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SUMMARY } i
Background: High interobserver variabilities affect.the reliability of nuclear grades determined from cellular asplrates This study explores
a way to diminish subjective elements in nuclear graqlng by using computerized image analysis together with the Bayesian method of
multivariate statistics. Materials and methods: Ten slides from each of the three nuclear grades, diagnosed according to conventional
criteria (visual diagnosis), were used as a training set to determine class descriptors (computerized dlagnOSIs) Results: Because
of the low level of correspondence between visual and computerized diagnoses (66.7%), a new classification of the slides was made
considering only low and.high nuclear grades; the level of correspondence then increased to 90%. Conclusions: The usefulness of this
method was shown by the application of the canonical functions equations to 12 cases outside the training set. The possibility of ob-
taining quick morphometric results represents a definite advance in pathologic diagnosis, and may be a decisive factor in cases which
are difficult to classify. Rev Esp Patol 1997; 30(3): 193-199.
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RESUMEN

Planteamiento: La aita variacion interobservador afecta fa confiabilidad del grado nuclear determinado a partir de extendidos citol6gi-
cos. Este trabajo explora una solucién para disminuir los elementos subjetivos en la gradacion nuclear empleando el andlisis de ima-
genes computarizado juhro con el método Bayesiano de estadistica muftivariada. Materiales y métodos: Diez ldminas de cada grado
(3 grados), diagnosticadés de acuerdo con criterios tradicionales (diagndstico visual) sirvieron de entrenamiento para determinar des-
criptores de clase (diagndstico computarizado). Resultados: La baja coincidencia entre estos diagndsticos (66,7%) motivo una nueva
clasificacion de las ldminas considerando sélo dos grados (alto y bajo), obteniéndose entonces un 90% de coincidencia. Conclusiones:
La utilidad del método se demostré aplicando las ecuaciones de las funciones candnicas a 12 casos ajenos a la serie de entrena-
miento. La posibilidad de obtener resultados morfométricos rapidos representa un salto de calidad en ef diagndstico anatomopatolo-
gico, y puede ser un fac(m decisivo para casos dificiles de clasificar. Rev Esp Patol 1997; 30(3): 193-199.
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INTRODUCCION

En el cincer de mama, el grado tumoral, determinado por
el grado nuclear, tiene un alto valor prondstico y predictivo
en cuanto a supervivencia (1). El auge del estudio de exten-
didos citolégicos a partir de las biopsias por aspiracién con
aguja fina (BAAF) ha favorecido la incorporacién del
grado nuclear en el diagndstico preoperatorio de las enfer-
medades de la mama (2-4). Sin embargo, la gran variacién
interobservador ha limitado el uso del grado nuclear a par-
tir de extendidos citolégicos, ademés de que la confiabili-
dad del diagnéstico dependé de la experiencia del especia-
lista (5) | ‘
Ante estas dificultades, la incorporacién de las nuevas
técnicas de andlisis de lmagenes computarlzado (AIC)
constituye una via para buscar soluciones que proporcio-
nen ob]et1v1dad y complementen el diagnéstico visual. El
AIC es un instrumento de ayuda al patélogo, sobre todo
cuando se trata de diagnésticos diferenciales diﬂ’c‘iles; 6).
En el presente trabajo, partiendo de un diagné‘sticb tra-
dicional (diagndstico visual) del grado nuclear segtin los
criterios de Fisher y cols. (7), se empleé un sistema com-
putarizado para morfometria de imdgenes, combinado
con el método Bayesiano de andlisis estadistico multiva-
riado, con vistas a obtener una nueva clasificacién
(diagn6stico computarizado). Con un conjunto de ldminas
de entrenamiento se obtuvieron ecuaciones para calcular la
pertenencia de cada caso a un grupo determinado, y se ana-
lizé el grado de coincidencia‘de los dos métodos diagndsti-
cos (visual y computanzado) Por dltimo, las ecuac1ones
obtemdas se aplicaron a casos ajenos a la serie de’ entrena—
miento.

