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En los ultimos afios la citologia y la técnica de puncidn-aspiracion con
aguja fina han pasado a ser parte importante e imprescindible en la practica
clinica dharia. Hoy es indudable su utilidad como medio diagnéstico inofensivo
para el paciente, previo a la intervencion quirtirgica y al establecimiento de la
pauta terapéutica.

Son ya relativamente numerosos los trabajos dirigidos-a establecer un
protocolo de tratamiento del cancer en base a una valoracion prondstica previa,
utihzando para ello métodos cuantitativos, bien sea por citometria de flujo o
bien por imagen." ( Cornelisse C. y cols. 1984 a 1991; Uyterlinde A. 1987 a 1989;

Wilbur, D. C. 1990; Lee, A. K. 1991; Lee, A. K. 1992; Yuan, J. 1992; Lajoie, G.
1993; Martinez Tello, D. 1993; Luzi, P. 1994; Verdoot B. 1995; Phillips, K. L.
1995; Ottesen, G. L. 1997; Peiro, G.1997; Spyratos, F. 1997; Stomper, P. C.

1998; Alanen K.A. 1998 ) Una vez conocido el valor de estos métodos en los

' Los nombres propios que luego son reflejados en la bibliografia aparecen en negrita
para facilitar su busqueda. Unicamente no constan los autores histoéricos como Sir James Paget.
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casos de cancer (Aubele M. 1995; Agia J. 1997; Azia J. 1998; Bach B.A. 1991;
Baldetorp B. 1992; Bauer T.W. 1990; Bogatyrev, V. N. 1986; Borgiani, L. 1994;
Claud, R. D. 198; Cohen, C. 1996; Davey, D. 1993; Dawson, A. E. 1990;
Falkmer, U. G. 1990; Garcia Miralles, MT. y cols. 1990; Faranda, A. 1997;
Friedrich, K. 1997; Haroske, G. 1997; Haroske, G. 1995; Kindermann, D. 1992;
Kristen, P. 1991; Longin, A.1992; Mariuzzi, G. M. 1989; Mink, D. 1995;
Montironi, R. 1993; Montironi, R. 1992; Zuo, LF. 1992; Vicioso Palcic, B.
1993;Castro, V. y cols. 1993; Gonzalez Morales, ML. 1996; Sinn, H. P. 1997;
Leonardi, E. 1998; Lavarino, C. 1998; Baldetorp B. 1998) s¢ nos planteo la
posibilidad de dar un paso adelante y tratar de seleccionar aquellos casos de
mastopatias fibroquisticas en los que fuera posible predecir una evolucion
hacia la benignidad o la malignidad, consiguiendo con ello un verdadero
diagnostico precoz.

En primer lugar tenemos que diferenciar entre diagndstico primario y
diagnostico precoz.

Consideramos diagnoéstico primario al obtenido por cualquier tipo de
técnica alli donde las otras han fracasado. En el caso que nos ocupa
considerariamos diagnostico primario a la afirmacion definitiva de cancer
mediante la citologia cuando la clinica y la radiologia han sido negativas.

Este diagnostico primario es independiente del estadio del tumor, y asi
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nos encontramos que podemos haber hecho un diagnoéstico citologico de
cancer tanto en un tumor de pequefias como de grandes dimensiones. Pero en
cualquier caso la enfermedad ya estd establecida.

El diagnoéstico precoz es el que se refiere al reconocimiento de las
displasias, es decir a las lesiones potencialmente malignas. Este término y este
concepto es sobradamente conocido por otros especialistas que han visto
disminuir los casos de cancer al aplicar la terapéutica adecuada sobre las
displasias. Esta actuacion nos ha sido util hasta ahora, pero una vez que
aplicamos conocimientos de biologia molecular, como podemos considerar a
la cuantificacion de ADN, encontramos que nos falta “algo”. Empezamos a
considerar la posibilidad de diagnosticar un posible cancer cuando todavia no
lo es, queremos decir, /es posible detectar una alteracion celular del ADN
aun cuando morfolégicamente no hay alteraciones? ;cuando todavia no hay .
displasia?. En principio y a la vista de los conocimientos ya adquiridos en este
campo creemos poder afirmarlo. (Seigneurin D.1994; Goud T.M. 1995; Visscher

D.W. 1995; Palmer 1.0. 1998; Guski H. 1988; Guski H. 1989; Seckinger D.
1989; Bogatyrev V.N. 1986; Prechtel K. 1991; Prechtel K. 1993; Prechtel K.
1994; Prechtel K. 1997; Borzenko, B. G. 1990; Borzenko, B. G. 1997; Crissman,

J. D. 1990; Pallis, L. 1992; Siitonen, S. M.1993 ) Entonces, podriamos detectar

clones aneuploides en lesiones aparentemente benignas y predecir por tanto su
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evolucién hacia la malignidad. /Esto es asi de simple?: ;Que proporcion de
casos morfologicamente benignos lo son en realidad?. ;La mastopatia
fibroguistica es realmente un precursor encubierto del cdancer?. ;Podemos
tener una valoracion prondstica en todos los casos?.. etc ... *(Guski H. 1986;

Guski H., Simon H. 1986; ' Kwon C.S. 1988; Schauer K. 1989; Vasiu R. 1990;
Borzenko B.G. 1990; Teplitz, R. 1990; Contesso G. 1991; Theissig, F. 1991; Raju
U. 1993; Fabian C.J. 1994;Brower ST.1995; Borzenko B.G. 1997; Boone C. W.
1997)

Estas cuestiones, que no habiamos conseguido resolver con las consu]tas
de la bibliografia existente, (Visscher DW. 1993; Mattfeldt T. 1993) nos
decidieron a abordar el tema tratando de obtener nuestras propias respuestas,
con el convencimiento de que podriamos aportar nuestra pequefia contribucion
en la solucion, o al menos en el mejor conocimiento de algunos de los
problemas planteados.

Asi pues, habria que referirse a los términos mas actuales de prevencion
primaria 'y prevencion secundaria (Piédrola Gil. G y cols., 1994), para
establecer claramente cual es nuestra meta con éste trabajo.

- Prevencion primaria: consiste en evitar la aparicion de una determinada

enfermedad (en nuestro caso el CANCER) cuando ésta, efectivamente, todavia

*En algunos casos en que podria resultar dificil encontrar la referencia, hacemos
mencion expresa a su nimero de orden para facilitar su busqueda.
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no ha aparecido, actuando sobre los factores determinantes (prencoplasicos).
Es pues el conjunto de actuaciones encaminadas a reducir la incidencia de una
enfermedad en una poblacion y disminuyendo el riesgo de aparicion de nuevos
casos. Se trata de actuar sobre los sujetos susceptibles.

- Prevencion Secundaria: seria descubrir la enfermedad ya presente, pero
asintomatica en un estadio tan precoz que nos permita frenar su evolucion. Es
decir, la bateria de actuaciones destinadas a disminuir la prevalencia de una
enfermedad, reduciendo su duracion y evolucion. En éste aspecto la actuacién
por excelencia es el “screening”.

Por lo tanto queda claro que hasta ahora nos centrabamos en el segundo
escalon de prevencion (dzia y cols. 1995; Azia y cols. 1997), mientras que con
éste trabajo damos un paso mas en el verdadero diagndstico precoz del cancer
de mama, estando sobradamente demostrado que la prevencién primaria
reduce amplisimamente la mortalidad por esa causa, asi como que s¢
acompaifia de un aumento considerable de la supervivencia (Piédrola Gil y

cols., 1994).
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1.~ La cuantificacion del ADN en las células de la mastopatia

fibroquistica nos permite una yaloracién prondstica en cuanto a su evolucion

0 no hacia un céncer.

2.~ La mastopatia fibroquistica _na es un precursor del cancer de mama.

3.= La cuantificaciéon de ADN tiene valor no s6lo como marcador

pronostico, sino también como-factor.discriminativo-en-el diagndstico_






INTRODUCCION: Recuerdo Historico de la Citologia Pag.- 25

S
=
o
a
@
®
=
@
—

1) COMIENZOS DE LA CITOLOGIA:

Etimoldgicamente “citologia’ significa “ciencia que estudia la célula”, en
la actualidad, en un sentido mas amplio, entendemos por citologia “el estudio
de las células aisladas, a través de cuyas modificaciones deducimos las
alteraciones del tejido correspondiente” (Azia).

Con la invencion del microscopio en el siglo XVII, el holandés Jansen
abre el camino para ¢l estudio de la morfologia celular. El término “célula” es
empleado por primera vez en 1665 por el botanico inglés Robert Hooke para
denomunar la estructura alveolar, similar a un panal de colmena, observada al
microscopio en un corte de corcho.

En 1838, Schwann (Schwann T. 1839), basandose en las ideas del
botanico Schleiden MJ. 1838, presenta el concepto de la célula como la unidad
basica estructural de un tejido animal. Ese mismo afio Miiller (Maller J. 1833)
describe, por primera vez, el aspecto microscopico de los tumores malignos
humanos. Ya entonces piensa que la microscopia necesita el suplemento de

estudios quimicos para tener un valor diagnostico completo.
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Entre los primeros en aplicar el microscopio al estudio de las células
humanas destaca el francés Alfred Donné, quien en 1845 publico un atlas de
imagenes a base de microfotografias utilizando la técnica fotografica recién
desarrollada por Daguerre (Donné A. 1845). Sugirié la posibilidad de usar una
fuente de luz eléctrica para el microscopio unos 35 afios antes de que Edison
desarrollara la.bombilla. Otra importante contribucion de Donné fue el uso de
un micréometro para medir los objetos que observaba. De esta forma podria ser
considerado como ¢l origen de la citologia analitica y cuantitativa.

En los afios 1850 la microscopia se beneficio inmensamente de la
introduccién de colorantes como el rojo carmin y la hematoxilina.

La utilizacién de fijadores como el acido picrico, y la técnica de embeber
los tejidos en parafina, introducida por Klebs en 1867 (Luecke A., Klebs E.
1867) extendio el estudio de los tejidos con fines diagndsticos, empezando con
Miiller y Virchow (Virchow H. 1858) y durante cast un siglo después. En ese
periodo disminuy6 el interés por la observacién morfologica de las células
aisladas. De tal forma que, durante el siglo XIX y la primera mitad del XX,
s6lo hubo observadores aislados que estudiaron células de distintos origenes
con interés diagndstico o de investigacion.

Pouchet en-1847 empezo0 a estudiar las células vaginales descamadas en

la mujer. En 1853 Sir James Paget descnibe las células cancerosas
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provenientes de la aspiracion de lesiones mamarias.

Poco a poco el uso de la citologia exfoliativa, es decir, el estudio de las
células obtenidas mediante descamacion, se va imponiendo y es en el terreno
de la ginecologia donde, al principio, encuentra un mayor campo de aplicacion
utilizindose para el diagnostico de procesos malignos.

Casi al mismo tiempo se piensa en aplicar estas técnicas al estudio de
distintas sustancias corporales en las que pudiese haber células descamadas del
interior del organismo. Betschardt en 1895 (Betschardt E. 1895) publica su -
trabajo sobre el estudio de células malignas en el esputo. Se suceden los
estudios sobre distintos tipos de muestras obtenidas del aparato respiratorio,
para diagndstico, no sélo del cancer de pulmén, sino de otros procesos
respiratorios. : R

En esa misma década, Miescher en 1890 logré la identificacion quimica
de los acidos nucleicos, lejos todavia de que se intuyera la importéncia del
papel que desempefian en el ciclo celular. Hansemann D. 1890 plantea la
hipétesis de que los canceres estan caracterizados por una division celular
asimétrica, la cual presupone cambios cromosémicos cuantitativos en el
cancer. En aquel momento hubo discrepancias en estudios similares realizados
por Stroebe en 1892, al encontrar mitosis asimétricas en tejidos regenerativos

y tumores benignos.
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Paralelamente a la evolucién de la citologia exfoliativa se desarrolla la
citologia por puncidén aspiracion.

La puncién con fines diagnosticos se inicia en 1882, cuando Gunter
utiliza la puncion transtoracica con el fin de obtener microorganismos para su
identificacion en pacientes afectados de neumonia. En 1884 Kroning logra el
primer diagnéstico de cancer de pulmdn utilizando la técnica de puncidn.

En realidad el concepto de “Citodiagnéstico™ aparece con Koeniger en
1908.

En 1914, mediante el estudio microscopico de la secrecion obtenida a
través del pezon, Natham rtealiza la primera descripcion citolégica del
carcinoma de mama. Este mismo afio, Boveri (Boveri T. 1904} en contraste con
Hansemann, presenta su hipotesis sobre la aparicion de cambios cualitattvos
en los cromosomas de las células cancerosas.

Es de gran importancia la figura de George N. Papanicolaou quien, en

1917 comienza sus estudios sobre el ciclo vaginal (Papanicolau GN., Stockard
GR. 1917) da a conocer su técnica y populariza el uso sistematico de la
citologia con la tincion que hoy lleva su nombre.

Feulgen R., Rossenbeck H. 1924, desarrollan una tincion especifica para
el “acido timonucleico”, como entonces se denominaba al ADN.

El reconocimiento de que podian medirse las anomalias morfologicas de
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células observadas microscopicamente en varias enfermedades, pero
principalmente en el cancer, ha conducido a la citologia analitica. El
mnvestigador aleman Jacobj en 1925 estudié el tamafio nuclear y celular en
vartos tejidos, observando que el volumen de las células normales se duplica
antes de la mitosis. En tiempos mas recientes se ha visto que los eventos
descritos por Jacobj corresponden a la replicacion del ADN durante la fase S
del ciclo celular.

Debemos recordar que en 1925 el ADN todavia era conocido como
"acido timonucleico” y que los investigadores de la época no sabian nada sobre
la estructura o funcién de esta materia en el ciclo celular. Se suponia que los
acidos nucleicos eran productos de deshecho del metabolismo de las purinas.

