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RESUMEN,

Con cobjeto de evaluar los resultados de la microscopia
electrbnica en sus modalidades de barrido (MEB) y transmi--
sibn (MET}, se estudiaron 32 derrames pleurales no neoplisi
cos y 26 neopl&sicos. El nfinero de frotes adecuados para -
el diagnbstico es mayor en los neoplésicos y existe una di-
ferencia significativa con respecto a los no neoplfisicos =

p < 0.001.

La MEB solo permite idontificar cflulas anormales como
posiblemente neopldsicos pero no su estirpe celular., La -~
MET suministra datos precisos acerca de la ultraestructura
celular y confirmé la estirpe diagnbsticada en ML‘en todos

los casos neoplisicos.

Un linfoma mixto no Hodgkin que resulté negativo en ML

se confirmd por ultraestructura.

La ME en general permite un estudio detallado de las -
neoplésias de derrame pleural, y en algunos casos permite

el diagnbstico de la estirpe celular con mayor precisibn.



ABSTRACT

The results of scanning electron microcopy (SEM) and
transmission electron microscopy (TEM) observations were
evaluated in 32 non neoplastic and in 26 malignant pleural
effusions There was. more diagnostic cytologic material
{Slides considered to be adequate) among the neoplastic
than in non neoplastic pleural fluids the statistical

difference was significant p 0.001.

SEM only allows the identification of abnormal cells
as pocsible neoplastic but ne the cell oriegin. TEN gives
precise data on the ultrastructural characteristics of the
cells and confirms the cellular origin diagnosed by light
microscopy. A non Hodgkin lymphoma, negative by LM, was

confirmed by EM.

Electrem microscopy in general, allowed a detailed
study of the neoplasic cells in some cases it is helpful to

make a specific diagnosis.

Koy words: Malignant effusions.
Light microscopy LM, electronic microscopy y ME,
scanning electron microscopy SEM, transmission electron

microscopy TEM.



_El derrame pleural es un evento clfinico frecuente de muy

diversa etiologlfa (2,3,1).

De todos los derrames un elevado porcentaje es consecuen
cia de procesos neopldsicos lowel (1), sefiala que de todos los
derrames del 3B% al 53% pueden tener esta etiologia; dentro -
de este grupo un 42% est& ocasionado por la presencia de un -
tumor primario intratorcico y cerca @el 32t son secundarios
a metastasis de tumores extrator&cicos (4). Las diferencias
observadas en diferentes series pueden deberse a la diversi--
dad en la scleccibn de los casos estudiados., Menos del 4%

es ocasionado por tumores primarios de la pleura, (4).

La mayoria de los autores informa que el carcinoma ----
broncogénico (Ca Br) es la causa mis frecuente de derrame ---
pleural neoplésicoe en el hombre (2,5,6), el Ca de mama lo es
en la mujer y con relativa frecuencia ne es posible determi--

nar el sitio de origen de las metdstasis pleurales (7).

El estudio citopatolfgico del 1fguido pleural por micros
copio de luz (ML) es un método de utilidad bien establecida -
que permite detectar la presencia de c€lulas neoplisicas -~--
cuando se estudian 3 muestras consecutivas neoplisicas en mis
‘del 80% de los casos {8,9,10,11,12), con un {ndice muy bajo -

de falsos positivos 0.5 a 1.5% (12). En el Ca Br, en un ele-
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vado nfimero de casos es también factible determinar el --
tipo histol&gico de las c&lulas presentes en 1figuido =---

pleural (9), lo mismo ocurre en el Ca de mama (7,12).

En algunos casos, el estudio del lfquido por micros-
copfa electrbnica de barrido (MEB) y de transmisibn (MET)
puede ofrecer posiktilidades diagnbsticas adicionzles cn -
casos de duda (14) y permite obtener datos acerca de la -
histogénesis y patogenia de las células observadas =---

(15,16,17), y de su morfclogfa.

En este trabajo se estudi6 un grupo de derranes ----
pleurales de origen neoplésico con el fin de observar las
caracteristicas morfolbgicas de superficie y ultraestruc-
turales de las c€lulas presentes en el derrame pleural, -
que pueden ser dtiles para precisar su tipo histolégico y

* sa naturaleza neoplisica, ya que la ME nperrite ver carac-

teristicas que no son cvidentes por ML.