PACIENTES Y METODOS

Pacientes

Se estudiaron 30 casos de pacientes femeninas de carcino-
ma ductal infiltrante de la mama (10 de cada grajdo), Las
laminas procedian de losi archivos del Servicio de
Anatomia Pat‘olégica del Hospital Clinico Quirdrgico
Hermanos Ameljelras (Cludad de La Habana, Cuba) Se
seleccionaron los €asos en que habia correspondencia entre
el diagndstico citolégico y el diagnéstico histolégico. El
promedio de edad de las 30 pacientes fue de 63 afios (limi-
tes: 28-86 anos). Las muestrés de citologia se obtuvieron
por el método de BAAF (8).
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Criterios diagnésticos dél patdlogo

El grado nuclear de estas preparaéiones se determin6 segtn
los criterios de clasificacién de Fisher y cols. (7), que con-
sideran tres grados. Los datos ;se reprocesaron en una
segunda clasificacién que agrupé los grados I y II como
bajos y el grado III como alto.

Morfometria computarizada

Se trabaj6 con la versién 3.3 para Windows del sistema
computarizado para morfometria de imdgenes DIGIPAT
( Eicisoft, Cuba, 1994) (9). El software esta soportado sobre
Windows 3.1 y emplea los siguientes componentes de
hardware: CPU de 486 Mhz con 640 Kb de memoria ope-
rativa, tarjeta digitializadora Video Blaster, microscopio
Olimpﬁs BH-2, cdmara Sony de TV en colores, videoim-
presora Sony UP-860, monitor auxiliar de video en blanco
y negro Sony SSM-121, e impresora Citizen 200GX.

De cada paciente se estudiaron 100 niicleos de células
epiteliales cancerosas, excluyendo las células inflamatorias
y del estroma. Para cada nicleo se definieron las siguientes
variables morfométricas: ‘

Variables proporcionadas
por el sistema DIGIPAT

« Area = X y* dx,
donde y = valor de la ordenada en los puntos de la frontera,
ydx =§incrementos de abscisas al pasar de un punto a otro.
« Perimetro = X (dx*dx+dy*dy),
donde: dx y dy = incrementos de coordenadas al pasar de
un punto de frontera a otro.

» Circularidad = (1-Min (R6(Rm))/Rm*100,
donde Min (a, b) = funcién minima entre los valores a y b,
Rm =radio medio, y (R) = dispersién media cuadritica
del valor Rm.

» Factor de forma = (4n*4rea)/perimetro?.

« Radio méximo = Méx (V (X—Xcg)*+(Y-Ycg)?,
donde x e y = coordenadas de los puntos de la frontera, y
Xcg e Ycg = coordenadas del centro geométrico.

+ Radio minimo = Min (V(X-Xcg)*+(Y-Ycg)%

* Radio equivalente = v (drea/m). |

+ Dispersién del radio = V' ((1/n) (R.-Rm)),
donde » = niimero de puntos de la frontera, R, =radio del
objeto'en el punto i, y Rm = valor del radio medio.
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Expresiones confeccionadas
a partir de variables proporcionadas
por el sistema DIGIPAT

« Factor de circularidad = (12,57 * drea)/perimetro (10).
 Compacidad = perfmetro%/4rea® (11).

» Indice del contorno = (0,785 * 2 * R _, * 2 * R )drea,
donde R’ . =radio mdximo y R = radio minimo (10).

Ficheros de datos

: Se obtuvo un fichero de mediciones para cada imagen;
\ cada uno de ellos se export6 al paquete estadistico, proce-
diéndose de la siguiente manera:

« Confeccién de un fichero SUMA para todas las imégenes
de un. paciente que contenia 100 mediciones de cada
variable.

* A cada fichero SUMA se le determiné la media, la des-
viacién estdndar, los minimos y médximos para cada una
de las variables analizadas.

* Confeccién de un fichero que incluyé los valores de las
medias de cada variable por paciente.

« Confeccién de un fichero que incluyd los valores de cada
variable por niicleo (matriz de 3000 filas por 12 columnas).