.En 1925, segim los estudios de Greenhough, el recuento de mitosis - un
analisis morfométrico - se descubria como un poderoso factor prondstico en
el cancer de mama.

Young en 1930 comienza a practicar biopsias por puncién de la mama,
con estudio histoldgico del material obtenido.

Heiberg KA. y Kemp T. 1929, probablemente fueron los- primeros en
sostener la impresién subjetiva de que el nicleo canceroso era mas grande que
el de las células normales. Los intentos para documentar objetivamente las

diferencias medibles entre los tejidos benignos y los canceres que asientan en
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ellos fueron llevados a cabo por el patélogo aleman Haumeder en 1934
(‘*McCarthy WL., Haumeder E. 1934), Schairer en 1935 y Ehrich en 1936.
Midieron los nucleos y nucléolos en lesiones benignas y malignas de mama,
concluyendo que en el cancer habia un aumento en ¢l volumen nuclear y

nucleolar que, sin embargo, se solapaba con el normal.

2) CITOMETRIA:

Los esfuerzos para desarrollar los procedimientos microcitométricos en
los afios 30, surgieron en el grupo de trabajo del quimico aleman Einar
Hammarsten, donde se encontraba Caspersson, en el instituto Karolinska de
Estocolmo. Hammarsten trabajaba con una solucion de “acido timonucleico”
muy pura, desarrollada unos afios antes por el quimico danés /var Bang.

Generalmente se acepta que los trabajos de Caspersson y cols. 1936, en
los afios 30 marcan el comienzo de la citometria moderna. Interesado en la
microscopia de polarizacion de tejidos animales observé que las soluciones de
ADN producian claramente una doble refraccion muy elevada que implicaria
propiedades moleculares muy peculiares. Rudof Signer trabajaba con un
modelo cuantitativo estudiando la forma y el peso de los derivados de celulosa,

las mediciones de la muestra de ADN en su dispositivo mostraron que la
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molécula de ADN era peculiar debido a su elevado peso molecular y su forma
filamentosa. A. Tiselius desde 1937 usando ultracentrifugacién y W.1T. Astbury
con cristalografia por rayos X aportaron datos més precisos sobre el tamafio
y la forma molecular.

Siendo evidente que el ADN era un componente realmente curioso s¢
suscitd un gran interés en estudiar su posible funcién. Empezando por obtener
informacion sobre.su localizacién en la célula y su comportamiento durante las
diferentes fases del crecimiento celular.

~Tanto el ADN como el ARN tienen una banda de absorcion muy elevada
en ¢l rango medio de luz ultravioleta (UV). Caspersson TO. y cols. 1936,
utilizando la engorrosa microfotografia UV - que tenia un gran poder de
resolucion - sospecharon que la elevada absorcion de la cromatina estaria
causada por un acido nucieico, como demostraron en 1935 en un cromosoma
en metafase.

Durante la segunda guerra mundial hasta 1947 el grupo de Caspersson .
trabajé en Suecia, practicamente aislado de otras comunidades cientificas en
diferentes paises. El resultado de los numerosos estudios de ese periodo fue
aclarar la importancia del ADN y ARN en el metabolismo celular,
especialmente en los procesos de sintesis (Caspersson TO. 1950). La

citofotometria permitio demostrar que los acidos nucleicos eran necesarios
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para la sintesis proteica (Caspersson TO., Santesson. 1942). Simultaneamente
Jean Brachet en Bélgica alcanzd conclusiones similares que publico al
terminar la guerra (Brachet J. 1950).

En 1942 Caspersson TO., Santesson demostraron que las proteinas y
acidos nucleicos en tumores epiteliales malignos eran diferentes de los de
células normales. Hallazgos confirmados por varios autores, entre ellos

Mellors y cols. (**Mellors RC. 1956).

3) CITOLOGIA CLINICA Y PUNCION ASPIRACION CON AGUJA

FINA: -

El resurgimiento del interés en las células como medio para el diagndstico
es relativamente reciente, ocurrié tras finalizar la Segunda Guerra Mundial.

Una fecha fundamental en la historia de la citologia es el afio 1942
cuando Papanicolau publica sus articulos sobre el valor diagnéstico de los
frotis vaginales en el carcinoma de atero (Papanicolau GN. 1942).

Desde entonces hasta nuestros dias, 1a lista de autores que han aphcado
las técnicas de la citologia al diagndstico de los distintos procesos que afectan
a diferentes organos, asi como su evolucion, no ha dejado de crecer. Y por

citar s6lo unos pocos ejemplos, tenemos los trabajos sobre el aparato
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digestivo, en concreto sobre el carcinoma gastrico, de Panico FG., |
Papanicolaou GN. y Cooper WA. 1950, a partir de la aspiracion del contenido
del estdbmago; sobre muestras de eséfago por Anderson HA. y cols. 1949, de
colon y recto por Ayre JE. 1950 ; pancreas y vias biliares por Lemon HM. 1949.

Simultdneamente, aparecen también los primeros trabajos en los que se
da a conocer la experiencia de distintos autores en la aplicacién de la citologia
al estudio de las células que aparecen en el sedimento urinario, y asi tenemos
los trabajos de Chute R. y cols. 1948, McDonald JR. 1954 o los estudios de las
secreciones prostaticas realizados por Jonsson J., Fajers CM. 1950 ; Albers
DD. y cols. 1949, Herbut PA., Lubin EN. 1947, a la buisqueda de células que-
puedan indicar la presencia de carcinomas que asienten en esta glandula.

En 1946 Jackson D., Severance AQ, habian descrito los criterios
citologicos de malignidad. Greenhough sobre la evaluacion histoldgica
diferencio los tumores en tres Q‘upos segun su grado de malignidad y mostrd
una clara correlacion entre el grado histolégico de diferenciacion y.1a curacion
.de la enfermedad. Similares resultados habian obtenido diversos autores como
White en 1927 y Haagensen CD. 1933.

Uno de los mayores avances para la anatomia patologica en las ultimas
tres décadas ha sido el desarrollo y la aplicacién de la aspiracion citologica

mediante puncion con aguja fina. Técnica que 'se caracteriza por su alta
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precision de diagnéstico, inocuidad y bajo coste, pudiendo utilizarse en
cualquier 6rgano o tumor.

La puncién con aguja fina la inicia Fagher en 1945 obteniendo frotis
sobre los que efectia estudio citoldgico. A partir de este momento comienzan
a aparecer trabajos sobre la aplicacion de esta nueva técnica al estudio de las
lesiones mamarias.

Quienes realmente le dan el impulso definitivo son Sixten Franzen, Josef
Zajicek 1960 . En la década de 1950-60 introducen la préctica de la puncion-
aspiraciéon como prueba de rutina, de forma sistematica y con directa
aplicacion clinica, en el Hospital Karolinska de Estocolmo. Caracterizan los
cuadros citologicos llamando la atencién sobre esta nueva forma de
diagnostico y desarrollan la técnica de la puncion-aspiracion con aguja fina,
creando los instrumentos adecuados y sistematizando el estudio del material
obtenido. Esta técnica se habia manifestado ya como una gran ayuda en ¢l
diagnéstico morfolégico previo al acto quirirgico.

En Espafia la puncion citolégica se introduce en la década de los sesenta,
pero no es hasta 1970 cuando comienzan a aparecer los primeros trabajos.
Merecen ser mencionados, entre otros, Vilaplana E., Garcia Ferrer JC. 1970;

261. 222 Vilaplana E., Jimenez Ayala M. 1972; Fernandez Cid A. y cols. 1976;

Gonzalez Merlo J. 1977; Aziia Blanco J. 1976, todos ellos sobre patologia
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benigna y maligna de mama; De Agustin P. 1982; Pérez Barrios A. 1983; Garcia
Riego A. 1984, utihizando la puncién transtoracica con aguja fina; Vilaplana E.
1980; Azita J., Gomez Aracil V. 1981; " Pérez Barrios A., De Agustin P. 1983;
*Lostalé F. y cols. 1987, estudiando la puncidn-aspiracion en diferentes érganos
como el rifién y glandulas suprarrenales.

El inconveniente de la clasificacion histologica estaba en que es una
valoracion subjetiva de las imagenes microscopicas, To que dificulta su
reproductibilidad. Para subsanar esta contrariedad numerosos trabajos han
evaluado diversas variables "medibles"- considerando su importancia
pronostica: variabilidad nuclear Black en 1955 y Bloom W. 1957, grado
histologico Bloom W. 1957, indice mitdtico Bloom W., Richardson WW. 1957,
tamafio del tumor primario Alderson MR. y cols. 1971; y **Wallgren A. y cols.
1976, numero y extension de las metastasis nodulares axilares Alderson MR.
y cols. 1971, tamafio nuclear ** **Wallgren A. y cols. 1976 y contenido de
receptores de estrogeno tumoral Hahnel R. y cols. 1979,

Sommers en 1969 (Sommers SC. 1969; Goldenbreg VE. , Sommers SC.
1969) observé que los carcinomas intraductales de mama presentaban,
generalmente, nicleos de menor tamafio que los hallados en los canceres
invasivos. Como ya comprobaron Kallenberger A. y cols. 1967 y confirmo6 el

estudio de Fossa SD. y cols. 1982, los carcinomas mamarios de grandes micleos
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presentan con mayor frecuencia poblaciones celulares no diploides. Desde
entonces la correlacion entre el valor del area nuclear media y el indice de
supervivencia del paciente ha sido muy estudiada: Baak Jy cols. 1985; Azia
Blanco J. 1988. En un trabajo comunicado en el XIII Congreso Nacional de
Citologia (1994), ®Azia Blanco J. y cols., estudiaron la correlacion entre el
4rea nuclear media y el grado de malignidad ADN (Patologia 1995).

Para Van der Linden JC. y cols. 1989 ¢l tratamiento auxiliar en base tan
solo a la presencia de metastasis en los nddulos linfoides puede dar lugar a un
porcentaje relativamente alto de sobretratamientos. La identificacion de este
subgrupo de “bajo riesgo” podria ser una ventaja obvia en el cuidado del
paciente. Llegd a la conclusion de que tan solo el nimero de nédulos positivos,
el porcentaje del 4rea de los nédulos linfoides ocupada por el tumor, €l estado
de receptores de estrogenos del tumor primario, el indice medio de actividad
mitotica v la desviacién estandar de la relacion de los ejes nucleares se
correlacionaban, de forma significativa, con el indice de recurrencia tumoral.

Desde el informe inicial de Jensen EV. y cols. 1971, la cantidad de
receptores de estrogenos en el tejido canceroso mamario se ha identificado
como un indice importante, no solo a la hora de predecir la respuesta a la
terapia endocrina, sino como valor pronéstico. Esto ha sido demostrado por

autores como Knight WA y cols. 1977, Hahnel R. y cols. 1979. La carencia de
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receptores de hormona constata a menudo una manifestacion de diferenciacién
celular representada también por el aumento del contenido del ADN nuclear
Sachs H., Winzer J. 1976 ; Fossa SD. y cols. 1982. Por otra parte Rosen PP. y
cols. 1975y %1981, Maynard PV. y cols. 1978, hallaron que el contenido
de receptores de estrogenos de los tumores mamarios humanos se correlaciona
de forma clara con el grado histolégico tumoral. Similares resultados fueron
obtenidos por King RJ. 1980; Wurz H. y cols. 1980y por.”"Fisher B. y cols.

1981 y Garcia Castro C. y cols. 1991.

La idea de que el grado de anormalidad de los micleos celulares
tumorales ha mfluido en el pronéstico del cancer puede encontrarse en las
revistas médicas desde el comienzo del estudio citolégico del cancer. En los
ultimos 24 afios se ha sugerido una clasificacion de malignidad basada
fundamentalmente en el pleomorfismo nuclear. En un principio, estos sistemas
de gradacion se basaron en observaciones visuales subjetivas realizadas
mediante el microscopio de luz, sin embargo, hoy en dia, es posible la creacion
de un sistema-de clasificacion del cancer mamario mediante técnicas analiticas
citométricas.

El descubrimiento por Caspersson TO. 1936, de la posibilidad de medir
¢l ADN del nicleo celular y la demostracion por su discipulo Sandritter en

1952 de que también es factible cuantificar las diferencias en el contenido de
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ADN, son el principio basico de los intentos actuales para medir, mejor que
visualizar, los diferentes tipos de anormatidades tumorales (Stenkvist y cols.

1986).

4) DESARROLLO DE LA CITOFOTOMETRIA :

Poco después de terminar la segunda guerra mundial, varios grupos
comenzaron con trabajos citofotométricos. Entre los pioneros del andlisis
celular cuantitativo debemos mencionar, entre otros, a Pollister que midieron
proteinas que reaccionaban con Millon y Feulgen. Mirsky (Davidson EH,
Allerey VG, Mirsky AE, 1963), Leuchtemberger (Leuchtemberger C. 1950) y
Lison (Lison L. 1960) trabajaron y perfeccionaron los citofotometros.

Mellors fue el primero que concibié la idea de un microscopio
automatico; en una serie de trabajos publicados entre 1951 y 1956 , €l y sus
colaboradores, incluido Papanicolaou, describieron los principios del analisis
cuantitativo celular en frotis cervicales y fluidos pleurales, basado en métodos
de tincion convencionales o en tinciones de fluorescencia.(Mellors RC. 1953;

Mellors RC. y cols. 1952)

Mellors confirmé los datos proporcionados por Pellister AW. 1952,

Leuchtemberger C. y cols. 1954 y Caspersson TO., Santesson. 1942 de que la



INTRODUCCION: Recuerdo Historico de la Citologia P4g - 39

cantidad de cromatina nuclear en células escamosas cancerosas exfoliadas de
la cervix uterina era significativamente diferente de la de un epitelio normal
homologo (Mellors RC., Kupfer A. 1953). Esto condujo a la publicaciéon en
1956 de “los principios citologicos, citoquimicos y oOpticoelectrénicos
fundamentales del desarrollo de un microscopio automatico para el
citodiagnostico preliminar” (Mellors RC. 1956). Las ideas de Mellors llevaron
al desarrollo del primer aparato semiautomatico para la deteccién de células
cancerosas en frotis cervicales: el Citoanalizador de Tolles (**Tolles WE.,
Bostrom RC., Sawyer HS. 1956), entre 1953 y 1956.

