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Summary Thepresentworks demostrates, through the review of the literature and
the findings from the eleven cases studied, that the study of DNA
content in tumoral cells could be a new and relevant tool to improve
both the precision in the diagnostic and the Knowledge on the
evolution of bladder tumors. It was demostrated That the procedure
Jor DNA analysis is not so difficult, requiring a relatively simple
equipment. Moreover, thereis a greatadvantagein DNA quantitation
-in ils different modalities- on cell samples obtained from the urine.
Such results along with those from biopsy will give a valid prognosis
in order to offer the appropriate treatment for bladder tumors.

Resumen

En este trabajo se demuestra, a través del examen exhaustivo de la
bibliografia consultada y de la experiencia recogida en los once casos que
constituyen nuestra casuistica, que el estudio del ADN de las cédulas
tumorales seria un nuevo e importante aporte a la precisién diagnéstica y
al conocimiento futuro de la evolucién de cada uno de los tumores de veji-
ga en particular. El procedimiento para el estudio del ADN celular no seria
demasiado dificil y s6lo es necesario contar con un equipamiento rela-
tivamente sencillo. A esto se suma la facilidad de poder determinar el
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contenido de ADN -en sus diferentes modalidades- en muestras celulares
obtenidas por simple miccién, que junto con el resultado de la biopsia da
un parametro pronéstico vilido para ofrecer un tratamiento mas adecuado

en los casos particularcs de tumores de vejiga.

Introduccién

La citometria de imagen automatizada en citopatologia ha demostrado
ser un método confiable para establecer los valores morfométricos y
densitométricos de células cancerosas y para la deteccién de cadenas de
ADN después de la hibridizacién in situ, con el fin de realizar un buen
diagnéstico y pronéstico del paciente.

El estudio por citometria permite utilizar material archivado para
analisis retrospectivo con especial referencia al curso de la enfermedad y a
las caracteristicas de ploidia del tumor. Hasta hace poco, en todos los
materiales incrustados en parafina no controlaban las variaciones en fija-
cién, preparacién y tenido como se hace en el material fresco. Es asi que,
aquellas leves desviaciones de la linea madre del tumor y del valor diploi-
deo pueden ser dificiles de detectar. La citometria de imagenes auto-
matizadas hace posible la deteccién de tales células anormales raras.

La cirugia de vejiga es una de las cirugias mas traumaticas ya que las
incisiones para el efecto causan profundo dano en los tejidos, en términos
de disrrupcién muscular, e importante dolor post-operatorio.

La toma de decision para una cirugia de esta envergadura radica en un
buen diagnéstico y prondstico de los pacientes y en la garantia, segin el
grado de ploidia encontrada en biopsias de tejido, o en la citologia de orina
espontanea del material fresco.

Antecedentes historicos y revisiéon bibliografica

C. J. Cornelisse y H. J. Tanke (10) publicaron en 1991 un interesante
resumen del desarrollo histérico de la citometria de flujo y sus aplicaciones
en medicina, y de alli destacamos algunos hechos. El desarrollo del equipo
de citometria de flujo se inici6 en los anos 40 con la construccién de siste-
mas destinados a la cuenta de particulas en suspensién, tales como células
sanguineas.

Un paso fundamental en la instrumentacién del andlisis de citometria
de flujo ha sido la introduccién de microcomputadores para el manejo de
imdgenes y los procedimientos de manipulacién y control. Los citémetros
de flujo han pasado de ser complicados instrumentos de investigacion a
constituirse en instrumentos laboratoriales de facil manejoy de uso creciente.
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l.,a cn.omet_na (ie'ﬂluo se estd empleado en aplicaciones laboratoriales
de importancia clinica

tales como las determinaciones de subpoblaciones

lmfocu:anas 0 los andlisis muestras de citologia e histologia tumorales por el
contenido de ADN.

_ En 1976, C. Lazar y V. Mares (27) publicaron los resultados de estudios
cntgloglcos e histopatolégicos practicados en 42 muestras de tumores
epiteliales de vejiga. Examinaron la correlacién entre el nimero modal de
cromosomas, la frecuencia de estructuras cromosémicas aberrantes y el
grado de malignidad histolégica (anaplasia celular e invasién de la pared
vesical). La tasa proliferativa fue también determinada en los tumores
analizados. En todos los tumores epiteliales estudiados se comprobé que
cuanto mayor era la malignidad del tumor, mayor era el valor modal del ni-
mero de cromosomas, y mayor la frecuencia de anomalfas cromosémicas.
La tasa de proliferacién de tumores poliploides fue significativamente ma-
yor cuando esta se comparé con la de los tumores diploides; la presencia de
una poblacién mitolégica diploide asi como la de alteraciones estructurales
de los cromosomas en un tumor con bajo grado de malignidad demostrado
histol6gicamente puede tener un significado pronéstico.

H. Gustafson y col. (17), para evaluar el valor pronéstico de los estudios
de cuantificacién del ADN, publicaron en 1982 los resultados de un estudio
realizado en 20 pacientes con carcinoma primario in situ de vejiga, por
analisis de ADN por citometria de flujo encontrandose en todos los casos
aneuploidia, es decir patrones anormales del contenido de ADN. Como
una constante, las poblaciones de células aneuploides correspondian a la
region correspondiente a las di-tetraploides, equivalente a un rango de 70
a 92 cromosomas en los niicleos de las células tumorales. En 7 casos mas fue
encontrada una linea celular aneupléidica. La totalidad de estos casos
mostré progresion de la enfermedad en los dos anos subsiguientes. Fue
determinada adicionalmente -por anilisis de ADN por citometria de flujo-
la tasa de proliferacién de los tumores y el nimero relativo de células
aneupléidicas en cada muestra de células tumorales. En los casos d'e evo-
lucién progresiva se encontraron valores elevados para estas dos variables.

En un estudio mas amplio, Gustafson y col. (18) publicaron en 1982 los
resultados sobre doscientos veintinueve pacientes con tumores de vejiga de
grado 1-2, segin la clasificacion de la OMS, todos pertenecientes. a las
categorias Tao T1 (UICC) y quirtirgicamente tratados. 'I‘oc}os los Racnentes
fueron seguidos clinicamente y por andlisis de ADN por cntometr.la de flu-
jo. Los tumores fueron caracterizados segun su perfil del contemd9 ADN;
175 casos mostraban un patrén diploide y 55 mo§tmron aneuplondia_. El
tiempo promedio de seguimiento con dlCl:)f) método fue de 2.6 anos,
durante el cual en 19 pacientes se vio progresion del. tumory 11 fallecieron.
No hubo progresion de los tumores en los 175 pacientes que presentaron

patrones diploides.
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Se encontré que los tumores progresivos se relacior'iaron siempre con
patrones aneuploides, y que el grado de ploidia detcm}mab'a la frecuencia
de la progresion: mientras el 50% de los casos con tri e hipotetraploidia
mostraron progresién, solamente el 10% de los tumores con tetraploidia
fueron progresivos. El grado de ploidia en 33 casos de tumores aneupléi-
dicos recurrentes fue en general constante, y un considerable grado de
consistencia fue encontrado en el nimero de células en fase S expresando
propiedades proliferativas, Esto indica que los tumores duperficiales de
vejiga pueden ser bien caracterizados por sus perfiles de ADN, esto es, el
grado de ploidia y el patrén de proliferacion.

