SIMPOSIOS

Importancia pronostica de la medicion del ADN en
tumores solidos*

I. Introduccién

Francisco Durazo-Quiroz,** Ana Maria Rodriguez

Resumen

Se sabe que en los tumores sélides ocurren
frecuentemente cambios en € contenido de ADN, que
reflejan cambios genéticos a nivel cromosomrco, los
que juegan un papel miportante en € desarrollo y
progresion de los mismos

B estudio citogenético de los tumores solidos ha
mostrado un carwnipo complejo, que ha dificultado
la identificacién de los cambios cromosémicos
especificos SN embargo la genética molecular ha
identificado a algunos genes asociados con la
carcinogenesis y sus alteraciones en los tumores*

La crtometria de flujo se ha utilizado ampliamente
en e andlisisdel contenido y distribucién del ADN en
tumores, tanto experimentalmente como en clinica, v
relacionarlo con @ prondstico y su progresion

QU aplicacion en oncologia ha sido muy vasta,
principalmente en ginecologia, urologia y gastro-
enterologia, y re ha concentrado en la identificacién
de tumores en U estadio inicial v en su pronostico

En este simposio s presentan la metodologia
empleada y los resultados obtenidos en e cancer
mamario, prostdtico Yy vesical principalmente

Palabras clave: Citometria de flujo, crclo celular,
ADN, valor predictivo, tumores solidos

Simposio presentado en la sesién ordinaria del 74 de Mayo de 1997
** Académico btular Laboratorio ciinico. Hospital Espafiol de Méxao.

*** Seccién de citometria de flujo. Hospital Espariol.
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Summary

It 15 known tlzat alterations m the DNA content of
solid tumors are frequent and reflect genetic changes
at the chromosomal level which play an mmportant
role m tumor growth and progression

The cytogenetic rtudy of solid tumors 1zas shown a
complex karyotype, which has muade it difficult to
identify specific chromosomal changes However,
molecular genetic studies have identified some genes
associated with carcinogenesis and us alterations in
tumor *

Flow cytometry has been widely used in DNA
content and distribution studies, both experimentally
and clinically, and has been related with disease
prognosis and progression It now has widespread
applications i oncology, especially n gynecology,
urology and gastroenterology, and has focused on
the early identification of tumors and their prognosis

This symposwum will deal with the methodology
used and the results obtained mainly 1n breust,
prostate and bladder cancers

Key words: Flow cytonzetry, cell cycle, DNA,
predictive value, solid tumors.
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Durante los dos Ultimos decenios la investiga-
ciénenoncologiaha hechoimportantesprogresos
en la identificaciéna nivel molecular, de las bases
gue gobiernanel proceso de division celular.

Lamitosises eltipo de divisiéncelularpor medio
del cual el cuerpo crece y substituye a las células
de deshecho. Pero es obvio que una célula antes
de dividirse debe duplicar su contenido de acido
desoxirribonucleico(ADN), lo que ocurre durante
unperiodoespecificode lainterface: el ciclocelular
(Figura 1).
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Figura 1

Durante este ciclo el nucleo celular contiene
diferentes cantidades de ADN, caracteristicasde
suestadode proliferacion.Después de laproliferg-
ciénmitética,la nuevacélulaentraenlafase"G, ,
en la cual no se sintetiza ADN y mantiene un
contenidodiploide (un complemento cromosémico
equivalentea2 N). Siguela fase “S", durantela cual
ocurre la sintesis de ADN; las células en esta fase
contienen cantidades de ADN intermedias entre
“G,"“y“G,". Esta fase culmina conla duplicaciéndel
contenido de ADN definido como fase “G,* , la
célula tiene entonces un contenidotetraploide de
ADN (un complemento cromosémico equivalente
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a 4 N). Durante esta fase ocurre una sintesis de
acidoribonucleico(ARN), y proteinasque culmina
enlafasede mitosis"M*. Una vez que la mitosisha
ocurrido, las dos células hijas resultantes, tienen
un contenidodiploide de ADN, y/o bien continGian
con otro ciclo, o entran en una fase de reposo
definida como “G;", que es indistinguible de la
fase”G,", en base asucontenidode ADN. Estudios
encultivodecélulas humanashandemostradoque
el ciclo completotieneunaduracionde 12 a 24 hrs.
Laregulacionde laduracion delciclo tienelugar por
su deteccion en un puntoespecificode "G,", enton-
ces lacélula se encuentraenunestadode "G;", en
el cual se considera que se ha retirado del ciclo
celular? Cuando las condiciones cambian y se
reanudael crecimiento, la célulavuelvea entrarala
fase "G," en donde se produce el proceso de
regulacionmas importante,o iniciaun nuevociclo,
o se detieneen "G," temporalo permanentemente,
segunlas sefialesde estimulaciéne inhibicionque
ponen al reloj del ciclo celular fuera de control,
como han puesto de manifiestolos impresionantes
avances de los Ultimos afios.>*

El céncer es una enfermedad en la cual las
células pierdenla capacidadde controlar su multi-
plicacion, como consecuencia de la disfunciénen
los mecanismos queregulanel ciclocelular, enton-
ces las células escapan al control necesario para
conservar la estructuray la funcién normales, in-
dispensablespara mantenerla homeostasisde los
organismos multicelulares, hecho que conduce a
una proliferaciénde las mismas, no controladay a
unainvasiéndelostejidosvecinos,y subsecuente-
mente a una diseminaciéna distancia.*

En los tumores solidos ocurren cambios en el
contenidodeéacidodesoxirribonucleico(ADN), que
son el reflejode los cambios genéticos que juegan
un papel primordialen el desarrollodel tumory en
su progresién, y obedecen a procesos de esti-
mulaciéne inhibiciénenlas células,que convergen
enelnucleo, yal que sele hallamado:relojdel ciclo
celular, el cual se hademostradoactiaentodoslos
tipos de cancer humano.>®

La histologiaes de un valor diagnésticoinsusti-
tuible, pero su alcance prondéstico es limitado. La
estadificacion de un tumor se ha basado funda-
mentalmenteenlaprogresionde la enfermedad; es
comUn observar que la evoluciénclinica de tumo-
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res histolégicamenteidénticos, es diferente.Por lo
que se haceindispensablecontar con marcadores
pronésticos adicionales que puedan predecir la
progresiony la respuestaindividual de un tumor.

La citometriade flujo ha sido ampliamenteutili-
zada para analizarla distribuciéndel contenidode
ADN de los tumores, y relacionarlacon los para-
metros clinicos y biolégicos del tumor. Es una
tecnologia que permite la medida simultanea de
multiples caracteristicas fisicas de una célula,asi
como la intensidadde su flourescencia.La medida
esrealizadaal analizarun promediode 500a4000
células por segundo, suspendidas en un fluido
movil: substancias especificas (flourocromos), se
unen al ADN celular estoiquiométricamente, se
obtiene asi un patrén caracteristico al medir la
flourescenciadel ADN, el que reflejalas diferentes
fases del ciclo celular.*

Procedimiento

Comprende la disolucién de los lipidos de la
membrana celular con un detergente ionico, la
eliminacion del citoesqueleto y de las proteinas
nucleares con tripsina; la digestion del acido
ribonucleicoconribonucleasay unestabilizadorde
la cromatina nuclear con espermina; ademas se
empleaun colorantecon afinidad parael ADN, que
se une a los nuicleos aislados.

Se utilizé un citdbmetro de flujode la casa Becton
Dickinson (facsort), con médulo de doble discrimi-
nacion, procesador de pulsos, deteccién de fluo-
rescenciade tres coloresy difraccionde luz en dos
direcciones; con lampara de exitacion laser de
argoénen elrango de azul a verde,y emisiéna 488
nm, éptimapara trabajar con iodurode propidio.

Obtencion de una muestra representativa

El andlisis de tumores solidos por citometriade
flujo, requiere de una suspensionde células aisla-
das, que se obtienen por disociacién del tumor
fresco, o biende una seccién delmismoincluidaen
parafina.

2 (citrato de sodio, sucrosa y dimetilsulfoxido)
*3 Cycle Test™ Plus DNA Reagent Kit
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Es importante obtener células de areas especi-
ficas para reducir la diluciéon de las células
neoplasicasconelementosinflamatorios y estroma.

Antes de procedera obtenerla muestra, deben
removerse las areas de necrosisy de grasa que
ocasionaninterferencia.

Obtenermuestras de multiples sitios para mini-
mizar el impacto de una poblacion celular de un
tumor heterogéneo.

El material obtenido debe ser procesado lo mas
prontoposible paraevitarautolisis,yladegradacion
de las proteinas celulares, en caso contrario, se
congela suspendido en buifer de citrato (BC)2, que
permite un almacenamientoprolongado.