El aparato fue disefiado para medir, sobre frotis tefiidos, ¢l didmetro de
las células y sus niicleos y los coeficientes de extincion (densidad 6ptica) del
nicleo, ¢l cual refleja la cantidad de colorante retenido. Disponia de un circuito
coﬁt’ro] para eliminar las sefiales generadas por agrupamientos de células. En
articulos publicados en 1961, 2 Tolles WE. y cols. 1961, describieron los
resultados de mediciones sobre portas: vaginales y cervicales. El estudio
documentd que las tres mediciones eféctuadas, es decir, didmetro celular,
diametro nuclear y densidad 6ptica nuclear, fueron suficientes para identificar
poblaciones anormales de células.

En general, el uso de la citofotometria de absorcién aumentd rapidamente

después de 1950. Sandritter y su grupo en Alemania, realizaron el primer
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estudio realmente amplio sobre tumores, cuantificando las diferencias en el
contenido de ADN.

A principios de los 50 se desarrollaron métodos citofotométricos
diferentes. Entre ellos la microinterferometria, un sistema de medir la
interferencia optica construido por Dysen BC. y cols. 1 963 en Inglaterra y
mejorado por Davies HG. y cols. 1954. Proporciona informacion sobre el peso
seco de un objeto biologico de dimensiones microscopicas. Hoy en dia
suplementa la citofotometria de absorcion. El microscopio electronico
cuantitativo desarrollado por Bahr, Carison y Zeitler en 1961 proporciona una
resolucién mucho mayor. La fluorometria es un tercer método muy potente que
no queremos dejar sin mencionar.

Caspersson estaba interesado en conocer la cantidad total de distintas
sustancias, como el ADN o el ARN, en cada célula o nucleo integros, pero
necesitaba tecoger esta informacion de un gran nimero de células. Los
instrumentos existentes hasta el momento eran demasiado lentos y empezaron
4 disefiar una serie de instrumentos rapidos para los tres métodos de medicion
que acabamos de citar.

En los afios 50 al 70 las diferentes técnicas citofotométricas estuvieron
en un proceso continuo de desarrollo, y aun lo estan. Algunos de los avances

posteriores son impresionantes desde el punto de vista técnico, consisten en la
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combinacién de los sistemas basicos de medicion con sofisticadas formas de
analisis de datos e informatizacidn.

Debid:Q a la‘llegada de equipos electronicos mejorados y ordenadores
digitales en los afios 50 y 60, el analisis de ADN celular (estatico y flujo), la
clasificacion celular (Kamentsky LA. y cols. 1965; Atkin NB. 1965; Bohm N.,
Sandritter W. 1975) y el analisis del modelo de cromatina cuantitativo (Wied
GL. y cols. 1968) empezaron a ser aplicados en mucha mayor escala que antes
de la segunda guerra mundial. Desde el comienzo de los 60, Caspersson TO.
y mas tarde también Auer en Suecia; Bartels PH., Bahr GF., Wied GL. 1969;
Koss LG.; “* "®Frost; "SBibbo M. y ™26 otros en USA;"*>*Atkin NB. en
Inglaterra; Sugar J. 1962, en Hungria, Bohm N., Sandritter W. 1975;
Grundmann E. 1961 y otros en Alemania y otros investigadores de varios
paises midieron el contenido de ADN celular.

La introduccion de los ordenadores, primero por Prewitt JM., Mendelsohn .
. ML. 1966, y luego por Wied GL. y cols. 1979, dio un nuevo rumbo al andlisis.

celular.

5§) CITOMETRIA DE FLUJO Y DE IMAGEN :

La idea fue desarrollada conjuntamente por el patologo Herbert Derman
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y.John J. Hofler que entonces -1960- trabajaba en IBM. Ellos sugirieron que
el sistema de Caspersson de analisis celular podria ser modificado y
transformado en un sistema rapido y clinicamente util usando técnicas de
reconocimiento de! patron basadas en ordenador, aplicadas a Opticas de cuarzo
con una fuente de Tuz UV de adecuada longitud de onda. La propuesta incluyo
la idea de acelerar la prueba usando una suspension celular que se analizaria
por registro de niveles de absocion ultravioleta. La idea de Derman fue
rapidamente aceptada por IBM y el desarrollo del prototipo fue asignado al
fisico Louis A. Kamentsky. El soporte biologico lo aport6 el patologo Myron
R. Melamed. entonces colaborador de Koss, en una serie de publicaciones
cientificas en 1963, 1965 y 1967 ( '*Kamentsky LA., Melamed MR., Derman
H., 1965) donde establecieron las bases cientificas de la citometria de flyjo y
para la clasificacion celular. Es de particular interés ¢l primero de estos
articulos, publicado en 1963 ( '*Kamentsky LA., Derman H., Melamed MR.,
1963), que describio las normas fundamentales para la diferenciacion entre -
células benignas y malignas de los frotis de cervix en un sistema estatico. Son
evidentes las raices comunes de estas dos aproximaciones principales a la
citologia analitica: analisis de imagen de alta resolucion y citometria de flyjo.
En consecuencia estas normas de diferenciadion fueron aplicadas a la

citometria de flujo.
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En 7980, .-Auer G., Caspersson TO., Wallgren A., estudiaron los modelos
de distribucion de las cantidades de ADN mediante técnicas de citofotometria,
sobre citologias extraidas por PAAF. El resultado de su trabajo fué la
agrupacion de los modelos de histograma en cuatro tipos con diferente
significado pronostico, demostrando que existia correlacion con el tiempo de
supervivencia. Por tanto establecen que pueden identificarse los tumores de
bajo y alto grado de malignidad en funcion de la distribucion de ADN que
presenten. La conclusion es que las determinaciones de ADN pueden dar
informacion prondstica y orientacion a la terapia, en cada caso individual,
ademas de la proporcionada por el estadio clinico y los criterios morfologicos.
Posteriormente, en 1991, Auer, Falkmer y Zetterberg modifican su anterior
definicion de los histogramas de distribucion de ADN.

Seguidamente numerosos investigadores han confirmado el valor
prondstico de los modelos de distribucion de ADN utilizando las técnicas de
citofotometria, citometria de flujo y citometria de imagen (Charpin 1990) (R. -

Mir 1992).

Los tumores de pacientes de supervivencia corta son considerablemente
aneuploides, por esto gran parte de los estudios se orientan a la obtencion de
calculos o métodos que miden la aneuploidia. Varios investigadores buscaron

el nivel de contenido de ADN a partir del cual se considera aneuploide una
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célula concreta. La mayoria de los autores lo sitban en el valor 5¢ (Erhardt,

Auer, Fallenius 1986) (Auer, Falkmer 1 991) (Longin A., Fontaniere B. 1992).

En cambio, Stenkvist y Johansson-Browen (1991) consideran los porcentajes de
células que exceden 2,25¢ y 4,5c¢.

Un parametro muy poco estudiado, del que Gltimamente comienzan a
aparecer algunas referencias en la bibliografia, es el valor de la entropia. Es la
‘medida matematica del grado de dispersion del contenido muclear de ADN.
Fue estudiado primero por Stenkvist B., Strande G. 1990 quienes encontraron
que es 1til para la separacién de distribuciones obtenidas de tumores malignos
cuando se comparan con lesiones no malignas o controles normales. Un afio
después Stenkvist y Johansson-Browen, 1991 correlacionaron la entropia con
el porcentaje de células Ki-67 positivas, indicando que proporciona
informacién sobre el grado de proliferacién tumoral (*Bengtsson , Erikksson,
Jarkrans, 1986; “Bengtsson, E. 1987). Considerando el indice de ADN y la
entropia conjuntamente separaron el 97% de las muestras de carcinoma de las
muestras de individuos sanos, evidenciando la utilidad de este parametro para
confirmar el diagndstico de cancer.

La fraccion de células en fase S y el porcentaje de células con alto
contenido de ADN se han confirmado como dos factores pronosticos

determinados por la medicion del ADN muclear total y el analisis del ciclo
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celular (Wagner T., Adler A., Kubista E. 1993).

Con el proposito de realizar estudios retrospectivos con un seguimiento
clinipo mas largo se ha trabajado mucho la cuantificacion de ADN sobre
secciones de tejido parafinado. Los resultados obtenidos son significativos
para predecir recaidas y la supervivencia, tanto si se utiliza la citometria de
flujo como el analisis de imagen. Sin embargo, ésta tltima parece carecer de
la especificidad del flujo en correlacion con el seguimiento clinico cuando se
utilizan cortes histologicos (Yuan J., 1992). Cuando el grosor supera 5 micras
aparecen problemas, como son un coeficiente de variacién muy elevado y
desviacion a la izquierda del indice de ADN (Cope C., 1991).

Una alternativa mejor que permite el estudio retrospectivo es ¢l uso de
las citologias obtenidas por PAAF antes de la cirugia. Tefildas con
Papanicolaou o May Grundwald-Giemsa para la visién rutinaria pueden ser
decoloradas y retefiidas con Feulgen para la cuantificacién mediante analisis
de imagen. Tanto el indice de ADN como la fraccion en fase S fueron
constantes cuando se comparan con los resultados obtemdos de muestras
tomadas tras la extirpacion quirurgica del mismo tumor (Taylor 8., Zachariah

S. y Chakraborty S. en 1993).

Los estudios que comparan los parametros citométricos obtenidos de la

cuantificacion de ADN y los factores prondsticos cléasicos del carcinoma de
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mama son muy numerosos en los dltimos afios. La correlacion existente entre
la ploidia y el grado histologico es uno de los mas estudiados (Charpin, 1990)
(Lee A., 1992) (Yuan J., 1992) (Davey, 1993). La medicion de ploidia de ADN
usando los tipos de histogramas segin Auer (1980) permite distinguir los casos
de pronostico favorable y desfavorable, con referencia a los periodos de
supervivencia, con mejor reproductibilidad que el grado histolégico segun
Bloom y Richardson (1957), F. Theissig y cols. (1991). El grado nuclear también
presenta fuerte correlacion con las caracteristicas citométricas de ADN que
parecen estar mutnamente asociadas: aneuploidia, fraccion de proliferacion y
multiploidia en carcinoma mama (Charpin, 1990) (Theissig, 1991) (Lee A., 1992)

(Smith F. y Zappi M. en 1993) (Yuan J., 1992) (Davey, 1993).

Auer, Caspersson y Gustafsson 1980, demostraron la utilidad de la
medicion de ADN para predecir la sensibilidad del carcinoma de mama a la
terapia endocrina, al encontrar que existia correlacion entre los modelos de
distribucion del ADN y los niveles de receptores estrogénicos en el carcinoma
primario de mama. Como han corroborado los estudios de **Baak y cols.
(1991); Longin A., Fontaniere B. y Pinzani V. (1992).

En otros trabajos se demuestra la correlacion entre la aneuploidia y otros
criterios de mal prondstico como mayor tamafio del tumor (Longin, 1992; Yuan

J., 1992), alta proporcion mitdtica, invasion linfatica y vascular, incremento de
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células ki-67 positivas y sobrexpresion de la proteina neu-oncogen (**Baak,
1991), (Charpin, 1990) (Lee A., 1992).

Otros investigadores buscan la correlacion no sélo del tipo de histograma,
sino también del indice de ADN, numero de células con contenido de ADN
superior al limite 5c y del grado de malignidad ADN (segun Bécking) con
relacion a los factores prondsticos tradicionalmente establecidos en carcinoma.
de mama; tamafio del tumor, estado de ganglios linfaticos, grado histologico
y contenido en receptores hormonales (Longin A., Fontaniere B. y Pinzani V.,
1992). Mas recientemente se ha correlacionado directamente la presencia de
células en 5¢ con otros parametros pronosticos reconocidos y directamente con
la evolucién de tumores clasificados de baja malignidad (Siitonen 1993).

El indice de ADN no parece guardar correlacion con ninguno de los
parametros clasicos y el estado ganglionar es independiente de los parametros - .
de ADN (Longin A., Fontaniere B. y Pinzani V., 1992) (Longin, 1992) (R. Mir,

1992).

Cualquiera de las caracteristicas del contenido de ADN presenta mejor
correlacion con la muerte precoz que cuando se comparan los parametros
clasicos. Asi lo muestran Gilchrist K., Gray R. y van Driel Kulker (1993) en un
estudio en el que comparan la ploidia, porcentaje y nimero de nucleos con

ADN superior a 5c frente al estado de receptores estrogénicos, nimero de
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ganglios con metatasis y tamafio del tumor, sobre dos grupos de pacientes de
Carcinoma de mama con ganglios linfaticos positivos, separados por las
diferencias en el tiempo de supervivencia.

Pronto empez6 a notarse que el contenido total de ADN generalmente no
diferencia absolutamente entre lesiones benignas, displasicas o malignas. La
ploidia de ADN no ofrece informacion diagnéstica adicional a la microscopia
de luz para diferenciar entre determinadas lesiones benignas apocrinas o.la
hiperplasia ductal atipica y el carcinoma ductal de bajo grado, dado que estas
proliferaciones muestran un contenido de ADN diploide (Fisher E., 1992; Raju
U., 1993). Sin embargo, Crissman (1990) observo que algunas hiperplasias
atipicas muestran un contenido anormal de ADN compatible con la
transformacién neoplasica, lo que podria tener significacion para el diagnostico
precoz del cancer. Aunque ¢l indice de ADN y el porcentaje de las fases G1-S-
G2 muestran diferencias entre lesiones benignas y malignas, para separar
correctamente el 100% de las lesiones Molnar (1992) necesito utilizar a la vez
varios parametros morfométricos y densitométricos.

