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Resumen 

Se sabe que en los tumores solrdos ocurren 
frecuentemente cambios en el contenido de ADN, que 
reflejan cambros genétrcos a nrvel cromosomrco, los 
que juegan un papel unportante en el desarrollo y 
progresión de los mismos 

El estudio citogenético de los tumores sólidos ha 
mostrado un cariotrpo complejo, que ha dificultado 
la identificacrón de los cambaos cromosómrcos 
específicos Sin embasgo la genltrca nzolecular ha 
rdentrficado a algunos genes asocrados con la 
carcinogenesis y sus alteraciones en los tumores 

La crtometria de jlujo se ha utllrzado ampliamente 
en el análisis del contenido y distrzbución del ADN en 
tumores, tanto experimentalmente como en clínica, y 

relacionarlo con el pronóstico y su progresión 
Su aphcacron en oncologia ha sido muy vasta, 

princrpahnente en grnecologia, urología y gastro- 
enterología, y re ha concentrado en la identificación 
de tumores en su estadio inicral v en su pronostico 

En este simposio se presentan la metodologia 
empleada y los resultados obtenidos en el cancer 
mamano, prostático y vesical principalmente 

Palabras clave: Citometria de flujo, crclo celular, 
ADN, valor predictrvo, tumores sólidos 

Summary 

Ir is known tlzat nlteratrons rn the DNA content of 
solid tumors are frequent and refZect genetic changes 
ar tlze chromosomal leve1 whzch play an rmportant 
role in tumor growth and progression 

The cytogenetic rtudy of solid tumors Izas rlzown a 
complex karyotype, whiclz lzas mude it difficult to 
rdentrfy specific chromosomal changes However, 
molecular genetic stndies have identrfied some genes 
associated witlz carcinogenesis and its alterat~ons in 
tumor 

Flow cytomety has been wrdelv used in DNA 
content and distributron studres, both experimentally 
and cliniccrlly, and lzas been related w ~ t h  drseaw 
prognosis and progression It now has wrdespread 
applications in oncology, especcally in gynecology, 
urology and gastroenterology, and has focused on 
the early rdentrfiatron of tumorr and theri prognosir 

Tlzis yymposrum will deal with the methodology 
used and tlze results obtarned mainly in breust, 
prostate and bladder cancers 

Key words: Flow cytonzetry, cell cycle, DNA, 
predictive value, solid tumors. 
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Durante los dos últimos decenios la investiga- 
ción en oncología ha hecho importantes progresos 
en la identificación a nivel molecular, de las bases 
que gobiernan el proceso de división celular. 

La mitosises el tipo de división celular por medio 
del cual el cuerpo crece y substituye a las células 
de deshecho. Pero es obvio que una célula antes 
de dividirse debe duplicar su contenido de ácido 
desoxirribonucleico (ADN), lo que ocurre durante 
un periodo especificode la interface: el ciclo celular 
(Figura 1). 

Figura 1 

Durante este ciclo el núcleo celular contiene 
diferentes cantidades de ADN, características de 
su estado de proliferación. Después de la prolifera- 
ción mitótica, la nueva célula entra en la fase" G ,", 
en la cual no se sintetiza ADN y mantiene un 
contenido diploide (un complemento cromosómico 
equivalente a2 N). Sigue lafase"S", durantela cual 
ocurre la síntesis de ADN; las células en esta fase 
contienen cantidades de ADN intermedias entre 
"G," y "G,". Esta fase culmina con la duplicación del 
contenido de ADN definido como fase "G;' , la 
célula tiene entonces un contenido tetraploide de 
ADN (un complemento cromosómico equivalente 

a 4 N). Durante esta fase ocurre una síntesis de 
ácido ribonucleico (ARN), y proteínas que culmina 
en la fase de mitosis "M ". Una vezque la mitosis ha 
ocurrido, las dos células hijas resultantes, tienen 
un contenido diploide de ADN, y10 bien continúan 
con otro ciclo, o entran en una fase de reposo 
definida como "G,", que es indistinguible de la 
fase"GIM, en base a su contenido de ADN. Estudios 
en cultivodecélulas humanas han demostradoque 
el ciclo completo tiene una duración de 12 a 24 hrs. 
La regulación de laduración del ciclo tiene lugarpor 
su detección en un punto específico de "G,", enton- 
ces la célula se encuentra en un estado de "G,", en 
el cual se considera que se ha retirado del ciclo 
ce l~ l a r .~  Cuando las condiciones cambian y se 
reanudael crecimiento, la célulavuelvea entrara la 
fase "G," en donde se produce el proceso de 
regulación mas importante, o inicia un nuevo ciclo, 
o se detiene en "G," temporal o permanentemente, 
según las señales de estimulación e inhibición que 
ponen al reloj del ciclo celular fuera de control, 
como han puesto de manifiesto los impresionantes 
avances de los últimos  año^.^.^ 

