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L- INTRODUCCION

A..- JIUSTIFICACION DELE EMA

En los últimos añosla citologíay la técnicadepunción-aspiracióncon

agujatina hanpasadoa serparteimportantee imprescindibleen la práctica

chicadiaria.Hoy es indudablesuutilidad comomedio diagnósticoinofensivo

parael paciente,previo a la intervenciónquirúrgicay al establecimientode la

pautaterapéutica.

Sonya relativamentenumerososlos trabajosdifigídosaestablecerun

protocolode tratamientodelcáncerenbaseaunavaloraciónpronósticaprevia,

utilizandoparaello métodoscuantitativos,bienseaporcitometríade flujo o

bienpor imagen.1(CornelisseC y cok 1984a 1991;UyterlindeA. 1987a 1989;

WiIbur, Ji. ¿2 1990;Lee,A. K. 1991;Lee,A. K. 1992;Yuan,J. 1992;Lajoie, G.

1993;MartinezTello, Ji. 1993; Luzi, P. 1994; VerdootB. 1995;Philips,K. L

1995;Ottesen,G. L. 1997; Peiro, G.1997; Spyratos,F. 1997; Stomper,P. U

1998;AlanenLA. 1998)Unavez conocidoel valorde estosmétodosenlos

‘Los nombrespropiosqueluegosonreflejadosen la bibliograflaaparecenen negnta
parafacilitar subúsquedaUnicamenteno constanlos autoreshistóricoscomo Sir JamesPaget.
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casosde cáncer(AubeleM 1995;Aula1 1997,~ Aula£ 1998;BachB.A. 1991;

BaldetorpII 1992;BauerT.W 1990; Bogatyrev,V N. 1986;Borgiani,L. 1994;

Claud, R. Ji. 198; Cohen, ¿2 1996; Jiavey,Ji. 1993; Jiawson,A. E. 1990;

Falkmer, U. Ci. 1990; García Miralles, MT. y cols. 1990; Faranda,A. 1997;

Friedrich, K. 1997;Haroske,G. 1997; Haroske,U 1995; Kindermann,Ji. 1992;

Kristen, P. 1991; Longin, A.1992; Mariuzzi, G. M 1989; Mink, Ji. 1995;

Montiron4 Rl 1993; Montironi, R. 1992; fleo, LE. 1992; Vicioso Palcie, B.

1993;Castro,14 y cois. 1993; GonzalezMorales, ML. 1996;Sinn,H. A 1997;

Leonard4E. 1998;Lavarino, C. 1998;BaldetorpB. 1998) se nosplanteóla

posibilidadde darun pasoadelantey tratarde seleccionaraquelloscasosde

mastopatíasfibroquisticasen los que fuera posiblepredecirunaevolución

hacia la benignidado la malignidad, consiguiendocon ello un verdadero

diagnósticoprecoz.

En primer lugar tenemosquediferenciarentrediagnósticoprimario y

diagnósticoprecoz.

Consideramosdiagnósticoprimario al obtenidopor cualquiertipo de

técnica allí donde las otras han ftacasado.En el caso que nos ocupa

consideraríamosdiagnósticoprimario a la afirmación definitiva de cáncer

mediantela citología cuandola clínicay la radiologíahansidonegativas.

Estediagnósticoprimario esindependientedel estadiodel tumor,y así
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nos encontramosquepodemoshaberhechoun diagnóstico citológico de

cáncertanto enun tumordepequeñascomo de grandesdimensiones.Peroen

cualquiercasola enfermedadya estáestablecida.

El diagnósticoprecozes el que se refiere al reconocimientode las

displasias,esdeciralaslesionespotencialmentemalignas.Estetérminoy este

conceptoes sobradamenteconocidopor otros especialistasque hanvisto

disminuir los casosde cánceral aplicar la terapéuticaadecuadasobrelas

displasias.Esta actuaciónnos ha sido útil hastaahora,pero una vez que

aplicamosconocimientosdebiologíamolecular,comopodemosconsiderara

la cuantificaciónde ADN, encontramosquenosfalta“algo”. Empezamosa

considerarla posibilidadde diagnosticarun posiblecáncercuandotodavíano

lo es, queremosdecir,¿esposibledetectaruna alteracióncelulardelADN

aun cuandomoifológicamenteno hayalteraciones?¿cuandotodavíano hay

displasia?.Enprincipio y a la vistadelos conocimientosya adquiridoseneste

campocreemospoderafirmarlo. (Seigneurin121994;GoudT.M 1995;Visscher

Ji. IV 1995; Palmer J. O. 1998; Guski H. 1988; Guski H. 1989; SeckingerJi.

1989; Bogatyrev VN 1986; Prechtel£ 1991; Prechtel£ 1993; PrechtelK.

1994;PrechtelK.1997; Borzenko,B. 6. 1990;Borzenko,B. 6. 1997;Crissman,

J Ji. 1990; PqUis,L. 1992; Siitonen,5. M.1993)Entonces,podríamosdetectar

clonesaneuploidesen lesionesaparentementebenignasy predecirpor tantosu
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evoluciónhaciala malignidad. ¿Estoesasídesimple?:¿Queproporciónde

casosmorfológicamentebenignoslo son en realidad2. ¿La mastopatía

fibroquistica esrealmenteunprecursorencubiertodel cóncer?.¿Podemos

tenerunavaloraciónpronósticaen todoslos casos?..etc ~(GuskiH. 1986;

Guski H., SimonH. 1986;5tKwon CS~ 1988;Schauer£ 1989; Vasiu R. 1990;

BorzenkoB. 6. 1990; Teplit; 1?. 1990; ¿2ontesso6. 1991;Theissig,F. 1991; Raju

U 1993;FabianCJ 1994;RrowerST.1995;BorzenkoB. 6. 1997;BooneU IV

1997)

Estascuestiones,queno habíamosconseguidoresolvercon las consultas

de la bibliografia existente,(VisscherDIV 1993; Mattfeldt T. 1993) nos

decidierona abordarel tematratandode obtenernuestraspropiasrespuestas,

conel convencimientodequepodríamosaportarnuestrapequeñacontribución

en la solución, o al menosen el mejor conocimientode algunosde los

problemasplanteados.

Así pues,habríaquereferirsea los términosmásactualesdeprevención

primaria y prevenciónsecundaria(Piédrola GIL 6 y cois., 1994), para

establecercláramentecual esnuestrametacon éstetrabajo.

- Prevenciónprimaria: consisteenevitarla aparicióndeunadeterminada

enfennedad(ennuestrocasoel CANCER) cuandoésta,efectivamente,todavía

2 En algunoscasosen quepodríaresultardificil encontrarla referencia,hacemos

menciónexpresaa su númerode ordenparafacilitar su búsqueda.



INTRODUCCION: Justificación del Tema PáQ.-21

nohaaparecido,actuandosobrelos factoresdeterminantes~reneoplásicos).

Espuesel conjuntodeactuacionesencaminadasa reducirla incidenciadeuna

enfermedadenunapoblacióny disminuyendoel riesgode apariciónde nuevos

casos.Setratade actuarsobrelos sujetossusceptibles.

- Prevención Secundaria:seríadescubrirla enfermedadya presente,pero

asintomáticaenun estadiotanprecozquenospermitafrenarsuevolución.Es

decir, la bateríade actuacionesdestinadasa disminuir la prevalenciade una

enfermedad,reduciendosuduracióny evolución.En ésteaspectola actuación

por excelenciaesel “screenmg”.

Porlo tantoquedaclaro quehastaahoranoscentrábamosen el segundo

escalóndeprevención(Aulaycok. 1995;Azúaycois. 1997),mientrasquecon

éstetrabajodamosunpasomásen el verdaderodiagnósticoprecozdel cáncer

de mama, estandosobradamentedemostradoque la prevenciónprimaria

reduce amplísimamentela mortalidad por esa causa, así como que se

acompañade un aumentoconsiderablede la supervivencia(Piédrola Gil y

cols., 1994).
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B. - HIPOTESISPLANTEADAS

L~- La cuantificación del ADN en las células de la mastopatía

fibroquisticanospermiteuna valoraciónpronósticaencuantoa suevolución

o no haciaun cáncer.

Z- La mastopatíafibroquistica no esun precursor del cáncer de mama.

3.- La cuantificaciónde ADN tiene valor no sólo como marcador

pronóstico,sinotambiéncomo-factordiscriniinativo~en~eldia2nóstico

.
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R..2.CUERDO HISTORICODELA CITOLOGIA

1) COMIENZOSDE LA CITOLOGíA:

Etimológicamente“citología” significa“cienciaqueestudiala célula”, en

la actualidad,enun sentidomásamplio, entendemospor citología“el estudio

de las células aisladas,a través de cuyasmodificacionesdeducimoslas

alteracionesdel tejido correspondiente”(Aula).

Con la invencióndel microscopioen el siglo XVII, el holandésJansen

abreel caminoparael estudiode la morfologíacelular.El ténnino“célula” es

empleadoporprimeravezen 1665 porel botánicoinglésRobertHooke para

denominarla estructuraalveolar,sñnilara un panaldecolmena,observadaal

microscopioenun cortede corcho.

En 1838, Schwann(Schwann T. 1839), basándoseen las ideasdel

botánicoSchleidenMJ. 1838,presentael conceptode la célulacomola unidad

básicaestructuraldeun tejido animal.Esemismo añoMaller (MUller J. 1833)

describe,porprimeravez,el aspectomicroscópicode los tumoresmalignos

humanos.Ya entoncespiensaque la microscopianecesitael suplementode

estudiosquftnicosparatenerun valordiagnósticocompleto.
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Entre los primerosen aplicar el microscopioal estudiode las células

humanasdestacael francésAlfred Donné, quienen 1845 publicó un atlasde

imágenesa basede microfotografiasutilizando la técnicafotográficarecién

desarrolladaporDaguerre (JionnéA. 1845). Sugirió la posibilidaddeusaruna

frentede luz eléctricaparael microscopiounos 35 añosantesde queEdison

desarrollarala bombilla. Otraimportantecontribuciónde Donné fue el usode

un micrómetroparamedirlos objetosque observaba.De estaformapodríaser

consideradocomo el origen de la citologíaanalíticay cuantitativa.

En los años 1850 la microscopiase benefició inmensamentede la

introducciónde colorantescomo el rojo carmíny la hematoxilina.

Lautilización de fijadorescomo el ácidopícrico,y la técnicade embeber

los tejidos en parafina,introducidapor Klebs en 1867 (LueckeA., KlebsE.

1867) extendióel estudiode los tejidoscon fines diagnósticos,empezandocon

Muller y Virchow (Virchow H. 1858) y durantecasiun siglo después.En ese

periododisminuyó el interéspor la observaciónmorfológicade las células

aisladas.De tal formaque,duranteel siglo XIX y la primeramitaddel XX,

sólohubo observadoresaisladosque estudiaroncélulasde distintosorígenes

coninterésdiagnósticoo de investigación.

Pouchet en-1847empezóa estudiarlas célulasvaginalesdescamadasen

la mujer. En 1853 Sir James Paget describe las células cancerosas
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provenientesde la aspiraciónde lesionesmamanas

Pocoapocoel usode la citologíaexfoliativa,esdecir,el estudiode las

célulasobtenidasmediantedescamación,seva imponiendoy esenel terreno

de la ginecologíadonde,al principio, encuentraun mayorcampode aplicación

utilizándoseparael diagnósticodeprocesosmalignos.

Casial mismotiempo sepiensaen aplicarestastécnicasal estudiode

distintassustanciascorporalesen lasquepudiesehabercélulasdescamadasdel

interior del organismo.Betschardt en 1895 (BetschardtE. 1895) publicasu

trabajo sobre el estudiode célulasmalignasen el esputo.Se sucedenlos

estudiossobredistintostipos demuestrasobtenidasdel aparatorespiratorio,

paradiagnóstico,no sólo del cáncerde pulmón, sino de otros procesos

respiratorios.

Enesamismadécada,Miescher en 1890logró la identificaciónquímica

de los ácidosnucleicos,lejos todavíade que se intuyerala importanciadel

papelque desempeñanen el ciclo celular. HansemaunJi. 1890 planteala

hipótesisde que los cánceresestáncaracterizadospor unadivisión celular

asimétrica, la cual presuponecambioscromosómicoscuantitativosen el

cáncer.Enaquelmomentohubodiscrepanciasenestudiossimilaresrealizados

porStroebeen 1892,al encontrarmitosisasimétricasen tejidosregenerativos

y tumoresbenignos.
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Paralelamentea la evoluciónde la citología exfoliativasedesarrollala

citología por punción aspiración.

La punción con fines diagnósticosse inicia en 1882, cuandoGunter

utiliza la puncióntranstorácicaconel fin de obtenermicroorganismosparasu

identificaciónenpacientesafectadosdeneumonia.En 1884 Kroning logra el

primer diagnósticode cáncerdepulmónutilizandola técnicadepunción.

En realidadel conceptode “Citodiagnóstico”aparececonKoeniger en

1908.

En 1914, medianteel estudiomicroscópicode la secreciónobtenidaa

través del pezón, Natham realiza la primera descripcióncitológica del

carcinomademama.Estemismoalio, Boyen (Boyen T. 1904)encontrastecon

Hansemann, presentasuhipótesissobrela apariciónde cambioscualitativos

en los cromosomasde lascélulascancerosas.

Es de granimportanciala figura de Geo¡re N. Payan icolaou quien,en

1917comienzasusestudiossobreel ciclo vaginal (Papanicolau GN., Stockard

GR. 1917) da a conocersu técnicay popularizael uso sistemáticode la

citologíacon la tinción quehoy lleva sunombre.

FeulgenIt, RossenbeckH. 1924,desarrollanunatinción específicapara

el “ácido timonucleico”,como entoncessedenominabaal ADN.

El reconocinilentodeque podíanmedirselas anomalíasmorfológicasde
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células observadas microscópicamenteen varias enfermedades,

principalmenteen el cáncer, ha conducido a la citología analítica.El

investigadoralemánJacob] en 1925 estudióel tamañonucleary celularen

varios tejidos,observandoque el volumende las célulasnormalesseduplica

antesde la mitosis. En tiempos másrecientesse ha visto que los eventos

descritosporJacob]correspondena la replicacióndel ADN durantelafase5

del ciclo celular.