En general, al revisar los estudios comparativos encontramos que ambos
métodos de cuantificacion de ADN, la citometria de imagen y la de flujo,
muestran buena correlacién entre si, ofrecen resultados similares, pero tienen

ventajas individuales y se consideran técnicas complementarias en el analisis
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de la ploidia de ADN vy la proliferacion (McFadden 1990; Dawson A. 1990;

Cohen 1991; Cope 1992; Lee A. 1992; Yuan J. 1992; Baak 1993; Lajoie G.
1993).

Entre las ventajas del analisis de imagen destaca la pequefia muestra
tisular que requiere en relacion al citometro de flujo. La discriminacion visual
directa de las células anormales conlleva mayor sensibilidad para identificar
poblaciones aneuploides pequefias (Wilbur, 1990; Bauer, 1990; Lajoie G., 1993)
y especialmente en la deteccion de poblaciones celulares tetraploides y
altamente aneuploides (Bauer, 1990). Generalmente los casos discordantes se
deben a picos cerca de la region diploide que no han sido detectados por
imagen pero si por flujo (Lee A., Dugan J., 1991; Lee A., Wiley B. 1992).-
Permite la medicion automdatica del ADN de cientos de células con un
coeficiente de variacién muy bajo y la medicién de caracteristicas de textura
sobre las mismas células (Baak, 1993).

En casos diploides, el porcentaje de células en cada una de las fases del
ciclo celular, obtenido por ambas técnicas, fué concordante y bien
correlacionado. En casos aneuploides, el analisis de imagen es mas sensible
que el flujo para detectar la fraccién aneuploide y el porcentaje de células en
fase G2M, mientras que el flujo fue mas sensible para detectar la fraccion en

fase S. (Luzi P., 1994)
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Yuan J. (1992) atribuye la mayor sensibilidad de la imagen para detectar
la aneuploidia a las diferencias en los controles internos aplicados en cada
método, por imagen utiliza células normales (linfocitos) en la misma seccion
que las células tumorales.

El analisis de imagen confirmo la presencia de poblaciones aneuploides
escondidas en distribuciones de flujo con amplio coeficiente de variacion (CV)
del pico GO-G1. Es especialmente dificil la diferenciacion de poblaciones
normales con ADN diploide de poblaciones anormales peridiploides o
aneuploides mediante citometria de flujo, ya que estas muestras tienden a
presentar una distribucién de ADN dispersa con amplio coeficiente de
variacion del pico GO-G1 (McFadden P., 1990)

La proliferacion se evalua mediante cuantificacion por imagen de la
tincién inmunocitoquimica usando anticuerpos monoclonales Ki-67 y medicion
de la fraccion en fase S por citometria de flujo (Lee A., Dugan J. y cols., 1991
y 1992). Los estudios demuestran que el analisis de imagen es un método
valido para evaluar la proliferacion tumoral y ofrece ciertas ventajas, ya
mencionadas, sobre la citometria de flujo (Dawson A., 1990)

Por ofra parte, la citometria de flujo analiza grandes muestras celulares
y produce histogramas de mejor resolucion (Lajoie G., 1993). Se considera con

frecuencia como mas reproductible que el andlisis de imagen debido a la alta
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velocidad de la evaluacion, el gran namero de elementos medidos por muestra
y la falta de interaccion del observador. Realmente la ploidia de ADN por flyo
es muy reproductible aunque la fraccion de fase S es mucho mas variable
(Baak, 1993). Detecta mas facilmente multiples picos aneuploides (tumores
multiploides) y picos aneuploides cerca del rango diploide. Los casos erToneos
se producen por error en la evaluacion del histograma cerca de la region
tetraploide (Lee A., Dugan J, 1991; Lee A., Wiley B. 1992).

Zbieranowski (1993) identifico falsa multiploidia en un estudio con
citometria de flujo sobre lesiones benignas y malignas de mama, tiroides,
pulmoén, sarcoma, linfoma y tejido uterino; en ningun caso hubo evidencia
histolégica de necrosis que pudiera ser la causante. El estudio comparativo
paralelo con citometria de imagen apoyo la presencia de falsa aneuploidia de
ADN. Se ha descrito la aparicién de falsos picos aneuploides de ADN en
tejido normal mediante citometria de flujo, aunque no se han establecido los
criterios para distinguirlos de los verdaderos picos aneuploides cerca de la
regién diploide. Deberia realizarse un control de calidad rutinario  para
identificar las posibles causas de falsa multiploidia de ADN cuando se mide
el contenido de ADN usando citometria de flujo.

Los casos que presentan resultados discordantes entre ambos métodos de

cuantificacién de ADN pueden deberse a error en la muestra, heterogenidad
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tumoral y pérdida selectiva de poblaciones celulares durante el proceso (Bauer,
1990; Cohen, 1991). Los dos métodos pueden no detectar poblaciones
aneuploides escasas, presumiblemente por errores en la preparacion de la

muestra (Bauer, 1990).
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1) ADNY CROMATINA :

La doble hélice de ADN constituye el simbolo mas familiar de la
revolucion biologica que se inicio en 1940.

El modelo de la molécula de ADN, propuesto por James Watson y
Francis Crick en 1953, provocd un impacto particularmente intenso al
presentar su propia estructura indicios de cémo podria el ADN desempeiiar sus
funciones de almacenamiento y.transmisiéh de.la. informacion genética.

Varios descubrimientos recientes en estd area de investigacion han
revelado que, aun pareciendo el ADN en su habitual forma bihelicoidal
sensiblemente inerte ¢ inflexible, constituye en realidad, tanto quimica como
estructuralmente, una de las moléculas mas versatiles.

El exterior de Ia doble hélice del ADN esta dominado por los armazones
de las dos hebras entrelazadas. Cada hebra, un largo polimero de subunidades
llamadas nucleotidos, posee un esqueleto donde alternan grupos fosfato con
un azucar, la desoxirribosa, formando una cadena unida por enlaces

covalentes: una estructura de gran cohesion, merced a que sus atomos
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comparten pares de electrones.

Las cadenas exhiben polaridad, o direccién: presentan paralelismo en el
daplex, aunque con sentidos opuestos, y con paso de rosca dextrogiro.

Al anillo de azicar de cada nucledtido se une una base: adenina (A),
guanina (G), timina (T) o citosina (C).

La adenina y la guanina se denominan purinas; la timina y citosina son
pirimidinas.

I.a ordenacion de las bases mucledtidas a lo largo de las cadenas
determina la informacién que especifica la composicion de todas las moléculas
proteicas de un organismo.

Las bases sobresalen del armazon azicar fosfato proyectandose hacia el
centro de la estructura.

Cada base se halla unida a otra base de 1a hebra opuesta mediante dos o
tres enlaces de hidrégeno. Dada la estructura y tamaiio de las bases, tal
distribucién exige que una A de una hebra se aparee con una T de la otra, y
que la G se aparec con la C..

De esta forma, la secuencia nucleotidica de una hebra determina la de la
otra.

Al contemplar el modelo de Watson y Crick, se hace dificil imaginarse

la estructura del ADN cono una molécula capaz de reaccion alguna. L.a mutua
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superposicion de los pares de bases confiere cierta rigidez a la déble hélice.
La disposicion de las bases (los elementos variables) hacia el interior
sugiere una estructura destinada a proteger el codigo genético mds que a
participar en reacciones bioquimicas.
Tal apariencia es ilusoria: la doble hélice es capaz-de adoptar muchas
formas y de reaccionar de manera diversa con otras moléculas de la célula.
Estas caracteristicas las aprovechan las células para controlar la

expresion de la informacion genética contenida en €]l ADN.

Se ha descrito al genoma eucariota como si se tratara de ADN desnudo,
presto a experimentar transiciones conformacionales o a interactuar con
proteinas reguladoras que consiguen penetrar en el nicleo.

Las cantidades considerables de ADN nuclear aparecen intimamente

asociadas, casi sin excepcion, con proteinas denominadas histonas. Estas

ultimas envuelven el :AADN confiriéndole una forma compacta y ordenada ..

conocida por cromatina.

La subunidad fundamental de la estructura cromatinica es el
nucleosoma.

Cada nucleosoma posee una parte central, el centrosoma, en el cual se

enrollan en superhélice, alrededor de un octamero de histonas, dos vueltas de
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ADN bicatenario, cada una de unos 83 pares de bases de longitud.

El nucleosoma representa solo ¢l nivel inferior de la estructura
cromatinica. El siguiente nivel se caracteriza por el enrollamiento de rosarios
de nucleosomas que adoptan la forma de solenoides y constituyen fibras de
alrededor de 30 nandémetros de grosor.

La cromatina en interfase aparece en su mayor parte no condensada; es
la denominada eucromatina. Y la cromatina condensada se denomina

heterocromatina.

2) CICLO CELULAR:

En su proceso de reproduccion la célula atraviesa una serie de
etapas que en su conjunto constituyen el ciclo celular. Clasificadas en una fase
de division o mitosis y una fase de reposo o interfase. En realidad, denominar
periodo de reposo a la interfase no es adecuado, puesto que es el periodo del
ciclo en que la célula es mas activa metabolicamente.

La existencia de un ciclo celular fue sugerida por vez primera por Howard
y Pelc (1953) al demostrar mediante autorradiografia que el ADN se sintetizaba
durante un tiempo limitado de la interfase. Esta etapa clave se denominé fase

de sintesis o fase S.
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Las dos fases mejor definidas, sintesis de ADN y mitosis, van precedidas
por otros dos periodos: G1 previo a S y G2 previo a M. Durante estos dos
periodos G ademas de duplicarse el contenido molecular de la célula con vistas
a la division, funcionan importantes mecanismos de control que condicionan
el progreso de la célula a la siguiente fase del ciclo.

En las células de los mamiferos, tanto en cultivo como en el organismo,
las duraciones de las fases S, G2 y M tienden a ser constantes en todas las
células. El ciclo se completa entre ocho horas y cuatro dias. La fase S dura
alrededor de ocho horas; G2 de cuatro a cinco horas; y M aproximadamente
dos horas. La duracién de 1a fase G1 puede variar mucho con las fluctuaciones
ambientales como las del suministro de nutrientes, que determinan las distintas
duraciones del ciclo celular en diferentes poblaciones celulares o en ﬁna misma
estirpe sometida a diferentes condiciones ambientales.

Para el desarrollo ordenado de esta. serie de etapas se requiere la
expresion ordenada de una serie de genes denominados genes de ciclo de
division celular, que se traducen en la produccion y activacion de una serie de
moléculas reguladoras de la progresion a través del ciclo celular. Actualmente
se conoce que en la compleja regulacion del ciclo celular intervienen
directamente dos y posiblemente tres o cuatro genes cuyos productos forman

un complejo regulador, que es controlado a su vez por la accion de otros genes
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(Nurse P. 1990)

2a) FASE G1:

La fase G1 marca el comienzo del ciclo celular para cada una de las dos
células hijas procedentes de una divisién anterior. En esta fase la célula crece
continuamente y se prepara para la replicacion del ADN.

Una caracteristica de la fase G1 es la variabilidad en su duracion. Las
células que se reproducen rapidamente tienen periodos G1 cortos. Cuando los
ritmos de reproduccion son mas lentos, las células permanecen en G1 durante
mas tiempo.

En el cuerpo humano las células sométicas detienen su crecimiento
cuando el organo ha alcanzado la madurez. El ciclo se para al final de G1, es
decir, antes de que comience la replicacion del ADN. Este punto se denomina
"punto de restriccion”. A este nivel se regula la reproduccion celular (Pardee
A.B. 1974).

Si la célula debe volver a su ciclo es necesario que comience en este
mismo punto. Una hipotética proteina actuaria como sefial para iniciar la
reactivacién. El mejor ejemplo de reactivacion lo constituyen las células
hepaticas cuando se ha perdido una porcion de este 6rgano. Comienza una

rapida division celular, demostrando que las células de algunos érganos se
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dividen solamente cuando se necesitan y se detienen cuando el organo esta
regenerado.

Cuando las condiciones ambientales lo indican, como el contacto con su
propio tejido o tejidos vecinos, las células pasan de G1 a una fase estacionaria
o fase GO en la cual el metabolismo celular esencial se limita a un modelo de

sostén.

2b) FASE S :

Se inicia con la aparicion de un “activador de la fase S” en el citoplasma.
El comienzo esta sefialado por la activacion de la transcripcion de un cierto
nimero de genes. Algunos codifican enzimas relacionados con la replicacion
del ADN. Otros son genes codificadores de histonas, proteinas que s¢ unen al .

ADN recién-sintetizado.
"La replicacion del ADN se realiza de forma.ordenada en las llamadas:
unidades de replicacion. El mecanismo que controla la sucesiva activacion de
unidades de replicacion asegura que todas las unidades se repliquen y que cada

una no lo haga mas de una sola vez en condiciones normales.
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2¢c) FASE G2 :

La fase G2 va desde el final de la replicacion del ADN hasta el comienzo
de la mitosis. Durante esta fase aparecen ciertas proteinas como el “factor
promotor de la maduracién” (FPM) que produce la condensacion de los

cromosomas en las c¢élulas interfasicas.

