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Resumen.—Se presenta un estudio morfométrico y densitométrico mediante andlisis di-
gital de imagen de una serie de 50 tumores 0seos malignos (32 osteosarcomas, 12 condro-
sarcomas y 6 histiocitomas fibrosos malignos de hueso), con el fin de evaluar la utilidad
de la técnica para establecer el grado y el pronéstico de estas neoplasias. Las variables
morfométricas y la disposicion de la cromatina guardan una estrecha relaciéon con e gra-
do histolégico (Spearman; p < 0,05 y muestran diferencias estadisticamente significativas
entre los tumores considerados de alto y bajo grado en base a su presentacién y evolucién
clinica. La ploidia estimada por densitometria Optica se comporta como un factor pronés-
tico independiente en el analisis multivariante de la serie de tumores de alto grado (COX;
p < 0,001). La citometria estatica, aunque mas lenta e imprecisa que la citometria de flujo
en la determinacion de los picos de ploidia, permite analizar €l modelo de cromatina y
contribuye objetivamente al establecimiento del grado biolégico de los tumores 6seos.

PRIMARY BONE SARCOMAS. ASSESSMENT BY STATIC IMAGE CYTOMETRY

Summary.—A densitometry and morphometric assessment by static image cytometry of
50 malignant bone tumors (32 osteosarcomas, 12 chondrosarcomas, and 6 malighant fi-
brous histiocytomas of bone) was performed in order to assess the validity of the technic
in the pathobiological and prognostic evaluation of these neoplasms. A strong correlation
between the morphometric features, cromatine distribution and histologic grade was
found (Spearman; p < 0.05). These parameters are also statistically different for hight and
low grade tumors in clinical staging. The stimation of DNA ploidy by optic densitometry
is a significant prognostic factor in the multivariant analysis for the high grade tumors
(COX; p < 0.001). Although Flow cytometry is a better procedure to evaluate DNA ploidy
peaks, our study reveals static image cytometry as a useful technic for determine the
cromatine model and objective assessment of the biological grade of bone neoplasms.

INTRODUCCION El crecimiento de un tejido depende de la du-
racion del ciclo celular, porcentaje de células pro-

La agresividad bioldgica de los tumores 6seos  liferantes y tasa de muerte celular. La mayoria
no siempre esta bien reflegjada por los hallazgos de las células normales se acumulan en fase GO y
histomorfolgicos (1). G1 del ciclo celular, mientras las neoplasicas lo

hacen en fase Sy G2 (2).

Los tumores con un porcentaje elevado de hi-

Correspondencia: perploides o aneuploides (células en fase Sy G2

PEDRO HERNANDEZ CORTES. dgben tener un indice de proliferacion y agresi-
Avda. de Andalucia, 9, 2.°. vidad mayor que aquellos con concentraciones
18014 Granada normales de DNA (3).
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En los dltimos 15 afios numerosos estudios
han tratado de definir la utilidad de la cito-
metria estatica y de flujo para la cuantificacion
de DNA nuclear como estimador de la maligni-
dad o agresividad biolégica de muchos tumores
sOlidos, mielomas o leucemias, asi como para de-
terminar la eficacia de varios protocolos terapéu-
ticos (4-10).

El andlisis citométrico y la cuantificacion de
DNA también se han aplicado en el ambito de
los tumores 6seos (1, 3, 11-14). En estalinea pre-
sentamos un estudio de andlisis de imagen por
citometria estatica en 50 tumores malignos pri-
marios de hueso, con el objetivo de evaluar la
utilidad de esta técnica para establecer el grado
y €l pronéstico de estas neoplasias en base a pa-
rametros morfométricos, granulométricos y den-
sitométricos nucleares.

MATERIAL Y METODOS

Enfermos

Se analiza una serie de 50 pacientes afectos de neo-
plasias malignas primitivas de hueso de origen me-
senquimal (32 osteosarcomas, 12 condrosarcomas y 6
histiocitomas fibrosos malignos de hueso), diagnosti-
cados en el Hospital Universitario San Cecilio de Gra-
nada durante los afios 1973-1995.

La tabla | resume las caracteristicas clinicas e his-
tologicas de la serie.

Hemos dividido la serie global en 2 subseries: sar-
comas de alto y bao grado, segun los estadios de En-
neking (15). Incluimos en la serie de bgo grado a los
12 tumores primitivos con asignacion de estadio I, in-
dependientemente de su situacion intracompartimen-
tal (A) o extracompartimental (B) (4 osteosarcomas
yuxtacorticales y 8 condrosarcomas) [Serie BG]. La se-
rie de sarcomas de alto grado estd compuesto por los
38 tumores IIB y I1IB del estudio (4 condrosarcomas,
28 osteosarcomas y 6 histiocitomas fibrosos malignos
de hueso) [Serie AG].