Gustafson y col. (18) examinaron en 1982 los resultados del andlisis de
ADN por citometria de flujo (FCM) de muestras provenientes de veinte
pacientes con carcinoma primario in situ de vejiga. Encontraron aneuploi-
dia en todos los casos. Como una constante la aneuploidia fue hallada en
la zona de tri y tetraploidia, correspondiendo a 70-92 cromosomas en el
niicleo de las células tumorales. En 7 casos se detecto mas de una linea de
células aneupléidicas, y todos ellos mostraron progresion de la enferme-
dad tumoral en 2 anos. Por FCM fue posible determinar la tasa de
proliferacién de los tumores, y el nimero relativo de células aneupléidi-
cas en cada muestra de células tumorales. En los casos progresivos se
encontraron valores elevados para estas dos variables.

Como parte de los trabajos del grupo antes referido, Tribukaity col. (32)
publicaron en 1982 los resultados del diagnéstico practicado sobre mate-
rial celular de 100 casos de tumores vesicales de diagnéstico reciente, que
fueron estudiados por anilisis de ADN por FCM. Se determind, a partir de
histogramas del contenido de ADN, el grado de ploidia y el porcentaje de
células en la fase S para caracterizar el perfil de proliferacion de los
tumores. El resultado fue relacionado con las categorias del tumor y el
grado histopatoléogico de los tumores. Aproximadamente, el 40% de los
tumores T1 mostraron perfiles de ADN aneupléidicos, mientras que en
otras categorias la aneuploidia fue encontrada en casi todas las células. Con
pocas excepciones los tumores de grado 1 fueron encontrados como di-
ploides y tumores de grado 3 como aneuploides. En los tumores de grado
2,2/3 diploides y 1/3 aneuploides. En el grupo de tumores aneupléidicos,
los casos tetrapléidicos mostraron las menores caracteristicas de maligni-
dad, a juzgar por los grados histolégicos y las categorias de los tumores. Los
tumores aneupléidicos no-tetraploidicos aumentaron en malignidad a
medida que se desviaban la de tetraploidia. Segiin los autores, esto puede
explicarse por observaciones de la existencia de correlacién positiva entre
el grado de ploidiay el grado de proliferacién. La proliferacién pasaba de
10% en los tumores tetraploides a20% en aquellos triploidesy pentaploides.

Un avance relevante en esta campo corresponde al grupo liderado por
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HJ. Ta’n.ke (31), quien en 1983 examiné la posibilidad de realizar an4lisis
autqrflatlco de preparaciones citolégicas de vejiga a fin de mejorar la de-
(ec'a(-)n. de malignidad. Este mejoramiento estaba dirigido a lograr mayor
obJeu_wdad, sensibilidad y especificidad en los andlisis. Se estudiaron pre-
paraciones realizadas a partir de células evacuadas espontineamente con
la orina, coloreadas cuantitativamente para detectar ADN y proteinas, y
analizadas mediante un sistema televisivo ¢
(LEYTAS). La clasificacién de las I4minas se basé en la presencia de células
con contenido de ADN aumentado o cromatina oscura. Esas células fueron

detectadas automdaticamente por el sistema LEYTAS y almacenadas en
memoria de imigenes para una evaluacién visual posterior, En el proceso
de evaluacién fueron eliminados autométicamente los artefactos tales
como suciedad, superposicién de niicleos, etc. Las preparaciones que con-
tenfan mas de 0.1% de niicleos anormales fueron automadticamente, cla-
sificadas como positivos (interaccién no humano). Unasegunda clasificacién
fue realizada después de analizar las imagenes en memoria para eliminar
eventualmente artefactos detectados. La primera clasificacién com-
pletamente automatizada resulté con un 33% de falsos positivos y 2% de
falsos negativos, usando como referencia muestras citolégicas con tenido
convencional clasificadas histolégicamente. Sin embargo, después de una
eliminacion visual rdpida de los artefactos de las imagenes de memoria, los
falsos positivos se dedujeron a solo 12%. Estos resultados reforzaron el
concepto de que el andlisis automatizado de muestras de vejiga para de-
tectar malignidad es factible. Mas aiin, dado que el andlisis automatizado
resulta en células objetivamente seleccionadas, la investigacion de dichas
celulas proporcionaria informacion de utilidad pronéstica y terapéutica.

ontrolado por computador

En 1986, Devonec y col. (11) examinaron el contenido de ADN en 72
muestras provenientes de tumores de vejiga, y en 20 muestras de vejigas
sanas empleando citometria de flujo. La reproductibilidad de las medidas
de ADN fue verificada sistematicamente mediante la comparacién con tres
controles: timocitos de ternero, hepatocitos de ratén y una mezcla de
linfocitos humanos y eritrocitos de trucha. Por cada tumor o vejiga normal
se proces6 una muestra conteniendo solamente c-élulas uroteliales, y una
segunda muestra posterior a la adicién de eritrocnto.de truf:ha. En el pri-
mer grupo de pacientes con vejigas sanas el porcentaje de células urotelia-
les con contenido de ADN mayor que GO (2N) fue de 7.8% como pro-
medio. En el segundo grupo de 72 tumores, 2 perfiles de ADN fueron
notoriamente identificados: en el primer grupo 39/72 (55%9 los perfiles
de ADN fueron bimodales (asociacién de un Pif:o d'Pl?‘de conmaun pico
aneuploide). La comparacion de los datos de la citometria de flujo coh los
datos patolégicos, segin la clasificacién de la OMS, demostraron claramen-

te que la presencia de un pico aneuploide caracteriza un incremento en el
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del tumor vy la infiltracién. En los casos de tumores de diferentes
ggggs, 1/16 (G%;, de grado 1, 7/75 (28%) de grado 2,y 25/31 (81%) de
grado 3 mostraron un pico de aneuploidia, asi como 11/44 (25%) de
tamores Ta, 9/14 (64%) de T1,5/6 (83%) de T2y 8/8 (100%) d.e los tu-
mores T3. La demostracién de la presencia de un pico de ar)eup10|dia por
citometria de flujo, particularmente en el grupo d.e PRCISNIEI NS
presentaba tumores Ta Infiltrados (1 1/44 en estas series), Podrfa condu‘m.r
a un seguimiento mas cercano de estos pacientes de alto riesgo o sferia util
para la recomendacién temprana de un tratamiento mas agresivo y no
conservativo.

Con el mismo objetivo de evaluar la capacidad pronéstica de los
procedimientos diagnésticos, P. Albert y col. (1) publicaron en 1988 los
resultados obtenidos a partir de una serie de 41 casos en los que el pro-
néstico reservado del estado T1 (A) de los tumores de vejiga era enfatiza-
do mediante los hallazgos siguientes: 95% de tumores presentaron re-
currencia, 1/3 de ellos presenté problemas terapéuticos a causa de su
naturaleza difusa (15%) o por la progresiéon del tumor (15%), Los autores
manifestaban que el riesgo de permitir que un tumor limitado progrese
hacia un carcinoma extensivamente infiltrado justifica la biisqueda de un
factor pronéstico que permita el reconocimiento temprano de lesiones
mis agresivas. En ese momento ningiin elemento pronéstico podria -en
opinién de los autores- indicar con certeza el curso futuro de un tumor T1.
Todos los datos resultantes de exdmenes histolégicos detallados de las
masas tumorales y de los endotelios adyacentes, obtenidos en la etapa
tempra-na, permitirian hacer una mejor evaluacién del pronéstico. La
bisqueda de antigenos de superficie ABO, el andlisis cromosémico y la
cuantificacion del ADN por citometria de flujo, se proponian en esta
publicacién como herramientas para la evaluaciéon pronéstica.