2d) FASEM :

La mitosis se inicia con la profase, periodo de condensacion
cromosomica inducido por el FPM. Es la parte mas larga de la mitosis al final
de la cual la 1amina y envoltura nuclear desaparecen. Se denomina prometafase
al periodo de transicion entre la profase y la metafase, se caracteriza por el
movimiento de los cromosomas hacia un plano situado en ¢l centro de la célula
llamado placa metafisaria. Este desplazamiento requiere la integridad del huso
mitético. La consecucion de este alineamiento viene seguido por la metafase
que en las células sométicas dura solo unos minutos. El comienzo de la anafase
es brusco y viene marcado por la separacion de las dos cromatidas
simultaneamente en todos los cromosomas. Los dos grupos de cromosomas
hijos se desplazan a polos opuestos. La telofase comienza con la llegada de los
dos grupos de cromosomas hijos a los polos celulares. Los cromosomas se

descondensan y se vuelven a formar 1a envoltura y la lamina nucleares en torno
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a ellos. Simultaneamente el resto de los cambios de la profase revierten.
Reaparece ¢l nucleolo, se reanuda la sintesis de ARN y se acumulan proteinas
nucleares. El huso mitdtico se disgrega y las moléculas de tubulina liberadas
se reagrupan en el citoesqueleto de la célula interfasica. Seguidamente la célula-
entra en la fase G1 del siguente ciclo.

La citocinesis es la division del cuerpo celular en dos células hijas.
Comienza al ﬁnal de la anafase o inicio de la telofase, siendo el plano de
division perpendicular al eje longitudinal del huso. La citocinesis es un proceso
contractil cuyo mecanismo se locaiiza en el anillo de contraccion formado por
microfilamentos de actina y miosina. El anillo de contraccién reduce la
conexion -entre las dos células hijas a un estrecho puente que contiene un
comprimido haz de microtubulos interdigitantes del huso mitético, el -cual

desaparece cuando las dos células hijas se independizan.
3) ONCOGENESY CANCER :

- La palabra cancer es una palabra genérica. En realidad no hay un cancer,
sino que una de las caracteristicas mas importantes es la enorme variabilidad
morfolégica y prondstica existente, con mas de 200 tipos de neoplasias

descritas y multitud de subtipos histopatolégicos.
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Cada una de las enfermedades cancerosas difiere en su origen,
localizacion y manifestaciones.

No obstante, hay algo comtn en todas ellas que permite englobarlas bajo
el término cancer. Llamamos cancer a todo proceso que evoluciona con cuatro
caracteristicas:

1) un aumento del nimero de células sobre el que es normal para el
funcionamiento del organismo, a lo que se llama hiperplasia.

2) un acumulo en forma de masa o bulto, conocido como neoplasia; como
excepcion, gran parte de la masa se dispersa en la sangre en las leucemias.

3) una serie de anomalias en la forma y funcién de las células, designadas
como heterotipia.

4) un metabolismo incompatible con la vida del erganismo portador, es
decir, que es intrinsecamente deletéreo.

El cancer se debe a la transformacion neoplésica de una célula somatica
producida por una alteracion de las regiones del ADN que regulan la
proliferacion celular, entre las cuales se encuentran las que contienen los
oncogenes y los genes promotores de los oncogenes, que estimulan su
actividad.

Recientemente, mas de 40 oncogenes han sido descritos con mecanismos

biolégicos muy diferentes. La alteracion de los oncogenes y otros genes en la
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célula cancerosa puede deberse a una mutacion, que es un cambio quimico en
el orden de sucesion de las bases purinicas y pirimidinicas del ADN que
codifican la sintesis de proteinas y enzimas, o a una ampliacion génica, como
consecuencia de la cual los oncogenes y otros genes producen un exceso de
proteinas o enzimas.

Las proteinas de los oncogenes, que a su Vez Son enzimas de. gran
importancia funcional, actiian como factores de crecimiento, receptores de
factores de crecimiento y factores de diferenciacion celular. -

Conjuntamente con los oncogenes, se han descrito diversos genes, con

caracteristicas supresoras, de enorme importancia en ¢l desarrollo del cancer.

4) COMIENZO Y DESARROLLO DE LA'NEOPLASIA':

'El' conjunto de acontecimientos que suceden desde el comienzo de las
modificaciones celulares iniciales de las que surge el crecimiento neoplasico,
hasta el final de la evolucion clinico patolégica del paciente afectado se conoce
como historia natural del cancer.

Aun cuando Willis RA. 1960, definio el cancer como una *“ masa anémala
de tejido cuyo crecimiento excede y no esta coordinado con el de los tejidos

normales y persiste, de un modo igualmente excesivo, después del cese de los
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estimulos que provocaron el cambio™.

Diferentes observaciones en humanos y en animales de experimentacion
indican que la etiologia del cancer es multifactorial y que la neoplasia es el
resultado de un proceso de etapas consecutivas, entre las cuales las primeras
corresponden a los periodos de iniciacion y de promocion, que irdn seguidas
de la progresion de la enfermedad, con crecimiento de la masa y eventual
infiltracion de las estructuras donde asienta el tumor y diseminacion metatdsica
del mismo. La duracion de estas etapas es variable.

4.a) Fase de induccion (iniciacion y promocion) :

La iniciacion del proceso de transformacion neoplasica puede
producirse por distintos agentes causales (radiaciones, sustancias quimicas,
virus...) que producen una alteracion permanente e irreversible en cierto
nimero de células del organismo.

La promocion es ¢l fendomeno reversible que ocurre consecuentemente a
la iniciacion y por lo general, precisa la exposicion cronica a diferentes
factores promotores.

Es muy probable que la iniciacién sea el resultado de un acontecimiento
mutacional al nivel de células “diana”, mientras que la promocién parece ser
consecuencia de la alteracion de la expresion genética.

El cancer, como la mayoria de las enfermedades, es el resultado de la
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interaccion entre el huésped y su ambiente; las tres categorias que determinan
el riesgo a padecer una enfermedad cancerosa corresponden a:.

- Carcinogenos,

- Cocarcinogenos

- Factores predisponentes.

La transformacion neoplasica es facilitada por la duplicidad celular activa
durante la cual las' células son mas susceptibles de suffir alteraciones
bioquimico/genéticas sutiles.

Estas lesiones de proliferacion regenerativa, hiperplasica o displasica, en
las que frecuentemente surgen poblaciones (clones) celulares con fenotipo
neoplasico, se conocen con el calificativo de lesiones o estados precancerosos; .
no obstante esta denominacion es ciertamente inadecuada, puesto que no
siempre se puede tener la certeza - al aplicarlo en un caso individual - de que

estas lesiones progresaran hacia una neoplasia.

4.b) Fase de crecimiento y propagacion (progresion neopldsica) : -
Las neoplasias malignas se caracterizan por una evolucién
polifasica que, iniciada en la transformacién neoplasica de una célula o de un
grupo celular, concluye con la curacién o muerte del paciente.

El tiempo- transcurrido entre la aparicion de la primera c¢lula cancerosa
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y las manifestaciones clinicas perceptibles del tumor se conoce como vida
oculta del cancer o fase invisible, su duracidn depende de la precocidad de los
signos clinicos de alarma, de la velocidad de proliferacion de las células
neoplasicas y de la capacidad defensiva del organismo.

La diferenciacion tumoral se refiere al grupo de semejanza (morfologica
y funcional) de las células neopldsicas con las correspondientes normales.

Cuanto mayor sea el parecido al tejido de origen, tanto mejor sera la
diferenciacion, estableciéndose gradaciones de diferenciacion que suelen
relacionarse con el mejor o peor comportamiento bioldgico de los tumores.

La anaplasia significa una reversion desde un alto nivel de diferenciacion
hasta otro muy bajo. Hay, sin embargo, pruebas evidentes de que los canceres
surgen de células de reserva (primitivas o células madre) presentes en todos
los tejidos especializados.

El cancer bien diferenciado evoluciona a partir de la maduracion o
especializacion de células proliferantes no diferenciadas, mientras que el tumor
maligno indiferenciado deriva de una proliferacion sin maduracion de las
células llamadas células de reserva.

La falta de diferenciacion no es, por tanto, una consecuencia de la
desdiferenciacion.

La implicacién de este concepto es algo mas que una pura disquisicion
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académica, pues aun cuando muchas células pierden su capacidad de
replicacion al irse especializando, en la neoplasia puede conservarse la
capacidad de replicacion junto con la especializacion.

La falta de diferenciacion o anaplasia se traduce en una serie de cambios
funcionales y morfologicos: variacién de forma y tamafio de células y nucleos;
aumento del nimero de mitosis, a veces con mitosis atipicas, formacién de
células tumorales gigantes.

El grado de atipia nuclear suele también relacionarse, en proporcion

directa, con la capacidad agresiva del tumor; no obstante existen excepciones.

4.c) Indices de crecimiento de la proliferacion neopldsica : .

. En un intento de evaluar los indices de crecimiento de tumores,
Collins desarrollé 1a hipdtesis del tiempo de duplicacion o doblamiento; €s
decir, el tiempo que emplea el tumor para duplicar su volumen inmediatamente
anterior.

Si se extrapolan retrospectivamente las curvas de crecimiento de las fases
perceptibles del crecimiento neoplasico se deduce que el cancer, al menos en
los animales de experimentacion, se origina en una sola.célula.

El diagnostico de cancer suele hacerse cuando la masa tumoral alcanza

cierto tamafio y, de forma aproximada, el crecimeinto progresivo del tumor



Pag - 68 TESIS DOCTORAL

puede interpretarse del siguiente modo; la célula cancerosa tiene un tamafio
aproximado de 10 micras, por lo que deben transcurrir unas 20 duplicaciones
para que se llegue a un nédulo tumoral de 1 mm. de didmetro, a través de
sucesivas divisiones.

Este nédulo es indetectable clinicamente y generalmente no origina
sintomas.

A los 30 doblamientos el nodulo mediria 1 ¢cm. de didmetro y seria
susceptible de diagnéstico precoz. Con 40 duplicaciones la masa tumoral
alcanzaria, aproximadamente 1 Kg., que, aun siendo compatible con la vida
estaria en equilibrio inestable, pues otros 5 doblamientos producirian unos 35
Kgs. de tumor y con otros 5 mas se llegaria a la hipotética masa de 1.000 Kg.

En consecuencia, la duracién maxima de un cancer seria el tiempo
necesario para que se efectien unas 40 duplicaciones, y la mitad de todo el
proceso (es decir, unos 20 doblamientos) sucede en una fase indetectable
clinicamente.

No obstante, esta hipotesis de curva de crecimiento tumoral basada en
dos parametros (nimero de células y duplicaciones) lleva implicito el asumir
que el indice de crecimiento es constante y que las células originales pueden
dividirse en dos, las dos en cuatro, etc.; es decir, con arreglo a un crecimiento

geométrico o exponencial, sin embargo, hay numerosas pruebas de que
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siempre no sucede asi; experimentalmente ha podido demostrarse que el indice
de crecimiento tumoral desciende con el tiempo.

Numerosas y complejas estimaciones matematicas han tratado de
confirmar una posible relacion y asi, se ha observado que estas curvas de
crecimiento (incluso de los tumores mas malignos y de mayor rapidez de
crecimiento) pueden eventualmente alcanzar mesetas de poco crecimiento
{(modelo Gompertz) si los animales viven el tiempo suficiente
desgraciadamente la muerte suele sobrevenir mientras los tumores estan atin
en los periodos puramente exponenciales de sus curvas de crecimiento.

Por el contrario, en los tumores mas benignos a menudo se alcanza una
meseta dentro de la vida habitual o media del animal y, a menos que suceda
una progresion neoplasica posterior, la lesion puede permanecer virtualmente
estactonada en cuanto a su tamaiio.

El conocimiento de la cinética celular ha proporcionado datos muy
valiosos sobre la velocidad de crecimiento de los tumores.

En-un sistema de células en crecimiento no todas las células se
encuentran ciclando, sino que existen distintas poblaciones celulares, a modo
de compartin‘]ientos proliferativo o fraccion de crecimiento (respecto al total
de células neoplasicas), no proliferativo (quiescente o de células en reposo).y

esténi] (células muertas, maduras o diferenciadas).



Pag.- 70 _ TESIS DOCTORAL

En los dos primeros existen células madre que pueden mantener su
namero indefinidamente y que tienen la capacidad de proporcionar células
diferenciadas y maduras.

Las células que componen la fraccion de crecimiento tumoral son las que,
eventualmente, pueden emigrar y producir metastasis; en realidad, las células
de 1a fraccion de crecimiento (especialmente si se encuentran en fase S) son
muy sensibles a los citostaticos, mientras que las del compartimiento no
proliferativo son parciales o totalmente insensibles a ellos.

Por el contrario, las células del compartimiento estéril han perdido su
capacidad proliferativa, y constituyen la fraccion de pérdida celular del tumor.

Finalmente, los altos indices de muerte celular, en tﬁmores sohidos,
reflejan un proceso de crecimiento ineficaz; sin embargo, parece que las
células necroticas en el seno del tumor pueden estimular 1a proliferacion activa
y continuada de las células cancerosas, aumentando la fraccion de crecimiento
de las células tumorales viables.

Los tumores malignos se componen de una poblacion celular en
incremento constante que, aunque puede no ser regular, rapida o eficiente, esta
presente hasta la muerte del enfermo; en cambio, la poblacion celular de los
tejidos normales prolifera solo hasta obtener y mantener un tamafio

fisiologicamente Wtil; es decir, en los tumores no se respeta el equilibrio
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habitual entre nacimiento y muerte celular, terminando por sobrepasar las tasas
de generacion celular a las de muerte celular.

Esta diferencia biolégica podria radicar, en gran medida, en funcion de
la duracién del ciclo celular (o sea, del tiempo transcurrido desde que una

célula nace hasta que se divide o muere).