MATERIAL ¥ METODO.

Se estudiaron 26 derrames neoplésicos confirmados -—

histolbgicamente y 32 no neoplfsicos de etiologia diversa.

Sse descartaron los derrames purulentos y aguellos que

fueran trasudados (menos de 3 o % de proteinas).

En cada caso se practicd un estudio clinico y radiols
gico de tébrax para confirmar la presencia de derrame y es-
tablecer un aiagndstico 4o prosuncidén.  Se determinaren --
tiempos de coagulacién y protombina y se puncionaron solo

aquellos casos con cifras normales.

Se obtuvo una muestra de 20 ml de liquido pleural por
t:oxjacentésis (16) a la ocue se agregd 0.5 ml de heparina -
1000 U, para estudio por examen citopatolbgico directo -~
con la téenica de Papanicolaou y un frote adicignnl que se
tifio con Wrigth-Giemsa. En. todos los.casos el liquido se
centrifuch y el sedimento se utiliz6 en los frotes y para
bloque celular. Se considerd el frote adecuado cuando ~--
existian células visibles en ML e inadecuado cuando no fué

factible encentrar ninguna célula.

Una alicuota del material obtenido se conserv6 en ==~
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glutaraldehido al 2.5% en amortiguador de fosfatos 0.1 M .-

.y PH 7.4 y Be conservd - en refrigeracibn a 4°C -~

para los estudios de ME (18) en cortes finos y semifinos -

para su ulterior estudio por MEB y MET.

Los estudios se practicaron con un microscopio ———
DSM~950 Zeiss para barrido y en un EM-10 Zeiss para trans-
misidén a 60 Kv, Unicamente se estudiarcon en ME, los ==--

especimenes positivos en ML y en cortes semifinos._

Se fotografiaror. los especimenes y se estudiaron co--

rrelativamente las ir&genes de MEB y MET. -

En todos los caseos el microscopista que interpretd --
las imdgenes ignorata el diagnbstico citopatolbgico de ML

y emitio su opinibfn con base en los estudios de MEB y MET.

Cn todos los caszs de derrame neoplésico el diaonbsti

co sc confirmé con biopsia directa del tumor.

cada especimen destinado a MET se postfijo en tetrbxi

do de osmio y 2% buffer de fosfato 0.2 M 1:1 por 2 horas.

Para MEB las muestras se lavaron posteriormente 3 ve--
ces con buffer d'e fostatos 0.1 My ph 7.4 y se deshidrata--
ron con concentraciones crecientos de etanol (50,70,80,90 y -

100%), por 15 minutos cada Vez con centrifugacibn a 1500 =~
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RPM, se resuspendieron a cada carbio de etanol.

Se deshidrataron por punto critico en un aparato --

POLARON E 5000 con bib6xido de carbono.

El especimen se mont6 en un portaespecimen de alumi=-- '
nio con pegamento s8lido conductivo (TEMP-FIX Biorad) y se
recubrieron con orc en un ionizador POLARON a 2.4 Kv por -

7 minutos.

Para MET los especimenes se lavaron con Buffer de --
maleatos incubafidolos en uranilo con maleatos para con----
traste en blogue por 24 horas y se deshidrataron con ceta--—
nol a concentraciones crecientes (70,80,90 y 100%) 15 minu
tos cada vez centrifugando a 1500 RMP por 5 minutos y re--
suspendiendo en cada cambio de etanol. Se trataron des---

‘" pués con etanol 100% en oxido de propileno 1:1 (hasta ---~
6xido de propileno puro) y se preincluycron con ¢l misno -
oxido y resina EPON 3:1 hasta 1:1 por 24 horas cada vez --

hasta EPON puro.

Los botones se incluyeron en cipsulas BEEM por 24 horas
y se cortaron en un ultramicrotamo MT II SORVAL para cortes
semifinos q;ue se tifieron con azul de toluidina para ML y -
cortes finos con contraste de uranilo y citrato ée plomo ~

.para MET,
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uno se informb6 como sospechoso de ser un linfoma de Hodgkin,
8in embargo no fué factible hacer el diagnbstice del tipo -~
histol&gico en MEB. El estudio de MET confirmb en todos los
casos la naturaleza neoplésica{ de las c€lulas y su tipo his-
tolbgico con base en la observacibn de las caracteristicas

ultraestructurales (tablas 4 y 5).

