METODOS DE MICROSCOPIA CUANTITATIVOS APLICADOS AL
ESTUDIO DE LAS SECRECIONES VAGINALES (*)

1. CICLO MENSTRUAL NORMAL

De. R. GORDILLO OELBOY

RESUMEN

Se desarrolla un método de microscopia
estudio de las células exfoliados de
te un ciclo menstrual

El método

se funda en

cuontitativo aplicado af
la secrecién vaginal duran-
normal,

lo determinacidn de lo relacién nucleo

cito-plasmético por comparacién de médulos de superficie,

La técnica es simple.
el microscopio de contraste de fase.
El contaje de los
lo camara

lar coloracién,
por medio de
Se demuestra analiticamente que la
ca es una medida de crecimiento y divisién
variacion define propiedodes

sexual.
Se discuten

I. CiCLO MENSTRUAL NORMAL

La Citologia Exfoliativa se confunde con
el Método le Papanicolaou. Papanico-
laou (13), (14), (15), (18) establecié las
bases del moderno diagnéstico citoldgi-
co y desarrcllé un método de singular
importancia en medicina (1), (3], (10},
(11). Al Método de Papanicolaou, como
a todos los métodos cualitativos le falta
lo exactitud propia de los métodos
cuantitativos. Las células exfoliadas no
exhiben particulares rasgos, caben las
mayores confusiones.

[*) Trobajo reclizado en el Laboratorio de Ana-
tomia Potolégica del Hospital Arzobispo Loay-
za. Llima, Pero.

Reconocido a los Drs. Javier Arias Stella y
Uriel Garcio Cdceres por las facilidodes y
ayuda proporcionadas.

las limitaciones del

Los preporodos se observan en fresco con
No se requiere de particu-

médulos de superficie se hace

locida.
relacién nocleo citoplasmati-
celulares y que su

fundamentales del ciclo voginal y

métoda.

Reagan {16) empleando método de mi-
croscopia cuantitativoes encuentra corres-
pondencia numérica entre las lesiones
pre-malignas y malignas del Gtero vy
prueba la importancia de la determina-

cién cuantitativa de la relacién nucleo

citoplasmatica en las células exfoliadas

de la secrecidon vaginal.

El método planimétrico de Reagan no
puede ser utilizado en el trabajo de ru-

tina y la interpretaciéon de los resulta-
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dos es compleja por la mezcla de da-
tos cualitativos y cuantitativos.

Por nuestra parte, simplificamos el Mé-
todo de Reagan. Calculomos la relacién
ndcleo citoplasmatica por comparacién
de médulos de superficie. No conside-
ramos otras propiedades de las células.
Los resultados se expresan numérica-
mente. Los preparados se observan en
fresco y sin el empleo de particular co-
loracién.

El propdsito en el presente trabajo es
estudiar las variaciones de la relacién
ndcleo citoplasmatico en el ciclo mens-
trual normal por el método que a con-
tinuaciéon se describe.

—Ecuaciones de

Y
Y

—Férmula de Garcia {10):

regresién: (x =

(56.84) x — (38.59)
(26.66) x — [21.07)

R. GORDILLO DELBOY

II.  METODO

(1) Observacidn directa con el micros-
copio de contraste de fase (MCF),
(2), (9), 112), (20).

(2) La relacidén nicleo citoplasmdética
{Im) es una propiedad fundamen-
tal de la célula. No consideramos
otras propiedades: tamano, forma,
color, etc.

(3) La relacién ndcleo citoplasmética
se determina por comparacién de
médulos de superficie (Procedi-
miento Glagoleff-Garcia), (5), {6).

(4) Los resultados se expresan numé-
ricamente.

(5) Tratamiento

matemdtico: Calculo

de superficies.
mddulos superf.)