5) PLODIA, EUPLOIDIA, ANEUPLOIDIA Y POLIPLOIDIA :

5.a) PLOIDIA :

Se denomina ploidia al contenido de ADN celular. Swift en 1953
demostrd que todos los nicleos de un individuo tienen una cantidad constante
de ADN. Apoy® la teoria de que el ADN contenia la informacion genética y -
que durante la diferenciacion de los tejidos somaticos no hay pérdida de
informacion.

La técnica empleada fue la tincion del ADN por el método de Feulgen
con cuantificacion de ADN mediante citofotometria.

Todas las células de un organismo contienen una cantidad 2c de ADN,
es decir, son diploides a excepcion de los-gametos que tienen la mitad, es
decir, lc.

Algunos tejidos como el higado contienen células poliploides con niicleos
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4¢ y 8c¢. La citofotometria combinada con la tincion del ADN por el método
de Feulgen reafirmé los resultados de la autorradiografia en ¢l sentido de que
la replicacion del ADN tenia lugar en un periodo concreto de la interfase, la
fase S, finalizada 1a cual, los ndicleos contenian una cantidad de ADN
tetraploide (4¢), valor que se mantiene en la fase G2 y primera fase mitética.

Este mismo autor en 1953 utilizando la misma técnica demostré que la

cantidad de ADN nuclear o ploidia era caracteristica de la especie.

5.b) EUPLOIDIA :
Se refiere al contenido de ADN que es multiplo exacto del
complemento haploide. Es frecuente hacer sindminos entre euploidia y ploidia

normal.

5.¢c) ANEUPLOIDIA :
Indica un contenido cromosdémico que no es multiplo exacto del
haploide. Se produce por ganancia o pérdida de uno 0 mas cromosomas.
La aneuploidia en las células tumorales por defectos de la mitosis
constituye un parametro muy significativo en el diagnéstico y pronostico de
neoplasias.

La aneuploidia suele producirse por fallo en la disyuncién de los
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cromosomas durante la meiosis o la mitosis, con ganancia o pérdida de uno o

mas cromosomas o fragmentos cromosomicos.

5.d) POLIPLOIDIA :

Se define como el contenido cromosémico o de ADN que es
multiplo exacto del complemento haploide, pero supera el contenido diploide.
Se encuentra en condiciones normales en diferentes tejidos como el

higado, y los megacariocitos de la médula dsea.
| En muchos casos la poblacién poliploide se convierte en dominante y,
ademads, en los tumores las células con elevado contenido en ADN presentan
valores que no son miltiplos exactos del complemento haploide, por lo que

seria mas preciso hablar de hiperploidia o aneuploidia.
6) TUMORES Y PLOIDIA :

Cuando una lesién tumoral es clinicamente detectable suele
presentar un contenido de ADN anormal. Ni la causa de la acumulacién de
ADN en los ntcleos de las células malignas, ni las consecuencias de este
fenomeno son del todo conocidas.

El contenido elevado de ADN celular, comenzé a estudiarse en los afios
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50, coincidiendo con las primeras investigaciones citofotométricas de ADN
(Swift, 1953).

Sin embargo, en los ultimos 20 afios un importante niimero de autores ha
demostrado un contenido anormal de ADN en la poblacién celular de tumores
de diversas localizaciones y estirpes histologicas: Sandriter W. en 1966; Atkin

N.B. en 1972; Cassperson T., Auer G.U., Fallenius A. en 1986; Auer G.U.,
Backdahl M., Forsslund G.M., Askensten U.G. en 1985; Bauer K.D., Lincoln
S.T., Vera Roman J. M. y cols., en 1987; Aufferman W. 1984; Kallioniemi, OP.
1987-8; > Bécking A. en 1989 y 1990, Garcia Bonafé M. y cols. 1991; 7" Albe
X. y cols. 1995; Albe 1996; **>*Azia y cols. en 1996.

Casperson y cols. en 1983 realizaron este tipo de estudios en la mucosa
bronquial de perros a nivel experimental y en carcinomas mamarios humanos
tratando de descifrar las primeras alteraciones del contenido en ADN en la
transformacion neoplésica nuclear. Encontraron un incremento del contenido
de ADN paralelo a la malignidad de la lesion.

A nivel clinico la utilidad del contenido de ADN como marcador en las
displasias y otras lesiones premalignas radica en la posibilidad de indicar
precozmente una evolucion hacia carcinoma, como se ha visto en la colitis

ulcerosa (Hammarberg y cols. 1984, Lofberg y cols. 1989).
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7) CELULAS POLIPLOIDES NORMALES Y PATOLOGICAS :

La poliploidizacién es una consecuencia del blogueo en ¢l ciclo
celular normal, bien después de la sintesis de ADN con inhibicion del proceso
mitotico, o bien a nivel de alguno de los estadios de la mitosis. En el caso del
bloqueo del ciclo celular se produce a nivel de alguna de las fases de la
division cetular, los cromosomas hijos no migran a los polos celulares o, si lo
hacen, el citoplasma no se divide. Respecto al blogueo a nivel mitotico son
previos a la citocinesis.

Otra forma de poliploidizacién consiste en la ausencia total de proceso
mitotico. El bloqueo del ciclo celular inmediatamente antes de la mitosis es un
medio de regulacién fisiologica de la proliferacion celular.

Las células detenidas en G2 constituyen una poblacién celular de reserva
en ciertos tejidos como la piel.

Un trastorno de los mecanismos que operan en las fases precoces de ia
mitosis hace que las células omitan este paso del ciclo celular, pasen a la fase
Gl y sinteticen de nuevo ADN. Este proceso se denomina endorreduplicacion.

En tejidos de mamiferos el principal mecanismo de poliploidizacion es

un bloqueo a nivel de la fase M, en especial de fases tardias.
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1) AUTORRADIOGRAFIA :

Se basa en la demostracién de que un precursor radiactivo del
ADN es incorporado por un cierto nimero de células de una poblacion
(Howard y Pelc. 1951).

Este resultado indica que la sintesis de ADN ocurre durante un periodo
de tiempo limitado de la interfase.

Imcialmente se usé el P32 como precursor.del ADN, actualmente es la
timidina-H3 .

La autorradiografia se utiliza para detectar timidina radiactiva en el ADN
celular. Tras un tiempo de incubacién del isétopo incorporado con una
emulsion de sales de plata y posterior revelado, la visualizacion y recuento de
las células marcadas con respecto a la poblacién global es una medida de la
actividad proliferativa.

El porcentaje de niicleos celulares marcados con respecto a la poblacién
global después de un breve tiempo de incorporacion de timidina-H3 se

denomina "labeling index" (indice de marcado) y es una medida de Ia actividad
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proliferativa.

Conocido el tiempo de generacién o duracion total del ciclo celular y el
indice de marcado, puede estimarse la duracion de la fase de sintesis, ya que
el numero de células presentes en una fase del ciclo celular en un momento
dado es proporcional a la duracion de dicha fase. La autorradiografia nos
permite marcar selectivamente las células en fase S y estimar su duracion.

Para detectar las diferencias individuales del ciclo celular se realiza la
incubacion del isétopo durante 24 horas, en este tiempo se obtiene la “fraccion
de crecimiento” que es una medida de las células que estan en ciclo dentro de
la poblacion, pero si tras realizar la incubacion prolongada en presencia de un
precursor nuclear marcado se retira el isétopo y se sigue la evolucion de las
células durante varios dias, el tiempo de desaparicion de las marcas celulares
serd inversamente proporcional a la velocidad de proliferacion celular.

Por consiguiente, la autorradiografia permite marcar sclectivamente las
células en fase S y estimar la duracion de esta fase; conocer la fraccion de
crecimiento, lo que tiene especial importancia a la hora de instaurar

tratamientos quimioterapicos.
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2) CINEMICROSCOPIA :

La evolucién de los cultivos celulares de células neoplésicas se puede
seguir a lo largo de un tiempo mediante su filmacion con una camara de cine
o video.

La filmacion se realiza acoplando una camara de cine o video a un
microscopio invertido.

Los cultivos celulares se mantienen en condiciones de temperatura,
humedad y ambiente de CO2 adecuados dentro de una incubadora acoplada
al microscopio.

‘Un ordenador controla las operaciones necesarias para mantener las .

condiciones del cultivo y de filmacion.

3) CITOFOTOMETRIA :

Introducida en los afios 50 por Casspersen, supuso un notable
avance para la comprension de la estructura y funcion de la cromatina.
En combinacion con la tincion nuclear especifica descrita por Feulgen
y Rossenbeck en 1924 permiti6 la cuantificacién del ADN nuclear.

Se descubrieron hechos biologicos de importancia trascendental como la
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constancia del valor 2¢ para todas las células de un organismo a excepcion de
los gametos y para todos los organismos de una misma especie.

También la citomorfometria se aplicd al estudio de los tumores, se
descubrio que las células tumorales no siguen la ley biologica de constancia del
valor 2¢ sino que con frecuencia presenta aneuploidias o cantidades anormales
de ADN.

Esto ha hecho que desde hace unos afios s¢ defienda el interés de la
cuantificacion de este parametro en el diagnostico morfologico, especialmente
en el terreno de las displasias.

Al realizarse un control visual que permite una seleccion rigurosa de las
células a medir, se evita incluir en la muestra detritus o acumulos celulares que
interfieren en la cuantificacion.

Sin embargo, el estudio del contenido de ADN mediante citofotometria
es muy laborioso y de dificil realizacion. Por ello, es un método empleado a
nivel experimental.

S¢ basa en la tincion de Feulgen sobre frotis citologicos para
posteriormente fotografiar los micleos celulares tefiidos.

Segun la intensidad del colorante captado por ¢l nicleo y fotografiado,
se comparan las células problema con las células control de la misma

preparacion pudiendo averiguar la ploidia con histogramas similares a la
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citometria de flujo. El estudio del contenido de ADN mediante citofotometria

es muy laborioso y de dificil realizactén

4) CITOMETRIA DE FLUJO :

Introducida en la ultima década, es la técnica mas ampliamente
utilizada para la evaluacion de la ploidia.

Se basa en la deteccion del fluorocromo unido a un determinado
compuesto celular basandose en la fluorescencia emitida al pasar las células
por un capilar que es excitado por laser, mercurio, xenon..

Su utilizacién para la cuantificacion de ADN requiere una preparacion -
previa de la muestra, que varia segiin provenga de una suspension celular o de
un tejido.

Si-la muestra proviene de un tejido se realiza un raspado del mismo y
recogida de las células mediante una digestion enzimatica. Una vez obtenida
la suspension celular se efectia la tincion mediante técnicas de fluorescencta
especificas para los pares de bases puricas 0 pirimidinicas, antes de realizar la
tincién se-afiade al “pellet” unos 0.5 mls de RNAasa para evitar la tincion del

ARN.

Con la tincion se habran tefiido todas las -células existentes; células
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neoplasicas, parenquimatosas benignas, inflamatorias, estromales y todos los
detritus celulares.

Dado que todas las células al pasar por el mismo capilar van a ser
medidas, cuantificadas y representadas en un histograma, podemos cometer
errores de interpretacion. Es necesario por tanto el estudio previo de estas
células y el conocimiento de las medidas de superficie o volumen con el fin de
diferenciar unas de otras, por lo menos las benignas de las malignas.

Actualmente utilizando simultaneamente ¢l parametro de luz dispersada
frontalmente, y dispersion lateral, el citémetro de flujo puede programarse para
separar aquellas células que satisfacen los requisitos exigidos de tamaiio y
fluorescencia.

También empleando anticuerpos monoclonales podemos separar las
c¢lulas neoplasicas del resto de las células.

Una vez realizada la separacion de subplobaciones que no nos interesan,
se lleva a cabo la cuantificacion con controles internos de buena calidad. Si no
se ha procedido a la separacion se utilizan controles externos menos precisos
y diferentes en contenido de ADN con respecto a la muestra en estudio.

El resultado de la cuantificacién se presenta como un analisis dc las
distribuciones del contenido de ADN mostrando los valores en un histograma.

Sobre el contenido total de ADN pueden distinguirse tres
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compartimientos:

1. - Células en fase GO y G1, con contenido de ADN 2c.

2. - Células en fase G y M, con contenido de ADN 4c.

3. - Células en fase S-con un contenido de ADN con valores entre

2cy4c.

En la citometria de flujo, al faltar el control visual de las células medidas,
la desventaja respecto al citometria mediante anlisis de imagen es que pueden
incluirse artefactos, y como ventaja la rapidez con que ‘se realiza la

cuantificacion de un-elevado nimero de células.
5) CITOMETRIA MEDIANTE ANALISIS DE IMAGEN :

Se analiza una imagen estatica, para ello se utiliza un microscopic
optico con objetivos de alta resolucion, una cdmara de video en blanco y
negro, un monitor donde visualizar la imagen y un ordenador personal con un
programa.
Ofrece la ventaja de poder seleccionar finicamente las células tumorales,
no entrando en el célculo células normales.
La necesidad de estandarizar los procedimientos y tinciones lleva a que

la mayoria de los investigadores utilicen la tincion de Feulgen y Rosenbeck,
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que tifie exclusivamente el ADN, esta tincion se considera estequiométrica, es
decir, tifie proporcionalmente al sustrato, es decir, al ADN de la célula.

Se¢ miden un minimo de 100 células problemas, la muestra éptima son las
obtenidas por puncién aspiracion con aguja fina, ya que obtenemos
directamente células enteras, también pueden estudiarse extensiones obtenidas
a partir de la impronta del tumor en fresco, estd reconocido que las
determinaciones de ADN obtenidas de secciones de tejidos no son tan precisas
(Auer, Askensten, Erhardt, 1987; ' Kallioniemi, OP 1988).

Para definir el valor de la ploidia normal 2¢ se miden como minimo 25
células control, se pueden usar linfocitos, células benignas del estroma o del
parénqﬁima presentes en la mismé preparacion.