En 1989, J. Assailly y col. (2) publicaron acerca de los procesadores de
imdgenes y los programas informaticos de aplicaciones especificas que
colocaban ala citometriade barrido al nivel de otras técnicas convencionales
empleadas en el examen laboratorial rutinario, particularmente en ci-
tometria urinaria y cuantificacién de ADN (ploidia). La utilidad de estas
aplicacionesfueilustrada mediante el estudio de extendidos convencionales
de sedimento urinario de 52 pacientes con tumor de vejiga. Los hallazgos
en los extendidos fueron digitalizados, procesados y analizados esta-
disticamente por el analizador de imdgenes Samba, que involucra el analisis
y clasificacién automiticos de los extendidos, de acuerdo con la ploidia.
Con fines de comparacién los resultados fueron comparados con seis
diagnésticos citologicos convencionales para cada extendido. El Programa
Samba clasifica las células en dos categorfas, negativas y positivas. El 100%
de las células fueron correctamente clasificadas con respecto al diagnosti-
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co con\chcional realizado por un citélogo. El grado de malignidad de los
extendidos positivos (clase positiva) asignado por el programa coincidié
con aquc! ‘dado por el cit6logo. Para los extendidos de la clase III, la
comparacién con el diagnéstico de los citélogos permiti6 validar la cla-
sificacion diferencial (negalivo-posilivo) empleando citologia cuantitativa.
Se dcmos.tré que la interpretacién de los histogramas de los dos parime-
tros relacionados con el ADN, grado de ploidia e indice de proliferacién,
proveen (?xcelen te pronéstico en aquellos pacientes que podrian desarrollar
recrudecimiento tumoral, como se observé en los seguimientos.

El acido desoxirribonucleico como parametro clinico
para la busqueda de la malignidad celular

Hay dos tecnologias complementarias que pueden aplicarse a la
determinacion del contenido total de ADN en células aisladas; el andlisis
de imagenes y la citometria de flujo. El objetivo de esta tesis es demostrar
como éstos procedimientos, cuando se efectian sobre una muestra
representativa de una poblacién de células tumorales, pueden ser aplicados
al manejo de una enfermedad neoplasica.

Las células normales del organismo tienen una alta estabilidad genéti-
ca, y dependiendo de su localizacién tisular especifica también poseen
niveles predecibles de proliferacién. En la mayoria de los tejidos el nime-
ro de células en estado de proliferacién es normalmente inferior al 10%
del total de células. Las células normales tienen una disposicion consistente
de sus cromosomas o cariotipo, y en Genética se refiere a ellas como células
euploides. Las células somdticas humanas que no se encuentran en estado
proliferativo poseen dos conjuntos de 23 cromosomas individuales. Esto
corresponde a una cantidad total fija de ADN de aproximadamente 7 pg.
por célula. Hay una gran variedad de terminologia para tales células.
Con relacién al ciclo celular, ellas son células GO en reposo. Ellas también
se denominan diploides, 2C, 2N, o DI=1 sobre la base de su contenido de

ADN.

Las células normales pueden proliferar y replicar su ADN hasta que
todos sus genes se hayan replicado. Cuando esta replicacién se ha comple-
tado el contenido de ADN celular es de aproximadamente 14 pg., y las
células estin en la fase G2 del giclo celular. Estas células se denominan
tetraploides, 4C, 4N o DI=2. Durante la replicacién o sintesis de ADN,
denominada fase S, tienen valores entre la diploic}n’a y la tetraploidia, entre
7pgy 14 pg., 2Cy 4C, 2Ny 4N, DI=1y DI=2. Las c'elulas' q2 progresan pacia
la mitosis o fase M donde la célula «madre» se divide ong‘lnando.d.os células
«hijas» que son réplicas exactas una de la otra y 'de la célula original. Para
las células normales éste es un proceso genético altamente estable. El
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contenido de ADN y la disposicién de los cromosomas son siempre iguales

para las células diploides y las telmploides.
genoma celular,

La oncogénesis se debe principalmente a cambios en el
ndo del grado o

Estos cambios pueden ser pequenos o grandes, dependie : g
nivel de la anormalidad inducida. Mediante las técnicas citogeneticas se
puede identificar una alteracion cromosémica, por translocaciones
balanceadas o desbalanceadas, deleccién o adicién de copias de cromoso-
mas. Estrictamente definida, una célula ancuploide tiene un nimero to-
tal de cromosomas el cual no es un miiltiplo exacto del niimero de cromoso-
mas presentes en una célula aploide normal. Corrientemente, también se
utiliza el término aneuploide para describir células en las que el nimero
proporcional de cada cromosoma es incorrecto, o si los cromosomas son
anormales, ain cuando el nimero de cromosomas presente en la célula sea
un miiltimplo exacto haploide. En adelante emplearemos esta definicién

de aneuploidia.

El pardmetro que consideramos en esta tesis es el contenido celular total
de ADN. La resolucién de los modernos equipos de citometria de flujo e
imédgenes es tal que la diferencia en el contenido total de ADN de una
célula anormal (debido a alteraciones genéticas o cromosémicas) debe ser
mayor que el 2% del contenido total de ADN de una célula normal para
que la célula anormal pueda ser detectada con confiabilidad. Consideran-
do dos posibles anormalidades, una en la cual la célula sufre la deleccién
de un cromosoma y posee una copia extra de otro cromosoma, y otra en la
cual una célula tiene sélo una copia adicional de un cromosoma. En el
primer caso el cambio en el contenido total de ADN es de aproximadamen-
te 0%, y en el segundo aproximadamente 2 a 3%. Estos cambios estin por
debajo o en el limite de los niveles actuales de deteccién, usando andlisis de
imagenes o citometros de flujo. Por lo tanto, podemos concluir claramente
el nivel confiable de deteccion de cantidades anormales de ADN celular
total corresponde a un genoma significativamente alterado. La células que
se detectan como anormales sobre la base de su contenido total de ADN son
a menudo referidas como ADN aneuploide.

Es importante notar que aquellas células no detectadas como anormales
sobre la base del contenido total de ADN celular todavia pueden ser
aneuploides (ellas pueden tener anomalias genéticas o cromosémicas).
Tales células considerando solamente el ADN total, aparecen como aploi-
des y se las denomina ADN euploides.