El cáncer es una enfermedad en la cual las 
células pierden la capacidad de controlar su multi- 
plicación, como consecuencia de la disfunción en 
los mecanismos que regulan el ciclocelular, enton- 
ces las células escapan al control necesario para 
conservar la estructura y la función normales, in- 
dispensables para mantener la homeostasis de los 
organismos multicelulares, hecho que conduce a 
una proliferación de las mismas, no controlada y a 
una invasión de los tejidosvecinos, y subsecuente- 
mente a una diseminación a distancia.+' 

En los tumores sólidos ocurren cambios en el 
contenidodeácidodesoxirribonucleico (ADN), que 
son el reflejo de los cambios genéticos que juegan 
un papel primordial en el desarrollo del tumor y en 
su progresión, y obedecen a procesos de esti- 
mulación e inhibición en las células, que convergen 
en el núcleo, y al que se le ha llamado: reloj del ciclo 
celular, el cualse ha demostradoactúa en todos los 
tipos de cáncer humano.56 

La histología es de un valor diagnóstico insusti- 
tuible, pero su alcance pronóstico es limitado. La 
estadificación de un tumor se ha basado funda- 
mentalmenteen la progresión de la enfermedad; es 
común observar que la evolución clínica de tumo- 
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res histológicamente idénticos, es diferente. Por lo 
que se hace indispensable contar con marcadores 
pronósticos adicionales que puedan predecir la 
progresión y la respuesta individual de un tumor. 

La citometría de flujo ha sido ampliamente utili- 
zada para analizar la distribución del contenido de 
ADN de los tumores, y relacionarla con los pará- 
metros clínicos y biológicos del tumor. Es una 
tecnología que permite la medida simultánea de 
múltiples caracteristicas físicas de una célula,asi 
como la intensidad de su flourescencia. La medida 
es realizada al analizar un promedio de 500 a4000 
células por segundo, suspendidas en un fluido 
móvil: substancias especificas (flourocromos), se 
unen al ADN celular estoiquiométricamente, se 
obtiene así un patrón característico al medir la 
flourescencia del ADN, el que refleja las diferentes 
fases del ciclo ~e lu la r .~  

Procedimiento 

Comprende la disolución de los lipidos de la 
membrana celular con un detergente iónico, la 
eliminación del citoesqueleto y de las proteínas 
nucleares con tripsina; la digestión del ácido 
ribonucleico con ribonucleasa y un estabilizador de 
la cromatina nuclear con espermina; además se 
emplea un colorante con afinidad para el ADN, que 
se une a los núcleos aislados. 

Se utilizó un citómetro de flujode la casa Becton 
Dickinson (facsort), con módulo de doble discrimi- 
nación, procesador de pulsos, detección de fluo- 
rescencia de tres colores y difracción de luz en dos 
direcciones; con lámpara de exitación laser de 
argón en el rango de azul a verde, y emisión a 488 
nm, óptima para trabajar con iodurode propidio. 

Obtención de una muestra representativa 

El análisis de tumores sólidos por citometría de 
flujo, requiere de una suspensión de células aisla- 
das, que se obtienen por disociación del tumor 
fresco, o bien de una sección del mismo incluida en 
parafina. 

'2 (citrato de sodio, sucrosa y dimetilsulfoxido) 
'3 Cycle Test'" Plus DNA Reagent KK 

Es importante obtener células de áreas especí- 
ficas para reducir la dilución de las células 
neoplásicascon elementosinflamatorios y estroma. 

Antes de proceder a obtener la muestra, deben 
removerse las áreas de necrosis y de grasa que 
ocasionan interferencia. 

Obtener muestras de múltiples sitios para mini- 
mizar el impacto de una población celular de un 
tumor heterogéneo. 

El material obtenido debe ser procesado lo mas 
pronto posible para evitarautólisis, y la degradación 
de las proteínas celulares, en caso contrario, se 
congela suspendido en buifer de citrato (BCYZ, que 
permite un almacenamiento prolongado. 