Su ventaja con respecto a la citofotometria estriba en la mayor facilidad
y rapidez de manejo.

Los modemos sistemas de imagenes abarcan morfometria, densitometria,
redes neurales y sistemas expertos.

La aplicacion actual més comun de la citometria de imagen es para el
analisis del ADN, seguido de la coloracién inmunohistoquimica.

Los fundamentos de esta técnica seran descritos en el apartado de

Material y Métodos.
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Se han revisado un total de 3.724 casos con citologia por Puncion
Aspiracion con Aguja Fina, PAAF, de mama, entre las que se han seleccionado
aquellos casos con diagnéstico de mastopatia fibroquistica. Dentro de éste
diagnostico genérico separamos los casos segun la riqueza vy la actividad
celular, asi como dentro de estos mismos grupos, los casos en los que existe
metaplasia apocrina o hidrosadenoide. En la tabla I vienen expresados los
porcentajes de cada grupo diagnostico: referidos a su propfo grupo -
Porcentaje A -, o al total de patologia mamaria (3724 casos) - Porcentaje B -,
y ademds se han separando los dos grupos celulares principales ( 1y 2 ).

La denominacion de estos grupos es la siguiente:

MAFIES: Mastopatia Fibroquistica (M.F.) con escaso niimero de células.
MAFIMO: M.F. con moderado nimero de células.

MAFIAB: M.F. con abundante niimero de células.

MAFMOD: M F. con moderada actividad celular.
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MAFMAR: MF. con marcada actividad celular.

MAFIRE: M.F. de tipo Reclis (apocrinas) con escaso numero de células.
MAFIRM: MF. de tipo Reclis con moderado niimero de células.
MAFIRA: MF. de tipo Rechis abundante niimero de células.
MAREMO: M F de tipo Reclus con moderada actividad celular.
MAREMA: M F. de tipo Recliis con marcada actividad celular.

La relacion de los mismos viene expresada en la tabla I:

19,28%

14,05%

7,18%
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11,07%

19,03%

16 5,53% 0.43%

4,84%

Tabla I: Grupos diagnésticos.

De estos 595 casos se han seleccionado 62 para el estudio. Estos casos
se encuentran repartidos entre 55 pacientes y se han efectuado un total de 97
cuantificaciones de ADN. El reparto por diagnosticos viene expresado en la

tabla I1.
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47 = 85,45%

| B (aso) 8 = 14,55%

A (PPB) 48 = 77,42%

1B 4so) 14 = 22,58%

80 = 82,47%

17 =17,53%

Tabla II: Casos, pacientes, cuantificaciones.

A = PATOLOGIA PROBABLEMENTE BENIGNA. (PPB)

B = PATOLOGIA ASOCIADA. (ASO)

Esta muestra total la dividimos en dos grupos: Los que consideramos
“probéblemente benignos” y que corresponden a los casos de mastopatia
fibroquistica mas dos casos de adenofibroma , uno con moderada y otro con
marcada actividad, que hemos querido utilizar a modo de pequefia incursion
en lo que podria ser una muestra comparativa entre las células ductales del

adenofibroma y de la mastopatia fibroquistica. Al segundo grupo lo
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denominamos “pacientes con patologia benigna asociada” y corresponde a
una seleccion de pacientes que habiendo tenido un cancer de mama han
presentado otra patologia mamaria benigna en algiin momento de su vida. En
la tabla I se han desglosado todos los parametros posibles en tantos por cien,
siempre referido a su total, es decir las columnas y filas de pacientes, casos y
cuantificaciones confluyen en sus correspondientes totales y en base a-ellos se
han obtenido los porcentajes. para explicar més cléramente como se
distribuyen.

En las 97 cuantificaciones se¢ han seleccionado 11.917 células problema
con una media de 122.8 células por caso y 2779 células de control, con una

media de 28.65. El total de células estudiadas ha sido de 14.696.

Para el estudio de los casos con patologia asociada se han analizado las
historias de 245 casos de cancer de mama, diagnosticados por PAAF y que
correspondian a 236 pacientes.

92 casos, correspondientes a 89 pacientes, tenian diagnostico citolégico
de carcinoma con escasas atipias celulares (CADUPQO), ¢n 98 casos, de 94
pacientes, se encontraron graves alteraciones celulares (CADUMI) y en 55

casos, de 53 pacientes, el diagndstico fue sugestivo de carcinoma (SUGCAR).
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Estos resultados vienen expresados en la tabla III:

7 89 =37,72% CADUPO
98 = 38,58% 94 =39,83% CADUMI
55=252% 53 = 22,45% SUGCAR

Tabla I: Caseos de carcinoma.

Encontramos un total de 14 pacientes con patologia benigna asociada que
separamos en 6 grupos en dependencia de su aparicion con respecto al cancer:
Patologia previa homoloteral y .contralateral, patologia concomitante
homo y contralateral y patologia posterior homo y contralateral. De estos,

solo en 8 pacientes hemos podido efectuar cuantificaciones.

Los resultados vienen expresados en la tabla 1V:
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11 (CE)

31 (CE)

Tabla IV: Casos patologia asociada.

En total se han estudiado 14 pacientes (PE) de las cuales solo en 8 (PA)
se han podido efectuar cuantificaciones. De estas 14 pacientes se han
estudiado 31 casos (CE), de los cuales 14 (CA) han sido aptos y en ellos se

han efectuado 17 cuantificaciones (ADN).
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Para una mejor comprension de las cifras desarrollamos a continuacion
la explicaciéon real del estudio de una paciente, que ha generado distintos
casos y de estos se han cuantificado solo una parte de ellos.

En el caso de A.S.C. (Tabla VIII) en realidad es una paciente estudiada
(1 PE), que ha sido apta (1 PA,) para nuestra investigacion (1 PE. = ] PA.),
presentando patologia de tres categorias diferentes:

e PREVIA HOMO: 3 casos estudiados (3 CE.), pero ninguno apto (0
CA.), es decir 3 CE= 0 CA.

e PREVIA CONTRA: 4 casos estudiados (4 CE) de los cuales 4 fueron
aptos (4 CA) y de ellos se hicieron 7 cuantificaciones (ADN), resulta
entonces: 4 CE. = 4 CA. = 7 ADN.

e CONCO CONTRA: I caso estudiado (1 CE.) que fue apto (1 CA.) Y se
cuantifico, siendo por tanto I CE. =1 CA. = 1 ADN.

Podemos resumir diciendo que ésta paciente al estar incluida en tres
categorias diferentes figura entonces como PE y PA dentro de esos
diagnésticos, apareciendo asi como 3 PE=2 PA en la tabla IV y para el total
representa simplemente una paciente (1 PE=1 PA. Ademds se han analizado
8 casos (8 CE.) que fueros aptos 5 (5 CA.) de ellos y se llevaron a cabo un

total de 8 cuantificaciones (8 ADN).
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La diferencia entre los casos existentes y las cuantificaciones radica en
la imposibilidad de realizar una cuantiﬁcacién sobre un material celular escaso
o mal conservado. El porcentaje de casos ttiles para cuantificar, 53.12%, es
similar al que hemos encontrado en otros estudios con el mismo método de
recogida de material sobre citologias antiguas. Hay que fener en cuenta que
sobre un frotis podemos llegar a un diagnostico definitivo cuando, sin

embargo, el nimero de células o su disposicién no permiten su cuantificacion.

1) SELECCION DE LAS MUESTRAS CITOLOGICAS :

Una vez seleccionadas las pacientes con diagnéstico de mastopatia
fibroquistica en cualquiera de sus variedades se revisaron las muestras
citologicas de archivo de cada uno de los casos. Secleccionamos
exclusivamente las preparaciones que habian sido tefiidas con la técnica de
Papanicolaou. El material obtenido por PAAF es tefiido rutinariamente con los
métodos de Papanicolaou y May Griinwald Giemsa. Entre ambas técnicas la
diferencia crucial se encuentra en ¢l método de fijacion: para tefiir con
Papanicolaou la fijacion ha sido himeda en alcohol de 96° para May
Griinwald Giemsa ha sido secada al aire. Esta diferencia determina una

variacion ostensible del tamafio celular, siendo mds grandes las células secadas
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al airc. Esta desigual caracteristica fisica condiciona unas valoraciones muy
distintas en la cuantificacion por lo que nunca deben procesarse de forma
simultanea. Hemos optado por utilizar aquellas que habian sido fijadas en
alcohol.

Antes de pasar las preparaciones al laboratorio revisamos cada una con
el fin de procesar solamente aquellas que por la disposicién, cantidad y calidad
de sus células permiten el estudio de cuantificacion. Uno de los factores que
ha determinado el rechazo de muchos casos ha sido la excesiva agrupacion
celular. Debemos considerar que en la cuantificacion las células deben estar
aisladas, nunca superpuestas, no s6lo por otra célula sino por otro ¢lemento,
celular o no, que pueda de alguna forma alterar su densidad dptica y darnos
resultados erroneos.

Se valoro la posibilidad de utilizar cortes histologicos de bloques de
parafina pertenecientes a los mismos casos, pero las referencias de otros
autores (Auer, Askensten, Erhardt, 1987) nos decidieron por el estudio de las
muestras citologicas. Es cierto que se pueden procesar los cortes procedentes
de parafina, pero estdn sometidos a mayores factores de error. Por una parte
han sufrido agresivos procesos fisicos y quimicos que alteran la estructura
celular. Por otra parte, la propia naturaleza de tratarse de cortes de tejido

determina que la valoracion no sea sobre células integras, sino sobre secciones -
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de las mismas, con las consiguientes diferencias de unas células a otras. Este
hecho afecta no sélo a la distribucion de ADN célula a célula, sino también y
de forma inevitable a la morfometria de las mismas, no pudiendo valorar en
caso de desearlo los parametros de morfometria clasica. De todas formas, ya
hemos comentado en la introduccion, que el objetivo primordial de este trabajo

es el de obtener datos analiticos previos a un acto quirirgico.

2) DEFINICIONY CARACTERISTICAS DEL MATERIAL USADO

EN LA CUANTIFICACION DEL ADN :

Para el estudio citoldgico utilizamos un microscopio Olympus BH-2. Los
nucleos celulares se captan, bien a través de un objetivo de 60x himedo y de
alta resolucion, en cuyo caso la adquisicion es nucleo a niicleo, o bien
mediante un objetivo de 40x, lo que nos permite captar un niimero mayor de
células en.cada pantalla. La cdmara de video es una CCD Sony en blanco y
negro, ya que vamos a comparar escalas de grises. El ordenador es un PC con
32 megabits de memoria RAM, procesador pentium y disco duro de 1 giga.

Placa digitalizadora de imagenes, mostrandolas en un monitor estandar de

video (Fig. 1).
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Fig. 1: Equipo empleado para el analisis de imagenes.

2a) SOFTWARE :
El software utilizado para la cuantificacion del ADN, el programa
TEXCAN, ha sido disefiado por Ferrer Roca O. 1989 y su grupo de

colaboradores en la Universidad de la Laguna (Fig. 2).
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[ 71N DL PROGRAMA

AQUIRIR Y mn:nn THAGENES
ITICACION AUTOMATICA B ANALISIS TEXTURA
ot §¢ HORTOMETRIA
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Fig. 2: Programa TEXCAN

Este programa permite realizar de forma interactiva la cuantificacion de
la ploidia del ADN vy el estudio paralelo del ciclo celular, sobre citologias
tefiidas con Hematoxilina progresiva. La medicion se lleva a cabo mediante
filtros interferenciales de paso de banda lo mas selectivo posible en el pico de
absorvancia maxima de cada colorante. El filtro adecuado para tinciones con

Hematoxilina es de 600 nm.

Cuando escogemos una imagen y su fondo se procesan pixel a pixel para
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generar una imagen de densidad optica que incluye la correccion de sombras
y errores de iluminacion. Indicamos cuales son células problema o control. En
el segundo caso especificando si son células parenquimatosas, estromales o
linfocitos. Con esta informacién el programa establece el factor de correccion
considerando el tipo de tincion empleada. Las imagenes de densidad éptica

quedan archivadas permanentemente para evaluaciones posteriores.
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1) PROCESADO DE LAS PREPARACIONES ANTIGUAS :

Revisados y escogidos los frotis adecuados originalmente tefiidos por el
método de Papanicolaou, son desprendidos del cubreobjetos mediante su
inmers16n en xilol y posteriormente desteftidos en solucién alcoholica de CIH
al 5%. Finalmente son tefiidos de nuevo con Hematoxilina progresiva (Gill W.,
Frost J.K., Miller K.A. 1974,) durante 30 segundos.

Como mencionamos en la introduccion, para.la citometria.de.imagen la
tincion mas extendida es el Feulgen, cuyo valor radica en que tifie
exclusivamente el ADN. Se considera estequiométrica, es decir, tifie
proporcionalmente al sustrato. En este caso lo podemos interpretar como que
tifie especificamente el ADN de una forma proporcional a la existencia del
mismo, a mayor cantidad de ADN mayor intensidad de tincién y por lo tanto
mayor densidad optica.