Debemosrecordarque en 1925 el ADN todavíaera conocidocomo

“ácido timonucleico”y quelos investigadoresde la épocano sabíannadasobre

la estructurao funciónde estamateriaenel ciclo celular. Sesuponiaquelos

ácidosnucleicoseranproductosdedeshechodel metabolismode las purinas.

En 1925,segúnlos estudiosde Greenhough,el recuentode mitosis- un

análisismorfométrico- se descubríacomo un poderosofactorpronósticoen

el cáncerde mama.

Youngen 1930 comienzaapracticarbiopsiasporpunciónde lá mama,

conestudiohistológicodelmaterialobtenido.

Heiberg KA. y Kemp T. 1929, probablementefueron los primerosen

sostenerla impresiónsubjetivadeque el núcleocancerosoeramásgrandeque

el de las célulasnormales.Los intentosparadocumentarobjetivamentelas

pero

diferenciasmediblesentrelos tejidosbenignosy los cánceresqueasientanen
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ellos fueron llevadosa cabo por el patólogo alemánHaumeder en 1934

(‘82McCarthy WL., HauntederE. 1934), Schairer en 1935 y Ehrich en 1936.

Midieron los núcleosy nucléolosen lesionesbenignasy malignasde mama,

concluyendoque en el cáncerhabíaun aumentoen el volumennucleary

nucleolarque,sin embargo,sesolapabaconel normal.

2) CITOMETRIA:

Los esfuerzosparadesarrollarlos procedimientosmicrocitométricosen

los años30, surgieronen el grupo de trabajo del químico alemánEinar

Hammarsten, dondeseencontrabaCaspersson, enel institutoKarolinskade

Estocolmo.Hammarstentrabajabaconunasoluciónde “ácido timonucleico”

muypura,desarrolladaunosañosantesporel químicodanésIvar Bang.

Generalmenteseaceptaque los trabajosde Casperssony cols. 1936, en

los años30 marcanel comienzode la citometriamoderna.Interesadoen la

microscopiadepolarizaciónde tejidosanimalesobservóquelas solucionesde

ADN producíanclaramenteunadoblerefracciónmuyelevadaqueimplicaría

propiedadesmolecularesmuy peculiares.RudofSigner trabajabacon un

modelocuantitativoestudiandola formay el pesode los derivadosde celulosa;

las medicionesde la muestrade ADN en su dispositivomostraronque la
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moléculadeADN erapeculiardebidoasuelevadopesomoleculary suforma

filamentosa.A. Tiselius desde1937usandoultracentrifugacióny W7? Astbury

con cristalografiapor rayosX aportarondatosmásprecisossobreel tamaño

y la formamolecular.

Siendoevidenteque el ADN eraun componenterealmentecurioso se

suscitóun graninterésen estudiarsuposiblefunción. Empezandopor obtener

informaciónsobresulocalizaciónenla célulay sucomportamientodurantelas

diferentesfasesdel crecimientocelular.

- Tantoel ADN comoel ARN tienenunabandadeabsorciónmuyelevada

en el rango medio de luz ultravioleta(Uy). CasperssonTO. y cois. 1936,

utilizando la engorrosamicrofotografiaUV - que tenia un gran poder de

resolución- sospecharonque la elevadaabsorciónde la cromatinaestaría

causadaporun ácidonucleico,comodemostraronen 1935 enun cromosoma

enmetafase.

Durantela segundaguerramundialhasta1947 el grupode Caspersson

trabajóen Suecia,prácticamenteaisladode otrascomunidadescientíficasen

diferentespaíses.El resultadode los numerososestudiosde eseperiodofue

aclarar la importancia del ADN y ARN en el metabolismo

especialmenteen los procesosde síntesis (Caspersson TO. 1950).

celular,

La

citofotometríapermitió demostrarque los ácidosnucleicoserannecesarios
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parala síntesisproteica(CasperssonTU, Santesson.1942). Simultáneamente

Jean Brachet en Bélgica alcanzóconclusionessimilares que publicó al

terminarla guerra(Brachet.1. 1950).

En 1942 CasperssonTO., Santessondemostraronque las proteínasy

ácidosnucleicosen tumoresepitelialesmalignoseran diferentesde los de

células normales.Hallazgoscontinnadospor varios autores,entre ellos

3)

Mellors y cols. (~6Me¡¡ors RU 1956»

CITOLOGíA CLíNICA Y PUNCION ASPIRACION CON AGUJA

FINA:

El resurgimientodel interésen lascélulascomomedio parael diagnóstico

esrelativamentereciente,ocurriótrasfinalizar la SegundaGuerraMundial.

Una fecha fundamentalen la historia de la citología es el año 1942

cuandoPapanicolau publicasusartículossobreel valor diagnósticode los

frotis vaginalesen el carcinomadeútero(Papanicolau GAL 1942).

Desdeentonceshastanuestrosdías,la lista de autoresquehanaplicado

lastécnicasde la citologíaal diagnósticode los distintosprocesosqueafectan

a diferentesórganos,así como su evolución,no hadejadode crecer.Y por

citar sólo unos pocos ejemplos, tenemoslos trabajos sobre el aparato
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en concreto sobre el carcinoma gástrico, de Panico FG.,

PapanicolaouGAL y Cooper IVA. 1950,a partir de la aspiracióndel contenido

del estómago;sobremuestrasde esófagoporAndersonHA. y cok. 1949; de

colony rectoporAyre.1K 1950 ; páncreasy víasbiliaresporLemonHM. 1949.

Simultáneamente,aparecentambiénlos prñnerostrabajosen los que se

daa conocerla experienciadedistintosautoresen la aplicaciónde la citología

al estudiode lascélulasque aparecenen el sedimentourinario,y así tenemos

lostrabajosde ChuteIt y cok. 1948; McJionaldJR. 1954 o los estudiosde las

secrecionesprostáticasrealizadospor JónssonJ., Fajers CM. 1950; Albers

JiJi. y cok. 1949; Herbut PA., Lubin EN. 1947,a la búsquedade célulasque

puedanindicarla presenciade carcinomasqueasientenen estaglándula.

En 1946 Jackson Ji., SeveranceAO,

citológicos

habían descrito los criterios

de malignidad. Greenhoughsobre la evaluaciónhistológica

diferenciólos tumoresen tresgrupossegúnsugradodemalignidady mostró

unaclaracorrelaciónentreel gradohistológicode diferenciacióny la curación

de la enfermedad.Similaresresultadoshabíanobtenidodiversosautorescomo

Whiteen 1927 y HaagensenCJi. 1933.

Uno de losmayoresavancesparala anatomiapatológicaen las últimas

tres décadasha sido el desarrolloy la aplicaciónde la aspiracióncitológica

digestivo,

mediantepunción con aguja fina. Técnicaque se caracterizapor su alta
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precisión de diagnóstico,inocuidad y bajo coste, pudiendo utilizarse en

cualquierórganoo tumor.

La puncióncon agujafina la inicia Fagher en 1945 obteniendofrotis

sobrelos queefectúaestudiocitológico. A partir de estemomentocomienzan

a aparecertrabajossobrela aplicaciónde estanuevatécnicaal estudiode las

lesionesmamarias.

Quienesrealmentele danel impulsodefinitivo son Sixten Franzen,Josef

Zajicek 1960. En la décadade 1950-60introducenla prácticade la punción-

aspiracióncomo prueba de rutina, de forma sistemáticay con directa

aplicaciónclínica,en el HospitalKarolinskade Estocolmo.Caracterizanlos

cuadros citológicos llamando la atención sobre esta nueva

diagnósticoy desarrollanla técnicade la punción-aspiraciónconagujafma,

creandolos instrumentosadecuadosy sistematizandoel estudiodel material

obtenido.Estatécnicase habíamanifestadoya comounagran ayudaen el

diagnósticomorfológicoprevio al actoquirúrgico.

EnEspañala puncióncitológicaseintroduceenla décadade los sesenta,

perono eshasta1970 cuandocomienzana aparecerlos primerostrabajos.

Merecensermencionados,entreotros, Vilaplana E., García Ferrer JC. ¡970;

261, 262 J7llaplana E., JimenezAyala 1%’!. 1972; Fernandez Cid A. y cois. ¡976;

forma de

GonzalezMerlo J. 1977; Aula Blanco.1. 1976, todos ellos sobrepatología
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benignay malignademama;DeAgustínP. 1982; PérezBarrios A. 1983; García

RiegoA. 1984,utilizando la puncióntranstorácicaconagujafina; Vilaplana E.

1980; Aula.1., GómezArad 14 1981; 207PérezBarriosA., DeAgustín P. 1983;

~Losta1éE y cok. 1987, estudiandola punción-aspiraciónendiferentesórganos

como el riñóny glándulassuprarrenales.

El inconvenientede la clasificaciónhistológicaestabaen que esuna

valoraciónsubjetiva de las imágenes microscópicas,-fo que dificulta su

reproductibilidad.Parasubsanarestacontrariedadnumerosostrabajoshan

evaluado diversas variables “medibles”- considerandosu importancia

pronóstica:variabilidad nuclear Black en 1955 y Bloom IV 1957, grado

histológicoBloom IV 1957,índicemitóticoBloom IV, Richardson WW 1957,

tamañodel tumorprimarioAldersonMR. y cok. 1971; y 268 WallgrenA.y cois.

1976,númeroy extensiónde lasmetástasisnodularesaxilaresAldersonMR.

y cois. 1971, tamañonuclear269, 270Wallgren A. y cols. 1976 y contenidode

receptoresdeestrógenotumoralHahnel R. y cok. 1979.

Sommers en 1969 (SommersSC. 1969; GoldenbregVE , SommersSC.

1969) observó que los carcinomasintraductalesde mama presentaban,

generalmente,núcleosde menortamañoque los halladosen los cánceres

invasivos.Comoya comprobaronKallenbergerA. y cok. 1967y confirmó el

estudiodeFossaSD.ycok 1982,los carcinomasmamariosde grandesnúcleos
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presentancon mayorfrecuenciapoblacionescelularesno diploides. Desde

entoncesla correlaciónentreel valor del áreanuclearmediay el indice de

supervivenciadel pacienteha sidomuyestudiada:Baak J.y cols. 1985;Aula

Blanco.1. 1988. En un trabajocomunicadoen el XIII CongresoNacionalde

Citología (1994),29AulaBlanco.1. y cols., estudiaronla correlaciónentreel

áreanuclearmediay el gradode malignidadADN (Patología1995).

ParaVan der Linden JC. y cols. 1989el tratamientoauxiliarenbasetan

sóloa la presenciademetástasisen los nódulos linfoidespuededarlugara un

porcentajerelativamentealto de sobretratamientos.La identificaciónde este

subgrupode “bajo riesgo” podríaserunaventajaobvía en el cuidadodel

paciente.Llegó ala conclusiónde quetansoloel númerodenódulospositivos,

el porcentajedel áreade losnóduloslinfoidesocupadapor el tumor,el estado

dereceptoresde estrógenosdel tumorprimario,el índicemedio de actividad

mitótica y la desviaciónestándarde la relación de los ejesnuclearesse

correlacionaban,de formasignificativa,con el índicederecurrenciatumoral.

• Desdeel informe inicial de JensenEV y cols. 1971, la cantidadde

receptoresde estrógenosen el tejido cancerosomamariose ha identificado

como un indice importante,no sólo a la horade predecirla respuestaa la

terapiaendocrina,sinocomo valorpronóstico.Estohasido demostradopor

autorescomoKnight WA y cols. 1977;HahnelIt y cok. 1979.La carenciade
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receptoresdehormonaconstataamenudounamanifestaciónde diferenciación

celularrepresentadatambiénpor el aumentodel contenidodel ADN nuclear

SachsH., WinzerJ. 1976; FossaSJi. y cois. 1982.Por otraparteRosenPP. y

cok. 1975y ‘~ ‘~~198¡; MaynardPV y cok. 1978,hallaronque el contenido

dereceptoresde estrógenosde los tumoresmamarioshumanossecorrelaciona

de forma claracon el gradohistológicotumoral. Similaresresultadosfueron

obtenidosporKing Rl 1980; WurzH. y cok. 1980y por.“7Fisher B. y cok.

1981y García CastroU y cok. 1991.

La idea de que el grado de anormalidadde los nÚcleos celulares

tumoralesha influido en el pronósticodel cáncerpuedeencontrarseen las

revistasmédicasdesdeel comienzodel estudiocitológico del cáncer.En los

últimos 24 años se ha sugeridouna clasificación de malignidadbasada

fUndamentalmenteen el pleomorfismonuclear.Enun principio, estossistemas

de gradaciónse basaronen observacionesvisualessubjetivas realizadas

medianteel microscopiode luz, sin embargo,hoy endía, esposiblela creación

deun sistemadeclasificacióndel cáncermamariomediantetécnicasanalíticas

citométricas.

El descubrimientopor CasperssonTO. 1936, de la posibilidadde medir

el ADN del núcleocelulary la demostraciónpor su discípuloSandritteren

1952dequetambiénesfactiblecuantificarlas diferenciasenel contenidode
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ADN, sonel principio básicode los intentosactualesparamedir,mejor que

visualizar,los diferentestipos de anormalidadestumorales(Stenkvisty cois.

1986).

4) DESARROLLO DE LA CITOFOTOMETRIA:

Poco despuésde terminar la segundaguerramundial, varios grupos

comenzaroncon trabajoscitofotométricos.Entre los pionerosdel análisis

celularcuantitativodebemosmencionar,entreotros,a Pollister quemidieron

proteinasque reaccionabancon Millon y Feulgen.Mirsky (Jiavidson EH,

Allerey VG, Mirsky AE, 1963), Leuchtemberger(Leuchtemberger(17. 1950)y

Lison (Lison L. 1960)trabajarony perfeccionaronlos citofotómetros.