Preparación del tejido para análisis del ADN 

De entre las diferentes técnicas de disociación 
la de aspiración con aguja fina, es la que hemos 
empleado, es versátil y un excelente método mecá- 
nico, que propicia la extracción y dispersión de 
acumulos celulares. 

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

Se procede a la aspiración de las células 
tumorales, con una jeringa de 20 ml., de un pistón y 
una aguja No. 25. 

Se puncionan diferentes áreas del tumor, ha- 
ciendo vacío simultáneamente, procurando obte- 
ner la mayor cantidad de células que sea posible. 

El material aspirado (en la aguja, noen la jeringa) 
se va depositando en un tubo de prolipropileno de 6 
ml., quecontiene 1 ml. de BC, aspirando y expulsan- 
do el contenido con el mismo buffer. 

Con dos pequeiias gotas de la suspensión ce- 
lular se hace un frotis que se colorea con 
hematoxilina-eosina, para constatar que se obtuvo 
una representación celular homogénea. 

Se practica una cuenta celular en cámara de 
Neubauerparaobtener al menos 1x1 06célulasporml. 

Cuando se manejan suspensiones celulares, 
se centrifugan 5' a 30009 a temperatura ambiente, 
se aspira el sobrenadante y el bloque celular se 
resuspende en 5 ml. de SB se agita en vortex, y se 
procede a hacer una cuenta celular como se men- 
cionó anteriormente. 
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Coloración 

Se utilizó el estuche de Becton-Dickinson (BDY3, 
que contiene un lote de reactivos; para aislar y 
colorear el núcleo celular de muestras de tejidos 
sólidos y suspensiones celulares. 

Además es necesario disponer de un estuche 
adicional (BD) que contiene: núcleos de eritrocitos 
de pollo; núcleos de timocitos de borrego; particu- 
las fluorescentes y ioduro de propidio, reactivos 
necesarios para la calibración del citórnetro y obte- 
ner información sobre la linealidad y resolución al 
hacer los ajustes necesarios en el voltaje y la 
ganancia. 

La suspensión celular obtenida se centrifuga Y, 
a 400 xg a temperatura ambiente; se decanta el 
sobrenadante sobre papel filtro. 

Se agregan 250 ul. de la solución A (Tripsina en 
BC) a cada tubo, se mezcla suavemente a mano, 
y se deja reposar 10' temperatura ambiente. 

Sin remover la solución Ase agregan 200 ul de la 
solución B (contiene un inhibidor de Tripsina y 
ribonucleasa en BC) a cada tubo, se mezcla suave- 
mente y se incuba por 10' a temperatura ambiente. 

Sin removerlassoluciones Ay B seagregan 200 
ul. de la solución C (ioduro de propidioy tetracloruro 
de espermina en BC) enfriada entre 2O y 8O C, a 
cada tubo, se mezcla suavemente y se incuba 10' 
en la obscuridad sobre hielo o en refrigeración entre 
2'y8OC. 

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

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

Previa resuspensión de las células, se procede 
a su análisis en el citómetro de flujo, previamente 
alineado y calibrado, según el programa Cell-Fit de 
BD, que nos permite medir el ADN de los núcleos 
sometidos a estudio. 

La suspensión celulares aspirada a través de un 
capilar hacia la celda de flujo del instrumento, que 
tiene el diámetro de una célula, las que al pasar en 
una sola fila, reciben la excitación del rayo laser; 
cada célula dispersa la luz en dos direcciones: hacia 
delante y perpendicularmenteen un ángulode 90°; la 
fluorescencia que emite es medida por detectores 

FLZ-R 
Figura 2. 
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fotosensibles, de manera que la dispersión de la luz 
y la intensidad de la fluorescencia emitida caracteri- 
;an a las células que son procesadas. 

Información 

El análisis del tejido procesado, se obtiene en un 
histograma que expresa la distribución de frecuen- 
cias, a partir de la fluorescencia relativa de miles de 
célulasindividualesdetectadasporunfotomultiplicador. 
Así mismo representa la distribución de las mismas 
con respecto a su posición en el ciclo celular. 