H: 24.5 cm (*)
H: 28.5 cm

A = Ao/2 12n + n) (*%)

—Férmula de De Robertis:

Im = Yn.100/Yc — Yn {***)

(6) Técnica:

—Coleccién de muestras: Raspado
con espétula de las paredes la-
terales de la vagina.

—Montaje con albimina glicerino-
da al 50%.

. MATERIAL

—Estudiamos un ciclo menstrual
mdl:

nor-

(*)

Mestiza, 23 anos,

P: 1 G: 1. Intervalo ciclo: 24 dias.
F. menstrual, 3 dias. F. proliferativa,
9 dias. F.

—Estudio de las secreciones vaginales:
é° al 22avo. dias

—Biopsia endometrial, 22avo. dia: En-
dometrio secretorio

—Sin antecedentes patolégicos. Examen
pélvico: negativo

secretora, 9 dias.

—Examen secrecién vaginal: Pap |

altura de la cédmara licida al planc de dibujo.
area celular Ao : méddulo superficie
puntos interiores n’ puntos periféricos
. De Robertis :  Yc: drea celular

Yn: drea nuclear

H
(**) A

n

[



MICROSCOPIO CONTRASTE DE FASE (MCF)

PREPARADOS EN FRESCO, MONTADOS EN "ALBUMINA GLICERINADA AL 50°%

L i

L
M. 1: 8ave. dia M. 2: 15avo. dia
M. 3: 15avo. dia M. 4: 22avo. dia

M. 5: Célula, Nicleo Extenso
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METODOS DE MICROSCOPIA CUANTITATIVOS APLICADOS A SECR.

2. Frecuencia

Las frecuencias de las células exfolia-
das, agrupadas por médulos de super-
ficie, se aproxima a la curva normal.

Media: 24.3 Mediana: 22.55 Modo:
20.32  Sesgo: 0.45 (Normal: 0) Kurto-
sis: 3.94 (Normal: 3.0)

3. Distribucién de los Grupos Celylares
(Cuadro 2)

Los Grupos I, IV y V, menos del 20%,
no influyen mayormente en la relacién
nicleo citoplasmatica (Im). 1l y Il un
poco mas del 80%, entre los percen-
tiles P;y - Py siguen caminos inversos
de distribucién.

En el 11avo. dia del ciclo hay 77.55%
de lll y 14.29% de Il. Es probable que
la ovulacién ocurra entre el 112 y 14¢°
dias del ciclo menstrual.

4. Clasificacion de las células exfolia-
das de la secrecién vaginal normal.

Sirve de base a la clasificacién el valor
numérico de la relacién nicleo citoplas-
(Im). Se consideran tres tipos:
Inmaduras. Transicionales. Maduras.

mdtica

VAGINAL 89

CLASIFICACION

Células Grupos Relacién nucleo
citoplasmética

Inmaduras | 11.53 4= 1.38
1 7.65 & 0.51

Tronsicionales il 3.18 4= 0.22
Maduras v 1.71 4= 0.20
\Y 1.86 = 1.49

5. Variaciones de la relacién ndcleo
citoplasmética {Im) en el ciclo mens-
trual normal {Cuad. 1 Graf. 1)

La variacién de la relacién nicleo cito-
plasmética es peridédica y corresponde a
una parébola con dos mdaximos 4.19 y
8.78 en el sexto y veintiGn dias del ci-
clo y un minimo en el 14avo. dia.

La ecuacién de la curva (Graf. 1), por
su forma, corresponde a la ecuacién
general de crecimiento: y = axb demos-
trada en el crecimiento poblacional vy
otros sistemas bioldgicos (19).

V. DISCUSION

En 1892, O. Hertwig {8) considera la re-
lacién nicleo citoplasmdtica como me-
dida del crecimiento y divisién celula-
lares.