45 pacientes (90%) fueron sometidos a algun tipo de
reseccion quirrgica. La quimioterapia (esquemas T4 y
T,;de Rosen) se utiliz6 como tratamiento adyuvante
después dd control local del tumor primario en 39 pa-
cientes (78%). La radioterapia contribuyé al control lo-
ca del tumor primario en 12 ocasiones (24%).

El limite de reseccién quirlrgica, segin los criterios
de Enneking (15) fue intralesional en 1 caso, marginal
en 13, amplia en 19 y radical en 12 pacientes.

El seguimiento minimo fue de 24 meses y e medio
de 76 meses. 24 pacientes (48%) padecieron metasta-
sis pulmonares en algin momento de su evolucion. 23

VOLUMEN 32; N.° 192 NOVIEMBRE-DICIEMBRE, 1997

(46%) enfermos fallecieron a consecuencia del tumor o
como complicacién del tratamiento administrado (1
caso). La tasa de supervivencia de la serie general a
los 5 afos fue 46,66%.

Estudio histopatoldégico

Todas las muestras de tejido 6seo fueron sometidas
a descalcificacion en solucion de formalina-&cido nitri-
co a25 °C y lavado en solucion de sulfato sddico a 5%
e imbibicién en parafina.

Sobre secciones histoldgicas tefiidas con hematoxili-
na y eosina se confirmd el diagndstico histopatoldgico
y se determind el grado histolégico de acuerdo con los
criterios Broders (atipicidad nuclear: 4 grados) y de
Evans (17); Ahuja (18) y Coindre (19) (grado histol6gi-
co global: 3 grados) (tablal).

Analisis de imagen

El sustrato del andlisis consistié en secciones histo-
légicas de 4 micras, sometidas a una tincion de hema-
toxilina progresiva de Mayer.

Las imagenes fueron captadas por una videocama-
ra CCD (Vidamax CCD BCD-700) conectada con un
microscopio (Olympus BH-2) dotado de una lampara
halégena de 20 W y con una escala de 256 niveles de
gris (blanco y negro) a través de un filtro optico verde
IF 550 nm. Se usoO €l objetivo de 40x.

El procesamiento se llevd a cabo en un ordenador
Compaqg (Deskpro 386/25€) con microprocesador 80386,
disco duro de 80 Mb y magnetodptico incorporado de
650 Mb de memoria masiva por disco mediante el pro-
grama informético de andlisis de imagen Texcan ver-
sion TC-3.1P (Microptic).

Mediante ventana interactiva, se adquirian 25 ima-
genes independientes por archivo, con el programa in-
formatico de analisis de imagen Texcan. Esta infor-
macion se transforma en imagen digital (255 niveles
de gris) y se almacena en discos Opticos con una ex-
tension por imagen de 20.000 bytes de memoria.

Se midieron un promedio de 115 nicleos de células
tumorales (fig. 1A) por biopsia. Como control interno,
utilizamos 50 nulcleos de fibroblastos no tumorales
presentes en e mismo corte histolégico (Fig. 1.B).

Los elementos de la imagen aislados, segmentados y
umbralizados, se almacenaron en el subdirectorio del
programa informético de andlisis de imagen (Fig. 2).

De manera automatizada se cuantifican los para-
metros densitométricos, morfométricos y granulomé-
tricos (Figs. 2, 3y 4).

Los parametros densitométricos evaluados fueron:

1) Densidad 6ptica integrada (D.O.1.): producto de
la densidad éptica (D.O.) por €l é&rea nuclear.
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Figura |.A. Nlcleos de células tumorales (imagen
digital) correspondientes a un osteosarcoma central.
Captacion con el objetivo 40x.

Figura 1.B. Nucleos de fibroblastos no tumorales
presentes en el mismo corte histolégico del osteosarco-
ma de la figura |.A. (control interno). Objetivo 40x.

Figura 2. Ndcleos tumorales de un condrosarcoma.
Imagen segmentada y umbralizada. Sustrato para la
medida de parametros morfométricos.

LOGARITMICH

Figura 4.

Histograma de densidad Optica correspon-
diente a los nucleos de un condrosarcoma de bajo grado.

