de tiroides (CPT) constituye la causa mas frecuente de las
enfermedades malignas de naturaleza endocrina. Predomina en el sexo femenino y se
presenta entre la tercera y cuarta década de la vida con tasas de incidencia cada vez
mas altas. Son lesiones poco activas, con supervivencia a los diez afios mayor del 95
0/0_(1,2,3)

A pesar de tener un buen prondstico y alta supervivencia, se convierte en un
problema de salud debido a su aumento exponencial no solo por la exposicién a los
factores de riesgo, sino también a la mejora en el procedimiento de diagnéstico de los
microcarcinomas. 5

Puede dar lugar a dudas diagndsticas con otras variantes mas agresivas ¢7) y asi,
llevar a cabo una cirugia amplia e invasiva, con sus numerosas complicaciones, en
lugar de una mas conservadora, en la que se pueda mantener la calidad de vida del
paciente, si se tiene en cuenta la importancia de la conservacion de las hormonas
tiroideas para las diversas funciones bioldgicas y el metabolismo celular. &

A través de la morfometria podemos cuantificar una serie de parametros celulares
como area nuclear, volumen nuclear y factor de forma que confieren mayor precision
al estudio histopatoldgico y la densitometria déptica es una de las ramas. Existen
trabajos que utilizan el analisis de la densidad optica nuclear en el diagndstico y
prondstico de las lesiones tumorales con resultados prometedores pero todavia son

escasos. (9:10.11)
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El conocimiento de la importancia que tienen los cambios cualitativos de la cromatina
en enfermedades como el cancer, ha sido motivo de interés para que varios autores
como Ferreira RC et al. (*?), Sabo E et al. 3 y Heidarian A et al % hayan realizado
estudios de los cambios de la cromatina de nucleos de células carcinomatosas a través
de la aplicacion de la densitometria éptica, con interesantes resultados en este campo.
Sin embargo, la morfometria y la densitometria éptica en patologias tiroideas, se
limitan a investigaciones clinicas y no es muy usado en los diagndsticos
histopatoldgicos, razén para trazar como objetivo del estudio la determinacién de la

densidad éptica nuclear en el carcinoma papilar de tiroides.

Al determinar la densidad Optica del nlcleo de las células del carcinoma papilar de
tiroides, podemos aportar una herramienta para el diagnédstico histopatoldgico y de
esta forma contribuir con el beneficio de un tratamiento individualizado si se tiene en
cuenta el valor que se le atribuye a las caracteristicas de la cromatina nuclear de las
células tumorales (1:12:13.13)y particularmente en el carcinoma papilar de tiroides donde
el diagnodstico se basa en sus caracteristicas nucleares y, en menor escala, de las
apreciaciones de su arquitectura papilar. (1141617 Por todo lo anterior, se propone
como objetivo principal de la investigacion: Determinar la densidad dptica nuclear en
la muestra en estudio de carcinoma papilar de tiroides.

MATERIALES Y METODOS

Se realizé un estudio de serie de casos con pacientes portadores de carcinoma papilar
de tiroides, cuyo objeto estuvo dado por los indicadores morfométricos y el campo de
la ciencia la morfometria de las lesiones malignas de la tiroides.

Se selecciond a todos los pacientes atendidos con el diagnédstico histolégico de
carcinoma papilar de tiroides en el Hospital Provincial Universitario Vladimir Ilich Lenin
en la etapa comprendida desde septiembre del 2015 hasta septiembre del 2017, para
un total de 12 pacientes.

Se realizé la recoleccion de los bloques de parafina con las muestras de tejido tiroideo
tumoral que cumplieran con los requisitos para su estudio histoldgico y morfométrico
posterior.

Los cortes fueron consecutivos de 10 micrémetros de espesor y a diferentes niveles
de profundidad, con un micrétomo vertical HistoLine modelo MR 3000 y luego tefidas

con hematoxilina y eosina (H-E). Para lograr la uniformidad de la tincion se tuvo en
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cuenta el tiempo de exposicion a la hematoxilina y la no diferenciacion fisica (alcohol
acido) como se observa en la Figura 1.(Anexo 1)
Se capturaron las imagenes con una camara de video digital Moticam de 3 megapixel
acoplada al microscopio trilocular Motic modelo BA-210 con la aplicacién digital Motic
ImagePlus 3.0 de la compafia China Motic S.A. y conectada a una computadora Dell,
modelo Optiplex 7010, de la compafia Dell, mediante cable USB. Los aumentos
objetivos empleados fueron de 40x y 100x.
El aumento total (At) de observacién de las imagenes capturadas en la computadora
se calculd por la férmula:
At = Ao x ALRx LP/SC
Donde:
At: Aumento total.
Ao: Aumento objetivo.
ALR: Aumento del lente reductor. (0,5)
LP: Largo de pantalla. (340 mm)
SC: Sensor de la camara digital. (8 mm)
De esta manera el aumento total con el que se trabajaron las imagenes histoldgicas
fue de:

850x con lente objetivo de 40x

2125x con lente objetivo de 100x
Para la realizacién de las mediciones se empled la aplicacién Image], version 1.49p
del National Institutes of Health, USA, 2015.
El indicador morfométrico nuclear estudiado fue la densidad Optica nuclear, la cual
analiza cuantitativamente la densidad de la cromatina nuclear al existir relacién
directa entre los niveles de gris de la imagen digital y la condensacion de la

cromatina. (12:13)

Se fijo y anotd las condiciones de iluminacién del microscopio y las condiciones dpticas
del mismo (objetivos, filtros, condensadores). Se tuvo en cuenta la configuracion de la
camara (ganancia, desplazamiento y apertura) y la configuracién del software de
captura ademas de utilizar idénticas condiciones en sucesivas sesiones de captura de
imagenes. Se conservo un patron de comparacién en imagen digital de la preparacion

objeto de estudio.
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La densitometria se realizd escogiendo aleatoriamente los nucleos de las células del
tejido tumoral en 36 campos. Para cumplir el principio esencial de la morfometria, la
aleatoriedad de las mediciones, se utiliza la opcién Grid del submenu Plugins de la
aplicacion Image] que permite superponer sobre la imagen digital un conjunto de
herramientas, como un cuadriculado o una malla de cruces lo que permite medir solo
aquellos nucleos sobre los que coinciden las cruces de la malla. El area entre los
puntos fue de 50 micrometros cuadrados. Con esta seleccion aleatoria las mediciones
se realizaron a un total de 965 nucleos.

Se tuvo en cuenta escoger aquellos nlcleos que no tuvieran superposicion de otras
estructuras, por ejemplo, otros nucleos y que en las imagenes capturadas la mayor
parte de los contornos estuviera nitida.

Con auxilio del software Imagel, y el sistema Motic Digital Image Version 2.0, cada
imagen digital fue transformada en imagen de 8 bit con diferentes tonos de gris de 0
a 255 como se muestra en la Figura 2. (Anexo 2)

Se realizé un aislamiento de los nucleos escogidos para el analisis independiente de la
densidad dptica, y se homogeneizaron a través de la opcidon Threshold para lograr una
lectura uniforme de la densidad éptica en todo el nucleo celular, teniendo en cuenta
gue la condensacion de la cromatina no describe un patron homogéneo en el nucleo
en interfase.

Se realizé la prueba de normalidad de Shapiro-Wilk con vistas a determinar que los
datos obtenidos provienen de una poblacidn que cumple los parametros de la
distribucion normal. Se determinaron estadigrafos descriptivos como media,
desviacidon estandar, coeficiente de variacién e intervalo de confianza para una p <
0,05.El editor estadistico utilizado fue el MyStat version 12 del 2015 de la compaiiia
SyStat.

Los resultados se muestran en figuras y cuadros.

Se tuvo en cuenta los Principios Eticos para la Investigacion Médica con datos
provenientes de seres humanos de la World Medical Association Declaration of Helsinki
y la Guia de OMS para los Comité de Etica de las Investigaciones, establecida por el

Council for International Organizations of Medical Sciences (CIOMS) en el 2002.

RESULTADOS Y DISCUSION
Cada vez cobra mayor significado en el diagndstico histopatoldgico del carcinoma

papilar de tiroides las caracteristicas del nucleo de las células del tejido tumoral. Se ha
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tenido en cuenta variaciones en el numero, la forma, el tamafio y la coloracién y se
reconoce que estos son tan importantes que pueden hacer el diagndstico aun en
ausencia de estructura papilar.

La literatura describe los nucleos de las células foliculares del carcinoma papilar de
tiroides aumentados de tamano con cromatina laxa que producen un aspecto optico
claro. o vacio, que se denomina vidrio esmerilado o nucleos con ojo de la huérfana
Annie. (1,18

Las alteraciones nucleares traducen cambios en procesos como la diferenciacién, el
ciclo celular y el estado del metabolismo durante diferentes estados fisioldgicos de la
célula que como se conoce, implican alteraciones genéticas que pueden consistir en
una mutacion puntual, translocacién, deleccién y ganancia o pérdida de un
cromosoma completo. (19

La cromatina, al contener la informacidon genética y aportar al nucleo la funciéon de ser
el centro de control de la célula, manifiesta cambios morfoldgicos apreciables que a
través de la densitometria éptica son mensurables lo que posibilita la interpretacion
posterior.