El histograma de un tejido normal se caracteriza 
por un trazo dominante,que representa la predo- 
minancia de células en reposo (G,), y en presíntesis 
(G,), del ciclo celular, y corresponde a la cantidad de 
ADN en 46 cromosomas (2c), (Figura 2). El segundo 
trazo (G,- M) representa la fracción de células que 
tienen el doblede ADN (4C). La figura 3 representa un 
histograma que refleja el contenido de ADN durante 
las diferentes fases del ciclo celular 

En el análisis de un histograma encontramos una 
información fundamental para sustentar el criterio 
pronósticodediploidia oaneuploidia de undetermina- 
do tumor; en cuanto mayor sea el número de células 
en las fasesuS" y G,+ M, mayor será la capacidad 
reproductiva, la progresión de un tumor, y la posibili- 
dad de recurrencia, principalmente dentro del primer 
y segundo años, que siguen al tratamiento prirnari~.~ 

Cuando un tumor maligno se identifica como 
aneuploide, el análisiscitométrico invariablementede- 
muestra un componente de células con ADN diploide; 

I 1 I I 
Duplicación Mitosis 

ADN 

Tiempo 4 
Figura 3. 

dichas células están representadas por linfocitos, cé- 
lulas endoteliales, fibroblastos y otros elementos del 
estroma queestán siempre presentesen los tejidos en 
número variable; en este caso el histograma tiene dos 
ciclos celulares que se sobreponen. 

Conclusiones 

La citometría de flujo se ha constituido a través 
de la medida del ADN en tumores sólidos y en 
suspensiones celulares, en un procedimiento de 
apoyo en oncología, como un parámetro de gran 
valorpredictivo, en el momentodel diagnósticoy en 
el seguimientode los pacientes. Laobtención de un 
ADN aneuploide tiene diferentes connotacciones 
pronósticas en función de la actividad de síntesis y 
de mitosis del teiido en estudio. 

La citometría de flujo, puede apoyar un diagnós- 
ticode cáncer, demostrando aneuploidia, indicadora 
de un carcinoma tempranamente invasor. 
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11. Citometría de flujo en cáncer urológico 

Sergio E. Ureta-Sánchez,* Manuel Dehesa-Dávila,** Raymundo Toledo-Figueroa,*** Ana María Rodriguez- 
GarcÍa**** 

Resumen 

La citometria de flujo permite la mediclón de DNA 
celular identrjicando las característrcas de plordia 
celular En este estudio se muestran las caracteristicas 
deploidía celular en varios trpos de cáncer urológico 
Se estudiaron por citometria de flujo 29 cánceres 
urologxos 14 corresponden a tumores de urotello 
(carcrnoma de células rransrclonales), 11 masculrnos 
y 3 femeninos, 7 fueron diplorde~ y 7 aneuploides De 
adenocarcrnoma de próstata fueron 11 casos, 2 
drplordes y 9 aneuploides De cáncer de rrñón un 
caso (carcinoma de células claras) que fue drploide 
De tumores de testículo hubo 2 casos ambos fueron 
aneuploides Un caso de tumor de pene (carcinoma 
eprder~nolde) que mostro aneuploldía Se drscuten 
estos  hallazgo^ con relaclon a pronostico 

Palabras clave: Crtometría de flujo, drploidía, 
aneuplordía, cáncer urológico, factores pronóstrcor 

Introducción 

El cánceres una enfermedad en donde la célula 
escapa de los mecanismos de control del creci- 
miento necesarios para mantener la estructura 
normal y función de órganos y tejidos en todo 
organismo multicelular. Esto lleva a una prolifera- 
ción celular descontrolada y a la invasión de tejidos 
vecinos o lejanos. Las neoplasias son considera- 
das como el resultado final de multioles accidentes 
genéticos en las células somática's. La medición 
del contenido de ácido desoxirribonucleico (DNA) 

Summary 

Flow cytometric analysis permrts the determmation 
of DNA confent and the characteristlcs of plordy We 
rtudy by cytometric analyszr 29 urologrc tumors by 
means of cytometnc analysis foueteen corresponded 
to umthellal tumors (transrtzonal cell carcmoma), 11 
male and three females were diplord tumors, and 
seven were diplord tumors Addrtionally, there were 
11 cases of adenocarcinoma of the prostate, 2 diplord 
and 9 aneuplold and oue case of renal cancer that 
was drploid There were two cases of testrs tumor, 
both aneuplord, and one case af tumor of the penis 
that showed aneuplordy We d~scuss tlzese jindings in 
relatron of prognostzc factors 

Key words: Flow cytometly, diploid tumor, aneuplord 
tumor, urologic cancer, progno~tic factors. 

en el ciclo celular, incluyendo la determinación de 
ploidia del tumor y la fracción de la fase-S se ha 
realizado en una amplia variedad de tumores hu- 
manos por más de 20 años utilizando la citometria 
de flujo (CF). El ciclo celular se divide en 4 fases, la 
primera es la fase G1 donde la célula recibe la 
información para la inducción de transcripción de 
ciertos genes (fase de prereplicación), la segunda 
es la fase S que es la replicación o síntesis de DNA 
la cual es seguida de la fase G2 de posreplicación 
premitótica y finalmente la fase M que es la mitosis 
(Figura 1). 