Figura 3. Imagen digital del andlisis textural de un
condrosarcoma. El punteado intranuclear (flechas) re-
presentan los granulos finos (filtro de mediana 5x 5) o
cromatina desespirilada.

2) indice de DNA (tasa numérica): corresponde a
la fraccion de la densidad éptica integrada (D.O.l1.) de
las células tumorales entre la D.O.I. (indice control)
de las células control. De manera arbitraria se asigné
el valor 2C a la D.O.I. de los nucleos de fibroblastos
control. Los tumores con indice de DNA entre 0,8 y
12 fueron considerados como euploides y los que se
salian de estos valores como aneuploides (20).

3) Ploidia: siguiendo a Kricbergs et a (1), defini-
mos los tumores como aneuploides cuando la tasa de
células con indice de DNA aneuploide supera e 30%.

El estudio morfométrico consistio en la cuantifica-
cion del tamafio y la forma nuclear, y la granulome-
tria estimé la distribucién de la cromatina, los granu-
los finos representan la eucromatina y los gruesos la
heterocromatina. Las variables analizadas quedan re-
cogidas en la tabla Il.
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Tabla |

Localizacién Fémur (18) Tibia (13) Humero 4) Pelvis (11) Otro (4)
Estadios Lodwick Ta (0) Ib (0) Ic (4) IT (24) I1T (22)
Estadios Enneking IA (5) IB(7) ITIA (O) IIB (31) M1 7
Atipicidad Broders 1(4) II(11) 111 (16 IV (19)
Grado histoldgico global 1(7) Ian 11 126)
Subtipo histolégico 0S.0B 10) 0OS.CB (6} OS.FB«D 0S.TG (5) HFM-L (3)

PARA (2) PERI (2) CS.CEN (9) CS.SUP (3) HFM 6)

Estadios Enneking: grado clinico (15). Estadios Lodwick: estadio radiol6gico (16). OS.OB: osteosarcoma osteoblastico; OS.CB: osteosarcoma
condrobléstico; OS.FB: osteosarcoma fibroblastico; OS.TG: osteosarcoma teleangiectasico; HFM-L: osteosarcoma tipo HFM like; PARA: osteosar-
coma parostal; PERI: osteosarcoma periostal; CS.CEN: condrosarcoma central; CS.SUP: condrosarcoma de superficie; HFM: histiocitoma fibroso
maligno. Grado histolégico global: grado histolégico segin los esquemas de Evans (17) para el condrosarcoma, Ahuja (18) para los osteosarcomas

yuxtacorticales y Coindre (19) para osteosarcoma central y HFM.

Tabla Il: Variables morfo y granulométricas nucleares
analizadas mediante andlisis digital de imagen

Variables morfométricas ~ Variables granulométricas

Area nuclear NUmero de grénulos por
célula
Perimetro NUmero de grénulos por
&rea
Radio Area granular
Factor de esfericidad Areatotal de los granulos
(SP)
Factor de regularidad Area media granular
(RE)

Factor de elongacion (Para granulos finos [filtro
(EF) de mediana 5x5] y gr&
nulos gruesos [filtro de

mediana 11x11])

Analisis estadistico

La comparacion de medias de variables numéricas
normales, se realiz6 mediante el test de Student-Fis-
her; cuando las variables no eran normales se aplicé el
test de Mann-Whitney. Para las comparaciones multi-
ples de medias se practicd andlisis de la varianza de
una viay el test de hipotesis de Krukal-Wallis. Para
el estudio de la relacién entre variables, paramétricas
0 no, se utilizd el coeficiente de correlacion de Spear-
man. El andlisis multivariante del valor pronéstico se
llevé a cabo mediante € modelo proporcional de Cox.

RESULTADOS

Las variables cariométricas fueron significati-
vamente diferentes entre los tumores de las 2 se-
ries (tumores de alto y bgo grado).

El area, radio y perimetro nuclear fueron ma-
yores en la serie de alto grado (tabla IlI).

Los parametros que estiman la cantidad y dis-
tribucién de la Eu y heterocromatina también
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presentaron diferencias estadisticamente signifi-
cativas entre los dos grupos de tumores. El n0-
mero de grénulos finos (eucromatina) y su ex-
tension fueron significativamente superiores en
la serie de tumores de alto grado (tabla Ill).

La densidad opticay el porcentaje de tumores
con poblacion celular hiperploide superior al
30%, fue significativamente mayor entre los sar-
comas de grado alto, pero no evidenciamos dife-
rencias estadisticamente significativas en los in-
dices de DNA (tabla IlI).