Conjuntamente con las células tumorazles se observaron
otros elementos en MEB y en MET (tabla 6), come eritrocitos,

crenocitos y leucocitos.

Todos: los procesos neoplésices fueron confirmados his--

topatolbgicamente por biopsia directa del tumor.
s

Los procesos no neopl&sicos se confirmaron por métodos
bacteriolégicos en 15 ncumonias y en 8 tuberculosis por pleu
roscopia y examen de las biopsias pleurales. Los casos de
infarto por angicarafia y camaarafia pulmonar y los de hemo-
tHrax por la presencia de derrame herdtico post-traumitico,
2 casos de artritis y uno de lupus por estudio clinico e ---

inmunoléaico.



RESULTADOS

En los 5B liguidos pleurales, 32 fueron no neopl&si--

cos y 26 neoplésicos.

El estudio citopatol6oico por ML fué factible en fro
tes adecvados en B del primer grupo y en 20 del segundo y
coincidi& con los cortes semifinos. Hubo una mayor fre---
cuencia de frotes inadecuados para diagnbstico 24, entre
los no neoplésicos y solo 6 entre los neopl8sicos. Las -~
2

difererncias son sicnificativas entre los dos arupos X° P

0.001.

El valor predictivo para frotes celulares adecuados
fué de 76,9%, la scnsibilidad de 71.4% y la especificidad
de 75% (tablas 1,2,3).

La patolouia quc determind el derrame se anota en las

tablas 2 y 3.

Entre los derrames neoplisicos se observé‘una predo--
minancia (11 casos) de adenocarcinoma; se observaron.3 lin
fomas no Hodgkin cuyo diagnbstico definitiQo fué orientado
por la MEB y la MET.  En el caso de las células neoplisi-
cas el microscopista electrfnico identifict celulas anor--

males posiblemente neopléisicas en MEB, en 26 de los casos,
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Un cago se informb como sospechoso de ser un linfoma de Hodgkdn,
sin embargo no fue factible hacer el diagnéstico del tipo histo-
16gico en MEB. E1 estudio de MET confirmbien:todosilos casos la
naturaleza neoplésica de las c&lulas y su tipo histol6gico con
base en la observacibn de las caractéristicas ultraestructura—--—

les (tablas 4 y S).

Conjuntamente con las cflulas tumorales se observaron ----
otros elementos en MEB y en MET (tabla 6), como eritrocitos, --

crenocitos y leucocitos.

Todos los procesos neopl&sicos fueron confirmados histopa-

toldgicamente por biopsia directa del tumor.

Los procesos no neopldsicos se confirmaron por métodos bac-
teriolégicos en 15 pacientes neumonias y en 8 tuberculosis por -
pleuroscopia y examen de las biopsias pleurales. Los casos de -
infarto por angiografSa y gamagrafia pulmcnér y los hermotbrax --
per la presencia de dérramc hem§tico post~-traumStico, Z casos ae

artritis y uno de lupus por estudio c¢linico e inmunolbgico.
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De modo general se observ6 que cuando el derrame pleural
es5 no neopldsico el 75 & del material obtenido‘para estudio
citopatolbgico puede ser inadecuado para diagn&stico,poéible-
mente porgue la presencia de celulas anormales es escasa, en
contraste con los neoplésicos en donde solo el 23% ¢s inade--
cuado {(13), en este Gltimo caso el Ca Br puede producir de--
rrames por alteraciones linfS&ticas o inflamaciébn (13) sin gue

exista una invasién tumoral en la plcura.

La mayor frecuencia de casos positivos en derrames neo--
pléisicos esti en relacién con la poblacibn de células cancerp

sas que varia-de 50 a 1000 por mm cGhico (9).

En algunas enfermedades con deyrrame cronico como la tu--
berculosis el exceso de linfocitos sugicre c¢l diaonéstico ---
(22), otros elementos celulares como los PMN y los macrofagos

son muy variables (23).