Método estadistico

Para el procesamiento de los datos se utilizé el paquete
estadistico SPSS, versién 6.0 para Windows. -

Estadistica descriptiva

; ‘ Se realizaron pruebas de normalidad (Kolmogorov-
Smirnov) para cada una de las variables, considerando
todas las mediciones (3000 valores por variable).

Estadistica univariada

Una'vez establecida la normalidad de todas las variables, se
utilizaron las siguientes pruebas paramétricas:

« Comparacién de medias de dos poblaciones: t de Student.

» Comparacidn global de medias de varios grupos: andlisis
de varianza (ANOVA). Cuando el ANOVA resultd esta-
disticamente significativo, la comparacién entre cada uno
de los grupos se llevé a cabo mediante la prueba de ran-
gos miltiples de DUNCAN.

Anadlisis multivariado

Se analizaron todas las variables de forma conjunta apli-
cando el andlisis discriminante por el método “paso a paso”
(stepwise). Se obtuvieron las ecuaciones para cada una de
las funciones candnicas, analizando primero tres grados y
Juego dos.

RESULTADOS

La Tabla 1 muestra los valores de las medias y desviacio-
nes estdndar para cada variable en cada uno de los tres gru-
pos. La mayor desviacién estindar en los tres grados la pre-
senta la variable compacidad (P¥/A3).

Se realiz6 un ANOVA para cada variable para ver si los
tres grados se diferenciaban entre si. Las variables queino
arrojaron diferencia significativa entre los tres grados fue-
ron el indice de irregularidad del contorno, la compacidad
y la circularidad. El resto de las variables present una dife-
rencia significativa entre los tres grados (Tabla 2).

Se aplic6 la prueba de rangos miltiples de¢ DUNCAN
para determinar entre qué grados estaban las diferencias.
Los resultados fueron los siguientes:

» Diferencias no significativas entre los tres grados: com-
pacidad, indice de irregularidad del contorno y circula-
ridad.’

Tabla 1. Variables morfométricas por grado (tres grados) (X=DE).

Factor Circula-
Grado  Compacidad Area Perimetro de forma ridad

. fndice de )
Radio Radio Radio Dispersién  irregularidad  Factor de

miximé  equivalenie  minimo del radio  del contorno circularidad

1 816,36+£937,23  55,74+24,13  28.1
2 765,85+1279,6  66,72+¢31,37  30.68+7,
3 467,03£2504,6 121,01£337,14 37,7

3 38 86.90x5.44 3,00+1.03 4.12+087 3.1020.85 0.51x0.22  0,90£0.08 0.8520,06
7 84.28x6.45 86.42+6.42
70 81.93+7.59 85.28+6.95

SATE136 448108 334:099 0,58£031  090:009  0,85+0,06
677378 5.43+3,00 398247 0,7720,57  0.89+0,10  0,82+0,08
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Tabla 2. Resultados de la estadistica univariada (tres

grados). |

Vanable AN OVA (p)
Area : <0.05 (1 2);&3
Perimetro <0.01 (1=2)23
Factor de forma <0.01 (1=2)#3
‘Factor de circularidad <0.01 (1=2)#3
Dispersién del radio <0.01 (1=2)#3
Radio méaximo <0.01 (1=2)#3
Radio minimo <0.01 (1=2)#3
Radio equivalente <0.01 (1=2)#3
Circularidad >0.05 1=2=3
Compacidad >0.05 1=2=3
1=2=3

Indice del contorno >0.05

* Grados Iy II estadisticame‘nte iguales, pero diferentes <‘:on
respecto al grado III: area perimetro, radio ‘méximo,
radio minimo, radio eqmvalente, dispersién del radio,
factor de forma, factor de circularidad (Tabla 2).

Se aplicé el andlisis discriminante para tres grados por
el método paso a paso. Este método parte del célcﬁlo de’los
valores del estadigrafo A dé Wilks, que lleva asociado un
valor de significacién un1vanad0 (F) para cada va.nable
(Tabla 3).