Esta reaccion se basa en que una hidrdlisis acida de duracién moderada
ocasiona ruptura del Nucle6tido y separacion de la Base, especia]mente de las

bases Adenina y Guanina. El resto acido que queda se denomina acido
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apurinico y es éste el que es capaz de reaccionar con el reactivo de Schiff. De
tal forma que en realidad lo que tefiimos es una fraccién de ADN. Por otra
parte los resultados de la tincion no son siempre iguales, ya que dependen de
los reactivos utilizados para la oxidacién del ADN, variando el tiempo de
actuacion de los mismos en funcion de su concentracion y de la temperatura
en la que discurre el proceso. Ademas, varian también los resultados en
funcién del fijador previamente utilizado. En conclusion, aun considerando la
tincion de Feulgen como la mas especifica y extendida para el ADN, debemos
tener en cuenta que no tifiec todo el ADN y que estd sometida a variaciones
individuales en cada laboratorio.(Thunnissen, F. B. 1997)

Teniendo en cuenta estas caracteristicas del Feulgen y su relativa
complejidad de preparacién y uso, que dificultan su utilizacion en la rutina
normal del trabajo de un laboratorio clinico (Gurley, A. 1990), no de
investigacion, nosotros decidimos seguir el consejo del programa de
cuantificacién y utilizar una tincion de Hematoxilina progresiva, que tiene la
ventaja de su rapidez en la preparacion y utilizacion.( Schulte, E. K. 1992 )

La Hematoxilina progresiva va tifiendo poco a poco. En un determinado
punto habra tefiido s6lo al ADN, pero si sigue actuando lo hara también con
el ARN y acaba tifiendo el resto de la célula. Se dice que es una tincion

semicuantitativa. El conseguir el "pico estequiométrico” es una opcion de
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practica, no hay reglas estrictas, entre otras cosas porque cada nueva
preparacion de Hematoxilina progresiva es diferente de la anterior y ademas
el tiempo de tincion necesario varia en funcién de la antigiiedad del colorante.
Es menos especifica que ¢l Feulgen y el grado de libertad que le debemos de
confiar es mas amplio, siendo posible que en ocasiones estemos tifiendo mas
cromatina que ADN pero, como en el caso anterior, todas las muestras estan
sometidas al mismo proceso y por lo tanto no habra muestras sesgadas.

La razon de utilizar la Hematoxilina progresiva frente al Feulgen es de
operatividad, evidente cuando se comparan los pasos que requieren ambas
técnicas (tabla A). Ambas nos van a dar una tincion valida y su diferencia de
longitud de onda es escasa, por lo que no precisa un cambio de filtro en el
microscopio a la hora de trabajar. Todo esto hace que la tincion con
hematoxilina progresiva se pueda incluir directamente en la rutina clinica lo

que favorece enormemente la cuantificacion.
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2~ 3 horas (a)_

AICOhol 100 o

3 a7dlas!c! )

__ Alcohol 950

Alcohol 50°

_ Alcohol 30°

Agua destllada _

Alcoharsoc*?

_10pases

| Alcohol 70°

10 pases _
10 pases

_10 pases __

_10pases

| 10 pases _

r Montaie

Tabla A: Tincién hematoxilina progresiva / Tincién de Feulgen.
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Notas de la tabla A:

(a) La preparacion se sumerge en Xilol para eliminar los fijadores.

(b) El acido sulfuroso, solucion decolorante empleada en el método de
Feulgen, se debe preparar inmediatamente antes de usar.

(¢) Inmersion en xilol hasta producirse el desprendimiento espontanco del
cubreobjetos. El proceso requirid entre 3 y 7 dias.

(d) Solucién de CIH al 5% en alcohol de 70°.

2) PROCEDIMIENTO PARA EL ANALISIS DE IMAGENES :

- 2a) SELECCION DE LOS NUCLEOS CELULARES :
Para la seleccion de los nicleos celulares problema y control el programa

TEXCAN posee dos opciones diferentes.

e Seleccion mediante "Ventanas de 25 imigenes"

El programa solicita primero la seleccién del fondo y a continuacion se
escogen las imigenes, mediante un objetivo de 60x humedo y de alta
resolucién. De cada imagen seleccionada se genera una imagen de densidad
optica que incluye correccién de sombras y errores de iluminacion. De la

misma forma seleccionamos las células control entre células del estroma,
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células parenquimatosas o linfocitos, para las que el programa establece un
factor de correccion segin el tipo de tincion empleada. Siempre utilizamos
controles internos, células que estan en la misma preparacion y por tanto han
suﬁido los mismos procesos fisicos y quimicos que las problema. La pantalla
de adquisicion se completa cuando se acumula un grupo de 25 células que se

archiva permanentemente (figs. 3 'y 4).

Fig. 3: Adquisicién de una imagen.
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Fig. 4: Obtencion de la imagen de densidad éptica.

Después de completar cada pantalla de adquisicion el programa segmenta
los nicleos de forma automatica. El sistema fija un umbral inicial de nivel de
gris, obteniendo una frontera que se sobreimpresiona en el monitor sobre la
imagen original. El programa nos permite corregir de forma interactiva este

nivel de umbral hasta obtener la frontera que consideramos dptima (Fig.5).
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Fig. 5: Umbralizacién de 25 células en pantalla.

® Selecciéon mediante el menu ""Cuantificacion de ADN interactiva'

Solicita la adquisicion de un fondo y una imagen sobre una ventana activa
de 320 x 320 pixels. El aumento se selecciona a 40x permitiéndonos recoger
mayor numero de células en cada pantalla. Seguidamente, y sin salir de esta
pantalla, entra en el menu de seleccion del umbral necesario para segmentar
las células. Una vez aceptado el umbral la Segmentacion se hace sobre la

imagen directa de Hematoxilina.
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A continuacion en el menu de validacién podemos modificar el umbral,
eliminar, separar o aceptar las células. En nuestro estudio debemos tener en
cuenta que dependiendo del diagnostico del caso se haran una o dos
cuantificaciones, asi para M.F.Q., s6lo se estudiara un tipo de células, las
ductales, ademas de seleccionar los correspondientes controles. Mientras que
si nos encontramos frente a una M.F.Q.R. con células ductales y apocrinas se
llevaran a cabo dos cuantificaciones diferentes, aceptando en cada una un tipo
celular. Asi pues en las figuras 6, 8 y 10 aparecen células apocrinas, y por otro
lado en las figuras 7, 9 y 11 se muestran las ductales (en las fotos que se
exponen a continuacién las células apocrinas son las superiores y las ductales
corresponden a las imagenes inferiores). En el momento. de la seleccion de
células, las que han sido aceptadas como problema quedah rodeadas de rojo,
los controles de color verde, y las células que han sido rechazadas aparecen

en negro (figs. 6,7,8,9,10y 11).
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Fig. 6: Adquisicion de una imagen interactiva. Apocrinas.

-

s ————————
Fig. 7: Adquisicién de una imagen interactiva. Ductales.
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-

B L R S SRR
Fig.8: Umbralizacién de una imagen interactiva. Apocrinas.

J S

Fig. 9: Umbralizacién de una imagen interactiva. Ductales.
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Fig. 10: Seleccién de problemas (apocrinas) y controles.

Fig. 11: Seleccién de problemas (ductales) y sus controles.
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Una vez aceptadas entramos en el menu de evaluacion en el cual
podemos determinar si la célula segmentada es control o problema o bien

rechazarla si hemos cometido algun error.

Fig. 12: Meni de evaluacion.
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2b) HISTOGRAMAS DE DENSIDAD OPTICA INTEGRADA (DOI):
Una vez hemos terminado la adquisicion de un minimo de 100

células problema y 25 células control por cualquiera de los dos métodos
mencionados, pasamos al ment de “Analisis del ciclo celular y de la ploidia
con o sin células control”. Genera los histogramas de DOI de las células
procesadas expresando en abscisas la DOI en unidades arbitrarias (UA)
proporcionales a la masa de ADN. Indica la media de DO correspondiente al

pico modal de la fase celular GO-G1 y de la fase G2M.

— e amedwy e me il s S TU SR S

e e e e s ]

ey o T S P

Fig. 13: Histograma de células control.
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En el gje de las ordenadas aparece el porcentaje de células que tienen el valor
maximo (Ferrer Roca O. 1989). Obtenemos los histogramas, uno de las células

control (fig.13) y otros dos de las problema, células apocrinas (fig.14) y

ductales (fig.15).

Fig. 14: Histograma de células apocrinas.
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Fig. 15: Histograma de células ductales.

Sobre el histograma se evalia el ciclo celular moviendo el cursor y
marcando el inicio y fin de cada una de las fases G0-G1, Sy G2M. Los valores

del ciclo celular aparecen en el angulo derecho del monitor y son:

«  CV 6 Coeficiente de Variacion del pico modal o fase G0-G1, segun
Evans y Cols. 1983.
Esta calculada como la desviacion estandar del pico modal, evaluando

independientemente la curva desde el centro a la periferia, hasta que esta



MATERIAL Y METODOS Pag.- 117

alcance un valor igual o menor que la media del pico modal. Este
desplazamiento a ambos lados es sumado y dividido por dos, normalizandolo .

segun la posicién de la moda y corregido segin Evans y cols.

. Fases del ciclo celular: con el porcentaje de elementos en cada una de
las fases GO-G1, S y G2M.

Podemos movilizarnos en ¢l eje de las abscisas para marcar el inicio y el final

de cada una de las fases. El programa detecta automaticamente si los

histogramas poseen mas de un pico cuando éste posee una moda con un 50%

como minimo de células del primer pico. En el caso de haber varios picos tan

s6lo en el tltimo podran identificarse las tres fases, en los antertores s6lo

pueden marcarse las fases G0-G1 y la G2ZM. Esto se debe a que la fase G0-G1

del segundo pico se superpone a la fase S del primer pico.

»  Fase G0-G1: corresponde al pico modal que en las células normales, que
no se dividen, debe tener forma de curva Gaussiana.

» Fase S: o fase de sintesis de ADN previa a la mitosis, aumenta
notablemente en las células en proliferacion.

»  Fase G2M: consideramos conjuntamente células en dos fases
consecutivas de su ciclo vital y que incluyen células en mitosis y c€lulas

preparadas para iniciarla. Debe estar situada en el doble exacto de la fase
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G0-G1 y poseer una expansion doble ala curva en la fase GO-G1.

*  Ploidia G0-G1:
Comparamos la ploidia del pico modal con respecto a la considerada normal
de Jas células control. La evaluacion de la ploidia en la cantidad de ADN se
calcula como la cuantificacion del pico G0-G1 expresado en UA multiplicado
por dos, dividido entre la cuantificacién de 1a poblacion control en UA.

Se considera diploide o poliploide cuando la moda del pico GO-G1 cae
dentro del rango + 2 desviaciones estandar del control, o sus multiplos

exactos, y aneuploide cuando se halla fuera de este rango (Béocking 1984).

2¢) INDICES PRONOSTICOS :

El programa TEXCAN contiene los algoritmos para el calculo de
determinados indices pronosticos en su menti de Clasificacion automatica. Han
sido particularmente disefiados para el cancer de mama considerando el valor
de los parametros clasicos. El programa solicita los datos siguientes: tamafio
del tumor en centimetros, el MAI o indice de actividad mitética del tumor
calculado como el mmmero de mitosis sobre histologia en 10 campos de 400
aumentos, y la extension regional de! tumor a los ganglios axilares separando

tan solo entre los positivos y negativos (fig. 16).
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Fig. 16: Indices prondsticos obtenidos.

Considerando esta informacion el programa genera siete indices
pronosticos de los cuales solamente dos muestran unos valores exclusivamente
dependientes de la cuantificacion, como son el 5¢cER (5¢ exceeding rate) y el
valor de la Entropia. El ScER es el porcentaje de células que se encuentran por
encima del valor 5¢ de DOI del histograma. La Entropia o dispersion del
histograma es indicativa de si el histograma es o no poliploide y muy
expansivo, sus valores oscilan entre 0 y 5 (Stenkvits 1990). Este valor de

Entropia ha sido comparado con los obtenidos mediante el estudio del ki67 y
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aceptado como factor de proliferacion (Stenkvist B, Bengtsson E, Eriksson
0..1986). Estos dos valores los podemos considerar objetivos, si bien siempre
existe una cierta subjetividad en el momento de la captacion de células. No
obstante este factor esta paliado por la suficiencia de la muestra.

El programa nos ofrece otros indices y grados de malignidad:
- E1 MPI o Indice Prondstico Morfométrico de Baak (Morphometric Prognostic
Index), calculado como 03341 x raiz cuadrada del MAI + 02342 x tamafio del
fumor en ¢m - 0'7654. x-estatus ganglionar donde 1 es positivo y 2 es negativo. |
- El Indice de Malignidad (MI) de (Bécking A, Adler C, Common.1984)
(Malignancy Index), calculado como 2cDI x 5¢DI y cuyos valores estan entre
0y 4 si estan normalizados. Siendo 2¢DI la desviacion estandar del valor 2¢
del histograma.
- El Grado de Malignidad (MG) de Bocking (Bocking A, Chatelain R,
Biesterfield S..1989) (Malignancy Grade), calculado como 3 x (Log.
MI+1)/Log.3758 y cuya escala oscila entre 0 y 3.
- El balance de la ploidia (PB), calculado como la diferencia existente entre €l
porcentaje de células euploides y fuera del rango de euploide tanto si son
aneuploides como poliploides.
Estos indices, estan basados en parametros histologicos, como son el tamafio

del tumor, el indice de actividad mitotica (MAI) (Mytotic Activity Index) y la
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existencia o no de ganglios afectados. Es evidente que st nuestras muestras se
refieren a punciones "in vivo" de un tumor, ¢l tamario del mismo, apreciado por
palpacion, variara con respecto al corte microscopico de la pieza. La existencia
o no de ganglios afectados sera también distinta y no diéponemos de un MAIL

Por todo esto no hemos tomado en consideracion estos factores.

3) DESCRIPCION DE LOS TIPOS DE HISTOGRAMA :

Los histogramas de distribucion de ADN adoptan determinadas formas
tipicas que nos permiten agruparlos en cuatro clases. Nuestra categorizacion
de los histogramas guarda cierta similitud con las curvas descritas por Auer en
1980 (Auer, Askensten, Erhardt, Fallenius y Zetterberg; Auer, Caspersson y

Wallgren), y fueron descritos por Azia Blanco J. 1993.
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HISTOGRAMA C