En general, las células tumorales benignas, tienen un contenido de ADN
y una estabilidad genética similar a la de las células euploides. Cualquier
cambio genético es relativamente pequeno con relacién al contenido total
de ADN para esas células. Si se mide solamente el contenido de ADN o el
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ID por andlisis de imagenes o citomeurfa de fujo, las pequenias variaciones

no son dﬂeClad.as. En este tipo de anlisis las células deben ser considera-
das como cuplondes y las células en reposo G0 como células diploides. Ha
pocas excepciones en las cuales las células de un tumor beni :o mue.stm:
claramente desviaciones en el contenido total de ADN Un g'em lo se en
el 15-20% de los adenomas foliculares de tiroides que.muesgranr:m claro
desvio en la cantidad total de ADN (23), donde las células GO contienen
mds 0 menos un contenido normal de ADN de 7 pg. Estas células GO, que
tienen un ID diferente de 1 son claramente ADN aneuploides. ,

Las células tumorales malignas pueden ser ADN euploides (contenido
aparcntemente normal de ADN) o ADN aneuploides. En forma general
podemos establecer que los tumores ADN euploides tienen mejor pronés-
tico que los tumores ADN aneuploides. Por ejemplo los carcinomas papila-
res en la glandula tiroides (8), que son casi todos ADN cuploides, tienen
buen pronéstico, frente a los carcinomas pulmonares de células pequenas
(34) que son casi todas ADN aneuploides y tienen mal pronéstico. La
ancuploidia de ADN detecta por imagen y citometria de flujo indica
claramente un desorden genético muy desviado. Las células aneuploides
carecen de la estabilidad genéticas de las células euploides. Una vez
establecida la aneuploidia la composicién genética de la célula puede
alterarse varias veces.

El comportamiento clinico de las células malignas parece relacionarse
fuertemente con su nivel de ploidia (3). La aneuploidia de ADN, cuando
se detecta, es un claro indicador de un incremento de malignidad poten-
cial. Aun cuando es detectada en tejidos no neoplasicos se la interpreta
como evidencia de un cambio pre-maligno. En un intento por entender
este fenémeno, se establecié un sistema de experimentaciéon animal en el
Hospital Karolinska de Estocolmo, Suecia. SE indujo aneuploidia de ADN
en perros Beagle por inyeccién de 20-metilcolantreno, que induce la
aparicién de carcinomade células escamosas. En todos los casos la aneuploi-
dia de ADN se manifesté antes de la invasividad. Todos los perros que
tuvieron invasién mostraron previamente aneuploidia de ADN (24). Si la
promocién de la aneuploidia de ADN era detenidzt interrumpier}d? las
inyecciones, los perros que no tenfan invasion revertian lfl a.neup-l'mdla de
ADN en algunos casos (4). En dichos perros no ocurria invasiéon en el
futuro.

r claramente de lo antedicho que la aneuploidia de

ADN no indica necesariamente la condicion de malignidad. Sin embargo,
es una clara indicacién de una perturbacién genética anormal, y esto es
un indicador cierto de un mayor riesgo a desarrollar una enfermedad

neoplasica.

Podemos conclui




30 Henrich Gerhard Neufeld Siemen

La aneuploidia puede ser observada cuando el cambio so.b.rc el Al?N
celular est4 tan perturbado que puede ser detcctaflo por anél'ms cuantita-
tivo de ADN. Esta indicacién de anomalia genética provee informacién
adicional de valor diagnéstico y pronostico cuando se combina con un
andlisis histolégico de buena calidad. Por ejemplo, en el.pronésUCo del
cancer de mama, la ploidfa de ADN cuando se considera junto con el es-
tado de los nédulos linfaticos en el pos-operatorio y el tamano del tumor,
ofrece una posibilidad tinica de defender con prt.tc.isién a pacientes con
pronésticos buenos o malos (14, 15). En el andlisis de una muestra de
estupo, un citélogo puede utilizar la informacién sobre el contenido de
ADN como un parametro diagnéstico adicional. Las células sospechosas de
pertenecer a un carcinoma pulmonar de células pequenas pueden ser
confirmadas como tales si presentan un contenido de ADN aneuploide. El
andlisis de aneuploidia de ADN puede ser de utilidad en situaciones en
que la patologia da indicios claros, o bien cuando se estd ante un diagnésti-
co dudoso y en los que obviamente el estudio sobre el contenido de ADN
debe ser analizado dentro del contexto de la patologia del 6rgano en
cuestiéon. Es importante entonces senalar la informacién que puede
proporcionar el andlisis del contenido de ADN en bisqueda de maligni-
dad, diagnéstico y pronéstico de los tumores de vejiga.

Como se mencioné anteriormente, la aneuploidia de ADN es un indicio
de inestabilidad genética, lo que constituye una informacién importanti-

sima en la busqueda de pacientes con lesiones premalignas en diferentes
situaciones clinicas.

El andlisis de ADN da informacién adicional en el caso de busqueda de
casos de cancer de vejiga por causas ocupacionales en obreros expuestos a
agentes carcinogenos como el naftaleno. Las dolencias de vias urinarias de
caricter maligno que se desarrollan progresivamente en la pared vesical
son en su gran mayoria (95%) de cardcter aneuploide. Es particularmente
interesante destacar que las alteraciones de aneuploidia del ADN a nivel
celular anteceden al desarrollo de las lesiones vesicales malignas.

Por los tanto, el analisis de ADN de material citolégico, proveniente de
lavados vesicales o de orina emitida, es un parimetro muy til para la

deteccion de alteraciones pre-malignas. Este analisis también permite
diferenciar un proceso celular reactivo de otro pre-maligno.

Epidemiologia de los tumores vesicales

El tumor de vejiga ocupa el segundo lugar entre los tumores del sistema
ufogemtal y el primero de las vias urinarias. Causa 3,5% de las muertes por
cancer y la mortalidad general en la poblacién es de 10 x 100.000 habi-
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tantes. En el hombre de mds de 70 aios de edad es de 120 x 100.000 yla
relacién ente hombre y mujer es de 3:1 (29). En los paises industrializa-
dos existe una marcada tendencia al aumento en el sexo femenino.

Los tumores de vejiga generalmente son locoregionales y multicén-
tricos con gran tendencia a la recidiva. Fl compromiso ganglionar aparece
mas tarde pero nunca hay que esperar para detectar ganglios invadidos,
sino proceder a la extirpacién locoregional del tumor segun los principios
de Halstadt, porque sabemos que al existir una invasién ganglionar empeo-
ra el pronéstico final, sea cual fuere el tratamiento empleado. A pesar de
todo esto el verdadero pronéstico va a estar dado en gran parte por las
caracteristicas celulares de la malignidad de cada uno de los tumores.
Histopatologicamente el tumor de vejiga puede clasificarse en:

1. Carcinoma urotelial (o de células transicionales).
2. Carcinoma de células escamosas (células planas).
3. Adenocarcinoma (uracus) y otros carcinomas indiferenciados.
4. Tumores mesenquimales.
5. Tumores secundarios:
A. Infiltracién por tumores extraurinarios (préstata e intestino

grueso, utero, ovarios, etc.
B. Metastasis (estomago, mama, bronquios).

La localizacion mas frecuente del tumor de células epiteliales es el
trigono, paredes laterales y paredes posteriores, 30% cerca del meato
uretral, y pueden ser solitarios o multifocales.

Clasificaciéon de los tumores de vejiga

Segiin Hohenfellner y Zingg (20) los tumores vesicales se agrupan asi:

UROTELIALES 95%
Gl 44.2% bien diferenciados
G9-G3 30.2% medianamente diferenciados
G4 20.6% mal o no diferenciados

CELULASPLANAS 1.7%
ADENOCARCINOMA 0.3%
NOEPITELIALES 3.0%

Grado de diferenciacion de los tumores de vejiga

Segin su grado de diferenciacion los tumores se clasifican (29):
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1. Papiloma de células transicionales. No presenta ninguna atipia
celular ni mitosis. No hay méas de 6 capas celulares las cuales

descansan sobre tejido conectivo.