Preparacion del tejido para analisis del ADN

De entre las diferentestécnicas de disociacion
la de aspiracion con aguja fina, es la que hemos
empleado,es versatily unexcelentemétodomeca-
nico, que propicia la extracciéony dispersion de
acumulos celulares.

El fragmento seleccionado se fija con alfileres
sobre una superficie plana.

Se procede a la aspiracion de las células
tumorales, con una jeringa de 20 ml., de un pistény
una aguja No. 25.

Se puncionan diferentes areas del tumor, ha-
ciendo vacio simultineamente, procurando obte-
ner la mayor cantidad de células que sea posible.

Elmaterial aspirado(enla aguja, no enlajeringa)
se va depositandoen un tubo de prolipropilenode 6
ml,, quecontienel ml. de BC, aspirandoy expulsan-
do el contenido con el mismo buffer.

Con dos pequenias gotas de la suspensiénce-
lular se hace un frotis que se colorea con
hematoxilina-eosina,paraconstatar que se obtuvo
una representacioncelular homogénea.

Se practica una cuenta celular en camara de
Neubauerparaobteneralmenos1x108células porml.

Cuando se manejan suspensiones celulares,
se centrifugan5' a 3000g a temperaturaambiente,
se aspira el sobrenadante y el bloque celular se
resuspendeen 5 ml. de SB se agita en vortex, y se
procede a hacer una cuenta celular como se men-
ciond anteriormente.




Coloracion

Seuutilizé el estuche de Becton-Dickinson (BD)™,
gue contiene un lote de reactivos; para aislar y
colorear el nucleo celular de muestras de tejidos
solidos y suspensionescelulares.

Ademas es necesario disponer de un estuche
adicional (BD) que contiene: nucleos de eritrocitos
de pollo; nicleos de timocitos de borrego; particu-
las fluorescentesy ioduro de propidio, reactivos
necesariosparala calibraciondel citérnetroy obte-
ner informacién sobre la linealidad y resolucién al
hacer los ajustes necesarios en el voltaje y la
ganancia.

La suspensiéncelular obtenida se centrifugas',
a 400 xg a temperatura ambiente; se decanta el
sobrenadantesobre papel filtro.

Se agregan 250 ul. de la solucionA (Tripsinaen
BC) a cada tubo, se mezcla suavemente a mano,
y se deja reposar 10' temperaturaambiente.

Sinremover lasolucién Ase agregan 200 ul de la
solucién B (contiene un inhibidor de Tripsina y
ribonucleasaen BC) a cada tubo, se mezcla suave-
mentey se incuba por 10' a temperaturaambiente.

Sinremoverlassoluciones Ay B seagregan 200
ul.delasolucionC (iodurode propidioy tetracloruro
de espermina en BC) enfriada entre 2°y 8° C, a
cada tubo, se mezcla suavemente y se incuba 10'
enlaobscuridadsobre hieloo enrefrigeraciénentre
20y8°C.

Se filtra la muestra a través de una malla de
nylon en untubode 12 x 75 mm.

Los tubos se tapan y guardan en la obscuridad
entre 2°y 8° C. hasta que se proceda a su andlisis
en el citémetro de flujo, en un periodo no mayor de
3hrs.

Previaresuspensionde las células, se procede
a su andlisis en el citometro de flujo, previamente
alineadoy calibrado,segun el programa Cell-Fit de
BD, que nos permite medir el ADN de los nucleos
sometidos a estudio.

La suspensiéncelulares aspiradaatravésde un
capilar hacia la celda de flujo del instrumento, que
tiene el diametro de una célula, las que al pasar en
una sola fila, reciben la excitacién del rayo laser;
cadacéluladispersalaluz en dos direcciones: hacia
delanteyperpendicularmenteenunangulode 90% la
fluorescencia que emite es medida por detectores
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fotosensibles, de maneraque la dispersionde la luz
ylaintensidad de la fluorescenciaemitida caracteri-
zan a las células que son procesadas.

Informacion

El andlisis del tejido procesado, se obtieneen un
histograma que expresa la distribuciénde frecuen-
cias, a partir de la fluorescencia relativa de miles de
célulasindividualesdetectadasporunfotomultiplicador.
Asi mismo representa la distribucion de las mismas
con respecto a su posicion en el ciclo celular.

El histograma de un tejido normal se caracteriza
por un trazo dominante,que representa la predo-
minancia de células en reposo (G), y en presintesis
(G,), delciclo celular,y corresponde a la cantidadde
ADN en 46 cromosomas (2c), (Figura 2). El segundo
trazo (G, - M) representa la fraccion de células que
tienenel doble de ADN (4C). Lafigura 3representaun
histograma que refleja el contenido de ADN durante
las diferentesfases del ciclo celular

En el andlisis de un histograma encontramos una
informacién fundamental para sustentar el criterio
pronésticodediploidiaoaneuploidiade undetermina-
do tumor; en cuanto mayor sea el nimero de células
en las fases’S* y G,+ M, mayor sera la capacidad
reproductiva,la progresiénde un tumor, y la posibili-
dadde recurrencia, principaimente dentrodel primer
y segundo afios, que siguen al tratamientoprimario.”

Cuando un tumor maligno se identifica como
aneuploide, el andlisiscitométricoinvariablemente de-
muestraun componentede células con ADN diploide;
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T 2C—— ) G; —
| G | s | G-
|
Duplicacién  Mitosis
ADN
Tiempo —»

Figura 3.
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dichas células estan representadas por linfocitos, cé-
lulas endoteliales, fibroblastos y otros elementos del
estromaque estan siemprepresentesenlostejidosen
nlmerovariable; en este casoel histogramatiene dos
ciclos celulares que se sobreponen.

Conclusiones

La citometriade flujo se ha constituidoa través
de la medida del ADN en tumores solidos y en
suspensiones celulares, en un procedimiento de
apoyo en oncologia, como un pardmetro de gran
valorpredictivo, enelmomentodel diagnésticoyen
elseguimientodelospacientes.Laobtenciénde un
ADN aneuploide tiene diferentes connotacciones
pronoésticasen funcion de la actividad de sintesisy
de mitosis del tejido en estudio.

La citometriade flujo, puede apoyarun diagnds-
ticode cancer,demostrandoaneuploidia,indicadora
de un carcinoma tempranamenteinvasor.
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Il. Citometria de flujo en cancer uroldgico

Sergio E. Ureta-Sanchez,* Manuel Dehesa-Davila,** Raymundo Toledo-Figueroa,*** Ana Marfa Rodriguez-
Garcia™**

Resumen

La citometria de flujo permite 1a medicidn de DNA
celular identificando \as caracteristicas de plordia
celular En este estudio se muestran las caracteristicas
de ploidia celular en varios tipos de cancer urolégico
Se estudiaron por citometria de flujo 29 canceres
urolégicos 14 corresponden a tumores de urotelio
(carcinoma de células fransicionales), 11 masculrnos
y 3 femeninos, 7 fueron diploides y 7 aneuploides De
adenocarcrnoma de prostata fueron 17 casos, 2
diploides y 9 aneuploides De céncer de rifién un
caso (carcinoma de células claras) que fue diploide
De tumores de testiculo hubo 2 casos ambos fueron
aneuploides Un caso de tumor de pene (carcinoma
epidermoide) que mostro aneuploidfa Se drscuten
estos hallazgos con relacion a pronostico

Palabras clave: Citometria de flujo, diploidia,
aneuploidia, cancer urolégico, factores prondsticos

Introduccién

Elcanceres una enfermedaden donde la célula
escapa de los mecanismos de control del creci-
miento necesarios para mantener la estructura
normal y funcién de 6rganos y tejidos en todo
organismo multicelular. Esto lleva a una prolifera-
ciéncelulardescontroladay a lainvasiénde tejidos
vecinos o lejanos. Las neoplasias son considera-
das como el resultadofinal de multinles accidentes
genéticos en las células somatica's. La medicion
del contenido de acido desoxirribonucleico(DNA)

¢ Urélogo Adscrita, Jefe de la Unidad Urodinamia, Hospital Espariol.
** Asociado, Unidad de Urodinamia, Hospital Espafiol.
** Asociado, Unidad de Urodinamia, Hospital Espafiol

Summary

Flow cytometric analysis permuzs the determination
of DNA confentand the characteristics of ploidy \We
study by cytometric analysis 29 urologic tumors by
means of cytometric analysis foueteen corresponded
to urothelial tumors (transitional cell carcmoma), 11
male and rhree females were diplord tumors, and
seven were diplord tumors Additionally, there were
11 cases of adenocarcinomaof the prostate, 2 diplord
and 9 aneuploid and one case of renal cancer that
was diploid There were two cases of festis tumor,
both aneuplord, and one case of tumor of the penis
that showed aneuploidy We discuss these findings in
relation of progrostic factors

Key words: Flow cytometry, diploid tumor, aneuploid
tumor, urologic cancer, progrostic factors.

en el ciclo celular, incluyendola determinaciénde
ploidia del tumor y la fraccion de la fase-S se ha
realizado en una amplia variedad de tumores hu-
manos por mas de 20 afios utilizandola citometria
de flujo (CF). El ciclo celularse divide en 4 fases, la
primera es la fase G1 donde la célula recibe la
informacién para la induccién de transcripcion de
ciertos genes (fase de prereplicacion),la segunda
eslafase S que es lareplicaciéno sintesisde DNA
la cual es seguida de la fase G2 de posreplicacion
premitética y finalmentela fase M que es la mitosis
(Figura 1).