Mellors fue el primero que concibió la idea de un microscopio

automático;enunaseriede-trabajospublicadosentre1951 y 1956 , él y sus

colaboradores,incluido Papanicolaou, describieronlos principiosdel análisis

cuantitativocelularen frotiscervicalesy fluidospleurales,basadoenmétodos

de tinciónconvencionaleso en tincionesde fluorescencia.(MellorsRC 1953;

Mellors RC.y cois. 1952)

Mellors confirmó los datosproporcionadospor Poiister AIV 1952,

Leuchtemberger¿2. y cols. 1954 y CasperssonTU, Santesson.1942de que la
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cantidaddecromatinanuclearencélulasescamosascancerosasexfoliadasde

la cervix uterinaera significativamentediferentede la de un epitelio normal

homólogo(Mellors RC., Kupfer A. 1953). Esto condujo a la publicaciónen

1956 de “los principios citológicos, citoquimicos y óp~coelectrónicos

fundamentalesdel desarrollo de un microscopio automático

citodiagnósticopreliminar” (Mellors RU 1956).Las ideasdeMellors llevaron

al desarrollodel primeraparatosemiautomáticoparala detecciónde células

cancerosásen frotis cervicales:el Citoanalizadorde Tolles (48TollesWC.,

BostromRU, SawyerHS. 1956),entre1953 y 1956.

El aparatofue diseñadoparamedir, sobrefrotis teñidos,el diámetrode

lascélulasy susnúcleosy los coeficientesde extinción(densidadóptica)del

núcleo,el cualrefleja la cantidadde coloranteretenido.Disponiadeun circuito

controlparaeliminarlas señalesgeneradasporagrupamientosde células.En

artículospublicadosen 1961,249 250 Tolles WE. y cols. 1961, describieronlos

resultadosde medicionessobre portas’vaginalesy cervicales.El estudio

documentóque las tres medicionesefectuadas,es decir, diámetrocelular,

diámetronucleary densidadópticanuclear,fueronsuficientesparaidentificar

poblacionesanormalesde células.

En general,el usode la citofotometríadeabsorciónaumentórápidamente

para el

despuésde 1950.Sandritter y su grupo en Alemania,realizaronel primer
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estudiorealmenteamplio sobretumores,cuantificandolas diferenciasen el

contenidode ADN.

A principios de

diferentes.

los 50 se desarrollaronmétodos citofotométncos

Entre ellos la microinterferometría,un sistemade medir la

interferenciaóptica construidopor Dyson BU. y cols. 1963 en Inglaterray

mejoradoporDaviesHG. y cok. 1954.Proporcionainformaciónsobreel peso

seco de un objeto biológico de dimensionesmicroscópicas.Hoy en día

suplementala citofotometría de absorción. El microscopio electrónico

cuantitativodesarrolladoporBahr, Carison y Zeitíer en 1961 proporcionauna

resoluciónmuchomayor.La fluorometríaesuntercermétodomuypotenteque

no queremosdejarsinmencionar.

Casperssonestabainteresadoen conocerla cantidadtotal de distintas

sustancias,comoel ADN o el ARiN, en cadacélulao núcleointegros,pero

necesitabarecogeresta información de un gran numero de células. Los

instrumentosexistentes-hastael momentoerandemasiadolentosy empezaron

a diseñarunaseriede instrumentosrápidosparalos tresmétodosde medición

queacabamosde citar.

En los años50 al 70 las diferentestécnicascitofotométricasestuvieron

enun procesocontmuode desarrollo,y aúnlo están.Algunosde los avances

posterioressonimpresionantesdesdeel puntodevista técnico,consistenen la
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combinaciónde los sistemasbásicosdemediciónconsofisticadasformasde

análisisde datose infonnatización.

Debido a la-llegadade equiposelectrónicosmejoradosy ordenadores

digitalesen los años50 y 60, el análisisde ADN celular(estáticoy flujo), la

clasificacióncelular(KamentskyLA. y cok. 1965;Atkin NR 1965;Bohm N.,

Sandritter IV 1975)y el análisisdel modelodecromatinacuantitativo(Wied

Cii. y cok 1968) empezarona seraplicadosenmuchamayorescalaqueantes

de la segundaguerramundial. Desdeel comienzode los 60, CasperssonTQ.

y mástardetambiénAuer enSuecia;BartekPH., Bahr GF., WiedGL. 1969;

KossLG.; 1’t8”89Frost; 4750BibboM y 100.102, 216,251 otrosenUSA;&S2lt4tkinNB. en

Inglaterra; Sugar .1. 1962, en Hungria; Bohm N., San dritter

Grundmann E. 1961 y otros en Alemaniay otros investigadoresde varios

paísesmidieronel contenidode ADN celular.

Laintroduccióndelos ordenadores,primeroporPtewittJM, Mendelsohn

ML. 1966,y luegopor Wied GL. y cols. 1979,dio un nuevorumboal análisis

celular.

5) CITOMETRIA DE FLUJO Y DE IMAGEN:

IV 1975;

La ideafuedesarrolladaconjuntamenteporel patólogoHerbert- Derman
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y John J Hojier queentonces-1960- trabajabaen IBM. Ellos sugirieronque

el sistema de Caspersson de análisis celular podría ser modificado y

transformadoen un sistemarápido y clínicamenteútil usandotécnicasde

reconocimientodelpatrónbasadasenordenador,aplicadasa ópticasde cuarzo

conunafuentede luz UV deadecuadalongitudde onda.Lapropuestaincluyó

la ideade acelerarla pruebausandounasuspensióncelularquese analizaría

por registro de niveles de absociónultravioleta. La idea de Derman fue

rápidamenteaceptadapor IBM y el desarrollodel prototipo fue asignadoal

fisico Louis A. Kamentsky. El soportebiológicolo aportóel patólogoMyron

R. Melamed,entoncescolaboradorde Koss, en una seriede publicaciones

cientificasen 1963, 1965 y 1967 (‘54KamentskyLA., MelamedMiL, Jierman

II., 1965)dondeestablecieronlas basescientíficasde la citometríade flujo y

para la clasificacióncelular. Es de particular interés el primero de estos

artículos,publicadoen 1963 (155KamentskyLA., Jierman H., MelamedMR.,

1963), que describiólas normasfundamentalesparala diferenciaciónentre

célulasbenignasy malignasde los frotis de cervixenun sistemaestático.Son

evidenteslas raícescomunesde estasdos aproximacionesprincipalesa la

citologíaanalítica:análisisde imagende altaresolucióny citometriade flujo.

En consecuenciaestas normas de diferenciadión fueron aplicadas a la

citometríade flujo.
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En 1980,Auer G., CasperssonTO., Wallgren A., estudiaronlos modelos

dedistribuciónde lascantidadesdeADN mediantetécnicasde citofotometría,

sobre citologías extraídaspor PAAF. El resultadode su trabajo fué la

agrupaciónde los modelos de histogramaen cuatro tipos con diferente

significadopronóstico,demostrandoqueexistíacorrelaciónconel tiempode

supervivencia.Portanto establecenque-puedenidentificarselos tumoresde

bajo y alto gradode malignidaden funciónde la distribuciónde ADN que

presenten.La conclusiónes que las detenninacionesde ADN puedendar

informaciónpronósticay orientacióna la terapia,en cadacasoindividual,

ademásde la proporcionadapor el estadioclínico y los criteriosmorfológicos.

Posteriormente,en 1991, Auer, Falkmer y Zetterbergmodifican su anterior

definiciónde los histogramasde distribucióndeADN.

Seguidamentenumerososinvestigadoreshan confirmado

pronósticode los modelosde distribuciónde ADN utilizandolastécnicasde

citofotometría,citometríade flujo y citometríade imagen(Charpin 1990) (It

Mir 1992).

Lostumoresdepacientesde supervivenciacortasonconsiderablemente

aneuploides,porestogranpartede los estudiosseorientanala obtenciónde

cálculoso métodosquemiden la aneuploidia.Varios investigadoresbuscaron

el valor

el nivel de contenidode ADN a partir del cual se consideraaneuploideuna
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célulaconcreta.La mayoríade los autoreslo sitúanen el valor Sc (Erhardt,

Mier, Fallenius 1986) (Auer, Falkmer 1991) (Longin A., FontaniereB. 1992).

En cambio,StenkvistyJohansson-Browefl(1991)consideranlos porcentajesde

célulasqueexceden2,25cy 4,5c.

Un parámetromuy poco estudiado,del que últimamentecomienzana

apareceralgunasreferenciasen la bibliografia,es el valorde la entropia.Es la

medidamatemáticadel gradode dispersióndel contenidonuclearde ADN.

Fue estudiadoprimeropor StenkvistB., SatrandeG. 1990quienesencontraron

queesútil parala separacióndedistribucionesobtenidasde tumoresmalignos

cuandosecomparancon lesionesno malignaso controlesnormales.Un año

despuésStenkvistyJohansson-Brt»vefl,¡991 correlacionaronla entropíacon

el porcentajede células Ki-67 positivas, indicando que proporciona

infonnaciónsobreel gradode proliferacióntuinoral(90Bengtsson, Erikksson,

.Jarkrans, 1986; 45Bengtsson,E. 1987). Considerandoel índicede ADN y la

entropíaconjuntamentesepararonel 97% de lasmuestrasde carcinomade las

muestrasde individuossanos,evidenciandola utilidad de esteparámetropara

confirmarel diagnósticode cáncer.

La fracción de célulasen fase5 y el porcentajede célulascon alto

contenido de ADN se han confinnado como dos factores pronósticos

determinadospor la medición del ADN nucleartotal y el análisisdel ciclo
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celular(Wagner7’., AdíerA., KubistaE. 1993%

Conel propósitoderealizarestudiosretrospectivosconun seguimiento

clínico máslargo se ha trabajadomucho la cuantificaciónde ADN sobre

seccionesde tejido parafinado.Los resultadosobtenidosson significativos

parapredecirrecaídasy la supervivencia,tanto si seutiliza la citometríade

flujo como el análisisde imagen.Sin embargo,éstaúltimaparececarecerde

la especificidaddel flujo en correlaciónconel segnimientoclínico cuandose

utilizancorteshistológicos(YuanJ., 1992).Cuandoel grosorsupera5 micras

aparecenproblemas,como son un coeficientede variaciónmuy elevadoy

desviacióna la izquierdadel índicedeADN (CopeC., 1991).

Unaalternativamejorquepermiteel estudioretrospectivoesel usode

las citologías obtenidas por PAAF antes de la cirugía. Teñidas con

Papanicolaouo May Grundwald-Giemsaparala visión rutinariapuedenser

decoloradasy reteñidasconFeulgenparala cuantificaciónmedianteanálisis

de imagen. Tanto el índice de ADN como la fracción en fase 5 fueron

constantescuandose comparancon los resultadosobtenidosde muestras

tomadastras la extirpaciónquirúrgicadel mismotumor(TaylorS.,Zachariah

S.y Chakraborty& en1993).

Los estudiosquecomparanlos parámetroscitométricosobtenidosde la

cuantificaciónde ADN y los factorespronósticosclásicosdel carcinomade
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mamasonmuynumerososen los últimos años.La correlaciónexistenteentre

la ploidíay el gradohistológicoesuno de los másestudiados(Charpin, ¡990)

(LeeA., 1992) (Yuan.1.,1992) (Davey,1993).La mediciónde ploidía deADN

usandolos tiposdehistogramassegúnAuer (1980) pennitedistinguir los casos

de pronóstico favorabley desfavorable,con referenciaa los periodosde

supervivencia,con mejor reproductibilidadque el gradohistológico según

BloomyRichardson(1957),E Theissigycok. (1991). El gradonucleartambién

presentafuerte correlacióncon las característicascitométricasde ADN que

parecenestarmutuamenteasociadas:aneuploidia,fraccióndeproliferacióny

multiploidíaencarcinomamama(Charpin, 1990) (Theissig,1991) (LeeA., 1992)

(Smith E y ZappiM en 1993) (litan.1., 1992) (Jiavey,1993).

Auer, Casperssony Gustafsson1980, demostraronla utilidad de la

mediciónde ADN parapredecirla sensibilidaddel carcinomade mamaala

terapiaendocrina,al encontrarqueexistíacorrelaciónentrelos modelosde

distribucióndel ADN y losnivelesdereceptoresestrogénicosenel carcinoma

primario de mama. Como han corroboradolos estudiosde 36Baak y cois.

(1991); Longin A., FontaniereB. y Pinzani 1< (1992).

En otrostrabajossedemuestrala correlaciónentrela aneuploidiay otros

criteriosdemal pronósticocomomayortamañodel tumor (Longin, 1992; Vuan

.1., 1992),altaproporciónmitótica,invasiónlinfáticay vascular,incrementode
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célulaski-67 positivasy sobrexpresiónde la proteinaneu-oncogen(36Baak,

1991),(Charpin, 1990)(LeeA., 1992).

Otrosinvestigadoresbuscanla correlaciónno sólodel tipo dehistograma,

sino tambiéndel índice de ADN, númerode célulascon contenidode ADN

superioral límite Sc y del gradode malignidadADN (segúnBócking) con

relacióna los factorespronósticostradicionalmenteestablecidosen carcinoma.

demama:tamañodel tumor,estadode ganglioslinfáticos, gradohistológico

y contenidoenreceptoreshormonales(Longin A., FontaniereB. yPinzaniY,

1992).Másrecientementeseha correlacionadodirectamentela presenciade

célulasenSc conotrosparámetrospronósticosreconocidosy directamentecon

la evoluciónde tumoresclasificadosdebajamalignidad(Siltonen 1993).

El indice de ADN no pareceguardarcorrelaciónconningunode los

parámetrosclásicosy el estadoganglionaresindependientede losparámetros

deADN (Longin A., FontaniereB. y Pinzani J/~, 1992) (Longin, 1992) (It Mir,

1992).

Cualquierade las característicasdel contenidodeADN presentamejor

correlacióncon la muerteprecozque cuandose comparanlos parámetros

clásicos.Así lo muestranGilchrist K., Gray It y van JirielKulker (1993)en un

estudioen el quecomparanla ploidia, porcentajey númerode núcleoscon

ADN superiora Sc frenteal estadode receptoresestrogénicos,númerode
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gangliosconmetátasisy tamañodel tumor,sobredosgruposdepacientesde

Carcinomade mama con ganglioslinfáticos positivos, separadospor las

diferenciasen el tiempode supervivencia.