9. Carcinoma de células transaccionales (uroteliales). El grado de
diferenciacién resulta de la atipia celular, nimero de mitosis y la
estructura del crecimiento papilomatoso.

G1: Tumor de células transicionales con simple base pediculada y
crecimiento exofitico, 25% células tumorales poco dife-
renciadas, con poca atipia celular u mitosis.

G2: Es frecuentemente sésil y de base ancha, presenta mas de 6
capas celulares del estroma. Mds del 50% de las células son
tumorales. Las atipias celulares son superiores a los del Gl.

G3 y G4: Generalmente ulcerado y sésil con abundantes células
atipicas, mitosis en un 75% y no diferenciadas con criterio ci-
tolégico de gran malignidad. No hay mas estructuras pa-
pilomatosas ni células gigantes y hay necrosis en el tejido -
moral. Presenta siempre infiltracion de la lamina propia.

3. Carcinomas in situ que pueden presentar las caracteristicas de cual-
quier grupo (Gl, G2, G3 y G4) (29).

Etiologia

Ludwig Rehn, en 1895 cit6 la relacion entre tumores de células tran-
sicionales de vejiga y la exposicién al colorante anilina, de ahf quedé abier-
ta la discusion de carcinégenos de origen endégeno y exégeno. (20)

Probables carcinégenos exégenos:

1. Industriales: Aminas aromaticas como 2-naftilamina, bendicina, B-
naftilamina, 4-amino.bifenilo, 4-nitrobifenilo, utilizadas en las indus-
trias textiles, de cuerosy latex, las cuales pueden provocar del 5 al 10%
de los tumores vesicales. La proporcién del riesgo varfa segun el
tiempo de exposicién, dosis ingerida, capacidad metabélica del uro-
telio, susceptibilidad y resistencia a la transformacién neoplasica (13,
19). Segiin Hohenfellner (29), el tiempo de exposicién a estos agen-

tes para que se produzca la transformacién maligna varfa de 2 a 45
anos.

2. Tabaco: La primera observacién del mayor riesgo a presentar cancer
de vejiga en los fumadores fue reportada en el afiio 1950 por Lilienfeld,
y estudios mas recientes han confirmado esta observacién (9). En los
fumadores se presentan de 2 a 5 veces mis frecuentes.
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3. Derivados de.la fenacetina: Esta familia de compuestos empleados
como analgésicos y antipiréticos desde 1887, se asocié a cancer de

pelvis renal cuando eran consumidos en altas dosis, de 5 a 15 Kg. en
10 anos (9).

4. Edulcorantes artificiales: Aunque los estudios realizados en anima-
les demostraron que la sacarina y el ciclamato podian inducir la

aparicion de tumores vesicales, no se ha demostrado riesgo en la
poblacién general (21).

5. Citostaticos: Aunque se ha citado a ciertas drogas citostiticas como
ciclofosfamida y clorpromacina como potenciales causantes de tu-
mores vesicales, esta asociacién no es demostrable, ya que se vio que
los pacientes que recibieron ciclofosfamida y presentaron la patolo-
gia tumoral habia sido previamente tratados con otros quimioters-
picos o radioterapia (19). La ciclofosfamida al ser administrada pro-
duce en 24 horas una neurosis seguida de ripida generacién e hi-
perplasialo que podriaexplicar laaparicién de tumores por exposicién
reiterada (16, 26).

6. Café: Aunque se estableci6é una asociacién entre el consumo de café
y el cancer vesical, ésta no es concluyente por la dificultad en discer-
nir el riesgo actual dado el consumo frecuente de café o porque el
riesgo es tan bajo que no permite ser detectado epidemiolégicamen-
te (28).

Probables carcégenos endégenos:

1. Irritacion crénicas e infeccion: Se ha observado la aparicién de cancer
de células transicionales y pavimentoso en pacientes con vejiga
neurogénica, sondas permanentes o con infecciones crénicas (6, 25)

2. Esquistosomiasis: Se observa una alta prevalencia de cancer de ve-
jiga en regiones donde es frecuente la infeccion por Schistosoma. El
70% de dichos casos son a células escamosas y el resto es del tipo a
células transicionales. Se cree que puede llevar a la hiperplasia y
metaplasia anormal generando el foco carcinogénico inicial (5).

3. Metabolismo del tript6fano: Se observé una tasa inusual de excresién
de metabolitos del triptéfano en pacientes con cincer vesical (12),
pero se considera que los metabolitos del triptéfano en su conjunto
podrian ser carcinégenos incompletos que requieren la influencia
coordinada de uno ovarios factores para causar el cancer vesical (7).

Patologia y tratamiento

Los conocimientos actuales sobre la clasificacién y tratamiento de los
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tumores vesicales superficiales se resumen €n el Cuadro 1.

Cuadro N* 1

Esquema de clasificacién y (ratamiento de los tumores superficiales

o /i Traamcnio
Clasficacda Euadio
e ] Tumoral
M MBE Twmor prmano Tumor recudn anic
G
¢ T Sin calificacon - -
primario :
p .Tr. N.(‘h:n::' m te % RTU + quussotcrages local o Var T,
) " ) PG + comrol cokdgien
' «
g o Carcainoma na infilirado 1,6, RTU + conrsl . .;‘:i-‘
b > | modeaiate
a RTU ¢ BCO
m T.G,, RTU + quumsoscragea + bser m~.m__..,
‘% T Infillran lanuaa propa o teido 1.0, RTU ¢ ldser + quemsoscrap O —
’) ub-cprichal umco P alslega
pasiopcy lecgs dc 1
muees Camsbnar
- .
maluple Lascr + quumsoicrapea * Rodn 3 empraa.
cuologia cxfolatna cads 4 cushoga posen 2
wmanas P cme <5 s
Criccronms Cadcal

G: grasa perivesical

M: misculo vesical

MB: memebrara basal vesical
E: epitelio

T: tumor

R

Materiales y Métodos

Casuistica

Para este trabajo de Tesis fueron seleccionados once pacientes del sexo
masculino quienes habian sido sometidos a cistoprostatovesicolectomia
con derivacién de la orina, por un tumor superficial polifocal del tipo
T1 NO MO, en el periodo comprendido entre los anos 1982 y 1988 en el
departamento de urologia de la Clinica Evangelisches Johannes Kran-
kenhaus, Bilefeld, Republica Federal de Alemania.

Los tumores presentaban grados de diferenciacion G2 y G3, determina-
dos a partir de preparados provenientes de fragmentos de la vejiga ex-
tirpada. Todos los pacientes fueron sometidos previamente a biopsia
transuretral del tumor, asi como a todos los métodos de estadificacion
posible como la tomografia axial computarizada (TAC), centellografia
6sea, radiografia de térax, ecografia, y exploracién con extirpacion gan-
glionar durante el acto quinirgico.