Cuadro 2. Ciclo Menstrual Normal
Grupo méd.
Cel. superf. N° % Ye Yn Im
l -10 112 .70 55071 4~ 78.08 23.37 +~ 0.52 8.32
11 11-20 382 33.07 883.16 13.59 30.58 22.81 7.29
11 21-40 553 47 .88 1673.04 38.59 21 .43 3.18 317
IV 41-60 100 8.66 224514 145.87 10.54 4.16 171
v 61-80 8 0.69 3862.34 169.45 32.46 17.41 1.86
1155 100 1375.02 4= 85.36 1541 4+ 0.56 418 +1.49
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De Robertis (4) emplea la {érmula:
RNC = Yn.100/Yc . Yn
(Yn: 4area nucleor
Yc: Grea citoplasmatica)

Reagan (16) aplica la férmula de De Ro-
bertis-Newinki al estudio de las células
exfoliadas en las lesiones premalignas
y malignas del Utero y encuentra que
la relacidén ndcleo citoplasmdatica guar-
da proporcidn con el grado de malig-
nidad. El Método de Reagan marca una
nueva etapa en la historia de la Cito-
logia Exfoliattiva. Es lo introduccién de
métodos cuantitativos y abre el camino
de nueva e insospechada investigacién
en el estudio de las célulos exfoliadas.

Simplificamos el Método de Reagan. El
calculo de la relacién nicleo citoplas-
matica la hacemos por comparacién de
mdédulos de superficie. Los resultados se
expresan numericomente. No se consi-
deran otras propiedades de las células:
forma, color, tamano, particulares de-
talles estructurales del nicleo y citoplas-
ma. Los resultados a los que llegamos
demuestran la importancia del método
que se sigue.

La relaciéon nécleo citoplasmatica, por
si misma, es una medida de crecimien-
to. Las variaciones de esta relacidn en
el ciclo menstrual normol quedan de-
finidas por un polinomio de segundo
grado (Gréafica 1), que por su for-
ma, corresponde a las ecvaciones del
crecimiento poblacional (19). Analitica-
mente se demuestra que la relacién no-
cleo citoplosmatica es una propiedad
fundomental de las células.

Los valores numéricos de la relacién né-
cleo citoplasmética oscilan entre dos
méximos 4.18 y 6.24 y un minimo de
1.62 gue corresponderia ¢l 14avo. dia

R. GORDILLO DELBOY

de la ovulacidn. Lo oscilacién periddica
de la relocidon nicleo citoplasmética
probaria la existencia del ciclo vaginal
y sexual y revelaria propiedades fun-

dameniales del sistema.

Por (ltimo, la relacién nicleo citoplas-
mética calculada en las células exfolia-
das de procesos que se relacionan mu-
tuamente, como sucede en las neopla-
sias epiteliales del cueilo vutering, es la
medida cuantitativa del cambio o trans-
formacién atipica. Reagan (16) encuen-
tfra:

Displasias: 16 2= 4.6 Corcinoma in situ:
31.9 = 6.8 Carcinoma invasivo: 34.4
=+ 6.8.

En un estudio que hacemos [7) de 2,574
células de un caso probado de carcino-
ma in situ, encontramos:

Células anormales:

Maduras [dis-

pldsicas) 12.2-24.1 (3%)

Transicionales 24.2 -54.2 {7 %)

Inmaduras o

indiferenciadas : 54 - 100 (85%)
Por ¢ltimo, terminamos esta discusién
con algunas observaciones relativas a

la técnica que se emplec.

Microscopio de Contraste de Fase (MCF)

Hasta 1950, el uso del MCF era una ra-
reza (2). Algunos avutores lo recomien-
don en el examen de las secreciones
vaginales (17), (20). El controste celular
es satisfactorio en las células normales
de la secrecién vaginal {M: 1-4); no ocu-
rre lo propio cuando los nuicleos son
extensos, ademds del holo positivo {M:
5). Su uso es limitado.
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Cdmara Licida

La cdmara licida tiene la ventaja sobre
el procedimiento planimétrico de que
puede ser empleada en el trabajo de
rutina y disponer, en todo momento, de
la prueba objetiva de la observacién.
El contaje de los médulos de superficie
es laborioso y demanda tiempo, hasta
que este aspecto de la técnica no se
mejore, el empleo de la cdmara Ucida,
igualmente tiene que ser limitado.