La aplicacién del anah51s discriminante candnico sirvié
para obtener el mapa territorial que delimita las zonas
correspondientes a cada uno'de los tres grados eniun plano
bidimensional (Fig. 1), y los coeficientes y las constantes
de las dos ecuaciones de las funciones discriminantes cané-
nicas: ‘ w

DF,=(28,35)+(-0,58) (FF)+(17.86) (IIC)+(0,66) (ﬁ o)
Df,=(~1,95)+(0,99) (FF)+(-97,57) (IIC)+(1, O9)(R ).

max

|

DUNCAN
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Como resultado de la aplicacién de estas dos ecuacio-
nes, cada uno de los casos tendrd un valor para cada una de
las funciones candnicas, es decir, una coordenada X para la
funcién 1 y una coordenada Y para la funcién 2. Como se
observa en la Fig. 1, hay casos en que el diagnéstico visual
no coincide con la clasificacién obtenida mediante el and-
lisis diScrinlinante._ Sustituyendo valores en estas ecuacio-
nes se pueden calcular las coordenadas X e Y de cualquier
paciente perteneciente 0 no a esta serie de entrenamiento.

En la Tabla 4 se muestra la cantidad de casos que coin-
ciden con la clasificacién inicial (diagnéstico tradicional) y
los que pasan a otros grupos. Se obtuvo un 66,7% de coin- -
cidencia entre el diagndstico visual y el computarizado.
Dada esa coincidencia total relativamente baja y teniendo
en cuenta los resultados de las pruebas de DUNCAN, en.
los cuales la mayoria de las variables (ocho) diferencian
significativamente a los grupos I 'y II con respecto al III, se
procedié a un reprocesamiento de los datos considerando
dos grupos (de bajo y alto grados) en busca de una mayor
coincidencia entre los dos tipos de diagnéstico.

Reprocesamieﬁto de los datos
considerando dos grados

El patélogo realizé una nueva clasificacién de las muestras
basdndose en el mismo criterio de clasificacion del grado
nuclear. (Fisher) pero diagnosticando solamente dos gra-
dos: grado nuclear bajo (I) y grado nuclear alto (I). Este
tiltimo incluye sélo los grados III de la clasificacién en tres
grados.

Tabla 3. Resultados obtenidos al aplicar el andlisis discriminante paso a paso (tres grados).

Variable A de Wllks F Slcmﬁcacmn p<0.05
Area 0.79316 3,5205 0,0438 St
¢ Circularidad 0.83479 2,2934 0,1203 No
Compacidad 0.89915 1.5141 0,2381 No
Dispersién del radio 0.58639 95144 0,0007 Si
: Factor de circularidad 0.64909 7,2983 0,0029 St
. Factor de forma 0,63972 7.6029 0,0024 St
Indice de irregularidad del contorno 094332 0,8112 0,4549 No
| Perimetro 0.59980 9,0075 0,0010 Si
Radio equivalente 0.63162 78737 0,0020 Si
Radio minimo 0,71581 5.3599 0,0110 Si
Radio méximo 0,56980 10,1927 0,0005 St
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Funcién 2
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Grado

m Centroides
0 Grupo 3
< Grupo 2

o Grupo 1 '

Funcién 1

Figura 1. Funciones discriminantes canénicas. Cada uno de los 30 casos se ubican en el plano bidimensional. El mapa territorial deli-

mita las zonas correspondientes a cada grado.

Es de sefalar que la segunda clasificacion . no coincidié
exactamente con la primera, a pesar de habérla hecho el
mismo especialista: 17 casos quedaron como de bajo grado
y 13 como altos grados. Este hecho pone de manifiesto la
variacién intraobservador, y justifica méds el empleo de
métodos que reduzcan los factores subjetivos.

Los resultados de la estadistica descriptiva pa&a dos
grados (Tabla 5) demuestran que la mayor desviacién
estdndar la presenta la variable compacidad, lo que coinci-
de con el andlisis de los tres grados. :

A cada variable se le realiz6 una prueba t de Student
para ver qué variables dlferencmban los dos‘ grados. Las
unicas variables que no-arrojaron diferencia significativa
entre los dos grupos fueron el indice de irregularidad del
contorno y la circularidad (Tabla 6). |

Se aplicé de nuevo el andlisis discriminante con el obje-
to de comparar estos resultados con los obtenidos anterior-
mente para los tres grados. De las 11 van'ablés, la disper-

sién del radio es la que discrimina en estos dos grupos de
pacientes. Se construy6 la siguiente ecuacién:

Df=—5,908+(9560)*(Dispersién del radio).