En todos los casos se trataba de un umor polifocal muy extenso que
abarcaba todos los cuadrantes de la vejiga, pero sin comprometer la lamina
propia en ninguno de los casos. Tampoco se detectaron metdstasis €n
ganglios linfaticos a distancia.
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Los tumores fueron clasificados de acuerdo con los criterios de la Unién
Internationale Contre le Cancer (UICC) segiin el sistema TNM (33), resul-
tando ser del tipo T1 que significa tumor superficial transicional de la ve-
Jjiga sin infiltracién de la lamina propia. La estadificacién N fue determi-
nada después de extirpar los ganglios de la pelvis, la cadena obturatoria y
las cadenas ilfacas externa e interna, y en caso de sospecha clinica, también
los pre-aérticos. En el Cuadro 2 se consignan la identificacién de los casos
por nimero de limina y cédigo de bloque en forma correlativa.

Cuadro N* 2
Identificacién de bloques y liminas estudiadas

Cédigo de bloque/ano Namero de lamina

20960/85
3446/87
7069/88
1682/85

103407/87
6446/88

12689/89

17937/86

18889/83
11270/88

18037/88

_—O O 00 J O Ot v VO N
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Métodos
1. Anilisis citologico

El procedimiento que a continuacion se menciona fue el ya descrito por
Tanke y Van Ingen en 1980 (30).

2. Seleccién del material

A partir de bloques de material tumoral fijados en formol e incluidos en
parafina se localizaron por el patélogo las porciones mas ricas en células
tumorales del alto grado de diferenciacion y maxima infiltracién. De cada
bloque se cortaron secciones gruesas (50 pm de espesor),unavez confirmada
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mas secciones. Los cortes se conservaron

1cia del tumor en las il _ it 2
e su posterior andlisis citolégico. 4

en frascos de vidrio tapados, para

3. Preparacion del material para estudio citologico

Cada seccién de 50 pm de espesorse desparafiné con'xilol y se rehidraté
por pasaje en soluciones de etanol de riqueza decreciente, desde 100%
hasta solucién salina tamponnda de fosfatos (PBS).

Cada seccién rehidratada se traté con una solucién de pronasa al 0.05%
durante 30 minutos. La suspension resultante se pasé.a. través d.c ij&
ringa y la reaccién se detuvo pol lavado con PBS y se afhcnoné poheulcn;li-
col para obtener una suspension final de células, medida su covcenmén
en un densitémetro y dilufda hasta alcanzar 20.000 cé€lulas epiteliales por
mililitro, posteriormente se depositaron en laminas de vidrio mediante una
técnica de centrifugacién especial tipo «bucket».

Las l4minas secadas al aire pueden ser guardadas en refrigerador hasta
el momento de la coloracién. Las liminas deben ser fijadas en etanol antes
de su coloracién.

4. Centrifugacién

Una vez que se dispone del material celular en suspension, ya centracion
adecuada -determinada por turbidimetria- se lo sedimenta mediante
centrifugacién a 1500 rpm durante 10 minutos. Para tal fin se empleé una
centrifuga de mesa provista de un cabezal especial con citocimara (Foto 1),
portaobjetos y anillo sellador.

Esquema de1a citocimara
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5. Coloracién para estudio citométrico

. Para el cstu.dio citométrico se realizé la coloracién de Feulgen. Luego de
fijadas la secciones, éstas fueron hidrolizadas con acido hidroclérico 5N a
28 grados centigrados y por perfodos que variaban entre 0 a 64 minutos.

La hidrdlisis fue detenida con PBS por 5 minutos seguidos por un en-
Juague de agua destilada. Luego las muestras fueron coloreadas con pa-
ra-rosanilina-SO2 usando una solucién de acriflavina-SO2 4mM adquiri-
da de Chroma y acido clorhidrico 0.15N y 45 mM, por 15 minutos, las
laminas fueron enjugadas con agua destilada por 10 minutos, con PBS por
5 minutos y dos veces con agua destilada por 5 minutos cada vez, finalmen-
te se realiz6 la deshidratacién conetanol al 96%,etanol al 100% (dos veces)
y con xileno por dos veces, 5 minutos cada uno.

6. Seleccion de las células y medicién del ADN:

La seleccién de células sobre portaobjetos de microscopio y la medi-
cion posterior del ADN de células seleccionadas se lleva a cabo con el
Leyden Televisién Analysis System (LEYTAS II).

Este consiste en un microscopio automatizado, desarrollado re-
cientemente (Autoplan, Leitz), una Modular Image Analysis Computer
(MIAC, Leitz) y un procesador de coloraciones grises de 8-bit para el
almacenado de objetos. Con este sistema puede ser variada la seleccién
celular automatizada basada en intensidad y tamano de los niicleos.

Esto quiere decir que, ademds de un histograma de ADN basado en una
seleccion de células al azar (Foto 2), puede obtenerse un segundo his-
tograma, en el cual s6lo estin representados los niicleos de intensidad y
tamano mas elevado, unidos a un contenido mas elevado de ADN. La
seleccion de tales células se logra examinando la imagen con una com-
binacion de coloraciones grises y por tamanos, llamada transformacién «top
hat».

Imégenesdel monitor mostrando las células seleccionadasal azar
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La aplicacién de este algoritmo da por resulmdol La cAlgnlen:ﬁén (.jc la
mayor parte de los niicleos con un contenido normal de - . Los objetos
que pasan la transformacién «top hat» son sujetos a diferentes proce.
dimientos de rechazo de artefactos basat!os en el contraste y forma (es-
queletonizacién) y por iltimo a rasgos derivados de pardametros de energia

plegada.

Los objetos no eliminados son :ll'ChiV.ﬂdOS en 'la .mcrr.loria' de colt.)racio.
nes grises de 8bit. Esta opcién permite la chmlr}aaén Interactiva de
artefactos (nicleos no sencillos), que han sido seleccionados a pesar de las
rutinas de rechazo de artefactos aplicadas. Una rutina de rechazo se rea-
liza mediante el contorneado automatico de los niicleos. Si en este proce-
so se percibe una irregularidad la célula es eliminada de la cuenta.

Debida al almacenaje de las coordenadas de los objetos seleccionados
durante el screening, puede hacerse una verificacion adicional sin el mi
croscopio, después de la reubicacién. Esto asegura que el historama del
ADN consista exclusivamente de células sencillas y no estd contaminado
con artefactos tales como dobletes, tripletes, suciedad, etc. Las absorcio-
nes, que son medidas de las imédgenes archivadas, son convertidas en
unidades C sobre la base de valores obtenidos de células normales presen-
tes en el tejido.

Cada histograma representa alrededor de 300 células. La duracién de
medicion celular de cada histograma por la computadora oscilé entre 30y

35 minutos. Para cada medicién se usaron células epiteliales normales
como referencia.

Estudios retrospectivos de preparados histolégicos, incluidos en parafi-
na de tumores superficiales multifocales de vejiga, fueron estudiados
partiendo de las observaciones de pacientes con idéntico grado de
diferenciacion y que recibieron el mismo tratamiento. Estos pacientes
presentaron tumores que tenian una evolucién posterior a la interven-
cién, muy diferentes y con prondstico bastante desalentadores. Ademas
sabiendo que cuanto mas baja la diferenciacién del tumor (grado de
diferenciacién G2, G3) y cuando los pacientes eran tratados con los
procedimientos en boga en la €poca de la intervencién (recesién de |
tumor por via abierta o transuretral, quimioterapia y BCG intracavitaria,
etc.) estos arrojaban un porcentaje de tumores que hacia recidivas mas

fr}ecueqtes y progresivos infiltrantes, lo cual nos obligaba a realizar la ciru-
gia redical con un pronéstico pobre.