Prontoempezóanotarsequeel contenidototal de ADN generalmenteno

diferenciaabsolutamenteentrelesionesbenignas,displásicaso malignas.La

ploidíadeADN no ofreceinformacióndiagnósticaadicionala la microscopia

de luz para diferenciarentredeterminadaslesionesbenignasapocrinaso la

hiperpíasiaductal atípicay el carcinomaductal debajo grado,dadoque estas

proliferacionesmuestranuncontenidodeADN diploide(Fisher E., 1992;Raja

U., 1993). Sin embargo,Crissman (1990) observóque algunashiperpíasias

atípicas muestranun contenido anormal de ADN compatible con la

transformaciónneoplásica,lo quepodríatenersignificaciónparael diagnóstico

precozdel cáncer.Aunqueel indice deADN y el porcentajede lasfasesGI -5-

G2 muestrandiferenciasentrelesionesbenignasy malignas,para separar

correctamenteel 100%delaslesionesMolnar (1992)necesitóutilizar a la vez

variosparámetrosmorfométricosy densitométricos.

En general,al revisarlos estudioscomparativosencontramosqueambos

métodosde cuantificaciónde ADN, la citometríade imageny la de flujo,

muestranbuenacorrelaciónentresí, ofrecenresultadossimilares,perotienen

ventajasindividualesy seconsiderantécnicascomplementariasen el análisis
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de la ploidíade ADN y la proliferación(McFadden 1990; JiawsonA. 1990;

Cohen 1991; Cope 1992; LeeA. 1992; YuanJ. 1992; Baak 1993; Lajoie G.

1993).

Entre las ventajasdel análisisde imagen destacala pequeñamuestra

tisular querequiereenrelaciónal citómetrode flujo. La discriminaciónvisual

directade las célulasanormalesconlíevamayorsensibilidadparaidentificar

poblacionesaneuploidespequeñas(Wilbur, 1990;Bauer, 1990;Lajoie G., 1993)

y especialmenteen la detecciónde poblacionescelularestetraploidesy

altamenteaneuploides(Bauer, 1990).Generalmentelos casosdiscordantesse

debena picos cercade la regióndiploide que no han sido detectadospor

imagenperosi por flujo (LeeA., Jiugan.1., 1991; Lee A., Wiley B. 1992).

Permite la medición automáticadel ADN de cientos de células con un

coeficientede variaciónmuybajoy la mediciónde característicasde textura

sobrelasmismascélulas(Baak, 1993).

Encasosdiploides,el porcentajedecélulasencadaunade las fasesdel

ciclo celular, obtenido por ambas técnicas, fué concordante

correlacionado.Encasosaneuploides,el análisisde imagenesmássensible

queel flujo paradetectarla fracciónaneuploidey el porcentajede célulasen

faseG2M, mientrasque el flujo fuemássensibleparadetectarla fracciónen

y bien

faseS.(LuziP., 1994)
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Yuan.1. (1992)atribuyela mayorsensibilidadde la imagenparadetectar

la aneuploidiaa las diferenciasen los controlesinternosaplicadosen cada

método,por imagenutiliza célulasnormales(linfocitos) en la mismasección

que las célulastuinorales.

El análisisde imagenconfirmó la presenciadepoblacionesaneuploides

escondidasendistribucionesdeflujo conampliocoeficientedevariación(CV)

del pico GO-Gí. Es especialmentedificil la diferenciaciónde poblaciones

normales con ADN diploide de poblacionesanormalesperidiploides o

aneuploidesmediantecitometríade flujo, ya que estasmuestrastienden a

presentaruna distribución de ADN dispersacon amplio coeficiente de

variacióndel pico GO-GI (McFaddenP., 1990)

La proliferación se evalúamediantecuantificaciónpor imagende la

tinción inmunocitoquimicausandoanticuerposmonoclonalesKi-67 y medición

de la fracciónen fase5 porcitometríade flujo (LeeA., Dugan .1. y cols., 1991

y 1992). Los estudiosdemuestranque el análisisde imagenesun método

válido paraevaluar la proliferación tumoral y ofrececiertas ventajas,ya

mencionadas,sobrela citometriade flujo (Ji awvonA., 1990)

Porotraparte,la citometriade flujo analizagrandesmuestrascelulares

y producehistogramasdemejorresolución(Lajoie (1., 1993). Se consideracon

frecuenciacomomásreproductiblequeel análisisde imagendebidoa la alta
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velocidadde la evaluación,el grannúmerode elementosmedidospormuestra

y la falta de interacción del observador. Realmentela ploidia de ADN por flujo

es muy reproductibleaunquela fracción de fase5 es muchomásvariable

(Baak, 1993). Detectamásfácilmentemúltiples picosaneuploides(tumores

multiploides)y picosaneuploidescercadel rangodiploide. Los casoserróneos

se producenpor error en la evaluacióndel histogramacercade la región

tetraploide(LeeA., JiuganJ, 1991;LeeA., Wiley B. 1992).

Zbieranowski (1993) identificó falsa multiploidía en un estudiocon

citometríade flujo sobrelesionesbenignasy malignasde mama,tiroides,

pulmón, sarcoma,linfoma y tejido uterino; en ningúncasohubo evidencia

histológicade necrosisquepudieraser la causante.El estudiocomparativo

paraleloconcitometríade imagenapoyóla presenciade falsaaneuploidiade

ADN. Se ha descritola apariciónde falsospicos aneuploidesde ADN en

tejidonormalmediantecitometriade flujo, aunqueno sehanestablecidolos

criteriosparadistinguirlos de los verdaderospicosaneuploidescercade la

región diploide. Deberíarealizarseun control de calidad rutinario para

identificar lasposiblescausasde falsamultiploidíade ADN cuandose mide

el contenidode ADN usandocitometriade flujo.

Los casosquepresentanresultadosdiscordantesentreambosmétodosde

cuantificacióndeADN puedendebersea error en la muestra,heterogenidad
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tumoraly pérdidaselectivadepoblacionescelularesduranteel proceso(Bauer,

1990; Cohen, 1991). Los dos métodos puedenno detectarpoblaciones

aneuploidesescasas,presumiblementepor erroresen la preparaciónde la

muestra(Bauer, 1990).
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D.- FUNLAME NTOS BIOLOGICOS

1) ADN Y CROMATINA:

La doble hélice de ADN constituye el símbolo más familiar de la

revoluciónbiológicaque se inició en 1940.

El modelo de la moléculade ADN, propuestopor James Watson y

Francis Cric/e en 1953, provocó un impacto particularmenteintenso al

presentarsupropiaestructuraindiciosdecómopodríael ADN desempeñarsus

fUncionesde almacenamientoy transmisióndeia.informacióngenética.

Varios descubrimientosrecientesen está áreade investigaciónhan

revelado que, aun pareciendoel ADN en su habitual forma bibelicoidal

sensiblementeinerte e inflexible, constituyeenrealidad,tanto quíniicacomo

estructuralinente,unade las moléculasmásversátiles.

El exteriorde la doblehélicedelADN estádominadopor los armazones

de lasdoshebrasentrelazadas.Cadahebra,un largo polímerode subunidades

llamadasnucleótidos,poseeun esqueletodondealternangruposfosfatocon

un azúcar, la desoxirribosa,formando una cadenaunida por enlaces

covalentes:una estructurade gran cohesión,merced a que sus átomos
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compartenparesde electrones.

Lascadenasexhibenpolaridad,o dirección:presentanparalelismoen el

dúplex,aunquecon sentidosopuestos,y conpasode roscadextrógiro.

Al anillo de azúcarde cadanucleótidose une unabase:adenina(A),

guanina(G),tiniina (T) o citosina(C).

La adeninay la guaninase denominanpurinas;la tñninay citosinason

pirimidinas.

La ordenaciónde las basesnucleótidasa lo largo de las cadenas

determinala informaciónqueespecificala composiciónde todaslasmoléculas

proteicasdeun organismo.

Lasbasessobresalendel armazónazúcarfosfatoproyectándosehaciael

centrode la estructura.

Cadabasesehallaunidaa otrabasede la hebraopuestamediantedoso

tres enlacesde hidrógeno.Dadala estructuray tamañode las bases,tal

distribuciónexige queunaA de unahebrase apareeconunaT de la otra,y

que la 6 seapareecon la C..

De estaforma,la secuencianucleotidicadeunahebradeterminala de la

otra.

Al contemplarel modelode Watson y Crick, se hacedificil imaginarse

la estructuradelADN conounamoléculacapazdereacciónalguna.La mutua
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superposiciónde los paresdebasesconfiereciertarigideza la doblehélice.

La disposiciónde las bases(los elementosvariables)haciael interior

sugiereuna estructuradestinadaa protegerel código genéticomás que a

participarenreaccionesbioquímicas.

Tal aparienciaesilusoria: la doblehélicees capaz.deadoptarmuchas

formasy dereaccionarde maneradiversacon otrasmoléculasde la célula.

Estas característicaslas aprovechanlas células para controlar la

expresiónde la informacióngenéticacontenidaenel ADN.

Sehadescritoal genomaeucariotacomo si setratarade ADN desnudo,

presto a experimentartransicionesconfonnacionaleso a interactuarcon

proteínasreguladorasque consiguenpenetraren el núcleo.

Las cantidadesconsiderablesde ADN nuclear,apareceníntimamente

asociadas,casi sin excepción,con proteínasdenominadashistonas.Estas

últimas envuelvenel .AJI)N confiriéndoleunaforma compactay ordenada • -

conocidaporcromatina.

La subunidadfundamental de la estructura cromatínica es

nucleosoma.

Cadanucleosomaposeeunapartecentral,el centrosoma,en el cual se

el

enrollanen superhélice,alrededordeun octámerodehistonas,dosvueltasde
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ADN bicatenario,cadaunade unos83 paresdebasesde longitud.

El nucleosomarepresentasólo el nivel inferior de la estructura

cromatínica.El siguientenivel secaracterizapor el enrollamientode rosarios

de nucleosomasqueadoptanla forma de solenoidesy constituyenfibrasde

alrededorde 30 nanómetrosde grosor.

La cromatinaen interfaseapareceen sumayorparteno condensada;es

la denominadaeucromatina. Y la cromatma condensadase denomina

heterocromatina.

2) CICLO CELULAR:

En su procesode reproducciónla célulaatraviesauna seriede

etapasqueensuconjuntoconstituyenel ciclo celular. Clasificadasenunafase

dedivisión o mitosisy unafasedereposoo interfase.En realidad,denominar

periodode reposoa la interfaseno esadecuado,puestoque esel periododel

ciclo enque la célulaesmásactivametabólicamente.

La existenciadeun ciclo celularfuesugeridaporvezprimeraporHoward

y Pelc (19S3) al demostrarmedianteautorradiografiaqueel ADN se sintetizaba

duranteuntiempolimitado de la interfase.Estaetapaclavesedenominófase

de síntesiso fase5.
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Lasdosfasesmejordefinidas,síntesisdeADN y mitosis,vanprecedidas

por otros dosperiodos:GI previo a 5 y 02 previoa M. Duranteestosdos

periodosG ademásdeduplicarseel contenidomoleculardela célulaconvistas

a la división, funcionanimportantesmecanismosdecontrol quecondicionan

el progresode la célulaala siguientefasedel ciclo.

En lascélulasde los mamiferos,tanto en cultivo como en el organismo,

las duracionesde las fases5, 02 y M tiendena serconstantesen todaslas

células.El ciclo secompletaentreochohorasy cuatrodias. La fase5 dura

alrededorde ochohoras;02 decuatroa cinco horas;y M aproximadamente

doshoras.La duracióndela faseGí puedevariarmuchocon las fluctuaciones

ambientalescomolasdel suministrodenutrientes,quedeterminanlas distintas

duracionesdel ciclo celularendiferentespoblacionescelulareso enunamisma

estirpesometidaa diferentescondicionesambientales.

Para el desarrolloordenadode esta serie de etapasse requiere la

expresiónordenadade unaserie de genesdenominadosgenesde ciclo de

divisióncelular,quesetraducenen la produccióny activaciónde unaseriede

moléculasreguladorasde la progresióna travésdel ciclo celular.Actualmente

se conoce que en la compleja regníación del ciclo celular intervienen

directamentedosy posiblementetreso cuatrogenescuyosproductosforman

un complejoregulador,que escontroladoa suvezpor la acciónde otrosgenes
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(NurseP.1990,)

2a) FASEGI:

La fase01 marcael comienzodel ciclo celularparacadaunade las dos

célulashijasprocedentesde unadivisión anterior.Enestafasela célulacrece

continuamentey sepreparaparala replicacióndel ADN.

Una característicade la fase01 es la variabilidaden su duración.Las

célulasque sereproducenrápidamentetienenperíodos01 cortos.Cuandolos

ritmosdereproducciónsonmáslentos,las célulaspermanecenen 01 durante

mástiempo.

En el cuerpohumanolas célulassomáticasdetienensu crecimiento

cuandoel órganohaalcanzadola madurez.El ciclo separaal final de 01, es

decir, antesdequecomiencela replicacióndel ADN. Estepuntosedenomina

“punto derestricción”. A estenivel seregníala reproduccióncelular (Pardee

A.B. 1974).

Si la céluladebevolver a suciclo esnecesarioquecomienceen este

mismo punto. Una hipotéticaproteinaactuanacomo señalpara iniciar la

reactivación.El mejor ejemplo de reactivaciónlo constituyenlas células

hepáticascuandose haperdidounaporciónde esteórgano.Comienzauna

rápidadivisión celular, demostrandoque las célulasde algunosórganosse
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dividen solamentecuandosenecesitany se detienencuandoel órganoestá

regenerado.

Cuandolascondicionesambientaleslo indican,como el contactoconsu

propiotejidoo tejidosvecinos,lascélulaspasande01 a unafaseestacionaria

o faseGO en la cual el metabolismocelularesencialse liniita aun modelode

sostén.

21,) FASE5:

Seinicia con la apariciónde un“activadorde la fase5” en el citoplasma.

El comienzoestáseñaladopor la activaciónde la transcripciónde un cierto

númerode genes.Algunoscodifican enzimasrelacionadosconla replicación

del ADN. Otrossongenescodificadoresde histonas,proteinasque seunenal

ADN recién~sintetizado.

La replicacióndel ADN serealizade forma.ordenadaen lasllamadas

unidadesdereplicación.El mecanismoque controlala sucesivaactivaciónde

unidadesdereplicaciónaseguraquetodaslasunidadesserepliqueny quecada

unano lo hagamásdeunasolavezencondicionesnormales.
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A) FASEG2:

La fase02va desdeel final de la replicacióndel ADN hastael comienzo

de la mitosis. Duranteestafaseaparecenciertasproteinascomo el “factor

promotorde la maduración”(FPM) que producela condensaciónde los

cromosomasen las célulasinterfásicas.