**** Departamento de Citomefria de Flujo, Laboratorio de Analisis Cifnicos, Hospita! Espafiol.
Correspondencia y solicitud de sobretiros Ejército Nacional 617-802, Col. Granada. México 11550 DIF. Email: sureta@data.net mx
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/ 1er punto de restriccion
(G1/8)

Figura 1, Ciclo celular

La mediciéndel DNA también puede ser deter-
minadapor otras técnicastales como citometriade
imagen ytécnicasde hibridacionconfluorescencia
in situ (FISH). Durante los Ultimos afios muchas
publicacioneshan discutidola utilidad clinicade la
medicion del contendidode DNA 2. La ploidia se
refiereal contenidode DNA en los cromosomas de
la célula. Los gametostienen 23 cromosomasy se
les denomina haploides, las células normalescon-
tienen 46 cromosomas o 23 pares de estos
denominandosediploides (haplous, Unicoy diplous,
doble). Enlas célulascancerosas,frecuentemente
es encontradauna alteracion de los cromosomas
normalesdiploides(n=46). En principio,estos cam-
bios citogenéticosconciernena la ploidia(nimero)
o0 a la morfologia (estructura) de los cromosomas
y/o a una combinacién de ambas. La pérdida o
gananciade cromosomas (monosomias,trisomias
y polisomias)pertenecea la primera categoria,en
tanto las modificacionesdentro de un cromosoma
(deleciones, duplicaciones, inversiones)o las mo-
dificaciones entre dos o mas crornosomas (trans-
locaciones)pertenecenala segunda. En breve, el
método de la CF consiste en que una suspension
lineal de células aisladas fluye a través de una
fuentedeluziaserenunaparato.' Las propiedades
de las células deflectanla luz en varios angulos y
esta luz es reconocida por detectores de luz los
cuales registran los impulsos de luz como "even-
tos". Estos eventos son digitalizadosy almacena-
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dos por la computadora del aparato la cual va a
generar un histograma. En el andlisis del cancer
urolégico, es el contenido del DNA el que tiene
mayorinterésy el cual es detectadorealizandouna
tincién adecuada para DNA. Actualmentela CF es
ampliamenteutilizadapara analizar el contenidoy
la distribuciéndel DNA en diversas variedadesde
tumores con el fin de conocer el comportamiento
biolégico de estos tumores y relacionarlos con
parametros clinicos y fisiopatolégicos. Ademas
nos brindainformaciénsobre el tamafio relativode
la célula, su granularidad,complejidadinternay su
intensidad al marcaje con distintos fluorocromos.
En resumenpodemos decir que la CF nos permite
estudiar tres componentes principales: masa, es-
tructuray funcién. Del primero se destaca la medi-
cionde DNA,RNAyproteinas. Delasegunda, essu
volumen, tamafio, granularidad, area de superficie
y la relacién nicleo-citoplasma.De la tercera, se
puedeestudiarla funciondeantigenosespecificos,
actividad enzimética, viabilidad celular de cultivos
de células, estudios de pegado de lecitinasy de
hormonas.?? El propdsito de este trabajo es mos-
trarlos hallazgosde la CF en variostipos de cancer
urolégico y discutir la aplicacién de este método
con relacién a factores pronésticos.

Material y Métodos

Se realiz6 un estudio prospectivo analizando
todos los casoscon sospechaclinicay/o confirma-
da por biopsia de neoplasias urogenitales. Las
muestrasprocesadasprovenianen su totalidadde
tejido fresco.La muestra y selecciondel materiala
estudiar fue tomada por alguno de los autores sin
utilizar ningdn tipo de fijador. Las muestras fueron
procesadas en un equipo FACSCalibur (Becton
Dickinson, USA) empleandocomo marcaje propidio
yodado para lectura a 580 nm conforme a los
parametrosde Shankeyy col.* Se registraronlec-
turas de 1000 a 10,000 células por evento con el
programa Modfit LT (Becton Dickinson, USA). El
andlisisde los histogramas se efectué con el pro-
grama CellFit (BectonDickinson,USA).Enlafigura
2a se muestra un histograrna de tejido normal. El
primer pico del histograma muestrauna poblacion
de células diploides en la fase G0-G1, el segundo




pico correspondea una poblaciénde célulasen la
faseG2-M. Sedefinidaneuploidia(Figura 2b) cuan-
do se registroun "hombro" o pico posteriora la fase
GO0/G1y se identificoplenamenteel pico de la fase
G2. Se anota la edad, sexo, antigenoespecificode
prostata, el diagnéstico histopatolégicocon grado
de diferenciacién,tratamientoquirdrgicosi se rea-
liz6, estadio del tumor y tipo de ploidia. En la
estadificacion del tumor se utilizé estudios de
gammagrafia 6sea y tomografia axial computada
deabdomeny pelvis. Nose analizé el indicede DNA
ni la fase-S.

Contenido DNA

Figura 2a. Diagrama ecquematico de un analisis de citometria deflujo
deuntumordiplo ge mi3y unso op ¢co GO Gt cn aesca aae conten do
oc DNA y un seg.nao p.co en 2 q.e corresponae a a fase SG2 M

Contenido DNA

F gira2o D agramaesquernat cooc wnana 5s e citometr ade flu,o
de ..n [WMmor ane.poge Srodservaun ncmore enelpcoopooe
indicando una pobiacion de células aneuploides
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Resultados

Se estudiaron 29 pacientes, 25 hombres y 4
mujerescon edad promediode 65y 83 afios respec-
tivamente. Concancerdevejiga(CV)fueron 14 casos
en donde predomindel sexo masculino3:1 respecto
al femenino con una edad promediode 72 afios, en
todos los casos se realizd resecciontransuretral de
vejiga (RTUV) salvo un caso en donde qued6 pen-
diente de tratamientopor la localizaciéndel tumor en
pelvicillarenal, su diagnéstico serealizé contoma de
lavadovesical citologiaexfoliativa, urografiaexcretora
y TAC. En todos los casos el diagnéstico histopato-
Iégico reportd carcinoma de células transicionales
(Cuadro |y It). Concancer de préstata(CP) fueron 11
casos con una edad promedio de 73 afios (Cuadrolll
y IV). Los resultados'decancer de rifién (CR) 1 caso,
cancer de testiculo (CT) 2 casos y cancer de pene
(CP) 1 caso se muestran simultineamente (Cuadro
V y VI). El estadio de los diferentes tumores estan
anotados en los respectivoscuadros.

l( Cuadro |
! Caso Edad Sexo Tratamiento QuirGrgico Estadio
1 a3 F RTU Vejiga pT2NOMO
2 72 M RTU Vejiga pT3aNOMO
3 B4 M RTU Vejiga pT3aNOMO
4 82 F RTU Vejiga pTTNOMO
5 87 F RTU Vejiga pT4N3M3
[ 57 M RTU Vejiga pT2NOMO
7 54 M RTU Vejiga pT3aNOMO
8 a1 M RTU Vejiga pT2NOMO
9 73 M RTU Vejiga PT3ONTMO
10 70 M RTU Vejiga PT2NOMO
1 65 M RTU Vejiga PT2NOMO
12 92 M RTU Vejiga pTINOVO
13 47 M RTU Vejiga PTINOMO
14 80 M Pendiente pPT2NOMO
RTU = reseccion transuretral, p = patoiogia
Cuadro It R
Caso Patologia Asch Pioidia
1 Carcinoma de células transicionales 2  Aneuploide
2 Carcinoma de células transicionales 2 Diploide
3 Carcinoma de células transicionales 3  Aneuploide
4 Carcinoma de celulas transicionales 1 Diploide
5 Carcinoma de células transicionales 3  Aneuploide
6 Carcinoma de células transicionales 3  Diploide
7 Carcinoma de células transicionales 2 Aneuploide
8 Carcinoma de células trancicionales 3  Aneuploide
9 Carcinoma de celulas transicionales 3  Aneuploide
10 Carcinoma de células transicionales 2 Diploide
11 Carcinoma de céiulas transicionales 1 Diploide
12 Carcinoma de células transictonales 3  Aneuploide
13 Carcinoma de células transicionales 2 Diploide
14 Carcinoma de células transicionales 2 Diploide
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Cuadro il
Caso Edad AEP TratamientoQuirdrgico Estadio
1 85 11 RTUProstata pT1aNOMO
2 B5 889 RTUPréstata pT4N1MO
i BT 7 Prostatectomiaradical pT2bNOMO
4 B3 8 Biopsia por puncion pT1bNOMO
5 B2 47  Biopsia por puncién Tx NxMx
6 B4 9 RTUPréstata pT1bNOMO
7 71 150 Prostatectomiaradical pT2aNOMO
8 70 15 Prostatectomiaradical pT2aNOMO
8 78 8 RTUPréstata pT2bNOMO
0 70 9 Prostatectomiaradical pT2aNOMO
11 63 357 Biopsiapor puncién Tx NxMx