Pf)r lo anteriormente expresado y por las recomendaciones en los foros
de discusién académica, las cirugias mas tempranas en estos casos podrian

mejorar el pronéstico en este tipo de tumores superficiales, con la inten-
cion de llevar a la curacién total de] paciente
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Ante la necesidad de buscar nuevos factores pronésticos se decidié
realizar estudios retrospectivos de cuantificacién de acido desoxirribo-
nucleico (ADN) en 11 pacientes. A pesar de que la muestra estudiada
podria ser considerada muy limitada, el exhaustivo tratamiento a que
fueron sometidas las piezas de tejido tumoral, por los patélogos, inclusive
hasta un centenar de cortes, ha garantizado el andlisis de los diagramas
que a continuacion seran presentados y cuyo resultado de obtencién y
conversion a nivel citolégico fue del 100% para los 11 casos.

Resultados

Para realizar el andlisis de los histogramas es necesario puntualizar que
un histograma normal presenta una concentracién maxima en la curva en
la region diploide designada como 2C.

Todas las células contadas que caigan a la derecha del histograma, a
partir de la concentracién 2C, son consideradas anormales (3C, 4C, 5C y
mas). Una cé€lula aneuploide 5C es considerada muy anormal para tumo-
res superficiales de vejiga, no por ello puede inferirse, que la malignidad
del tumor vaya asociada al aumento progresivo de la ploidia.

Cuadro N*® 3
Coémputo de células aneuploides en cada histograma realizado

Muestra ADN > 5C Grado de malignidad*
1 276 1
2 104 2
3 35 9
4 95 3
5 23 10
6 68 7
7 59 8
8 10 11
9 77 6

10 84 5
11 94 4

*1: relativamente alto, 11: relativamente bajo.
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Citometria ) :
A continuacién se muestran los histogramas de los diferentes bloques de

parafina estudiados para cada paciente. La'computadom mide el mimerq
de células que presentan diferentes cpntcmdos de.ADN. por lo que puede
observarse la concentracién de los mismos en el histograma, el cual mues.
tra en la abcisa el contenido de ADN y en la ordenada el porcentaje de
células observadas, Ademds, se muestran los datos referentes a los artefac.
tos observados asi como el niimero de células seleccionadas por la compu-
tadora. El mimero de campos observados siempre parte de 400, mientras
que el tiempo de lectura puede oscilar entre 30 y 35 m!nutos por bloque.
Los tumores fueron clasificados por la frecuencia de células con conteni-
do de ADN mayor que 5C, corregido por el nimero total de campos
analizados.

Caso 1. En este caso se midieron 420 células, de las cuales fueron me-
didas 369 células con precision, y 51 fueron rechazadas como artefactos,
La mayor concentracién de ADN fue del tipo tetraploide, con un niimero
de 276 células con contenido de ADN relativamente alto, mas de 5c¢, que
ubica al tejido en un grado de malignidad de 1 con respecto a los 11 casos
estudiados (Ver figura 1).

Caso 2. Doscientos ochenta y cinco células fueron medidas en esta
oportunidad, de las cuales se midieron con precision 259 y rechazadas
como artefactos un total de 26. El histograma muestra una concentra-
cién de ADN del tipo tetraploide, con un niimero de 104 células con mas
de 5¢, que lo ubica en un grado 2 de malignidad (Ver figura 2).

Caso 3. En este bloque se observaron un total de 271 células, midiendo
259 con precisién y descartando unas 12. El histograma muestra dos picos
de concentracién de contenido de ADN, de los tipos tetraploides y con un
contenido mayor de 5c, que lo ubica con el grado 9 de malignidad entre
todos los pacientes estudiados, con un nimero de 35 células(Ver figura 3).

Caso 4. En este caso fueron observadas 353 objetos de las cuales se
consideran 300 células medidas con precision y con 53 rechazos. La con-
centraciéon de contenido de ADN se presenta del tipo tetraploide. La
cantidad de células mayores de 5c alcanzaron un total de 95, lo cual lo ubica

en el grado de malignidad de 3 en la escala de los casos estudiados (Ver
figura 4).

Caso 5. Se procesaron en este caso un total de 328 células, seleccionan-
dose con Rrecisién 302 y rechazindose 26. Fl histograma presenta una
conc’enu*acu’)n de contenido de ADN para el tipo tetraploide, mientras que
el nimero de células que mayores de 5c correspondieron a 23, ubicando

al tejido en un grado de malignidad de 10 cientes
(Ver figura 5). g en la escala de once pa tE
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Caso 6. La seleccion de células para este bloque conté 389 células, de las
cuales 332 fueron seleccionadas y 57 rechazadas. Existe una concentra-
cion de contenido de ADN en la zona tetraploide, seguida de una con-
centracion de células normales. En la zona referida a células mayores de

5¢, se midieron sélo 68 células, lo cual ubica al bloque en un grado de
malignidad 7 (Ver figura 6).

Caso 7. En un total de 384 objetos ubicados por la computadora, 337
correspondieron a células medidas con precisién y 47 fueron rechazados
por artefactos. En el histograma pueden observarse tres picos de con-
centracion de ADN bien definidos. La mayor concentracion es observada
en la zona tetraploide, siendo medidas en la zona de células mayor de 5c

un total de 59 células, con un grado de malignidad segiin el esquema
planteado de 8. (ver figura 7)

Caso 8. Trescientas veinticinco células fueron contadas en este bloque,
medidas con precisién se consideraron 293 y 32 rechazos. El histograma
presenta un elevado pico en la zona de tetraploides, seguidos en cantidad
por pico en la zona de células sanas. S6lo 10 células fueron medidas en la

zona mayor de 5¢, lo que ubica al tejido con un grado de malignidad en la
escala 11 (Ver figura 8).

Caso 9. En este caso el niimero de células contadas por la computadora
alcanzo 363,d e las cuales fueron precisamente medidas, 317, con 46 re-
chazos por artefactos en la muestra. El histograma presenta un franco
pico de concentracién de contenido de ADN en la zona tetraploide, con
un nimero de 77 células que presentaron concentraciones mayores a 5c.
El grado de malignidad del caso estudiado correspondié a 6 (Ver figura
) )

Caso 10. Trescientos cuatro c€lulas fueron contadas en este bloque,
midiendo con precisién para el estudio un total de 169, sélo 35 casos de
rechazo fueron observados. El histograma que present6 el bloque medido,
se presenta con una concentracion de contenido de ADN en la zona
tetraploide, escaso niimero de cé€lulas normas y 84 células que lo ubica en
el lugar 5 de malignidad (Ver figura 10).