2d) FASEM:

La mitosis se inicia con la profase, periodo de condensación

cromosómicainducidoporel FPM. Es la partemáslargade la mitosisal final

de la cual la láminay envolturanucleardesaparecen.Sedenominaprometafase

al periodode transiciónentrela profasey la metafase,secaracterizapor el

movimientode los cromosomashaciaunplanosituadoen el centrode la célula

llamadoplacametafisaria.Estedesplazamientorequierela integridaddelhuso

mitótico. La consecuciónde estealineamientovieneseguidopor la metafase

queen lascélulassomáticasdurasólounosminutos.El comienzode la anafase

es brusco y viene marcado por la separaciónde las dos cromátidas

simultáneamenteen todoslos cromosomas.Los dosgruposde cromosomas

hijos sedesplazanapolosopuestos.Latelofasecomienzacon la llegadade los

dos gruposde cromosomashijos a los poíoscelulares.Los cromosomasse

descondensany sevuelvenaformar la envolturay la láminanuclearesen tomo
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a ellos. Simultáneamenteel resto de los cambiosde la profaserevierten.

Reapareceel nucleolo,sereanudala síntesisde ARN y seacumulanproteínas

nucleares.El husomitótico sedisgregay lasmoléculasde tubulinaliberadas

sereagrupanenel citoesqueletode la célulainterfásica.Seguidamentela célula

entraenla fase01 del siguienteciclo.

La citocinesises la división del cuerpo celular en dos célulashijas.

Comienzaal final de la anafaseo nucio de la telofase,siendoel plano de

divisiónperpendicularal eje longitudinaldelhuso.La citocinesisesun proceso

contráctil cuyomecanismoselocalizaen el anillo de contracciónformadopor

microfilamentosde actina y nuosma. El anillo de contracciónreduce la

conexiónentrelas dos célulashijas a un estrechopuenteque contieneun

comprimido hazde microtúbulosinterdigitantesdel husomitótico, el -cual

desaparececuandolas doscélulashijas se independizan.

3) ONCOGENESY CÁNCER:

Lapalabracánceresunapalabragenérica.Enrealidadno hayun cáncer,

sinoqueunade lascaracterísticasmásimportanteses la enormevariabilidad

morfológica y pronósticaexistente,con más de 200 tipos de neoplasias

descritasy multitud de subtiposhistopatológicos.
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Cada una de las enfermedadescancerosasdifiere en su

localizacióny manifestaciones.

No obstante,hayalgocomúnen todasellasquepermiteenglobaríasbajo

el términocáncer.Llamamoscáncera todoprocesoqueevolucionaconcuatro

características:

1) un aumentodel númerode célulassobreel quees normal parael

funcionamientodel organismo,a lo que se llamahiperpíasia.

2) un acumuloenformademasao bulto, conocidocomoneoplasia;como

excepción,granpartede la masasedispersaen la sangreen lasleucemias.

3)una seriede anomalíasen la forma y fUnción de las células,designadas

comoheterotipia.

4) un metabolismoincompatiblecon la vidadel organismoportador,es

decir, quees intrínsecamentedeletéreo.

El cáncersedebea la transformaciónneoplásicadeunacélulasomática

producidapor una alteración de las regionesdel AiDN que regulan la

proliferación celular, entre las cualesse encuentranlas que contienenlos

oncogenesy los genespromotoresde los oncogenes,que estimulansu

actividad.

Recientemente,másde40 oncogeneshansidodescritosconmecanismos

origen,

biológicosmuydiferentes.La alteraciónde los oncogenesy otrosgenesen la
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célulacancerosapuededebersea unamutación,que esun cambioquímicoen

el ordende sucesiónde las basespurmnicasy pinmidinicasdel ADN que

codificanla síntesisde proteínasy enzimas,o aunaampliacióngénica,como

consecuenciade la cual los oncogenesy otros genesproducenun excesode

proteínaso enzimas.

Las proteínasde los oncogenes,que a su vez son enzimasde gran

importanciafUncional, actúancomo factoresde crecimiento,receptoresde

factoresde crecimientoy factoresde diferenciacióncelular. -

Conjuntamenteconlos oncogenes,sehandescritodiversosgenes,con

característicassupresoras,de enormeimportanciaenel desarrollodel cáncer.

4) COMIENZO Y DESARROLLO DE LA-NEOPLASIA-:

El’ conjuntode acontecimientosquesucedendesdeel comienzode las

modificacionescelularesinicialesde las que surgeel crecimientoneoplásico,

hastael final dela evoluciónclínico patológicadel pacienteafectadoseconoce

comohistorianaturaldel cáncer.

Aun cuandoWillis RA. 1960,definió el cáncercomouna“ masaanómala

de tejido cuyo crecimientoexcedey no estácoordinadocon el de los tejidos

nonnalesy persiste,deunmodoigualmenteexcesivo,despuésdel cesede los
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estímulosqueprovocaronel cambio”.

Diferentesobservacionesenhumanosy enanimalesde experimentación

indicanque la etiologíadel cánceresmultifactorial y que la neoplasiaesel

resultadodeun procesode etapasconsecutivas,entrelas cualeslas primeras

correspondena los períodosde iniciacióny de promoción,queirán seguidas

de la progresiónde la enfermedad,con crecimiento de la masay eventual

infiltración de lasestructurasdondeasientael tumory diseminaciónmetatásica

del mismo.La duraciónde estasetapasesvariable.

4.a) Fasede inducción(iniciación ypromoción):

La iniciación del procesode transformaciónneoplásicapuede

producirsepor distintosagentescausales(radiaciones,sustanciasquímicas,

virus...) que producenuna alteraciónpermanentee irreversibleen cierto

númerode célulasdel organismo.

La promociónesel fenómenoreversiblequeocurreconsecuentementea

la iniciación y por lo general,precisa la exposicióncrónica a diferentes

factorespromotores.

Esmuyprobableque la iniciación seael resultadodeun acontecimiento

mutacionalal nivel de células“diana” mientrasquela promociónpareceser

consecuenciade la alteraciónde la expresióngenética.

El cáncer,como la mayoríade las enfermedades,esel resultadode la
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interacciónentreel huéspedy suambiente;lastrescategoríasque determinan

el riesgoapadecerunaenfennedadcancerosacorrespondena:

- Carcinógenos,

- Cocarcinógenos

- Factorespredisponentes.

Latransformaciónneoplásicaesfacilitadaporla duplicidadcelularactiva

durante la cual las células son más susceptiblesde sufrir alteraciones

bioquímico/genéticassutiles.

Estaslesionesdeproliferaciónregenerativa,hiperplásicao displásica,en

las que frecuentementesurgenpoblaciones(clones)celularescon fenotipo

neoplásico,seconocenconel calificativodelesioneso estadosprecancerosos;

no obstanteestadenominaciónes ciertamenteinadecuada,puestoque no

siempresepuedetenerla certeza- al aplicarloenun casoindividual - .de que

estaslesionesprogresaranhaciaunaneoplasia.

4.b) Fasede crecimientoypropagación(progresión neoplósica,): -

Las neoplasiasmalignas se caracterizanpor una evolución

polifásicaque,iniciadaen la transformaciónneoplásicade unacélulao deun

grupocelular,concluyecon la curacióno muertedel paciente.

El tiempotranscurridoentrela apariciónde la primeracélulacancerosa
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y las manifestacionesclínicasperceptiblesdel tumor se conocecomo vida

ocultadel cáncero faseinvisible, suduracióndependede la precocidadde los

signosclínicos de alarma,de la velocidad de proliferación de las células

neoplásicasy de la capacidaddefensivadel organismo.

La diferenciacióntumoral serefiereal grupode semejanza(morfológica

y funcional)de las célulasneoplásicascon las correspondientesnormales.

Cuantomayor seael parecidoal tejido de origen,tanto mejor serála

diferenciación,estableciéndosegradacionesde diferenciaciónque suelen

relacionarsecon el mejoro peorcomportamientobiológicode los tumores.

La anaplasiasignificaunareversióndesdeun alto nivel de diferenciación

hastaotromuybajo. Hay,sin embargo,pruebasevidentesde quelos cánceres

surgende célulasde reserva(primitivas o célulasmadre)presentesentodos

los tejidosespecializados.

El cáncerbien diferenciadoevolucionaa partir de la maduracióno

especializacióndecélulasproliferantesno diferenciadas,mientrasque el tumor

maligno indiferenciadoderiva de unaproliferación sin maduraciónde las

célulasllamadascélulasdereserva.

La falta de diferenciaciónno es, por tanto, una consecuenciade la

desdiferenciación.

La implicaciónde esteconceptoesalgo másqueunapuradisquisición
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académica,pues aun cuando muchas células pierden su capacidadde

replicación al irse especializando,en la neoplasiapuedeconservarsela

capacidaddereplicaciónjuntocon la especialización.

Lafaltadediferenciacióno anaplasiasetraduceenunaseriede cambios

funcionalesy morfológicos:variaciónde formay tamañode célulasy núcleos;

aumentodel númerode mitosis,a vecescon mitosisatípicas,formaciónde

célulastumoralesgigantes.

El grado de atipia nuclear sueletambiénrelacionarse,en proporción

directa,con la capacidadagresivadel tumor; no obstanteexistenexcepciones.

4.c) Indicesde crecimientode lapro4feraciónneoplásica:

• En un intentode evaluarlos índicesde crecimientode tumores,.

Collins desarrollóla hipótesisdel tiempodeduplicacióno doblamiento;es

decir, el tiempoqueempleael tumorparaduplicarsuvolumeninmediatamente

antenor.

Si seextrapolanretrospectivamentelas curvasdecrecimientode lasfases

perceptiblesdel crecimientoneoplásicose deducequeel cáncer,al menos~n

los animalesde experimentación,seoriginaenunasola-célula.

El diagnósticode cáncersuelehacersecuandola masatumoralalcanza

cierto tamañoy, de forma aproximada,el crecimeintoprogresivodel tumor
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puedeinterpretarsedel siguientemodo; la célula cancerosatieneun tamaño

aproximadode 10 micras,por lo quedebentranscumrunas20 duplicaciones

paraque se llegue a un nódulo tumoralde 1 mm. de diámetro,a travésde

sucesivasdivisiones.

Este nódulo esindetectableclínicamentey generalmenteno origina

síntomas.

A los 30 doblamientosel nódulo mediría 1 cm. de diámetroy seña

susceptiblede diagnósticoprecoz. Con 40 duplicacionesla masatumoral

alcanzaría,aproximadamente1 Kg., que,aunsiendocompatiblecon la vida

estaríaenequilibrio inestable,puesotros 5 doblamientosproduciríanunos 35

Kgs. de tumory conotros 5 másse llegaríaa la hipotéticamasade 1.000Kg.

En consecuencia,la duraciónmáxima de un cáncerseñael tiempo

necesarioparaque seefectúenunas40 duplicaciones,y la mitadde todoel

proceso(es decir, unos 20 doblamientos)sucedeen una faseindetectable

clínicamente.

No obstante,estahipótesisde curvade crecimientotumoralbasadaen

dosparámetros(númerodecélulasy duplicaciones)lleva implícito el asumir

que el indice de crecimientoesconstantey que lascélulasoriginalespueden

dividirseendos,las dosencuatro,etc.; esdecir,con arregloaun crecimiento

geométricoo exponencial,sin embargo,hay numerosaspruebasde que
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siempreno sucedeasí;experimentalmentehapodidodemostrarseque el índice

de crecimientotumoraldesciendeconel tiempo.

Numerosasy complejas estimacionesmatemáticashan tratado de

confirmarunaposiblerelacióny así, se ha observadoque estascurvasde

crecimiento

crecimiento)

(incluso de los tumoresmásmalignosy de mayorrapidezde

puedeneventualmentealcanzarmesetasde pococrecimiento

(modelo Gompertz) si los animales viven el tiempo suficiente

desgraciadamentela muertesuelesobrevenirmientraslos tumoresestánaún

en losperíodospuramenteexponencialesde suscurvasde crecimiento.

Porel contrario,en los tumoresmásbenignosa menudosealcanzauna

mesetadentro de la vida habitualo mediadel animaly, amenosquesuceda

unaprogresiónneoplásicaposterior,la lesiónpuedepermanecervirtualmente

estacionadaen cuantoa sutamano.

El conocimientode la cinética celular ha proporcionadodatosmuy

valiosossobrela velocidadde crecimientode los tumores.

En• un sistemade células en crecimiento no todas las• células

encuentranciclando,sinoqueexistendistintaspoblacionescelulares,amodo

de compartimientosproliferativoo fracciónde crecimiento(respectoal total

decélulasneoplásicas),no proliferativo(quiescenteo de célulasenreposo).y

se

estéril (célulasmuertas,maduraso diferenciadas).
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En los dos primerosexisten célulasmadrequepuedenmantenersu

númeroindefinidamentey que tienen la capacidadde proporcionarcélulas

diferenciadasy maduras.

Lascélulasque componenla fraccióndecrecimientotumoralsonlas que,

eventualmente,puedenemigrary producirmetástasis;en realidad,las células

de la fracciónde crecimiento(especialmentesi seencuentranen fase5) son

muy sensiblesa los citostáticos,mientrasque las del compartimientono

proliferativosonparcialeso totalmenteinsensiblesa ellos.

Por el contrario,las célulasdel compartimientoestéril hanperdidosu

capacidadproliferativa,y constituyenla fraccióndepérdidacelulardel tumor.

Finalmente,los altos indices de muertecelular, en tumores sólidos,

reflejan un procesode crecimiento ineficaz; sin embargo,pareceque las

célulasnecróticasenel senodel tumorpuedenestimularla proliferaciónactiva

y continuadadelas célulascancerosas,aumentandola fracciónde crecimiento

de lascélulastumoralesviables.

Los tumores malignos se componende una población celular en

mcrementoconstanteque,aunquepuedeno serregular,rápidao eficiente,está

presentehastala muertedel enfermo;en cambio,la poblacióncelularde los

tejidos normales prolifera sólo hasta obtener y mantener un tamaño

fisiológicamenteútil; es decir, en los tumoresno se respetael equilibrio
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habitualentrenacimientoy muertecelular,terminandoporsobrepasarlastasas

degeneracióncelulara lasdemuertecelular.