VI. RESUMEN . CONCLUSIONES

1. Se desarrolla un método cuantita-
tivo que aplicamos al estudio de
las células exfoliadas de la secre-
¢tén vaginal durante el ciclo mens-
trual normal.

2. El método se funda y considera que
la relacidn nicleo citoplasmdética,
determinada cuantitativamente es
una propiedad fundamental de la
célula, siempre presente y obser-
vable.

3. El método no es morfoldgico. Ca-
recen de significado la forma, el

tamano, color, particulares deta-
lles estructurales, de las células,
etc. Los resultados se expresan nu-
méricamente y pueden ser verifi-
cados.

4. Lo técnica es simple. Los prepara-

dos se observan en fresco. monta-
dos con albUmina glicerinada al
50%, directamente con el micros-
copio de contraste de fase. La re-
lacidén ndcleo citoplasmdtica se cal-
cula por comparacién de méddulos
de superficie nucleares y citoplas-
maticos.

5. Se demuestra analiticamente que

la relacién nicleo citoplasmética es
una medida de crecimiento y di-
vision celulares y que su variacién
corresponde y define propiedades
fundamentales del ciclo sexual y
vaginal,

6. Se presenta una clasificacién de

las células exfoliadas.

7. Se discuten las limitaciones del

método.

{Siguen cuadros en las siguientes paginas)
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n A

23 11.27
82 40.20
84 41.18

15 7.35
204 100

n %

3 3.70
e 23.46
45 55.56
13 16.05

1 1.23

CITOMORFOMETRIA

Secrecién Vaginal: Ciclo Menstrual Normal

Y = (56.84]) x — (38.59)

6° dia

179
1286
2337

725

302
1340
659
73

21
73
76
12

17

R. GORDILLO DELBOY

&)

b £ Yn Im
403.63 13.13 13.25
852.66 12.00 6.02
1542.70 12.57 3.34
2708.49 6.88 1.68
1222.69 12 4.18
Yc Yn Im
416.13 18.25 14.19
864.60 12.00 5.96
1654.11 8.02 2.84
2842.63 13.70 1.85
4110.73 18.25 1.39
1643.87 10.29 3.00
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CITOMORFOMETRIA
Secrecién Vaginal: Ciclo Menstrual Normal

Y = (56.84) x — (38.59)

8% dia 9? dia

1 3 8.1 24 4 416.13 37.01 20.00
H 12 32.43 191 22 866.30 65.43 13.02
11 17 45.95 531 17 1737.09 18.25 3.31
v 4 10.81 207 4 2902.88 18.25 1.97
\Y 1 2.70 73 1 4110.73 18.25 1.39
37 100 1026 48 1537.58 35.30 4.91
9° DIA

grup.

cel. n % np np' Yc Yn Im

| 2 4.00 16 75.09

[ 11 22.00 168 10 829.36 13.13 6.33
In 24 48.00 742 25 1718.90 20.52 3.49
v 10 20.00 515 7 2888.67 1.20 1.38
v 3 6.00 204 é 3826.53 75.09 3.03

50 100 1645 48 1831.45 15.98 3.00
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CITOMORFOMETRIA
Secrecién Vaginal: Ciclo Menstrual Normal

Y = {56.84) x — (38.59)

10° dia 11? dia

10° DIA
grup. 7
cel. n % np np' Yc Yn Im
i 4 5.48 32 2 416.13 6.67
1l 20 27.50 325 17 885.06 9.72 5.52
1 40 54.79 1155 31 1602.95 575 2.76
v £ 12.23 392 7 2437.36 5.75 1.82
v — — — — — —_ —
73 100 1904 57 1443.80 5.75 3.09
11?2 DIA
grup.
cel. n % np np' Ye Yn im
i 1 2.04 8 416.13
1 7 14,29 123 4 97917
11 38 77.55 1049 19 1530.76 1.84
v 3 612 134 3 2511.82 18.25 2.29
\V] — _ —_ — — — -