La MEB muestra a las cBlulas sospechosas de ser neoplési
© cas generalmente con forma esférica y superficie rica en mi--
crovellcsidades que pueden adoptar diversas formas en ocasio-

nes la superficie celular esta cubierta de crestas o es casi




completamente lisa. Stoebner y Domagala (14 y 18), han ---
‘descrito con gran precisibn la morfologfa de los macréfagos
Yy las c&lulas mescoteliales y neoplésicas en MEB, me.ncionan-~
do que ;:uando existen vellosidades se plantea la duda acer-
ca de gue se trate de células_mesoteliales o macréfagos =~-
degeneradoé cun microvelllosidades anommales, pues las célu-
las en el liquido pleural est8n expuestas a influencias mi-
croambientales muy diferentes a las de un tumor s6lido, sin
embargo en las neoplasias las c&lulas tienen abundantes --—-
microvellosidades irrcgulares on tanto gue en las células

mesoteliales son rArf uniformes Yy coinciden con forrqaciones

vesiculares., Las macrofagos exhiben crestas y citoplasma -

laminar (18).

Ademfs de las células tumorales la presencia de eritro
citos es pricticamente coﬁstante, clinicamente el 50% de --
los derrames neoplésicos es hemitico (20). Los eritrocitos
pueden tener formas anormales y la eritrofacocitosis por --
macr6fagos gue se ve en algunos casos neoplésicos y se con-
firma en MET, sc obscrva también en derrames bno malignos -~

(24),

La MET permite. determinar el tipo celular basSndose en
las alteraciones de las mitocondrias, organelos y complejos

de unién gue pueden ser variables (14,17,25,26,27).
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En el material examinado parece muy claramente la di~-
ferencia entre el tipo de microvellosidades presentes en
el carcinoma ovirico y otras neoplfsias (fig. 2 y 7). Es
cierto que se debe tener cautela al interpretar estos ha---

llazgos ya gue la conservacibn de las c&lulas y variacio--

.nes técnicas pueden influir en este aspecto, sin embargo ~

el material fué procesado de manera semejante en todas las
muestras examinadas y la diferencia es notable, por lo que
este es un tbpico qgue merece estudio m&s detallado. Asti
como no existe un marcador morfolbgice finico de neoplasias
en microscopin fotSnica tampoco lo hay en microscopia elec
trbnica, el conjunto de datos obtenidos puede resultar de

utilidad para el Glagnéstico.

La presencia de mucina es un indicio de la histggéne-
sis del adenocarcinoma {(14,27) y la morfologia nuclear en
el caso de los linfomas indica el origen linfomatoso de las
células; un grupo importante 73% de los derrames gue ocu---
rren en linfomas y leucemias corresponde a linfomas no ==-
Hodgkin (13) y pueden identificarse por MET diferencianda;—

los de otras entidades patolbgicas (17,25).°

~ Cuando existen c&lulas malignas no clasificadas detec~
tables en ML, las caracteristicas ultraestructurales pueden
definir el ‘tipo celular como en el caso de adenocarcinoma

(29,26,28), en donde inclusive en algunoe casos es posiblé
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1dentificar el sitio érimaxio del tumor con base en las
caracteristicas ultraestructurales de las c&lulas tumo-
rales vgr. ovario, estfémago, carcinoma bronquiclar y --
carcinoma de la mama que tienen organelos diferentes --
(27). €En ocasiones la interpretacibn es m&s dificil ya
gue las células mesoteliales y los macr6fagos se alte--—
ran y adoptan la apariencia de cé&lulas malignas -(14,23).
En los mesoteliomas es factible distinguir por ultraes-
tructura hasta tres tipos de células malignas con micro
vellosidades largas y ramificadas diferentes de las del
adenocarcinoms gue son cortas ¥ sin ramificacioncs  ---
{26,29) y en otros derraﬁes comoc los reumatoides la MET
en combinacifn con técnicas de inmunoperoxidasa permite
eliminar la etiologifa maligna de las c&lulas. Iin barri
do puede sospecharse.que las c&lulas pueden ser un ---

mesotelioma.