Estadiferenciabiológicapodríaradicar,en granmedida,en fUnción de

la duracióndel ciclo celular (o sea,del tiempo transcurridodesdeque una

célulanacehastaque sedivide o muere).

5) PLODIA, EUPLOIDÍA, ANEUPLOIDÍA Y POLIPLOIDIA:

5.a) PLOIDÍA:

Se denominaploidiaal contenidode ADN celular.Sw¡ft en 1953

demostróquetodoslosnúcleosdeun individuo tienenunacantidadconstante

de ADN. Apoyó la teoríade que el ADN conteniala informacióngenéticay

que durantela diferenciaciónde los tejidos somáticosno hay pérdidade

mformación.

La técnicaempleadafue la tincióndel ADN por el métododeFeulgen

concuantificaciónde ADN mediantecitofotometría.

Todaslas célulasdeun organismocontienenunacantidad2c de ADN,

es decir, son diploidesa excepciónde los gametosque tienen la mitad, es

decir, lc.

Algunostejidoscomoel higadocontienencélulaspoliploidesconnúcleos
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4c y 8c. La citofotometríacombinadacon la tinción del ADN por el método

deFeulgenreafinnólos resultadosde la autorradiografiaen el sentidodeque

la replicacióndel ADN teníalugar en un períodoconcretode la interfase,la

fase 5, finalizada la cual, los núcleosconteníanuna cantidad de ADN

tetraploide(4c), valorque semantieneen la faseG2 y primerafasemitótica.

Estemismoautoren 1953 utilizando la mismatécnicademostróque la

cantidadde ADN nuclearo ploidíaera característicade la especie.

S.b) FUFLOIDIA:

Se refiere al contenido de ADN que es múltiplo exacto del

complementohaploide.Es frecuentehacersinóminosentreeuploidiay ploidia

normal.

5.c) ANEUPLOIDÍA:

Indicaun contenidocromosómicoqueno esmúltiplo exactodel

haploide.Se producepor gananciao pérdidade uno o máscromosomas.

La aneuploidíaen las células tumoralespor defectosde la mitosis

constituyeun parámetromuy significativo en el diagnósticoy pronósticode

neoplasias.

La aneuploidíasuele producirse por fallo en la disyunción de los
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cromosomasdurantela meiosiso la mitosis,con gananciao pérdidadeuno o

máscromosomaso fragmentoscromosómicos.

S.d) POLIPLOIDIA:

Se define como el contenidocromosómicoo de ADN que es

múltiplo exactodel complementohaploide,perosuperael contenidodiploide.

Se encuentraen condicionesnormalesen diferentestejidos como el

higado,y los megacariocitosde la médulaósea.

En muchoscasosla poblaciónpoliploide se convierteen dominantey,

además,en los tumoreslas célulasconelevadocontenidoenADN presentan

valoresqueno sonmúltiplosexactosdel complementohaploide,por lo que

señamásprecisohablardehiperploidíao aneuploidia.

6) TUMORES Y PLOIDÍA:

Cuando una lesión tumoral es clínicamentedetectablesuele

presentarun contenidode ADN anormal.Ni la causade la acumulaciónde

ADN en los núcleosde las célulasmalignas,ni las consecuenciasde este

fenómenosondel todoconocidas.

El contenidoelevadodeADN celular,comenzóa estudiarseen los años
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50, coincidiendocon las primerasinvestigacionescitofotométricasde ADN

<Swtt, 1953).

Sin embargo,en los últimos20 añosun importantenúmerodeautoresha

demostradoun contenidoanormaldeADN en la poblacióncelular de tumores

dediversaslocalizacionesy estirpeshistológicas:Sandriter IV en 1966;Atkin

N.B. en 1972; Cassperson7’., Auer G.U., Fallenius A. en 1986; Auer G.U.,

BackdahlM., Forsslund G.M., AskenstenUG. en 1985, Bauer K.Ji., Lincoln

& 71, Vera Ronian J.M. y cok., en 1987,~Aufferman IV ¡984; Kallioniemi, OP.

1987-8;57’58’59B¿JckingA.en 1989y 1990, Garcia BonaféM. ycols. 1991;97Albe

X. y cols.1995;Albe 1996; 32’33Azúaycois. en 1996.

Caspersony cols~ en 1983 realizaronestetipo de estudiosen la mucosa

bronquialdeperrosa nivel experimentaly en carcinomasmamarioshumanos

tratandode descifrarlas primerasalteracionesdel contenidoen ADN en la

transformaciónneoplásicanuclear.Encontraronun incrementodel contenido

de AiDN paraleloa la malignidadde la lesión.

A nivel clínico la utilidad del contenidodeADN comomarcadoren las

displasiasy otras lesionespremalignasradica en la posibilidad de indicar

precozmenteuna evoluciónhaciacarcinoma,comose ha visto en la colitis

ulcerosa(Hammarbergycols. 1984,Lojbergycok. 1989).
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7) CELULAS POLIPLOIDES NORMALES Y PATOLOGICAS:

La poliploidizaciónesunaconsecuenciadel bloqueoenel ciclo

celularnormal,biendespuésde la síntesisdeADN coninhibición del proceso

mitótico, o bienanivel de algunode los estadiosde la mitosis. En el casodel

bloqueo del ciclo celular se producea nivel de algunade las fasesde la

división celular,loscromosomashijos no migrana los poíoscelulareso, silo

hacen,el citoplasmano sedivide. Respectoal bloqueoa nivel mitótico son

previosa la citocinesis.

Otraforma de poliploidizaciónconsisteenla ausenciatotaldeproceso

mitótico. El bloqueodel ciclo celular inmediatamenteantesde la mitosisesun

medio deregulaciónfisiológicade la proliferacióncelular.

Lascélulasdetenidasen (¿12constituyenunapoblacióncelulardereserva

enciertostejidoscomola piel.

Un trastornode los mecanismosqueoperanen las fasesprecocesde la

mitosishacequelas célulasomitanestepasodel ciclo celular,pasena la fase

01 y sinteticendenuevoADN. Esteprocesosedenominaendorreduplicación.

En tejidosde mainiferosel principalmecanismodepoliploidizaciónes

un bloqueoa nivel de la faseM, enespecialde fasestardías.
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E. - TECNICAS PARA LA VALORACION DE LA PLQIDJA

ji) AUTORRADIOGRAFIA:

Se basaen la demostraciónde queun precursorradiactivo del

ADN es incorporadopor un cierto númerode célulasde una población

(HowardyPeía 1951).

Esteresultadoindicaque la síntesisdeADN ocurreduranteun período

de tiempolimitado de la interfase.

Inicialmenteseusóel P32comoprecursor4delADN, actualmenteesla

timidina-H3.

Laautorradiografiaseutiliza paradetectartimidina radiactivaenel ADN

celular. Tras un tiempo de incubación del isótopo incorporadocon una

emulsiónde salesdeplatay posteriorrevelado,la visualizacióny recuentode

las célulasmarcadasconrespectoa la poblaciónglobal esunamedidade la

actividadproliferativa.

El porcentajedenúcleoscelularesmarcadosconrespectoa la población

global despuésde un breve tiempo de incorporaciónde timidina-H3 se

denomina“labeling índex’ (índicedemarcado)y esunamedidade la actividad
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proliferativa.

Conocidoel tiempode generacióno duracióntotal del ciclo celular y el

indicedemarcado,puedeestimarsela duraciónde la fasede sintesis,ya que

el númerode célulaspresentesen unafasedel ciclo celular en un momento

dadoes proporcionala la duraciónde dichafase.La autorradiografianos

permitemarcarselectivamentelas célulasen faseS y estimarsuduración.

Paradetectarlas diferenciasindividualesdel ciclo celular serealizala

mcubacióndel isótopodurante24 horas,enestetiemposeobtienela “fracción

decrecimiento”queesunamedidade las célulasqueestánen ciclo dentrode

la población,perosi trasrealizarla incubaciónprolongadaenpresenciadeun

precursornuclearmarcado seretirael isótopoy sesiguela evoluciónde las

célulasdurantevariosdías,el tiempode desapariciónde lasmarcascelulares

seráinversamenteproporcionala la velocidadde proliferacióncelular.

Porconsiguiente,la autorradiografiapennitemarcarselectivamentelas

célulasen fase5 y estimarla duraciónde estafase; conocerla fracción de

crecimiento, lo que tiene especial importancia a la hora de instaurar

tratamientosquimioterápicos.
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2) CINEMICROSCOPIA:

La evoluciónde los cultivos celularesde célulasneoplásicasse puede

segniralo largo de un tiempomediantesufilmación conunacámaradecine

ovideo.

La filmación se realiza acoplandouna cámarade cine o vídeo a un

microscopioinvertido.

Los cultivos celularesse mantienenen condicionesde temperatura,

humedady ambientede C02 adecuadosdentrode unaincubadoraacoplada

al microscopio.

Un ordenadorcontrolalas operacionesnecesariaspara mantenerlas.

condicionesdel cultivo y de filmación.

3) CITOFOTOMETRÍA:

Introducidaen los años 50 por Cassperson,supusoun notable

avanceparala comprensiónde la estructuray funciónde la cromatina.

En combinacióncon la tinción nuclearespecíficadescritaporFeulgen

y Rossenbecken 1924permitióla cuantificacióndel ADN nuclear.

Sedescubrieronhechosbiológicosde importanciatrascendentalcomola
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constanciadel valor 2cparatodaslas célulasdeun organismoa excepciónde

los gametosy paratodos los organismosdeunamismaespecie.

También la citomorfometriase aplicó al estudiode los tumores,se

descubrióquelascélulastumoralesno siguenla ley biológicadeconstanciadel

valor 2c sinoque con frecuenciapresentaaneuploidiaso cantidadesanormales

deADN.

Estoha hecho que desdehaceunos afios se defiendael interésde la

cuantificacióndeesteparámetroen el diagnósticomorfológico,especialmente

en el terrenode las displasias.

Al realizarseun controlvisualquepermiteunaselecciónrigurosade las

célulasa medir, seevita incluir en la muestradetrituso acúmuloscelularesque

interfierenen la cuantificación.

Sin embargo,el estudiodel contenidodeADN mediantecitofotometría

esmuy laboriosoy de dificil realización.Porello, esun métodoempleadoa

nivel experimental.

Se basa en la tinción de Feulgen sobre frotis citológicos

posteriormentefotografiarlos núcleoscelularesteñidos.

Segúnla intensidaddel colorantecaptadoporel núcleoy fotografiado,

se comparanlas célulasproblemacon las células control de la misma

para

preparaciónpudiendoaveriguarla ploidía con histogramassimilares a la
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citometríade flujo. El estudiodel contenidodeADN mediantecitofotometría

esmuylaboriosoy de dificil realización

4) CITOMETRÍA DE FLUJO:

Introducidaen la última década,esla técnicamásampliamente

utilizadaparala evaluaciónde la ploidia.

Se basaen la deteccióndel fluorocromo unido a un determinado

compuestocelularbasándoseen la fluorescenciaemitidaal pasarlascélulas

porun capilarqueesexcitadopor láser,mercurio,xenón..

Suutilizaciónparala cuantificaciónde ADN requiereunapreparación

previade la muestra,quevaríasegúnprovengade unasuspensióncelularo de

un tejido.

Si la muestraprovienede un tejido se realizaun raspadodel mismo y

recogidade las célulasmedianteunadigestiónenzimática.Unavezobtenida

la suspensióncelular seefectúala tinciónmediantetécnicasde fluorescencia

especificasparalos paresdebasespúricaso pirimidinicas,antesde realizarla

tinciónseañadeal “pellet” unos0:5mlsde RNAasaparaevitarla tinción del

ARN.

Con la tinción se habránteñido todas las -célulasexistentes;células
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neoplásicas,parenquimatosasbenignas,inflamatorias,estromalesy todoslos

detrituscelulares.

Dado que todaslas célulasal pasarpor el mismo capilar van a ser

medidas,cuantificadasy representadasen un histograma,podemoscometer

erroresde interpretación.Es necesanopor tanto el estudioprevio de estas

célulasy el conocimientode lasmedidasde superficieo volumencon el fin de

diferenciarunasde otras,por lo menoslasbenignasde lasmalignas.

Actualmenteutilizando simultáneamenteel parámetrode luz dispersada

frontalmente,y dispersiónlateral,el citómetrode flujo puedeprogramarsepara

separaraquellascélulasque satisfacenlos requisitosexigidos de tamañoy

fluorescencia.

Tambiénempleandoanticuerposmonoclonalespodemossepararlas

célulasneoplásicasdel restode las células.

Unavezrealizadala separaciónde subplobacionesqueno nos interesan,

selleva a cabola cuantificaciónconcontrolesinternosdebuenacalidad.Si no

sehaprocedidoa la separaciónseutilizan controlesexternosmenosprecisos

y diferentesencontenidodeADN conrespectoa la muestraenestudio.

El resultadode la cuantificaciónse presentacomo un análisis de las

distribucionesdel contenidodeADN mostrandolos valoresenun histograma.

Sobre el contenido total de ADN pueden distinguirse tres
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compartimientos:

1. - Célulasen faseGO y GI, concontenidodeADN 2c.

2.- Célulasen faseG y M, concontenidodeADN 4c.

.3. - Células en fase5-conun contenido de ADN con valoresentre

2cy4c.

En la citometríade flujo, al faltar el controlvisualde lascélulasmedidas,

la desventajarespectoal citometríamedianteanálisisde imagenesquepueden

incluirse artefactos,y como ventaja la rapidez con que se realiza la

cuantificacióndeun-elevadonúmerodecélulas. .

5) CITOMETRÍA MEDIANTE ANÁLISIS DE IMAGEN:

Se analizaunaimagenestática,paraello seutiliza un microscopio

óptico con objetivos de alta resolución,una cámarade video en blanco y

negro,un monitordondevisualizarla imageny un ordenadorpersonalconun

programa.

Ofrecela ventajadepoderseleccionarúnicamentelas célulastumorales,

no entrandoen el cálculocélulasnormales.

Lanecesidadde estandarizarlos procedimientosy tincioneslleva a que

la mayoríade los investigadoresutilicen la tinción deFeulgeny Rosenbeck,
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quetiñe exclusivamenteel ADN, estatinción seconsideraestequiométrica,es

decir, tiñe proporcionalmenteal sustrato,es decir, al ADN de la célula.