49 100 1312 26 1483.59 2.02
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CITOMORFOMETRIA
Secrecién Vaginal: Ciclo Menstrual Normal
Y = (56.84) x — (38.59)

14° dia

95

13* DIA
grup. ) - o
cel. n A np np’ Ye Yn Im
1 1 1.05 8 _:1|6.I3 h
1 30 31.58 485 26 880.51 10.86 5.66
1 51 53.68 1493 42 1625.12 8.02 2.89
v 1 11.58 508 9 2586.28 8.02 1.80
\% 2 2.1 136 2 3826.53 18.25 1.49
95 100 26:;;)7. 79 1534.77 *78.59 3.10 N
147 DIA
o grup.
cel. n % np np' Ye Yn Im
|
1 4 4.00 67
1 67 67.00 2066 37 1693.89
v 28 28.00 1309 19 2618.68 0.04
\% ) 1.00 63 3542.33
100 100 3505 56 1953.65 1.62
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CITOMORFOMETRIA
Secrecién Vaginal: Ciclo Menstrual Normal

Y = (56.84) x — {38.59)

15% dia

17° die

c
O
15° DIA
grup. o N - T - S o
cel. n % np np’ Yz Yn Im
{ 2 2.00 16 1 41613 6.25
0 3 31.00 503 25 883.92 7.45 5.23
1 65 65.00 17.35 34 1478.47 2.00
v 2 2.00 86 3 2405.53 45.67 3.61
\Y
100 100 2340 63 1291.47 3.21 2.77
17° DIA
grup.
cel. n % np np' Ye Yn Im
| 20 25.97 160 41613
1 23 29.87 374 42 885.63 65.43 12.65
i 32 41.56 396 43 1623.98 37.58 4.82
Y% 2 2.60 96 2 2689.73 18.25 2.13
\Y
T 77 100 1566 87 1117.54 25.64 5.88
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CITOMORFOMETRIA
Secrecién Vaginal: Ciclo Menstrual Normal
(56.84) x — (38.59)
207 dia 21° dia
/ f
f \o/ S
2 §\:: \Q O o
Al
0 \\ / \'Cf\ O/I\/ 0 \
— \
% RN \‘”" ’
- Q\\ el ( \0 Ny
20° DIA
grup. - )
cel. n %o np np' Yc Yn Im
| 27 29.03 516 35 1047.62 35.30 7.28
h 54 58.06 1057 57 1073.77 56.66 5.70
11 Y2 12.90 536 23 2500.45 70.54 4.48
v
\%
93 99.99 2109 15 1250.54 31.89 5.77 -
21° DIA
grup. o
cel. n % np np' Yc Yn Im
I 24 25.00 192 24 41613 18.25 14.29
1 45 46.88 650 62 782.18 39.85 10.54
11 24 25.00 667 45 1540.99 68.27 7.23
\Y% 3 3.13 139 2 2594.81 1.46
v
96 100.01 1648 133 937.35 40.42 8.78




98

R. GORDILLO DELBOY

CITOMORFOMETRIA

Secrecién Vaoginal: Ciclo Menstrual Normal

Y =

(56.84) x — (38.59)

22° DIA
grup.
cel. n % np np' p p Ye Yn Ar Im
[ 2 2.00 16 2 8.00 1.00 416.13 18.25 4.59 14,29
I} 44 44.00 637 64 16.75 1.45 785.45 43.83 5.92 naz
1 54 54.00 1462 b4 27.07 1.19 1500.07 29.05 1.97 4.58
I\
v
¥7“100 100 2215 130 22.15 1.3 1220.42 35.30 2.98 6.24
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