AEP= antigeno especifico de prostata, Tx, Nx, Mx = estadio no
determinado,RTU = reseccidntransuretral,p = patologia

i Cuadro IV
Caso Patologia Gleason Ploidia
1 Adenocarcinoma 1+1=2 Aneuploide
2 Adenocarcinoma 4+4=8 Aneuploide
3 Adenocarcinoma 443=7 Aneuploide
4 Adenocarcinoma 242=4 Aneuploide
5 Adenocarcinoma ? Aneuploide
6 Adenocarcinoma 142=3 Diploide
7 Adenocarcinoma 4+3=T7 Aneuploide
8 Adenocarcinoma Aneuploide
9 Adenocarcinoma Diploide
10 Adenocarcinoma 3+3=6 Aneuploide
11 Adenocarcmoma 7 Aneuploide )
Cuadro V
Caso Edad Sexo TratamientoQuirdrgico Estadio
Rifion
1 86 F  Heminefrectomiabilateral pT2NOMO
Testiculo
1 36 M Orquiectomiaradical pTINOMO
2 23 M Ninguno pT3N4M2
Pene
1 82 M Reseccion tumoral TxNxMx )
Tx, Nx. Mx = estadiono determinado,p = patologia
a Cuadro VI N
Caso Patologia Ploidia
Rifion
1 Carcinomade células claras Diploide
Testiculo
1 Seminoma puro tipo clasico Aneuploide
2 Corioepiteliomay carcinomaembrionaric Aneuploide
L1 Carcinoma epidermoide Aneuoloide |

Gac Méd Méx Vol. 135 No. 1,1999

Discusién

Las alteraciones cromosémicas pueden resul-
tar en mutaciones en los genes de los protoonco-
genes y activar los oncogenes o bien de la
inactivaciénde los genes supresoresde tumor. La
funcién de estos genes también puede resultar
alterada por mutaciones puntuales las cuales se
puedenestudiar en fragmentos de DNA amplifica-
dos por la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) o por anticuerpas.® Los cambios que activan
los protooncogenescelulares para convertirseen
verdaderosoncogenesresultan de un incremento
no reguladode las proteinas o del productode los
genes o de la expresionde una proteinano progra-
mada o de mutaciones o deleciones en los domi-
nios reguladoresdel gen."

La muestra de tejido es muy importante para
relacionarlaconloshallazgosdela CF. Lalimitante
deltejidofrescoes que se puedetomar unaporcion
de tejido sano y su resultado seria diploide. En
cambio,lamuestraobtenidade tejido embebidoen
parafina permite que esta muestra de tejido ya se
haya analizado por el patdlogo y se confirme el
diagnosticohistopatolégicodeneoplasiapudiendo
seleccionarla muestra a analizar.

Para el CV, predomindel sexo masculino 3a 1
respecto al femenino, la edad promedio fue de 72
afios. Sobre el gradode diferenciacionde Ashy de
ploidia,2 casos fueron de grado 1, ambosdiploides,
cinco casosde grado 2, tres fuerondiploidesy dos
aneuploide y 6 casos con grado 3, solo uno fue
diploidey cincoaneuploides.Enel CV, la CFpuede
subdividirlas neoplasias vesicales en tumores de
DNA diploidey DNA aneuploidebasado en la pre-
sencia y localizacién de subpoblaciones en el
histogramade DNA. Es un consensoque la CF no
debe ser utilizada para muestreo poblacional de
tumores de vejiga ni para investigar la hematuria
microscoépica sino exclusivamente en pacientes
con tumores identificados. La CF tiene una mayor
sensibilidadque la citologiaexfoliativaenmuestras
obtenidasde lavado vesical 180 a 85% vs 50%) sin
embargo su especificidad es muy baja mas esta
puede mejorar en ausencia de procesos inflama-
torio-€omo son los célculos o terapia previa con
BCG."°Laploidiadetumoresdevejigacorrelaciona
bien con el grado y estadio tumoral'® -2 siendo
su méxima utilidad actual en la estratificacién del
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grado 2 superficial (Ta, T1, Tis). Con algunas
excepciones,la mayoriade tumoresgrado 1 seran
diploides en tanto la mayoria de grado 3 son
aneuploides,’? nuestros datos muestran resulta-
dos similares. La CF también apoya la evaluacién
de larespuestaal tratamiento. El grupo del Memo-
rial Sloan Kettering Cancer Center demostré en
pacientes con grado bajo de cancer vesical que la
recuperacion de diploidia posterior a la terapia
intravesical con BCG era un factor significativode
respuesta favorable al tratamiento.™ '

EnMeéxico,el cancerde prostatahaaumentadoen
los Ultimos afios rebasando a las muertes ocasiona-
das por el cancer broncogénico.'s'¢ La investigacion
bésica sobre la préstata se ha centrado sobre la
constitucioncelular como el patrén glandular, grado
deanaplasia,procesosreguladorescomo elfactorde
crecimientobasico de fibroblastos (BFGF), cambios
molecularestantoenlahiperplasiacomoen el cancer
(gen bcl-2 y el gen p-53), utilizaciénde anticuerpos,
antigeno especificode prdstata en su relacion total
conla fraccién librey la posibilidadde desarrollaruna
terapiagénica.'® ' Varios de estos estudiostienen
como propésito identificar no solo elementos que
permitan un diagndstico tempranode la enfermedad
sino también identificarfactores prondsticos.

Respecto al CP, el grado de diferenciacionce-
lular de Gleason'® mostré con menos de 5 puntos,
5 casos, unofuediploide y cuatroaneuploides.Con
Gleason de mas de cinco, fueron cuatro casos y
todos fueron aneuploides. Quiza el aspecto méas
importante desde el punto de vista clinico sea la
deteccion oportuna del cancer asi como poder
determinar la evolucion de la enfermedad y su
respuestaal tratamiento.

Shockley?®y col., muestraen su estudiocon 100
casos de adenocarcinoma de préstata tratados
conlinfadenectomiapélvicabilateraly prostatecto-
mia radical que no existe diferencia estadistica
cuando se compara €l diagnosticohistopatolégico,
grado de diferenciacionde Gleason, grado de ploidia
y antigeno especifico de préstata. En contraste,
Lerner?'y col., analizando904 casosde CP a los
gue se les realizé prostatectomiaradical concluye
gue el grado de diferenciacion de Gleason, el
antigeno especifico de préstata y la ploidia son
factores que pueden orientar sobre cual sera el
comportamientodel cancer en funcién de recidiva
y tiempo libre de enfermedad. Esto conducea que

larelaciénentre DNAyelgradodediferenciacionde
Gleasonno sea muy clara. Las limitacionestanto
de la CF como delindice de Gleason (quedepende
de la observaciény experienciadel patélogo) indi-
can que estos criterios no pueden ser usados en
forma independiente. Aun asi, en otros estudios
existe una correlacionpositivatanto para el grado
de diferenciacion celular, estadio del tumor y
aneuploidia.???* Nuestrosdatos no son concluyen-
tes en este sentido. Para el caso de hiperplasia
prostatica benigna, esta tiene un componente
diploide,* sin embargo se conoce que un 7 a 13%
presentarananeuploidia.?® En vista de que no hubo
seguimientode estos casos aun permaneceoculto
que papel tiene esta aneuploidia en predecir la
aparicion o confirmar la presenciade CP.?%

El caso de rifion que presentamos, se trata de
un tumor bilateral en donde se encontré diploidia
con un estadio de pT2NOMO. En el carcinoma de
células renales, el contenido de aneuploidia en el
DNA correlacionécon peor pronésticocomparado
con los tumores que fueron diploides.?”-* Aproxi-
madamente un tercio de pacientes con CR se
presentanya con enfermedad metastasica al mo-
mento del diagndstico. Para estos casos, la CF
dara muy poca o nula informaciénde utilidad clini-
ca. Paraestadiosentre T1 a T3aNO, lamedicionde
DNA probablemente brinde informacién util para
predecir a los grupos de pacientes con bajo o alto
riesgo de progresion de la enfermedad.* 3! 32 Sin
embargo, enla actualidadseria de muy poca justi-
ficacién realizar una CF preoperatoriapuesto que
la informacion obtenida no deberia o no debe de
cambiar el criterio del ur6logo sobre el esquema
actual de tratamiento.