Semidenun mínimode 100 célulasproblemas,la muestraóptimasonlas

obtenidas por punción aspiración con aguja fina, ya que obtenemos

directamentecélulasenteras,tambiénpuedenestudiarseextensionesobtenidas

a partir de la impronta del tumor en fresco, está reconocido que las

determinacionesdeADN obtenidasdeseccionesde tejidosno sontanprecisas

(Auer, Askensten,Erhardt, 1987; ‘~‘ Kallioniemi, OP 1988).

Paradefinir el valor de la ploidíanormal2c semiden comomínimo25

célulascontrol, sepuedenusarlinfocitos, célulasbenignasdel estromao del

parénquimapresentesen la mismapreparación.

Suventajaconrespectoa la citofotometriaestribaen la mayorfacilidad

y rapidezdemanejo.

Los modernossistemasde imágenesabarcanmorfometría,densitometría,

redesneuralesy sistemasexpertos.

La aplicaciónactualmás comúnde la citometríade imágenes para el

análisisdel ADN, seguidode la coloraciónininunohistoquimica.

Los fundamentosde estatécnica serándescritosen el apartadode

Materialy Métodos.
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II.- MATERIAL Y METODOS

A. - MATERIAL...

Se han revisadoun total de 3.724 casoscon citología por Punción

AspiraciónconAgujaFina, PAAF, demama,entrelasquesehanseleccionado

aquelloscasoscon diagnósticode mastopatíafibroquistica.Dentrode éste

diagnósticogenéricoseparamoslos casossegúnla riqueza y la actividad

celular,así comodentrode estosmismosgrupos,los casosen los queexiste

metaplasiaapocrinao hidrosadenoide.Eh la tabla 1 vienen expresadoslos

porcentajesde cada grupo diagnóstico: referidos a su propio

Porcentaje A -, o al totaldepatologíamamaria(3724casos)- PorcentajeB -,

y ademássehanseparandolos dosgruposcelularesprincipales(1 y 2).

La denominacióndeestosgruposesla siguiente:

MAFIES MastopatíaFibroquística(M.F.) con escasonúmerode células.

MAFIMO M.F. conmoderadonúmerodecélulas.

MAFIAB: M.F. con abundantenúmerode células.

grupo -

MAFMOD: M.F. conmoderadaactividadcelular.
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MAFMAR: M.F. conmarcadaactividadcelular.

MAFIRE: M.F. de tipo Reclús(apocrinas)con escasonúmerode células.

MAFIRM: M.F. de tipo Reclúscon moderadonúmerode células.

MAFIRA M.F. de tipo Reclúsabundantenúmerode células.

MAREMO M.F.detipo Reclúsconmoderadaactividadcelular.

MAREMA: M.F. de tipo Reclúsconmarcadaactividadcelular.

La relaciónde los mismosvieneexpresadaen la tabla1:

~‘T~t.tAtJttk~ —• —

Á~ZCASOS~MASTOFATM~E1BRoQUIsncgqy~w

CODiGO N&CASOS: PORCENTÁYEF=L#

~1at&t~ P~Lt

M4ELES 44 14,37%
1

118%

MAFIMO ±.fl& 450 3271%

/YL4FIAB½. 59 19,28% 1.58%

A’fAFOD~ 43 14,05% 1.15%

]iJAF&L4R§42 22 7,18% 0.59%

JOTAL}4)ffl~ ~3%~1 100%- &21%

¡ ..- ~pn~r DEMAMA~ r

~Tflrst~s~n4v-tw r.
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— — —

~CASCS?~frLT.Q

¡COD¡GO:~EEEEEE WX~CASOS tPORCENT4JE
-

A(242~~—MAFIRE 32 1107% 086%
!it4FJRAf .2í — ~59-5l% 4z62%zr

—

£&MFIR4___ 55 19,03% 1.48%

MAREMO 16 5,53% 0.43%

;kti~REA¿4 14 4,84% 0.38%

ÍI7OTAL <2) s289

L*2L~, I-,595~ rlp?15;95% .1

Tabla 1: Grupos diagnósticos.

De estos595 casossehanseleccionado62 parael estudio.Estoscasos

seencuentranrepartidosentre55 pacientesy sehanefectuadoun total de 97

cuantificacionesdeADN. El repartopor diagnósticosvieneexpresadoen la

tablaJI.
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¡JASO

4~L tMFQR

A (IPPH) 31

TOTJ4LES~

MFQ

14

ADENUFJIt JÉJT2IL

47 = 85,45%2

¡«CiENTES B (ASO)

~A±B~é

1 4 &

&=i~9
4fi9YS;7tt

2

8=14,55%

IZ~?5flS% it J242%
14A(PPB) 32 48=77,42%

R (ASO)—

-Att

A (PPB)

3 5 6 14 = 22,58%

55>~ 56,46%-

64

49i~ 30?64%W 8 129%

14 2 80 = 82,47%

CUANTD? B(ASO) 6 5 f

fi ~B,26%i~W

17=17,53%
7o7#1t72;t6%t49~i4948%s

TablaII: Casos,pacientes,cuantificaciones.

A PATOLOGIAPROBABLEMENTEBENIGNA. (PPB)

B = PATOLOGIA ASOCIADA. (ASO)

Estamuestratotal la dividimos en dosgrupos: Los que consideramos

“probablemente benignos” y que correspondena los casosde mastopatía

fibroquísticamásdoscasosde adenofibroma, uno con moderaday otro con

marcadaactividad,quehemosqueridoutilizar a modode pequeñaincursión

en lo quepodríaserunamuestracomparativaentrelas célulasductalesdel

adenofibromay de la mastopatiafibroquistica. Al segundo

Pág.- 90

grupo lo
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denominamos“pacientescon patologíabenignaasociada”y correspondea

una selecciónde pacientesque habiendotenido un cáncerde mamahan

presentadootrapatologíamamariabenignaen algúnmomentodesu vida. En

la tablaII se handesglosadotodoslosparánietrosposiblesen tantospor cien,

siemprereferidoa sutotal, esdecirlas columnasy filas de pacientes,casosy

cuantificacionesconfluyenensuscorrespondientestotalesy enbasea ellos se

han obtenido los porcentajes.para explicar más cláramente &ómo se

distribuyen.

En las97 cuantificacionessehanseleccionado11.917célulasproblema

con unamediade 122.8célulasporcasoy 2779 célulasde control, conuna

mediade 28.65.El total decélulasestudiadashasido de 14.696.

Parael estudiode los casosconpatologíaasociadasehananalizadolas

historiasde 245 casosde cáncerde mama,diagnosticadospor PAAF y que

correspondíana 236pacientes.

92 casos,correspondientesa 89 pacientes,teníandiagnósticocitológico

de carcinomacon escasasatipiascelulares(CADUPO),en 98 casos,de 94

pacientes,se encontrarongravesalteracionescelulares(CADUIVII) y en 55

casos,de53 pacientes,el diagnósticofue sugestivodecarcinoma(SUOCAR).
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Estosresultadosvienenexpresadosen la tablaIII:

N0CASO% - ‘Aten ~DL4GNaqncn~4
~—•--

92 = 36,22% 89 = 37,72% CADUPO

98 38,58% 94 = 39,83% CADUMI

55 = 25,2%

~iÚiÁL:CÁStI~%I

53 = 22,45%

TOL&L PACIKNTES~23C

SUGCAR

1
¡
T
T

Tabla III: Casosde carcinoma.

Encontramosuntotalde 14 pacientesconpatologíabenignaasociadaque

separamosen 6 gruposen dependenciadesuaparicióncon respectoal cáncer:

Patología previa homoloteral y contralateral, patología concomitante

horno y contralateral y patologíaposterior horno y contralateral. De estos,

sólo en 8 pacienteshemospodidoefectuarcuantificaciones.

Los resultadosvienenexpresadosen la tablaIV:

Pág.- 92
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e

~I2UL!ALtLZA&1UJVffÉ~1ItItA< CUANTIFIGACIONAI

w

¶PREVTA __ 8 (PE)

~OMOL5ÍTÉR4E~ 4 (PA
Él
A

~CON2R4E4ffERÁjff-4(PA

COÑCOMIXANTEtI ---NO

~kJKCI0MkTÁN7fl4(PE)

NO NO

4 (CE)

A 1(CA

))

POSTERJOR~fi~SI 1 (PE)

O~PA

POSTEJOR~J 2 (PE)

0EW2R4=~ ~I4J2 1r

TOTALES ~ 14(PE)

1 1(CE)

O (CA) ¡.0 A»N

4 (CE)

2<CA) ¡2ADN

31 (CE)

14 (CA) .1 ADN .. ¡

TablaIV: Casospatologíaasociada.

En totalsehanestudiado14 pacientes(PE)de las cualessolo en 8 (PA)

se han podido efectuar cuantificaciones.De estas 14 pacientesse han

estudiado31 casos(CE), de los cuales14 (CA) hansido aptosy en ellosse

hanefectuado17 cuantificaciones(ADN).

1
11 (CE)

4(CA) I4ADN

11 (CE)

7(CA) ¡lOAD
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Paraunamejor comprensiónde las cifras desarrollamosa continuación

la explicación real del estudiode unapaciente,queha generadodistintos

casosy deestossehancuantificadosolo unapartedeellos.

En el casodeA.S.C.(Tabla VIII) en realidadesunapacienteestudiada

(1 FE,), queha sidoapta (1 PA) para nuestrainvestigación(1 FE. = 1 PA),

presentandopatologíade trescategoríasc4ferentes:

• PREVIAHOMO: 3 casos estudiados (3 CE.), peroningunoapto (O

CA), esdecir 3 CE= O CA.

• PREVIACONTRA:4 casos estudiados (4 CE) de los cuales4fueron

aptos (4 CA) y de ellos se hicieron 7 cuant¿ñcaciones(ADA), resulta

entonces:4 CE. 4 CA. = 7ADN.

• CONCOCONJRA: 1 casoestudiado(1 CE) quefue apto(1 CA.) Yse

cuant¿ficó, siendopor tanto 1 CE. = 1 CA. 1 ADN.

Podemosresumirdiciendoqueéstapaciente al estarincluida en tres

categorías djérentesfigura entoncescomo FE y PA dentro de esos

diagnósticos,apareciendoasícomo3 PE=2 PA en la tablaJVyparael total

representasimplementeunapaciente(1 PE=1 PA. Ademássehan analizado

8 casos(8 CE) quefuerosaptos5 (5 CA) de ellosy sellevaron a cabo un

total de 8 cuan t¿ñcaciones (8 ADN).
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La diferenciaentrelos casosexistentesy lascuantificacionesradicaen

la imposibilidadderealizarunacuantificaciónsobreun materialcelularescaso

o mal conservado.El porcentajede casosútiles paracuantificar,53.12%,es

similaral quehemosencontradoen otros estudioscon el mismométodode

recogidade materialsobrecitologíasantiguas.Hay que teneren cuentaque

sobre un frotis podemosllegar a un diagnóstico definitivo cuando, sin

embargo,el númerodecélulaso su disposiciónno permitensucuantificación.

1) SELECCION DE LAS MUESTRAS CITOLOGICAS:

Una vez seleccionadaslas pacientescon diagnósticode mastopatía

fibroquistica en cualquierade sus variedadesse revisaron las muestras

citológicas de archivo de cada uno de los casos. Seleccionamos

exclusivamentelas preparacionesquehabíansido teñidascon la técnicade

Papanicolaou.El materialobtenidoporPAAF esteñidorutinariamentecon los

métodosdePapanicolaouy May GrúnwaldGiemsa.Entreambastécnicasla

diferencia crucial se encuentraen el método de fijación: para teñir con

Papanicolaoula fijación ha sido húmedaen alcohol de 960; para May

Grúnwald G-iemsa ha sido secadaal aire. Esta diferencia determinauna

variaciónostensibledel tamañocelular,siendomásgrandeslas célulassecadas
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al aire. Estadesigualcaracterísticafisica condicionaunasvaloracionesmuy

distintasen la cuantificaciónpor lo que nuncadebenprocesarsede forma

simultánea.Hemos optadopor utilizar aquellasquehabíansido fijadas en

alcohol.

Antesdepasarlas preparacionesal laboratoriorevisamoscadaunacon

el fin deprocesarsolamenteaquellasqueporla disposición,cantidady calidad

de suscélulaspermitenel estudiode cuantificación.Uno de los factoresque

ha determinadoel rechazode muchoscasosha sido la excesivaagrupación

celular.Debemosconsiderarqueen la cuantificaciónlas célulasdebenestar

aisladas,nuncasuperpuestas,no sólopor otracélulasinopor otro elemento,

celularo no, quepuedade algunaforma alterarsu densidadópticay damos

resultadoserróneos.

Se valoró la posibilidad de utilizar corteshistológicosde bloquesde

parafinapertenecientesa los mismoscasos,pero las referenciasde otros

autores(Auer, Askensten,Erhardt, 1987) nosdecidieronporel estudiode las

muestrascitológicas.Es cierto quesepuedenprocesarlos cortesprocedentes

de parafina,pero estánsometidosa mayoresfactoresdeerror. Porunaparte

han sufrido agresivosprocesosfisicos y químicosque alteranla estructura

celular. Por otra parte,la propianaturalezade tratarsede cortesde tejido

determinaque la valoraciónno seasobrecélulasíntegras,sino sobresecciones
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de lasmismas,con lasconsiguientesdiferenciasdeunascélulasa otras.Este

hechoafectano sóloa la distribucióndeADN célulaa célula,sinotambiény

de formainevitablea la morfometríade lasmismas,no pudiendovaloraren

casode desearlolos parámetrosde morfometríaclásica.De todasformas,ya

hemoscomentadoen la introducción,queel objetivoprimordial de estetrabajo

esel deobtenerdatosanalíticospreviosaun actoquirúrgico.

2) DEFINICION Y CARACTERISTICASDEL MATERIAL USADO

EN LA CUANTIFICACION DEL ADN:

Parael estudiocitológicoutilizamosunmicroscopioOlympusBH-2. Los

núcleoscelularessecaptan,bien atravésdeun objetivode60x húmedoy de

alta resolución,en cuyo casola adquisiciónes núcleo a núcleo, o bien

medianteun objetivode 40x, lo quenospermitecaptarun númeromayorde

célulasencadapantalla.La cámaradevídeoesunaCCD Sonyenblancoy

negro,ya quevamosacompararescalasde grises.El ordenadoresun PC con

32 megabitsdememoriaRAM, procesadorpentiwny discodurode 1 giga.