La estimacion del grado bioldgico en base a las
caracteristicas histomorfolégicas y de atipicidad
nuclear guarda una estrecha relacion con los pa-
rdmetros morfométricos, granulométricos y den-
sitométricos de los tumores analizados (tabla 1V).

El andlisis multivariante de diferentes facto-
res clinicos, histolégicos y citométricos pone de
manifiesto el valor prondstico de la ploidia, como
parametro independiente, entre los tumores de
alto grado (tabla V).

DISCUSION

Hemos optado por la hematoxilina progresiva
de Mayer como método de tincién de ADN, por
ser considerada méas sutil que la clésica tincion
de Feulgen para la coloracion homogénea de los
nicleos (21). El punto crucial de la tincién de
Feul gen (22) es la hidrdlisis del ADN previa a la
tincion que, aunque esté estandarizada en un la-
boratorio, siempre origina problemas en la in-
tensidad de coloracion entre muestras teflidas en
diferentes tiempos.

En nuestro caso la tincion de Feulgen tenia un
inconveniente sobreafiadido, la descalcificacion a
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Tabla I11: Comparaciéon de los parametros morfométricos, granulométricos y densitométricos nucleares de las
subseries tumores de bajo grado y alto grado

Pardametros Serie BG (media = DT) Serie AG (media = DT} Test Signific.

Area 656,84 = 231,68 936,07 = 290,97 CMI p < 0,001
Radio 14,53 £ 2,72 17,27 £ 3,17 CMI p < 0,05
Perimetro 118,69 + 22,82 141,79 = 26,99 CMI p < 0,05
Gr. finos/célula 2,45 + 0,68 961 +3.46 MANN p < 0,001
ar. gruesos/célula 2,69 = 0,79 0.60 = 0.58 MANN N.S.
sr. finos/area 8.46 = 2,25 10,03 £ 2,10 CMI p<0,1
Gr. gruesos/drea 2,53 = 0,87 1.61 = 0.87 CMI p < 0,01
Aroa granular de gr. finos 3,61 +1,04 4,10 = 1,02 CMI N.S.
Area granular de gr. gruesos 12.69 = 4,40 8,86 + 4,32 CMI p < 0.05
Area granular total (finos) 37,92 + 11,17 49,73 + 19,35 CMI p < 0,05
Area granular total (gruesos) 93,23 + 24,91 81,76 + 48,23 CMI N.S.
DOI 479,38 + 132,34 741,82 + 345 CMI p < 0,001
Indice de DNA 1,26 = 0,37 1,34 = 0,46 CMI N.S.
Hiperploidia 41,66% 71,42% Chi p<0,05

gl\{lﬁlﬂt test de comparacion de 2 medias independientes (T de Student) MANN: test de Mann-Whitney. Chi*: test de comparacion de variables
cualitativas.
Tabla 1V: Tabla de correlacién entre variables de Las caracteristicas morfométricas nucleares re-

morfometria, granulometria y densitometria nuclear y

grados histolégicos (transformaciéon numérica) . Se

muestra el nivel de significacion estadistica para el
test de correlacion de Spearman

Tabla de Area Gr. finos/ Gr. finos
correlacion  nuclear cel. area D.O.I.
Broders p<0.05 p<0,05 p<0,05 p<0.01
Grado global p<0.05 p<0,05 p<0.05 p<0.05

Tabla V: Andlisis multivariante por el método de Cox

de la serie de tumores de alto grado. El parametro T

hace referencia al indice de correlacién del factor pro-

nostico en cuestién con la supervivencia e intervalo li-
bre de enfermedad (metéastasis)

Supervivencia Metastasis
Factor T Signif. T Signif.
Fr. patol. —0,34321 -0,9505
Estirpe 0,9363 —0,6022
Gr. histol.  -1,9247 p< 0.1 -2.6383 p<0,05
Area -1,3718 0.4394
Ploidia -17.3536 p<0.001 -2,8561 p<0.05

la que fueron sometidas las muestras se llevo a
cabo con una solucién de formalina-acido nitrico,
qgue sin duda produce una hidrélisis del ADN
que interferia con la hidrdlisis del procedimiento
estandar de Feulgen. En el caso de la hematoxi-
lina progresiva de Mayer no existe el problema
de la hidrélisis, siempre y cuando la solucion de
hematoxilina no esté diluida ni envejecida.

velan diferencias entre los tumores de alto y bgo
grado. Aunque existe un solapamiento de valores
entre las 2 subseries en casos individuales, nues-
tro estudio refuerza el valor de la morfometria nu-
clear como procedimiento Util para el estableci-
miento del grado biolégico en tumores Gseos.