Urólogo Adscrita, Jefe de la Unidad Urodinamia, Hospital Español. 
" Asociado, Unidad de Urodinamia, Hospital Español. 
"" Asociado, Unidad de Urodinamia, Hospifal Español 
*"* Departamento de Citomefria de Flujo, Laboratorio de Análisis Cllnicos, Hosp,tal Español. 
Correspondencia y solicitud de sobretiros Ejército Nacional 617-802, Col. Granada. México 11550 D.F. Ernail: sureta@data.net rnx 
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20 Dunto de restricción 

\ /1 er ounto de restricción 

Figura 1, Ciclo celular 

La medición del DNA también puede ser deter- 
minada por otras técnicas tales como citometría de 
imagen y técnicas de hibridación con fluorescencia 
in situ (FISH). Durante los Últimos años muchas 
publicaciones han discutido la utilidad clínica de la 
medición del contendido de DNA La ploidía se 
refiere al contenido de DNAen los cromosomas de 
la célula. Los gametos tienen 23 cromosomas y se 
les denomina haploides, las células normales con- 
tienen 46 cromosomas o 23 pares de estos 
denominandose diploides (haplous, único y diplous, 
doble). En las células cancerosas, frecuentemente 
es encontrada una alteración de los cromosomas 
normalesdiploides (n=46). En principio, estoscam- 
bios citogenéticos conciernen a la ploidía (número) 
o a la morfología (estructura) de los cromosomas 
y10 a una combinación de ambas. La pérdida o 
ganancia de cromosomas (monosomías, trisomías 
y polisomías) pertenece a la primera categoría, en 
tanto las modificaciones dentro de un cromosoma 
(deleciones, duplicaciones, inversiones) o las mo- 
dificaciones entre dos o más crornosomas (trans- 
locaciones) pertenecen a la segunda. En breve, el 
método de la CF consiste en que una suspensión 
lineal de células aisladas fluye a través de una 
fuente de luzláseren un aparato.' Las propiedades 
de las células deflectan la luz en varios ángulos y 
esta luz es reconocida por detectores de luz los 
cuales registran los impulsos de luz como "even- 
tos". Estos eventos son digitalizados y almacena- 

dos por la computadora del aparato la cual va a 
generar un histograma. En el análisis del cáncer 
urológico, es el contenido del DNA el que tiene 
mayor interésy el cual es detectado realizando una 
tinción adecuada para DNA. Actualmente la CF es 
ampliamente utilizada para analizar el contenido y 
la distribución del DNA en diversas variedades de 
tumores con el fin de conocer el comportamiento 
biológico de estos tumores y relacionarlos con 
parámetros clínicos y fisiopatológicos. Además 
nos brinda información sobre el tamaño relativo de 
la célula, su granularidad, complejidad interna y su 
intensidad al marcaje con distintos fluorocromos. 
En resumen podemos decir que la CF nos permite 
estudiar tres componentes principales: masa, es- 
tructura y función. Del primero se destaca la medi- 
ción de DNA, RNAy proteínas. Dela segunda, essu 
volumen, tamatio, granularidad, área de superficie 
y la relación núcleo-citoplasma. De la tercera, se 
puedeestudiarla función deantígenosespecíficos, 
actividad enzimática, viabilidad celular de cultivos 
de células, estudios de pegado de lecitinas y de 
 hormona^.^^^ El propósito de este trabajo es mos- 
trar los hallazgos de la CF en varios tipos de cáncer 
urológico y discutir la aplicación de este método 
con relación a factores pronósticos. 