Placadigitalizadorade imágenes,mostrándolasen un monitor estándarde

video (Fig. 1).
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generarunaimagende densidadópticaque incluye la correcciónde sombras

y erroresde iluminación. Indicamoscuálessoncélulasproblemao control.En

el segundocasoespecificandosi soncélulasparenquimatosas,estromaleso

linfocitos. Conestainfonnaciónel programaestableceel factorde corrección

considerandoel tipo de tinción empleada.Las imágenesde densidadóptica

quedanarchivadaspermanentementeparaevaluacionesposteriores.
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a- METODOS

1) PROCESADO DE LAS PREPARACIONES ANTIGUAS:

Revisadosy escogidoslos frotis adecuadosoriginalmenteteñidosporel

método de Papanicolaou,son desprendidosdel cubreobjetosmediantesu

inmersiónenxilol y posteriormentedesteñidosensoluciónalcohólicade Clii

al 5%. FinalmentesonteñidosdenuevoconHematoxilinaprogresiva(Gil W.,

Frost1K., Miller K.A. 1974,)durante30 segundos.

Comomencionamosen la introducción,paralacitomeúiadeimagenla

tinción más extendida es el Feulgen, cuyo valor radica en que tiñe

exclusivamenteel ADN. Se considera estequiométrica,es decir, tiñe

proporcionahnenteal sustrato.Enestecasolo podemosinterpretarcomoque

tiñe específicamenteel ADN de una forma proporcionala la existenciadel

mismo,a mayorcantidaddeADN mayorintensidadde tincióny por lo tanto

mayordensidadóptica.

Estareacciónsebasaen queunahidrólisis ácidade duraciónmoderada

ocasionarupturadel Nucleótidoy separaciónde la Base,especialmentede las

basesAdeninay Guanina.El resto ácido que quedase denominaácido
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apurinicoy esésteel queescapazde reaccionarconel reactivode Schiff. De

tal forma queen realidadlo que teñimosesuna fracciónde ADN. Por otra

partelos resultadosde la tinción no sonsiempreiguales,ya quedependende

los reactivosutilizadosparala oxidacióndel ADN, variandoel tiempo de

actuaciónde los mismosen funciónde su concentracióny de la temperatura

en la que discurre el proceso.Además,varíantambién los resultadosen

fimción del fijador previamenteutilizado. Enconclusión,aunconsiderandola

tincióndeFeulgencomola másespecíficay extendidaparael ADN, debemos

teneren cuentaqueno tiñe todoel ADN y queestásometidaa variaciones

individualesencadalaboratorio.(Thunnissen,E. B. 1997)

Teniendo en cuentaestascaracterísticasdel Feulgeny su relativa

complejidadde preparacióny uso,que dificultan su utilización en la rutina

normal del trabajo de un laboratorio clínico (Gurley, A. 1990), no de

investigación, nosotros decidimos

cuantificacióny utilizar unatinción de Hematoxilinaprogresiva,quetiene la

ventajade surapidezenla preparacióny utilización.(Schulte,E. £ 1992)

LaHematoxilinaprogresivava tiñendopocoa poco.Enun determinado

puntohabráteñido sólo al ADN, perosi sigueactuandolo harátambiéncon

el ARN y acabatiñendo el resto de la célula. Se dice que es unatinción

seguir el consejo del programa de

semicuantitativa.El conseguirel “pico estequiométrico”es una opción de
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práctica, no hay reglas estrictas, entre otras cosas porque cada nueva

preparacióndeHematoxilinaprogresivaesdiferentede la anteriory además

el tiempode tinciónnecesariovaríaen funciónde la antigúedaddel colorante.

Esmenosespecíficaque el Feulgeny el gradode libertadquele debemosde

confiaresmásamplio, siendoposiblequeenocasionesestemostiñendomás

cromatinaqueADN pero,como enel casoanterior,todaslasmuestrasestán

sometidasal mismoprocesoy por lo tantono habrámuestrassesgadas.

La razóndeutilizar la Hematoxilinaprogresivafrenteal Feulgenesde

operatividad,evidentecuandose comparanlos pasosque requierenambas

técnicas(tablaA). Ambasnosvana darunatinciónváliday sudiferenciade

longitud de ondaesescasa,por lo queno precisaun cambio de filtro en el

microscopioa la hora de trabajar. Todo esto hace que la tinción con

hematoxilinaprogresivasepuedaincluir directamenteen la rutinaclínica lo

que favoreceenormementela cuantificacion.
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flECfllflRAtTO

Xilol 3 a 7 días (e

)

Alcohol-Xiilol 10 pases

Alcohol 990 10 pases

Alcohol 96” 10 pases

Alcohol 700 10 pases

CIII al 5% (d) desteñidototal

l,lVJ~4ATflNiTlINÁ

Xilol 2-3 horas(a)

Alcohol 100” 20 pases

Alcohol 950 10 pases

Alcohol 700 10 páses

Alcohol 500 10 pases

Alcohol 3Q0 10 pases

Agua destilada 10 pases

Aguadestilada 10 pases

HCl SN 20 mm.

Reactwode .. 1 hora

~kc.Sulfiiroso(b) 10 miii.

Ac Sulfuroso 10 miii.

Ac. Sulfuroso 10 min.

Aguacorriente 5 mm.

Aguadestilada 10 pases

Aguadestilada 10 pases

Alcohol 300 20 pases

Alcohol 50~ 10 pases

Alcohol 700 lO pases

Alcohol 950 10 pases

Alcohol 1000 10 pases

Xilol 10 pases

Xilol 10 pases

Xilol 10 páses

H.P. 30 seg.

Aguacomente lavado

Alcohol 700 10 pases

Alcohol 960 10 pases

Alcohol990 10 pases

Alcohol-XiIol 3 mm.

Xilol 3 mm.

Montaie

Mnntrne

Tabla A: Tinción hematoxilina progresiva1 Tinción de Feulgen.
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Notasdela tablaA:

(a) La preparaciónse sumergeenXilol paraeliminar losfijadores.

(b) El ácido sulfúroso, solución decoloranteempleadaen el método de

Feulgen,sedebeprepararinmediatamenteantesde usar.

(c) Inmersiónen xilol hastaproducirseel desprendñnientoespontáneodel

cubreobjetos.El procesorequirióentre3 y 7 días.

(d) Soluciónde CIH al 5%en alcoholde 70v.

2) PROCEDIMIENTO PARA EL ANALISIS DE IMAGENES:

2a) SELECCIONDELOSNUCLEOSCELULARES:

Parala selecciónde los núcleoscelularesproblemay control el programa

TEXCAN poseedosopcionesdiferentes.

• Selecciónmediante“Ventanas de 25 imágenes”

El programasolicitaprimerola seleccióndel fondoy acontinuaciónse

escogenlas imágenes,medianteun objetivo de 60x húmedo y de alta

resolución.De cadaimagenseleccionadasegeneraunaimagende densidad

óptica que incluye correcciónde sombrasy erroresde iluminación. De la

misma forma seleccionamoslas célulascontrol entrecélulasdel estroma,
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A continuaciónen el menúdevalidaciónpodemosmodificarel umbral,

eliminar, separaro aceptarlascélulas.Ennuestroestudiodebemosteneren

cuentaque dependiendodel diagnósticodel caso se harán una o dos

cuantificaciones,así paraM.F.Q., sólo se estudiaráun tipo de células,las

ductales,ademásdeseleccionarlos correspondientescontroles.Mientrasque

si nosencontramosfrentea unaM.F.Q.R.concélulasductalesy apocrinasse

llevaránacabodoscuantificacionesdiferentes,aceptandoencadaunaun tipo

celular.Así puesen lasfiguras6, 8 y 10 aparecencélulasapocrinas,y porotro

lado en las figuras 7, 9 y 11 semuestranlas ductales(en las fotos que se

exponena continuaciónlascélulasapocrinasson lassuperioresy las ductales

correspondena las imágenesinferiores).En el momentode la selecciónde

células,lasquehansidoaceptadascomoproblemaquedanrodeadasderojo,

los controlesde colorverde,y lascélulasquehansidorechazadasaparecen

ennegro(figs.6,7,8,9, lOy 11).
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alcance un valor igual o menor que la media del pico modal.

desplazamientoaambosladosessumadoy dividido por dos,normalizándolo

segúnla posiciónde la moday corregidosegúnEvans y cols.

Fasesdel ciclo celular:con el porcentajede elementosencadaunade

lasfasesGO-Ch, 5 y G2M.

Podemosmovilizarnosenel eje de las abscisasparamarcarel inicio y el final

de cada una de las fases. El programadetectaautomáticamentesi los

histogramasposeenmásdeun pico cuandoésteposeeunamodaconun 50%

comominimo decélulasdel primerpico. En el casodehabervariospicostan

sólo en el último podránidentificarselas tres fases,en los anterioressólo

puedenmarcarselasfasesGO-Chi y la G2M. Estosedebeaque la faseGO-Chi

del segundopico se superponea la fase5 delprimerpico.

FaseGO-Gí: correspondeal pico modalqueen lascélulasnormales,que

no sedividen,debetenerformade curvaGaussiana.

‘ Fase 5: o fase de síntesisde ADN previa a la mitosis, aumenta

notablementeen las célulasen proliferación.

‘ Fase G2M

:

consideramosconjuntamente células en dos fases

consecutivasde suciclo vital y que incluyencélulasenmitosisy células

Este

preparadasparainiciarla. Debeestarsituadaenel dobleexactode la fase
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GO-Chi y poseerunaexpansióndoblea la curvaen la faseGO-Chi.

Ploidía GO-G1:

Comparamosla ploidíadel picomodalconrespectoala consideradanormal

de las célulascontrol. La evaluaciónde la ploidiaen la cantidadde ADN se

calculacomola cuantificacióndel pico GO-Chi expresadoenUA multiplicado

pordos,dividido entrela cuantificaciónde la poblacióncontrol enUA.

Se consideradiploideo poliploide cuandola modadel pico GO-Chi cae

dentro del rango + 2 desviacionesestándar del control, o sus múltiplos

exactos,y aneuploidecuandosehalla Iberade esterango(Bócking1984).

2c) INDICESPRONOSTICOS:

El programaTEXCAN contienelos algoritmos para el cálculo de

detenninadosíndicespronósticosen sumenádeClasificaciónautomática.1-lan

sidoparticularmentediseñadosparael cáncerdemamaconsiderandoel valor

delos parámetrosclásicos.El programasolicita los datossiguientes:tamaño

del tumor en centímetros,el MAl o índicede actividadmitótica del tumor

calculadocomo el númerodemitosissobrehistologíaen 10 camposde 400

aumentos,y la extensiónregionaldel tumora los gangliosaxilaresseparando

tan sóloentrelos positivosy negativos(fig. 16).
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aceptadocomo factor de proliferación (Stenkv¡stB, BengtssonE, Eriksson

0.2986).Estosdosvaloreslos podemosconsiderarobjetivos,si biensiempre

existeunaciertasubjetividaden el momentode la captaciónde células.No

obstanteestefactorestápaliadopor la suficienciade la muestra.

El programanosofreceotros índicesy gradosdemalignidad:

- El MPIo IndicePronósticoMorfométricodeBaak(MorphometricPrognostic

Index),calculadocomo0’3341 x raízcuadradadel MAl + 0’2342x tamañodel

tumor encm - 0’7654x estatusganglionardonde1 espositivoy 2 esnegativo.

- El Indice de Malignidad (MI) de (Bt3cking A, Adier C, Common.1984)

(MalignancyJndex),calculadocomo2cDI x 5cDI y cuyosvaloresestánentre

o y 4 si estánnormalizados.Siendo2cDI la desviaciónestándardel valor2c

del histograma.

- El Grado de Malignidad (MG) de Bócking (BóckingA, Chatelarn R,

Biesterfield 5..1989) (Malignancy Grade), calculado como 3 x (Log.

MI+1)/Log.3758y cuyaescalaoscilaentreO y 3.

- El balancede la ploidía (PB), calculadocomo la diferenciaexistenteentreel

porcentajede célulaseuploidesy fuera del rangode euploidetanto si son

aneuploidescomopoliploides.

Estosíndices,estánbasadosenparámetroshistológicos,comosonel tamaño

del tumor,el índice deactividadmitótica(MAl) (Mytotic Activity lndex)y la
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existenciao no de gangliosafectados.Es evidenteque si nuestrasmuestrasse

refierenapuncionesmvivo” deuntumor,el tamañodel mismo,apreciadopor

palpación,variaráconrespectoal cortemicroscópicode la pieza. La existencia

onodegangliosafectadosserátambiéndistintay no disponemosdeun MAL.

Portodoestono hemostomadoenconsideraciónestosfactores.

3) DESCRIPCION DE LOS TIPOS DE HISTOGRAMA:

Los histogramasde distribuciónde ADN adoptandeterminadasformas

típicasquenospennitenagruparlosencuatroclases.Nuestracategorización

de loshistogramasguardaciertasimilitud con lascurvasdescritasporAueren

1980 (Auer, Askensten,Erhardt, Fallenius y Zetterberg;Auer, Casperssony

Wallgren), y fuerondescritosporAzúaBlanco J. 1993.
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superiorde los casosTU en sulimite inferior. Engeneralesfácil definir cada

uno de ellos,peronosotrosencontramosproblemasen los casoslimite si nos

basamosen el porcentajede célulaspor encimade Sc. Existe un pequeño

númerode casosen los queestosdostipos sesolapan,pudiendoencuadrarse

encualquieradelos dosgrupos.Los consideramoscasoslímite (borderline)en

los cualesla diferenciaciónobjetivabasadaexclusivamenteenel parámetroSc

no esválida. Sin embargo,estoscasosquedanbiendefinidossi nosbasamos

en la apreciaciónsubjetivadel tipo dehistogramay en el factornuméricodel

valorde entropía.

Cadauno de los tipos de histogramase correspondecon un gradode

agresividadtumoralcomo seve en la tablaB.

Tabla B: Agresividad de los tipos de histogrania.
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