En la Tabla 7 se observa que solamente 3 de los 30 ca-
sos analizados no se correspondieron con el diagnéstico ini-
cial, para un 90% de coincidencia entre la clasificacién dada
por el patélogo y la que arroj6 el método computarizado.
Con esto quedd demostrada la suposici6n de que, al clasifi-
car en dos grados, el porcenta]e de comc1denc1a aumentama

El patdlogo revisé los casos no coincidentes (dos gra-
dos), y concluyé que en 2 de los 3 casos le era sumamente
diffcil establecer una clasificacién debido al predominio de
la superposicién de los niicleos. En el otro dlagnostlco no
c01nc1dente coexistfan nidcleos grandes con nicleos pe-
quenos dando la i 1mpresmn visual de alto grado que no
commde con la clasificacién computarizada. Este es otro
caso tipico de dificultad, donde resulta part1cu1armente
conveniente llevar a cabo el estudio morfométrico.

‘ Tabla 4. Resultados de la estadistica multivariada (tres grados).

Grado nuevo (andlisis discriminante)

Grado inicial Diferencia de casos | 1 (%) 2 (%)
1 10 7{70) 2 20) 1 (10)
10 3 (30) 5 (50) 2 (20)
3 10 1(10) 1 (10) 8 (80)

' Coincidencia = 66,7%.
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* Tabla 5. Variables morfométricas por grado (dos grados).

Factor

Indice de

Circula- Radio Radio Radio Dispersién  irregularidad  Factor de

Grado  Compacidad Area Perimetro de foima ‘ ridad maximo  equivalente  minimo del radio  del] contorno circularidad
(0=17) 839,42+588.18  57.37£17.91  28,5424,30 84,25x1,50 86,65+2.06 3.07=0.71 4,17+0,65 3,12+0.56 0.52=0.08 0,90+0,02 0,85+0,02
n= ‘ : .

'.'( 13) 485,72+229,89  112,27+86.97  36,99+£5.87 82,54+1,77 85,61x1.28 6.63=1,05 534+0,83 3,9320.65 0,74=0.13  0.90+0,01  0.83x0.02
n= !

Tabla 6. Resultados de la‘estadistica unlvarlada (dos
grados).

Varlable t de Student

; Area 6,48 <0.01

! Perimetro 28.72 <0.00
Factor de forma 8,24 <0.00

~ Factor de circularidad 7,37 <0.01

| Dispersién del radio 31,63 <0.00
Radio méximo i 23,39 <0.00
Radio equivalente 18,88 <0.00 k
Radio minimo ‘ 13.56 <0.00 |
Compacidad S48 <005 |

¢ Circularidad i 2,54 >0.05 !

Incuce de irregularidad 0.01

>0.05 |

Aplicacion de las ecuaciones
de las funciones canodnicas
a casos ajenos a la serie

Una vez concluidos los estudios clasificando en tres y dos
grados, se tomaron 12 casos1 nuevos a los cuales se midié
cada una de las variables que resultaron dlscmmnantes
indice de irregularidad del contorno, factor de forma y
radio médximo, para tres grados, y dispersion del radio para
dos grados Los valores obtenidos se sustituyeron en las
ecuaciones candnicas y se determmaron las coordenadas a
cada uno de estos 12 nuevos ‘pac1entes.

Al ubicar los puntos obtenidos en los respectivos mapas
territoriales, se determind el grado nuclear de cada uno de
estos 12 casos. Estos grados nucleares obtenidos por el
método computarizado coincidieron en un 100% con los
dados por el patdlogo, tanto para la clasificacién en dos
grados como para la de tres grados.

De esta manera qued6 demostrada la factibilidad de
usar el AIC como un medio objetivo de gradacién nuclear.