En el caso de c&lulas malignas, la MLT suninistre
datos acerca de la ultraestructura de las microvellosé—
dades y QGtexﬂina cuaﬂdo las c&lulas son realmente ---
malignas descubriendo caracteristicas que no se pueden
ver en ML (26). La identificacibn precisa’'y la confir-
macibn de células neoplisicas evita el empleo de proce-
dimientos invasivos y plantea el trstamientb inmediato

del probleﬁa oncolégico. Koss (28),sefiala que el em--

.pleo de la ME para el estudio de las células tumorales
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ha producido avances muy discretos y otros autores han co--
mentado gque la ME " afirma nuestra ignorancila pero con ma=--
yor precisibn”(Stout cit. p.19) pues es poco Gtil para de--
terminar el origen de c&lulas poco diferenciadas.

Hammar (30) precisa gue las caracteristicas ultraestructu--
rales de las cBlulas tumorales pénniten reconocer la estir-
pe celular en casos de CPRE, diagnbsticados errdneamente en

ML.

En los casos presentadns, e¢) estudin ultraestructural
coqfirmé el tire cclular y por lo menof cn un caso hiro el
diagnbstico preciso del linfoma no Hodgkin confirrado por
biopsia pulmonar. En los adenocarcinormas la presencia de
mucina no visible ern ML, la ultrzestructura hace el diagnés,
tico preciso. E1 adenocarcinoma es uno de los tumores mds
frecuentes guec cursan con derrame pleural (12,4) v en esta
serie fué ¢l mis comlin v ¢l estudio con ME confirmd siempre

esta estirne cclular,
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FIGURAS



n
ESTUDIO CITOPATOLOGICA
MICROSCOPIA DE LUZ .
DERRAME PLEURAL =56 .
FROTE CELULAR TIPO DE DERRAME
NEOPLASICO NO NEOPLASICO
ADECUADO * 20 8
13 24
TOTAL 56 26 32

* FROTE CON CELULAS SUSCEPTIBELES DE ESTUDIO
CITOPATOLLGICO.

** I'ROTE ACELULAR.
X2 NEOPLASICO vs. NO NEOPLASICO P 0.001
NOTA: EN TODOS LOS CAS0S EL DIAGROSTICO DE NEOPLASIA SE

CONFIRMO POR BIOPSIA DIRECTA. EN LOS NO NEOPLASI
COs SE COMPROBO POR OTRA METODOLOGIA.




ESTUDIO CITOPATOLOGICO *

DERRAME PLEURAL NO NEOPLASICO
n=32

ETIOLOGIA FROTE ADECUADC FROTE INADECUADO

PARANEUMONICO .4 11
TUBERCULOSIS 3 5
INFARTO PULMONAR 0 E)
HEMOTORAY Q 3
ARTRITIS REUMATOIDE 1 1
LUPUS E D b 0 1

8 24

* ML. MICROSCOPIA DE LUZ.
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ESTUDIO CITOLOGICO *
DERRAME PLEURAL NEOPLASICO

n=26
ETIOLOGIA FROTE ADECUADC FROTE INADECUADO
(TIPO HISTOLOGICO) ** .
ADENOCARCINOMA: 11 2 €
BRONQUIOGENICO 11
OVARIO 1
MAMA 1
EPIDERMOIDE Br 3 1
CELULAS PEQUERAS Br 1 1
ENFERMEDAD DE HODGKIN 1 3
LINFOMA NO HODGKIN: 3 1 0e
MIXTO 1
CELS. PEQUERAS 3
CARCINOMA CELULAS 1 o
CLARAS DE RINON
20 6

* ML, MICRCSCOP1A DE LUZ.
** COMPROBADOS HISTOPATOLOGICAMENTE

°. ADENOCARCINOMA Br’
°® LINFOMA NO HODGKIN MIXTO DE CELULAS GRAKDES Y PEQUERAS



MORFOLOGIA CELULAR EN DERRAME
PLEURAL NEOPLASICO - MEB*

CASOS CON ESTUDIO CITOPATOLOGICO
EN FROTE CELULAR ADECUADO n=20

CELULAS DE ASPECTC NEOPLASICO

TIPO CELULAR ESFERICAS ESFERICAS ESFERICAS
NO VELLOSAS, VELLOSAS CON CRESTAS
1. ADENOCA BR 1 8 -
2. ADENOCA OVARIO - 1 --
3. ADEROCA MAMA - 1 -
4. EPIDERMOIDL BR - 3 -
5. CELS. PEQUERAS BR - 1 -
6. ENF. DE HODGRIN 1 - -
7. LINFOMA NO HODGRIN 2 - 1
8. CA CELS. CLARAS RISON - 1 -
4 15 1

* MEB. MICROSCOPIA LLECTRONICA DE BARRIDO.