Caso 11. En esta caso fueron contadas 167 células, 310 medidas en forma
precisa y un rechazo por presentar artefactos de 57 células. El histograma
se encuentra francamente concentrado en la zona tetraploide, con una
predominancia de alrededor del 20% de células sanas, no obstante, 94
células presentaron una concentracion de esta pieza en el cuarto lugar

(Ver figura 11).
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Fig. 1: Histograma de distribucién del ADN en las células del caso 1
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Fig. 2: Histograma de distribucién del ADN en las células del caso 2
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Fig. 3: Histograma de distribucién del ADN en las células del caso 3
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Fig. 4: Histograma de distribucién del ADN en las células del caso4
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Fig. 5: Histograma de distribucién del ADN en las células del caso 5
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Fig. 6: Histograma de distribucién del ADN en las células del caso 6
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Fig. 7: Histograma de distribucién del ADN en las células del caso 7
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Fig. 8: Histograma de distribucién del ADN en las células del caso 8
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ADN (C)

Fig. 9:

Histograma de distribucién del ADN en las células del caso 9
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Fig. 10:

Histograma de distribucién del ADN en las células del caso 10
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ADN (C)

Fig. 11: Histograma de distribucién del ADN en las células del caso 11

Discusion

Los parametros morfolégicos son en general suficientes con vistas a ob-
tener informacién diagnéstica confiable con relacién a lesiones preneo-
plasticas o neoplasticas. Sin embargo, algunas imagenes citolégica e his-
topatolégicas pueden resultar dificiles y hasta imposible de ser juzgadas
conclusivamente. Esto puede resultar en un retraso en el diagnéstico y por
lo tanto en las decisiones terapeiiticas. En tales situaciones el analisis del
contenido de ADN tiene un valor decisivo en varias situaciones que se
acompanan de alteracién celular maligna o pre-maligna. El desorden ge-
nético reflejado en un analisis del contenido de ADN, por ejemplo en ca-
sos de extendido cervical, esputo, orina o levados vesicales, ha probado ser
de vital importancia y permitiendo por lo general discriminar entre una
alteracién celular inespecifica y lesiones malignas o pre-malignas. También
es cierto que se puede diferenciar una [.):’mcr'eatit.is de una neoplasia
pancreitica con material extraido por pu nc:op blo’ps!a con agu__]a’ﬂn.a, una
técnica que cada vez se emplea més en el diagnostico prequirurgico de

lesiones pancreéticas.

teriores, los patrones de ADN aneuploides son
lteraciones celulares malignas o pre-malignas.
acientes con lesiones malignas esta ge-
icos y morfolégicos. Morfolégicamente

En todos los ejemplos an
indicadores verdaderos de a
El pronéstico que se asigna a los p
neralmente basado en criterios clin
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los tumores son clasificados en grados; bien, m<?derad<? O €scasamente
diferenciado. En general, los tumores glmmer}w diferenciados son menos
malignos que aquellos escasamente dlfercnaafios. Al menos para cierto
tipo de tumores, las caracteristicas morfolégicas han probado no ser
indicadores confiables para el pronéstico. Esto no es sorpf'ende“[e’ ya que
dichas caracteristicas no pueden ser ficilmente detcrmmadaf en forma
objetiva y cuantificable. Mds atin, muchos mr’nc_)res son m?rfologlc'amentc
heterogéneos, lo que hace al andlisis morfol6gico aun mas comphcadt.). Y
aiin mas importante resulta el hecho que muchas dc. las caractcrfs.ucas
morfolégicas expresas por un tumor no estin necesariamente rclaC}ona-
das con las propiedades biolégicas que determinan el comportamiento
maligno de un tumor. Una evaluacion pronéstica exacta de la agresividad
esperada para un tumor en cada caso individual resultaria en el es-
tablecimiento de una nueva base para una terapia tumoral 6ptima y mas in-
dividualizada. El nimero de tumores malignos de bajo grado que ac-
tualmente reciben tratamiento excesivo se reduciria. También seria posi-
ble seleccionar pacientes para nuevos esquemas terapéuticos, es decir
para aquellos en los que los procedimientos actuales resultan insuficien-
tes o ineficaces. Por lo tanto, es obvio que la determinacién del grado de
malignidad de un tumor es un problema importante de diagnéstico.

La informacién pronéstica asequible a través del analisis del ADN nu-
clear tiene que ser considerada con los antecedentes descritos anterior-
mente. Basindose en numerosos y cuidadosos estudios realizados con pa-
cientes seguidos durante largos periodos, se ha podido establecer que el
analisis del ADN puede suministrar informacién pronéstica mas comple-
ta y por encima de la obtenible mediante los pardmetros clinicos y mor-
folégicos convencionales en tumores como los de mama, prostata, tiroides,
ovarios, itero y esqueleto. Las medidas del ADN permiten clasificar la ma-
lignidad tumoral en dos grupos: los tumores de ADN euploide que con-
tienen cantidades euploides (diploide o tetraploide) de ADN indicativas
de que no hay o que son minimas las modificaciones cariotipicas, y los
tumores con ADN aneuploide que claramente poseen un contenido
anormal de ADN indicativo de un alto grado de anormalidad cariotipica e
inestabilidad genémica. El anilisis del comportamiento de la malignidad
(curso clinico) de estos dos tipos de tumores en largos estudios retrospec-
tivos ha demostrado que los tumores con ADN aneuploide generalmente
progresan rapidamente y que la muerte de los pacientes ocurre a los pocos
anos, mientras que los tumores con ADN euploide progresan mds lenta-
mente y con frecuencia transcurren décadas antes del deceso del pacien-
te. También se ha encontrado que los tumores con ADN euploide son mas
estables en el sentido de que raramente evoluciona hacia tumores de ADN
aneuploide. Debe senalarse que aquellos pacientes con enfermedades
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malignas con ADN aneuploide, especialmente cuando se acompanan de
estados clinicos bajos, pueden ser curados y que el curso clinico de estos
pacientes no refleja la malignidad potencial del tumor. Por ejemplo, esto
se¢ ha observado en lesiones malignas de mama con tumores pequenos
(<10 mm) sin comprometimiento linfatico pos-operatorio comprobado.
También debe senalarse que el anélisis del ADN puede, en el mejor de los
casos, determinar la malignidad potencial de un tumor en un caso concre-
to, y que la depresién del sistema inmunitario (como la observada en
enfermos de SIDA o en pacientes que recibieron tratamientos citostiticos

ineficaces) puede cambiar el comportamiento de la malignidad en tumo-
res con ADN euploide.

La razén por la cual los tumores con ADN aneuploide son mas malig-
nos que aquellos con ADN euploides debe ser aclarada. La marcada
aneuploidia y el patrén variable de ADN en un tumor con ADN aneuploi-
de reflejaria un alto grado de inestabilidad genémica en las células
componentes de tales tumores. Dicha inestabilidad puede conducir a la
generacion de nuevos fenotipos que pueden ser el requisito para una
rapida progresiéon de la lesién tumoral. Una inestabilidad genética de este
tipo puede ser el resultado de una inestabilidad incrementada a nivel
cariotipico. Por ejemplo, las células tumorales podrian haber adquirido la
capacidad de ganar o perder cromosomas mas rapidamente. Esto podria
favorecer el desarrollo de cariotipos especificos (o un desequilibrio es-
pecifico en el genoma) necesarios para superar los diversos niveles n la
progresién de la lesion tumoral. Hipétesis alternativas consideran el in-
cremento de la potencialidad de desarrollar metastasis, la mayor frecuen-
cia de eventos recombinantes, la amplificacion de genes y otros rearreglos

del ADN deben ser considerados.

Aunque los antecedentes genéticos de los tumores con ADN euploide
o aneuploide no son completamente conocidos actualmente, las medidas
del contenido de ADN nuclear nos proveen indudablemente de un
método de diagndstico poderoso para discriminar entre los tumores

malignos de bajo grado y los de alto grado.
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