DISCUSION

Si bien es cierto que la opinién del patélogo sobre un exa-
men al microscopio 6ptico sigue siendo vélida en la
mayoria de los casos, tammco se‘ipuede negar que existen
patologias en que se hace muy necesaria la cuantificacién
objetiva de las caracteristicas morfolGgicas con vistas a lle-
gar a diagndsticos mds precisos y reproducibles, o caracte-
rizar morfoldgicamente una entidad patoldgica (9, 12).

En esta serie, la variable compacidad (con dos y tres gra-
dos) es la de mayor desviacién estdndar. Eso se explica debi-
do a que el 4rea y el perimetro son las dos variables de mayor
varianza. La variabilidad del 4rea es muy grande dentro de
los grados, e inclusive dentro de un mismo extendido. Esto
se corresponde con la impresién visual a priori de un exten-
dido citolégico, pues en una muestra donde abundan nicleos
pequefios, que apuntan hacia un diagndstico de bajo grado,
también:aparecen nicleos grandes y muy grandes.

Tabla 7. Resultados de la estadistica multivariada (dos grados).

Grado nuevo (analisis discriminante)

Grado inicial Diferencia de casos 1 (Bajo: %) 2 (Alto; %)
17 16 (94.1) 1 (5.9)
2 13 2(154) 11 (84,6)

| Coincidencia = 90,0%.
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Como el drea es la variable morfométrica m4s intuitiva,
y es una de las que m4s se toma en consideracion para diag-
nosticar, el hecho de que presente tanta variabilidad dentro
de una misma muestra apoya la importancia que tiene la
aplicacién de la morfometria en estos casos como comple-
mentacién al diagndstico visual.

El hecho de que las diferencias sean significativas al
comparar las variables una a una no quiere decir que al
considerarlas todas de forma conjunta (analisis multivaria-
do) sigan siendo significativamente diferentes. Prueba de
ello es que como resultado de la aplicacién del andlisis dis-
criminante (tres grados) sélo tres variables formaron parte
de la funcién discriminante: el radio maximo, el factor de
forma y el indice de irregularidad del contorno. Lo anterior
indica que la evaluacién:de una variable es dificil cuando
se juzga s6lo sobre el valor de p en el ANOVA, sin ningu-
na informacién concerniente a la relacién intervariables.

Los hallazgos morfométricos de este trabajo en cuanto
a proponer una clasificacién en dos grados coinciden con
los resultados de un estudio (13) que tiene como. objetivo
relacionar el grado nuclear citoldgico con el histolégico. En
ese estudio se encontrd una correspondencia tof,al entre esos
diagn6sticos, y se seflala que se pueden separar fécilmente
dos grupos de pacientes en extremos opuestos: ‘aquellos que
tienen un grado citol6gico nuclear bajo (grados Iy II) y los
que tienen una morfologia nuclear agresiva (grado ).

En la bibliografia (14, 15) se ha comunicado la aplica-
cién del método Bayesiano de andlisis multivariado en
extendidos citoldgicos. El empleo de dicho método sobre
un conjunto de laminas de entrenamiento con vistas a
encontrar los descriptores de clase para luego aplicar las
ecuaciones de clasificacién a casos ajenos a dicha serie —lo
que se ha hecho en esté trabajo—, representa un salto de
calidad en el diagnéstico anatomopatolégico, que ircorpo-
ra a la préctica los resultados de una investigaciénibasica
fundamentada en el rigor de un modelo matematico.

La inclusién de la morfometria computarizada en el
andlisis de extendidos citolégicos puede servir de apoyo al
diagndéstico visual emitido por el patdlogo de acuerdo con
los criterios tradicionales. La posibilidad de que el patdlo-
go acuda al especialista en AIC y de que en breve tiempo
pueda contar con el resultado del estudio morfométrico
(medicién de 100 ndcleos y aplicacion de las'ecuaciones),
sobre todo en los casos:que resultan dificiles de graduar,
puede constituir un argumento decisivo para la cla51ﬁca—
cién como un elemento ide ayuda al diagnéstico; y nunca
con la idea de reemplazar la labor del patdlogo.

Morfometria computarizada en aspirados celulares del carcinoma ductal infiltrante de la mama
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