El Cuadro 1, caracterizaciéon del comportamiento de la densidad O6ptica nuclear,
muestra el comportamiento de la densidad dptica de los nucleos escogidos al azar en
36 campos. Este indicador cuantifica la absorcién de la luz por los nucleos celulares.
Los nucleos mas heterocromaticos absorben mas luz por lo que son mas oscuros y la
densidad Optica es mayor y los eucromaticos se dejan atravesar por la luz al no
absorberla por lo que la densidad dptica en ellos o absorbancia dptica es menor. Se
obtuvo como resultado un valor minimo de 0,79 y maximo de 1,72 para una media de
1,14. (Anexo 3)

La cromatina laxa es considerada por varios autores (/ 13. 1415 como un criterio para
valorar la diferenciacion de los tejidos fundamentalmente en los tumores y la
densitometria Optica nuclear, al cuantificar la cromatina de los nucleos celulares
pudiera representar una herramienta de mucho valor diagnéstico y prondstico al
permitir comparaciones entre las gradaciones tumorales y entre los diferentes tipos
histoldgicos. (20:21.22)

Sabo E et al. 3 en su estudio morfométrico en pacientes portadores de esdéfago de
Barret, concluyen que la densidad 6ptica nuclear es una poderosa herramienta para
predecir la progresidén hacia el adenocarcinoma invasivo en pacientes portadores de

esta enfermedad, donde los valores de la densidad Odptica nuclear en los casos
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negativos para displasia son inferiores a los valores de los casos con alto grado de
displasia.

Heidarian A et al % en el trabajo sobre el anadlisis morfométrico nuclear en biopsias
aspiracién con aguja fina de tiroides, concluye que la intensidad media de pixel fue el
indicador con mayor valor predictivo entre los casos malignos y los benignos.

El resultado de la densidad 6ptica nuclear en el estudio es considerado por la autora
como bajo si se tiene en cuenta que los valores de la densidad éptica de la media de
los nucleos celulares es de 1,14 y los valores de la densidad dptica van desde cero
hasta 2,5 y coincide con la literatura revisada que caracteriza a los nucleos de las
células del carcinoma papilar de tiroides con cromatina laxa. (1:12:13.18)

Los resultados de la autora muestran un comportamiento semejante a trabajos como
el de Ferreira RC et al. (12 en el que los resultados de la media de la densidad éptica
nuclear en las lesiones malignas de tiroides como el carcinoma folicular minimamente
invasor son superiores a los resultados de la media de la densidad dptica nuclear de
los néddulos adenomatosos y concluye en su trabajo que las variables densitométricas
fueron utiles en la distincidén entre lesiones benignas y malignas.

La gradacion de los tumores viene determinada por el aspecto histolégico y se basa en
la idea de que existe una relacién entre la conducta y la diferenciacion celular donde
los menos diferenciados se comportan de un modo mas agresivo. )

La diferenciacion celular en el campo de la biologia se describe como el proceso en el
cual la célula sufre cambios morfoldgicos y bioquimicos para dedicarse a cumplir una o
varias funciones pero con respecto al cancer este término describe en qué medida el
aspecto del tumor se parece al tejido del que surge.

Las células cancerosas bien diferenciadas se parecen mas a las células normales vy
tienden a crecer en tamafo y en menor medida a proliferar, lo cual demanda gran
produccion de proteinas estructurales y para la exportacion porque el tejido tumoral
bien diferenciado trata de mantener la funcion original del tejido sano, en este caso, la
produccion de hormonas tiroideas. (1:23:24)

La autora plantea que si se tiene en cuenta que la cromatina laxa es la cromatina
metabdlicamente activa, despirilizada, que traduce una alta actividad de sintesis de
proteinas al permitir la transcripcion del ADN, el tejido tumoral del CPT utiliza su
magquinaria de sintesis proteica para la diferenciacién tumoral y en menor medida
para la proliferacién celular, comportamiento que se corresponde con tumores bien

diferenciados, como lo es esta variante histoldgica.
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Algunos autores plantean que la diferenciacion celular muestra una relacién inversa
con la proliferacion celular y la velocidad de crecimiento, consideradas como factores
de mal pronéstico con invasion y destruccion de tejidos adyacentes, aumentando el
riesgo de metdastasis a otras partes del cuerpo a través de la linfa o la sangre.(®®

Estos criterios, pudieran ser considerados para establecer relaciones entre la densidad
de cromatina y el grado de diferenciaciéon y, por lo tanto, el prondstico de la

enfermedad, basado en la proliferacion y velocidad de crecimiento del tejido tumoral.

CONCLUSIONES
La densidad éptica nuclear puede ser empleada para contribuir en el diagndstico del
carcinoma papilar de tiroides y lograr un tratamiento cada vez mas individualizado en

los pacientes con este tipo de cancer.
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Anexos

Anexo 1

Figural. Microfotografia optica de carcinoma papilar de tiroides.
Aumento 2125x. H-E

Anexo 2

Figura 2. Imagen transformada a 8 bit. Imagen a 2125x de CPT. H-E
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Anexo 3

Cuadro 1. Caracterizacién del comportamiento de la

densidad dptica nuclear en el carcinoma papilar de

tiroides.
Estadigrafos Densidad

Optica
nuclear

Campos* 36

Minimo 0,79

Maximo 1,72

Media Aritmética 1,14

Desviacion Estandar 0,24

Coeficiente de Variacién 0,21

* Representan 965 nucleos medidos.

Los autores certifican la autenticidad de la autoria declarada, asi como la

originalidad del texto.