Sobre los tumores testiculares, el seminoma es
un tumor frecuente. En una revisién de Nativ y
col.,* sobre 111 casos, encontré diploidia en un
48% y 52 % fueron aneuploides. Ninguno de los
tumores diploides tenia un estadio avanzado al
momento del diagnostico. La progresiéndel tumor
despuésdel tratamiento o muerte relacionadacon
el tumor solo la observé en tumores aneuploides.
Por ello la ploidia celular en tumores testiculares
tanto seminomatosos como no seminomatosos
brindaun factor pronésticoimportantey ayuda a la
caracterizacionde estas neoplasias.® *

El carcinomade células escamosas de pene es
una neoplasia poco frecuente mas sin embargo es
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potencialmentefataporsu malignidad,en particular
cuandoya estaninvolucradoslosgangliosinguinales.
La CF que muestra un patrén diploide apoya aun
mas la decisiénde un tratamiento quirdrgico agresi-
vo con linfadenectomiainguinal en estos casos.*

En general, es aceptado que tumores aneuploi-
destienenun comportamientomas agresivodadoel
grado de diferenciacion celular a diferencia de los
tumores diploides.*” La determinaciénde la agresi-
vidadpotencialde untumores un objetivoprimordial
en la investigacion de los marcadores biologicos.
Claramente seriade un granbeneficioparala selec-
cion del tratamiento si se pudiera distinguir a los
tumores que van a responder a una terapéutica
determinadade los queno vanaresponder.Deigual
manera conocer prematuramente cuales tumores
tienen mayor probabilidad de metastatizar de los
puramente locales antes de iniciar un tratamiento.®®
La genética molecular se ha convertidoen la tecno-
logia de vanguardia para la caracterizacion de los
tumores en el humano. Sus avances han sido muy
rapidosmostrandosu valorenlacomprensiénde los
mecanismos de transformacién maligna. Sin duda,
enlos meses y afios préximos su utilidad tendra un
fuerte impacto en la clinica.
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lll. Importanciaprondstica de la medicion de ADN en
tumores sélidos en ginecologia

Sergio Pedraza,* Efrain Vazquez**

Resumen

En el momento actual parece que €l contenido de
dcido desoxirribonucleico (ADN) en las celulas
tumorales es un irdicador significativo del pronostzco
de recaida y de la mortalidad debida a varzos sipos de
cancer En el Departamento de Ginecologia y Obste-
trzcia y en el Laboratorio clznico del Hospital Espafiol
de Méxzco se estudiaron en forma prospectiva simple,
entre julio de 1995y abril de 1997, vaintitres pacientes
con cancer invasor de la mama y sexs pacientes con
cancer ginecoldgice pélvico, aplicdndose |a citometria
de flujo para la medicidn en celulas tumorales del
ADN en la fase Sy en la estimacion de la ploidia de
los tumores, segun los histogramas correspondientes

En las pacientes con cancer de la mama se obtuvo
una fase Selevada mayor del 10 % y un histograma de
aneuploidia en un 47 8 % Seencontro una correlacion
con €l estadio clinico IIA en adelante, con tumores
mayores de 3 cm receptores hormonales para estré-
genos y progesterona, siendo ambos positivos en
cuatroeirregulares enlosdemds Entumoresmediana-
mente dzferenczadosv con ganglios axilares positivos,
los demds elementos prondsticos fueron concordantes

En las paczentes con cancer ginecoldgzco pélvico,
€l corto numero V la variedad de tumores no permiten
mmmguna correlaczén en nuestro matenal

Palabras clave: Cancer mamario, Pronéstico, Acido
desoxirribonucleico (ADN), Aneuploidia

Summary

The contents of deoxvribolucleic acrd (DNA) in
tumor cells s currently considered to be a prognostic
indicator of either tumor recurrence or mortality due
to drfferent sypes oj cancer In order o obtain some
data on this assumption, We studied 23 patients Wzth
wvasive carcinoma Of the breast and swx panients wzth
gynecologic cancer of the pelvis The studv was carrzed
out at the Department of Gynecology and Obstetrics
and the Clinical Pathologv Laboratory oj the Hospital
Espafiol de México as a simple prospective protocol,
from July 1995 througlz April 1997, samples from the
excised tumors Were obtained bv fine needle aspiration
and DNA was measured by flow cvtometrv, calculating
the fractions correspondmg to S-phase and to cell
ploidy from the correspondmg hrrtograms Our results
show that Sphaie DNA war above 10% with a
histogram of aneuploidy i 47 8% of caser thus studied
Correlation was posiive wzth the size 0j tumor (over 3
cm} and wzth its clinical stage (IIA or above), whereas
estrogen and progesterone receptors were present
unevenly A good correlation existed between DNA
measurements, degrer of differentiation and positivity
of axillary nodes The small number of pelvic cancers
did show some increase in Sphare DNA, but the small
number of caser precludes any conclusion at present

Key words: Breast cancer, prognoss, deoxyribonucleic
acrd (DNA), aneuploidy
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Ante la falta de un conocimiento cabal de las
causas directasy de las coadyuvantesdel cancer
y de su biologia, el manejo y controldel mismo, asi
como su prondstico, han descansado sobre la
base de un diagnésticotempranoy un tratamiento
radicalmenteproporcionadoal tumory alatoleran-
cia del huésped. Recientemente la biologia
molecularaplicadaala Medicinaha aportadodatos
de mucha importancia, en los cuales se funda la
posibilidadde un rapido avance en estos caminos.

Se hanidentificadomutacionesque modificano
suprimenla expresividadde genes antitumorales,
como el BrCa 1y el BRCa 2, localizados en los
cromosomas 17 y 13 respectivamente,-' que por
lafaltade inhibicionponenenlibertadde expresion
a los oncogenes que favorecen el desarrollo del
cancer mamarioy a veces también del ovarico; la
relacion biolégica parece aceptable, pero estas
mutaciones se encuentran sélo en el 5% de las
pacientesy tienen una tendencia francamentefa-
miliar, por lo que su utilidad se restringe sélo al
estudio de parientes cercanos. Semejante parece
la situaciondelgene supresortumoralp53 que esta
relacionado con tumores mamarios y de otras
localizaciones.

Parecidamente, se han encontrado alteracio-
nesenlaexpresividadde algunosproductosrecep-
tores elaborados por algunos genes, como el erb-
B 2, cuya determinaciénpuede ser Gtil cuandose le
encuentra, pero su frecuenciaes baja y su correla-
ciénclinicainciertaaln. Lademostraciénoportuna
de estas mutacionespodriapreverel posibleriesgo
de tumor antes de que éste aparezca, pero se
considera por algunos autores que las derivacio-
nes de esta informacién podrian ser perjudiciales
para la paciente, ya que al estar informada del

peligro potencial podria angustiarse con mucha
anticipaciony tomar actitudes negativas antes de
aparecerde hecho el tumor que, incluso, puede no
aparecer nunca.®”

Entre los elementos hasta ahora empleados
para apreciarel pronésticodel probablecomporta-
miento biolégico de los canceres mamarios y
uterinos(Cuadro 1), son en su mayoriaanatémicos
y referentesa su extension, histolégicosen cuanto
a su morfologia, histoquimicos, inmunolégicos, y
sélo algunos se refieren a las cuantificacionesen
sangre de compuestos mas o menos especificos
del tumor, pero hasta la fecha todos dejan incerti-
dumbres sobre su sensibilidady especificidady, si
bien parecen adecuados cuando se estudian en
gruposdepacientes, sondificilesdejuzgaren cada
una de ellasenlo individual. Parte de estas dificul-
tadessedebea laheterogeneidadintrinsecade los
canceresy parte ala problematica en la tecnologia
de los procedimientos. Las técnicas que se han
basado en la expresion tumoral por medio del
antigenocarcinoembriénico,alfafetoproteinade la
gonadotropina coriénicay susfracciones, etc, .han
sido inespecificas,menos confiablesde lo que en
un principio se penso, y su uso ha quedado muy
limitadoparael clinicoquetiene que tomar decisio-
nes.
En el tejido tumoral mamario se hacen determi-
naciones de los receptores a estrégenos y
progesterona,que ayudan en el manejo hormonal
de los tumores hormonodependientesperono son
positivosen tedos los tumores estudiados. Por las
anterioreslimitaciones, han renacidolas esperan-
zas de conocer la "historia natural del tumor"y su
probablecomportamientofuturoal hacerse aplica-
bles técnicas de la biologia molecular como la