OBSERVADAS EN CELULAS NEOPLASICAS DE DERRAME

i
H
i
ALGUNAS CARACTERISTICAS CELULARES RELEVANTES i
|
PLEURAL, MICROSCOPIA ELECTRONICA DE TRANSMISION ;

I. ORGANELOS DENSIDAD Y MITOCONDRIAS ABUNDANTES.
TIPO. CONGLOMERADAS Y ANORMALES.. 3
II. NUCLEO Y NUCLEOLO. FORMA VARIABLES: FUSIFORME, O‘.'};
SEGMENTADO, HENDIDO, SIN f
NUCLEOLO. §
IIX. MUCINA - VESICULAS EN ADENOCARCINOMA.
IV. COMPLEJOS DE UNION. DESKOSOMAS POCO DESARROLLADOS Y
ESCAS53S.
V. VACUOLARS GIGANTES Y PEQUERAS.

VI, MICROVELLOSIDADES FORMA, TAMARO Y DISTRIBUCION.




TIPO DE CELULAS OBSERVADAS
EN DERRAME PLEURAL NEOPLASICO

MEB Y MET

TIFO DE CELULAS PRESENCIA EN MEB Y MET
MACROFAGOS - FRECUENTES
ERITROCITOS ABUNDANTES
POLINORFONUCLEARES VARIABLES
EQOSIKROFILOS RAROS
LINFOCITOS ESCAS0S
CELULAS LINFOIDES ESCASAS
CELULAS MESOTELIALES FRECUENTES
CRONOCITOS ESCAS0S
FIBRINA VARIABLE

MEE. NMICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO.
MET. MICROSCOPIA ELECTRONICA DE TRANSMISION.



Fig. 1

Fig. 2

Carcinoma de ovario. MET. Se aprecia una cé&lula multinu--
cleada con mltiples proyecciones citoplismicas, existen
vesiculas de secrecidn en el citoplasma, los nucleolos --
son prominentes. (X 4750)

Mismo caso de la fig.l MEB. Se aprecian varias células -
noeplisicas entre eritrocitos. Las c&lulas neoplisicas —
tienen la superficie cubierta por abundantes microvellosi
dades muy finas de disposici6n regular. (X 3118) -



Fig. 3

Fig. 4

Linfoma no~Hodgkin mixto. MET. Se aprecia una c€lula mono-
nuclear de nficleo oval y abundante citoplasma sin microve-
llosidades. Este tipo de células resultd muy tipica de --
linfoma no-Hodgkin. (X 13000)

Mismo caso de la fig.3 MEB. Se aprecian varias cé&lulas
cuya superficie. tiene muy escasas microvellosidades de -
aspecto diferente a las observadas en la Fig. 2.

(x 5210)



Fig. 5 Adenocarcinoma bronquiogénico. MET. Se aprecia una cé&lula
con nficleo multilobulade, hay microvellosidades cortas, al
gunas de ellas bifidas. El nucleo es muy prominente. -~--
Existe adherencia con una célula adyacente y complejos de
unibén en las zonas de contacto. {X 4725)

Fig. 6 Mismo caso de la fig. 5 MET. Pueden apreciarse en la su--
perficie algunas vellosidades redondeadas, la presencia de
nlimeros organelos y particulas de glucogeno; en el punto en
que las c€lulas estin en contacto hay comglejos de unibn de
diversos tipos entre los cuales destacan desmosomas.

(X 15000)



Fig.

Fig.

8

7

Mismo caso de las figs. 5 y 6 MEB. La superfice celular
muestra zonas desprovistas de microvellosidades que coin
ciden con otras en las cuales hay vellosidades que varian
de forma y tamafio. (X 8934)

Adenocarcinoma bronquigénico en el cual puede apreciarse
la ultraestructura de un cuerpo de psamoma gue esta consg
tituido por anillos concéntricos.y esta rodeado por ---—
células multinucleadas. (X 5250)



	Portada
	Resumen 
	Texto
	Referencias 