Varios autores atribuyen un importante valor
pronéstico a los parametros morfométricos, en
particular al éarea nuclear media (23, 24), supe-
rior incluso al del grado histol6gico en base a cri-
terios de microscopia Optica (25), en el andlisis
multivariante de nuestros resulados, el &rea nu-
clear no se comporta como un factor prondstico
independiente y tiene un valor predictivo infe-
rior a grado histolégico convencional (tabla V).
El hecho viene a apoyar la tesis de la necesidad
de evaluar otros parametros histolégicos en los
tumores 0seos (matriz, mitosis, necrosis...) ade-
mas del pleomorfismo nuclear (1).

En cualquier caso, al igual que en los trabajos
de Nativ et a (25) y Palma (26), las variables
morfométricas, de atipicidad nuclear (Broders) y
el grado histol6égico guardan una correlacion es-
tadisticamente significativa. La cuantificacién
digital del tamafio y la regularidad de los nu-
cleos afiade objetividad a la clasificacion de los
tumores 0seos en grados histol6gicos.

En el estudio granulométrico destaca un ma-
yor nimero de células con granulos finos y una
mayor proporcion de estos por célulay area en la
serie de alto grado.
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Los granulos finos estiman la eucromatina,
que esta en mayor cantidad en los nucleos de
las células mas activas y proliferantes. No te-
nemos referencias de estudios de textura nu-
clear en tumores Gseos, pero pensamos que los
parametros granulométricos, a igual que los
factores de tamafio y forma pueden contribuir
de manera objetiva a la valoracion del grado de
la neoplasia.

Aungue la aneuoploidia puede estar presente
en un porcentaje bago de lesiones éseas benignas
(13), se considera generalmente como marcador
de malignidad. En nuestro estudio, el porcentaje
de tumores aneuploides es considerablemente
mayor en el grupo de ato grado (71,42% frente
al 41,66% en la serie de bgjo grado). El andlisis
del ADN puede ser Gtil (14) en: el diagnostico di-
ferencial entre algunos tumores 0seos, estableci-
miento del grado bioldgico y evaluacion de res-
puesta a regimenes terapéuticos. La diferencia
de ploidia en las dos series, reflgja bien la dife-
rencia de grado bhiolégico de los tumores compo-
nentes.

Bauer et a (12), destacan el valor de la ploidia
en la diferenciacion de los tumores benignos y
malignos y en la asignacion de un grado a la neo-
plasia, pero no puede demostrar una relacion di-
recta con el prondstico. No obstante, en la mayo-
ria de las series en las que se practicd estudios
de ADN en condrosarcomas u osteosarcomas, la
aneuploidia se reconocia como un parametro de
agresividad tumoral y a menudo se relacionaba
con una mayor tasa de metéstasis y peor super-
vivencia (1, 3, 11, 27-29). El andlisis multiva-
riate de nuestros datos confiere un valor pro-

nostico a la ploidia del tumor en la subserie de
alto grado, de tal manera que los tumores |IB di-
ploides tienen una mejor supervivencia que los
hiperploides (tabla V).

El indice de ADN, no arroja diferencias signi-
ficativas entre estas dos series. Este parametro
ha sido utilizado extensamente y aplicado a la
préactica totalidad de la patologia (30-32). Ofrece
informacién del valor medio del contenido de
ADN vy es posible que un tumor que sea euploi-
de, pero contenga la misma proporcion de células
diploides que tetraploides no proliferantes, y
pueda ser caracterizado como aneuploide. Estos
posibles falsos positivos son un factor a tener en
cuenta en la falta de significacion del indice de
ADN en estas 2 subseries.

Es cierto que los datos relativos a la ploidia
han sido estimados indirectamente de la densi-
tometria de los nlcleos analizada por citometria
estadtica. Si bien la preferida citometria de flujo
permite un andlisis exhaustivo de las fases de
ciclo celular y una mejor interpretacion de los
histogramas, estudios recientes ponen de mani-
fiesto una evidente correlacion entre las dos téc-
nicas (33) y validan la medida por citometria es-
tética (34).

Aunque el estadigje quirdrgico (15) de las
neoplasias musculoesqueléticas, permite prede-
cir el comportamiento del tumor y aplicar un
tratamiento a medida, nuevos estudios afianzan
la importancia pronostica de la ploidia, que en
un futuro puede convertirse en una de las bases
del diagnéstico y tratamiento de los tumores
0seos (35).
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