Cuadro I. Factores prondsticos en el cancer de la mama

Favorables

Desfavorables

Edad mayor de 50 afios

Ganglios linfaticos no afectados
Tumor pequefio {<1 cm)

No hay adherencias a fa piel o pared
Pocas atipias celulares

Receptores hormonales positivos
Histologicamente bien diferenciado
No se demuestran oncogenes

Bajo indice de aneuploidia

Edad entre 35 y 50 afios

Ganglios linfaticos afectados
Tumor grande (>5 cm)

Si hay adherencias a la piel o pared
Muchas atipias celulares
Receptores hormonales negativos
Histologicamente mas anaplasico
Si se demuestran oncogenes

Alto indice de aneuploidia

A
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replicacién en cadena por la polimerasa del ARN
gue permite identificarvirusoncogénicosen forma
rapiday tratar oportunamente p. €j. las lesionesdel
cuellouterino. En otras areasy en este momento,
la medicién del contenido de ADN en el tejido
tumoral mamario por la técnica de citometria de
flujo®®1° ofrece grandes promesas en cuanto a
estimarpor medio de ellala ploidia o la magnitudy
rapidezde lasintesisde ADN en la fase"S" delciclo
de las células tumorales mamarias, como indicio
del crecimientoo agresividaddel desarrollo de la
neoplasia. Los resultados preliminares de esta
metodologia aplicada en el Hospital Espafiol a
tumores mamariosy genitales se sefialan a conti-
nuacion.

Pacientes y métodos

Hasta el momento se han estudiado en el De-
partamento de Ginecologiay Obstetriciay en el
Laboratorio Clinico del Hospital Espafiol de México,
dejuliode 1995 aabrilde 1997, enformaprospectiva
simple 23 pacientescon carcinoma mamarioinva-
sor de diversostipos histologicos. La edad de las
pacientesfluctuéentre 29y 86 afios, conun prome-
diode 57 afios.El estadioclinicode lostumoresfue
clasificado de acuerdo con lo establecido por la
American Joint Commission of Cancer.

En fragmentos del tumor recién extirpado se
hizo la seleccién de material tumoral mediante
aspiracion con aguja y se sujeté a estudio por
medio de la citometria de flujo'"? midiendo la
fraccion del acido ribonucleico (ADN) correspon-
diente a la fase S del ciclo celular y se obtuvo el
histogramadel ADN en formaindividual. Se com-
pararonlas cifras obtenidas para encontrar si exis-
te concordanciade la medicién de la ploidiay de la
fase S del ciclo celular con otros elementos de
juicioentrelos que clasicamentepermitenapreciar
el pronésticode la evoluciéndel tumor.

Resultados
De las 23 pacientes estudiadas con carcinoma
mamario, 12 (52.2 %) tenian un histograma de di-

ploidia y una fase S baja (entre 3.2 y 9.3 % con una
media de 4.8 %). En las once pacientes restantes
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Cuadro Wl. Citometria de flujo en el cancer de mama

Resutados preliminares

MEDtA % No PTS %
Diploides fase8 baja 48 12 522
Diploides fase-S alta 378 5 217
Aneuploides 128 6 261

(47.8 %) los histogramascorrespondierona unafase
S mayor de 10 % o fueron aneuploides (Cuadrol).

De las once con aneuploidiao fase S elevada,
nueve pacientes estaban en un estadio clinico Il A
o mayor. El grupo de edad mas afectado compren-
de de los 35 alos 65 afios.

En la correlaciéndel tamafio del tumor con los
datos de la citometria de flujo se vio que tumores
mayores de 3 cm. de diametro, tenian con mayor
frecuenciala fase S elevada o aneuploide, lo cual
se observo en siete pacientes ( 63.3 %)

En cuanto al estudio histopatolégico, el cancer
mas frecuente fue el ductal infiltrante en 16 pacien-
tes, lobulillar infiltrante en seis y sélo en una fue
mucinoso. Por lo que respecta a su diferenciacion,
en los medianamente diferenciados (GlI) el histo-
grama de la citometria revelé una fase S elevada o
aneuploidiaen ocho pacientes.

Enel estudio correlativodelos gangliosaxilares,
de las 11 pacientes con con fase S elevada o
aneuploidia,los gangliosaxilaresfueronnegativos
a tumor en cuatro, en tanto que los otros siete
casos si tuvieron positividada malignidad.

Se estudiaron receptores hormonales para
estr6genos y para progesteronay se encontroque
en cuatro casos eran positivos ambos receptores,
en tanto que en los otros siete sélo se encontraba
presenteuno de éstos o ninguno (Cuadrolll) .

Cuadro M. Fase elevada o histograma de aneuploidia

Frecuencia %

Once de veintitres pacientes 478
Estadiocciinico IIA, en adelante 818
Grado de DIF. Nuclear, GIL 27
Tumor mayor de 3 cm. 63.6
Ganglios axilares negativos 36.3

axiiares positivos 63.6
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Por otra parte se estudiaron seis pacientes con
cancer ginecolégicopélvico, dos de ellas con cisto-
adenocarcinomadelovarioenestadioclinico lll By IV
respectivamente, en las que el histograma reveld
diploidia en ambos, confase S de 58.8 %y 8.8 %en
forma correspondiente(Maximo normal 10 % ); estas
dos pacientesfallecieronen el primer afio posterioral
tratamiento.En dos pacientes con adenocarcinoma
del endometrio en estadio | A G Il se encontraron
histogramas de diploidiay fase Sde 17.9y 21.2%en
cada uno: En un caso de adenocarcinomadel cuello
uterino en estadio clinico | B el histograma revelo
diploidiay fase S de 14.2%. Uncasodemelanomade
lavaginaenestadiollde la FIGO, el histogramafuede
aneuploidiay fase S de 75.4%.

Discusién

La citometriade flujo del ADN se ha usado para
apreciarla fraccion de las células que se encuen-
tran en diversas fases del ciclo vital celular, deri-
vando elementos de juicio sobre la ploidia de las
células tumoralesal medir el contenidode ADN del
tumor y sobre la actividad proliferativade las mis-
masal medir la fracciénde ADN correspondientea
la fase S delciclo celular. Estos elementos, corres-
pondientes a la diferenciacion patologica de los
ndcleos y a la rapidez de multiplicacion de las
célulasparece teneruna correlacionconel pronés-
tico en cuanto a probabilidadde recaidadel tumor
yencuanto a sobrevidade lapacienteafectadapor
cancer mamario. En estudios de Bruering,
Harbeck'"'? estos y otros autores concluyen que la
fraccion de la fase S elevaday la aneuploidiason
predictoressignificativosde recaidade la enferme-

dady deuna elevadamortalidad,sinrelaciénconel
hechoanatémicode que losgangliosaxilaresmues-
treninvasion tumoral o no.

En 345 pacientes con cancerde la mama estu-
diadaspor Clark,® el 32 %tuvierontumoresdiploides,
y el 68 %fueron aneuploides, con una sobrevida
actuariala 5 afios de 88 % en las primerasy de 74
%en las segundas. En nuestro pequefio grupo de
pacientes, aln aceptando que no justifica calculos
porcentuales, el 52 %resultaron diploidesy el 48 %
tenianuna fae S elevada o eran aneuploides.

Wenger y cols.™ encontraron en 127 000 pacien-
tes estudiadas con cancer de la mama una correla-
cién entre una fase S elevada y aneuploidia con el
estadodelosreceptoresaestrégenosyprogesterona,
con el nimero de ganglios linfaticos positivos, el
tamafio del tumor y la edad de la paciente.

Hupperetsy cols.™ determinaron el valor pro-
néstico de la citometria de flujo en 320 pacientes
con cancermamario que habian sido tratadas por
cirugia, quimioterapiaadyuvanteyadministracién o
no de acetato de medroxiprogestronay las siguie-
ron por un periodo de 7 afios. La aneuploidiafue el
factor de riesgo de peor prondstico por cuanto al
riesgo de presentar metastasis (RR 3.59) y en
cuanto a mortalidad mas elevada (RR 2.56). La
fraccién de la fase S por si misma no result6 de
importanciapara el pronéstico. Se ha encontrado,
en cambio, que la respuesta del tumor a la quimio-
terapia neoadyuvante estuvodirectamenterelacio-
nada con la fraccion de la fase S en 50 mujeres
postmenopausicas.

En el pequefio grupo de nuestras pacientes
estudiadas por cancer ginecolégico pélvico no se
puede establecer ningun juicio por su cortedad y
heterogeneidadde los tumores.

Quedo Iv. Citometria de flujo en el cancer ginecoldgico

Tipo histologico No. Edad Estadioclinico Diploide fase8 % Aneuploide fase8 %

Cistoadenocarcinoma 2 70 s 588

de ovario 67 v 88

Adenocarcinoma 2 81 IAGH 179

de endometrio 61 IAGIH 212

Adenocarcinoma 1 41 B 142

de cervix

Melanoma de vagina 1 64 | 754

]
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IV. Importancia prondstica de la medicion del acido
Desoxirribonucleico en neoplasias malignas

Jaime G. de la Garza-Salazar.* Guillermo Flores-Flores.**Paula Juarez-Sanchez***

Introduccién

El manejo convencional de los pacientes diag-
nosticados con cancer, es multifactorial y depende
de varias caracteristicas entre las que se encuen-
tranel sitiodelprimariodeltumor,losérganosblanco
de la diseminacién metastasica y la estirpe
histologica. La extension de la enfermedad en el
organismo se puede estimar utilizando la clasifica-
cién conocida como TNM (T=tumor; N= Ganglios -
nodes-; M= Metéstasis) recomendadapor la UICC,
yesdevital importanciaparalatomadeunadecision
terapéutica adecuada. La cirugia, es tradicional-
mente utilizada como el mejor método para erradi-
carla enfermedad cuandoestalocalizada, y es muy

" Director General, Instituto Nacional de Cancerologia-México.

importante para reducir volumen tumoral en aque-
llos pacientes con enfermedad localmente avanza-
da oenaquelloscasos enlos que es recomendable
reducir la masa tumoral y siempre necesaria para
obtenertejido a través de la biopsia para proporcio-
nar suficiente material al patélogo, para hacer el
diagnostico histopatologico y definir otros factores
de importanciapronostica(mitosis, ploidia, grado de
diferenciacion, porcentaje de necrosis, etc.)
Laradioterapia,es el métodoideal para el manejo
de pacientes diagnosticados con cancer localizado
en determinadas regiones anatémicas (Ca Cu), o
alternativamenteentumorescongransensibilidada
este procedimiento (seminoma) proporcionando
porcentajes de curacion en un buen numero de

" Jefe Depto. A. Post-Mort., Instituto Nacional de Cancerologia-México.
*** Instituto Nacional de Cancerologia-Mexico, Av. San Fernando No 22, Tlalpan 14000, México,D F.

Gac Méd Méx Vol. 135 No. 1,1999

47




tumores malignos; o también repuestas terapéuti-
cas en situaciones de urgencia como cuando se
encuentracompromisotumoral de regionesdedificil
acceso quirtrgico como el mediastino en pacientes
con sindrome de vena cava. Quiza su mayor utiliza-
cién se relacione con la enfermedad diseminada,
con fines paliativos (lesiones 6seas y cerebrales) y
de maneraimportante para control del dolor.

Finalmente, el manejo sistémico que conoce-
mos como la quimioterapia, incluye el uso de agen-
tesfarmacéuticoscon actividadcitotoxicao citocida.

Laquimioterapia, ocupa unlugarmuyimportante
juntoconlacirugiay la radioterapiacomotratamien-
to primario (neoadyuvante) o, como tratamiento
adyuvanteo,comotratamientoinice con fines cura-
tivos en entidades como coriocarcinoma uterino,
disgerminoma, tumores germinales del testiculo,
leucemias agudas, enfermedad de Hodgkin, etc.,
etc. La funcién de la quimioterapia se encuentra
fuertemente ligada a funciones celulares como
metabolismo y reproduccién, debido a que son
algunos de los mecanismos que mas frecuente-
mente se pretende bloquear con estas drogas.

En esta revision, nos vamos a referira laimpor-
tancia que tiene la medicion del acido desoxirribo-
nucleico (ADN) de las células de las neoplasias
malignas con fines terapéuticosy ademas pronés-
ticos. Principalmente como se sabe debidoa que el
ADN se constituye por un lado en el rector del
comportamiento tumoral y como consecuencia en
un excelente blanco terapéutico con la finalidad de
trataralas neoplasiasmalignasconintento curativo.

Hacer una semblanza de lo que ha sido la
evoluciénde la quimioterapiaantineoplasicaes de
granimportanciaparaentenderla importanciadela
Citometria de flujo en relacioncon el conocimiento
de las alteraciones cromosémicasy, del ciclo ce-
lular sobre todo de la fraccién"S" conocida como la
fase mas importante en la sintesis de proteinas
indispensablesen la reproducciéncelular.

La era moderna de la guimioterapia se inicia
durantela 2a. Guerra Mundial, en particularcon los
gases de mostaza con actividad alquilante muy
elevaday porlo tantomarcada citotoxicidadtisular;
este hecho se acompafié solo de observaciones
clinicas tanto de la respuesta en padecimiento
hematoldgicos malignos como en la toxicidad de
consecuencias mortales, esto, condujo a progra-
mas para el disefio de nuevos agentes alquilantes
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con similitud en la efectividad de la Mostaza
Nitrogenadapero, con una menor toxicidady, asi
aparecen el TEM, la ciclofosfamida, el leukeran,
etc. Todavia mas relevante, la introducciéonde la
quimioterapia ha facilitado grandemente la intro-
duccién de clasificaciones clinicopatologicas de
los tumores, debido a que permite identificar en
basealarespuestaaltratamiento,alostumoresde
"buen pronostico"y de "mal pronéstico".

Los trabajosde Watson, Crick y Wilkinsiniciados
en1951eninglaterraquellevaronal conocimientode
la estructura espacial de doble hélice del ADN les
hizo acreedores del Premio Nobel en 1962. Este
hallazgo, marcé en forma definitiva el camino para
conocer en forma precisa los mecanismos de ac-
cién de lamayoria de los agentes antineoplasicosy
hacer su clasificacion de acuerdo al sitio de accion
enel ADNyelciclo celularcomo:Agentesalcaloides
vegetales, Agentes alquilantes, antimetabolitos,
antibiéticos, enzimas, hormonas, etc.

En la actualidad, es bien conocido el hecho de
que la combinacién razonada de estos agentes
brindan mejores respuestas con un mayor poten-
cialcurativoenunnumeroimportantedeneoplasias
malignas y, ain mas, estos resultados aumentan
cuandose empleanen formamultidisciplinariacon
la cirugiay la radioterapia.

Esta accion de los agentes antineoplasicosde-
pende de su capacidad para inducir ya sea en
forma directa o, indirecta dafio letal al ADN de la
célulaneoplasica,oinclusoalteracionesen cuanto
a la funcién replicadoradel mismo.

Enlaultima década, paralos bi6logosy, paralos
clinicos el interés sobre el cancer se ha enfocado
en el conocimientoa nivel molecular, bioquimico,
cromosomico o, celular de las caracteristicasdel
ADN, especialmenteporque se han desarrollado
procedimientosquepermitenmanipular, identificar
y cuantificar esta estructuraen las células norma-
les y neoplasicas. En términos de las alteraciones
de la homeostasis y del microambienteque acom-
pafian al crecimientotumoral estas resultan en el
crecimiento y division celular descontrolada que
conducea la tan aclamada suposiciénde inmorta-
lidad celular que caracteriza a la célula maligna.
Los avances en esta area son relevantes,emocio-
nantesy conpotencialprofético; al entender no solo
laetiologiadel cancer, sinotambiénla participacion
de estructuras como los oncogenes, los factores
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de crecimiento tumoral, la apoptosis y los marca-
dores cromosémicos de la enfermedad entre otros,
que proporciona elementos para entender el desa-
rrollo y comportamiento de las células malignas.

En el campo de la clinica hasurgido el interés en
utilizar cada vez con mayor frecuencia la Citometria
de flujo como una herramienta clinica para los
oncologos e inmundlogos, el substrato para efec-
tuar esta prueba puede ser la sangre en el caso de
las leucemia y tejido tumoral (preparado como una
suspension de células o particulas biolégicas) a
través de una aguja de diametro pequefio en un
torrente de flujo rapido de diametro mayor. Esta
muestra inyectada, forza a formar un haz central
(foco hidrodinamico) de un didmetro muy similar al
delacélulao, particula que se analiza, esto, elimina
la posibilidad de agrupamientos asegurando que
las células o particulas que pasan por el sitio de
analisis sean expuestas en forma individual al haz
de luz excitador.

En nuestro Instituto Nacional de Cancerologia,
este método de Citometria de Flujo ha sido utilizado
basicamente en dos situaciones: Determinacio-
nes cuantitativas de subpoblaciones de células T
(CD4/CD8) en pacientes con SIDA y, en casos de
pacientes con leucemia, se lleva al cabo anélisis
inmunofenotipico con el objeto de determinar e
linaje mieloide contra linfoide, en especial cuando
los blastos estan poco diferenciados y resulta dificil
realizar con los criterios habituales una interpreta-
cién adecuada (Cuadros |, 11, Il).

Cuadro lll. Valor pronéstico cariotipo hematologia

Enfermedad Alteraciones Implicaciones

Cromosomicas Prondsticas

Leucemia Mieloide
Aguda

M1 Alteraciones Muiltiples Malo

M2 t (8:22) Bueno (RC)

M3 t (15:17) Sin valor pronéstico

M4 in (16) Malo (Basofila)

M5 t (9:11) Sin valor pronéstico

A J

En tumores soélidos, el método de Citometria de
flujo con respecto a la medicion del ADN y la
fraccion S en el ciclo celular no ha sido empleado
en forma rutinaria para conocer el comportamiento
de determinado tumor y ser un método selectivo
para el uso de un esquema de quimioterapia espe-
cifico ni como factor predictivo, sin embargo, me
referiré a lo que se ha publicado.

Las células del organismo pueden clasificarse en
funcién a su contenido de ADN en: Euploides o
diploides cuando tienen un contenido normal de
ADN; Aneuploides si el contenido de ADN no es el
habitual; Tetraploides cuando las células poseen
cuatro veces la cantidad normal de ADN (se obser-
van en la fase G2 del ciclo celular); células con
contenido intermedio de ADN, corresponden a célu-
lasenfase Sy, las células Haploides cuando poseen
la mitad del ADN habitual (tipico de las células
germinales). Cuadro IV.

( Cuadro |. Cariotipo )

Alteracion genética

LA no linfocitica - 50-100%

LAL - 60&
\ J

Cuadro Il. Valor pronéstico cariotipo hematologia

Enfermedad Alteraciones Implicaciones
Cromosoémicas Pronésticas
LAL
LI Hiperploidia Bueno
1.2 t (9:22) Malo
s t (4:11) Malo (fem)
S t (1:13) Malo
L L3 t (8:14) Malo
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Cuadro IV. Contenido ADN celular

Euploides
Diploides

} Normal
Aneuploides-Anormal
Tetraploides } Doble cantidad
FASE G2
Contenido intermedio ADN.

Fases haploides: Mitad ADN.
(Células germinales)

Con la Citometria de flujo es posible estudiar el
contenido de ADN de las células tumorales, con estas
técnicas se ha demostrado que el 60% de los tumo-
res sonaneuploides y, que el grado de aneuploidia se
reiaciona con el de diferenciacion celular, asi, por
ejemplo, en el cancer de la glandula mamaria con
ganglios negativos, el grado de aneuploidia es Util para
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predecir la posibilidad de recurrencia. En cancer de
colon,vejigay de préstataserelacionacon el estadio
clinico,a mayor volumen tumoral mayor aneupliodia
y mayor agresividadtumoral.

En la clinica, tenemos factores pronéstico que
incluyen: sintomas, tiempo de evolucion, edad, esta-
do inmunoldgico, estado sociol6gico y, el estado
general del paciente (Karnofsky),a la histologiadel
tumor también puede ofrecer informaciénpor medio
defactorespronésticosque incluyenhistogenesis, el
grado de diferenciacion, el nimero de mitosis por
campo, porcentaje de necrosis, presencia de tumor
enlos espacios vascularesy linfaticosy la capacidad
invasiva de la neoplasia, ademas de los marcadores
tumoralesdemembrana(Cuadros Vy VI),receptores
hormonalesylos marcadores de superficie enlaserie
mieloidey linfoide, y desde luego es muyimportante
el contenido de ADN. Conocemos de acuerdo a la
experiencia, queaquellostumoresbiendiferenciados
tienenun curso indolente, lo contrario sucede con los
tumores poco diferenciados que suelen ser muy
agresivos, tienen un incremento en el nimero de
mitosisy,soninvasivos,estosfactorestienenun vator
predictivoen relaciéna la sobrevida global, intervalo
libre de enfermedad, probabilidad de respuesta al
tratamiento,posibilidadde complicaciones, respues-
ta completainicial ala quimioterapia,etc.

La Citometria de flujo, midela ploidiay la fraccion
S del ciclo celular y por consiguienteprediceen la
mayoria de los casos la recurrencia, metastasisy
sobrevida. Por consiguiente, el valor de elaborar

I" Cuadro v. Factores prondsticos valor, diagnéstico y

seauimiento

Tumor Marcador ~ Valor  importancia pronéstica
T.Germinales LDH ++ +

BHCG - +++

AFP +++ +++
Coriocarcinoma  BHCG +H+ +++
Préstata AEP +H+ +++
Ovario Ca. 125 Raad 4+

(" Cuadro vI. Factores prondsticos valor, diagndstico y

seguimiento

Tumor Marcador ~ Valor |ﬁmHIhpronostica
Mama CEA +
calb3 ++
Gdn CEA . +
CA 199 ++
L Pancreas CA 12.9 +H+

unaestrategiadirigidaen funciénala quimioterapia
adyuvante, unaumentoen la célulasquesintetizan
ADN reflejan mayor agresividad tumoral asi como
un mayor potencial metastasico.

Esbienconocidoquela aneuploidiay, elaumen-
to de la fraccion S del ciclo celular son factores
prondsticos graves en pacientes con cancer de
mama, pulman, ovario, colon, préstata y vejiga.

En pacientes con cancer de mama y ganglios
negativos en el CTRC de San Antonio Tx en 345
muestras se demostré que la sobrevida a 5 afios
fue del 88% en tumores dipliodes vy, del 74% en
tumores aneuploides. Cuando la diploidia se aso-
cio aun aumento de la fraccién S, la sobrevidafue
del 70%yaquellaspacientes contumores diploides
yconunadisminuciéonde la fraccionsS, la sobrevida
a 5 afios aumento al mas del 90%. Ademas se ha
demostrado que las células de tumores con au-
mento en el ADNy fracciéonS responden mejor ala
quimioterapia, esto esindicativoque pacientescon
las caracteristicas sefialadas aun con ganglios
negativosdeben recibir quimioterapia adyuvante.

En pacientes con cancer de pulmén, se ha
demostrado que es importanteconocerel conteni-
do del ADN y la fase S. Estudios en este sentido,
sugieren que la ploidia proporcionaun pronéstico
independienteen pacientes con cancerdel pulmén
de células pequefias ECI que debe ser considera-
dopara planearuntratamientoy reportanel83% de
sobrevidaa 5 afios en pacientes con tumores con
células diploides a diferenciade solo el 39% para
los tumores con células aneupliodes.

En enfermos con cancer de pulmén de células no
pequefias, la histologiano contribuyeennadarespecto
alaterapéuticaola sobrevida. La citometriade flujo es
Gtil en pacientes con tumores epidennoides que pre-
sentandipliodia, tienena5 afios un porcentajedel 70%
a diferenciade los adenocarcinomasde solo el 32%.
En céancer de cabeza y cuello tratados con cirugia
radicaly gangliosnegativosdegranvalor predictivoen
recurrencias locales de aquellos tumores con
aneuploidiay aumentode la fracciénS del ciclocelular.

Conclusiones

Larevisiondelaliteraturareciente, demuestraque
existen aun areas que deben seguir investigAndose
enrelacion alvalor predictivoquetieneetonocimien-
to de la ploidia y la fraccién S del ciclo celular con la
técnica de Citometria de Flujo.
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En pacientes con cancer de mama y ganglios
negativos, cancer de cabeza y cuello y ganglios
negativos, en pacientes con cancer de pulmon,
préstata y vejiga se ha demostrado que sin lugar a
dudas el conocimientodelaploidiaylafraccionSdel
ciclo celular son determinantes para conocer el
futurode laevoluciéndeltumory, ainmasimportan-
te implementar una estrategia terapéutica dirigida.

De acuerdo con esto la medicién del ADN en
oncologia contribuye a estimar el comportamiento
de los tumores con gran precisién, se consolida
como un buen adyuvante clinico y la estimacién de
la fase del procesamientocelulardelmismo permite
estimarlas posibilidadesde éxito terapéuticoidenti-
ficando especialmentela fase S del ciclo celular.
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