Material y Métodos 

Se realizó un estudio prospectivo analizando 
todos los casos con sospecha clínica y10 confirma- 
da por biopsia de neoplasias urogenitales. Las 
muestras procesadas provenían en su totalidad de 
tejido fresco. La muestra y selección del material a 
estudiar fue tomada por alguno de los autores sin 
utilizar ningún tipo de fijador. Las muestras fueron 
procesadas en un equipo FACSCalibur (Becton 
Dickinson, USA) empleando como marcaje propidio 
yodado para lectura a 580 nm conforme a los 
parámetros de Shankey y coL4 Se registraron lec- 
turas de 1000 a 10,000 células por evento con el 
programa Modfit LT (Becton Dickinson, USA). El 
análisis de los histogramas se efectuó con el pro- 
grama CellFit (Becton Dickinson, USA). En la figura 
2a se muestra un histograrna de tejido normal. El 
primer pico del histograma muestra una población 
de células diploides en la fase GO-G1, el segundo 
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pico corresponde a una población de células en la 
faseG2-M. Sedefinióaneuploidía (Figura2b) cuan- 
do se registró un "hombro" o pico posteriora la fase 
GOlGl y se identificó plenamente el pico de la fase 
G2. Se anota la edad, sexo, antígeno especifico de 
próstata, el diagnóstico histopatológico con grado 
de diferenciación, tratamiento quirúrgico si se rea- 
lizó, estadio del tumor y tipo de ploidía. En la 
estadificación del tumor se utilizó estudios de 
gammagrafía ósea y tomografía axial computada 
deabdomen y pelvis. Noseanalizóel indicede DNA 

1 2 

Contenido DNA 

Fioura 2a. Diaorama ecouemático deun anllisisde citometria defluio 
a&pi,.morci;u or  n.3; ,"so opcoGO Gt cn aesca a o e ~ o n t r l  k 
oc DtvA / .ri seg.rioo p,co en 2 q.e ixirresoonae a a fase S G2 M 

1 2 

Contenido DNA 

' g ira 20 D agrama es i l~e i i i i t  cooc .n ana s 9 wciiomeir a de iL.0 
w ..n iumor anc.p o o r  S r  uisrrva m nririim rn cl p co o p o oe 
indtcando una pobiacion de células aneuploides 

Resultados 

Se estudiaron 29 pacientes, 25 hombres y 4 
mujeres con edad promedio de 65 y 83 años respec- 
tivamente. Con cáncerdevejiga (CV)fueron l4casos 
en donde predominó el sexo masculino 3:l respecto 
al femenino con una edad promedio de 72 años, en 
todos los casos se realizó resección transuretral de 
vejiga (RTUV) salvo un caso en donde quedó pen- 
diente de tratamiento por la localización del tumor en 
pelvicilla renal, su diagnóstico se realizó con toma de 
lavadovesical, citologia exfoliativa, urografia excretora 
y TAC. En todos los casos el diagnóstico histopato- 
Ióaico reD0tfÓ carcinoma de c6lulas transicionales 
(Gadro 1 y 11). Con cáncer de próstata (CP)fueron 11 
casos con una edad Dromedio de 73 años (Cuadro III 
y IV). Los resultados'de cáncer de riñón (&) 1 caso, 
cáncer de testículo (CT) 2 casos y cáncer de pene 
(CP) 1 caso se muestran simultáneamente (Cuadro 
V v VI). El estadio de los diferentes tumores están 
anbtados en los respectivos cuadros. 

f Cuadro I 

1 Caso Edad Sexo Tratamento Quirúrgico Estadio 

RTU Vejiga 
RTU Vejiga 
RTUVejiga 
RTU Vejiga 
RTU Vejiga 
RTU Vejiga 
RTU Vejiga 
RTU Vejiga 
RTU Vqiga 
RTUVeiiga 
RTUVeiiga 
RTU Vejiga 
RTU Vejiga 
Pendiente 

pT2NOMO 
pT3aNOMO 
pT3aNOMO 
pTlNOMO 
pT4N3M3 
pT2NOMO 
pT3aNOMO 
pT2NOMO 
pT3bNlMO 
pT2NOMO 
pT2NOMO 
pTl NOMO 
pTlNOM0 
pT2NOMO 

RTU = resección wansuretral. p = patoiogia 

Cuadro II 

Caso Patologia Asch Pioidia 

1 Carcinoma de células transicionales 2 Aneuploide 
2 Carcinoma de células transicionaies 2 Diploide 
3 Carcinoma de células transicionales 3 Aneuploide 
4 Carcinoma de celulas transicionales 1 Diploide 
5 Carcinoma de células transicionales 3 Aneuploide 
6 Carcinoma de células transicionales 3 Diploide 
7 Carcinoma de células transic$onalec 2 Aneuploide 
8 Carcinoma de células trancicionales 3 Aneuploide 
9 Carcinoma de celulas transicionales 3 Aneuploide 
10 Carcinoma de células transicionales 2 Diploide 
11 Carcinoma de células transicionales 1 Diploide 
12 Carcinoma de células transictonales 3 Aneuploide 
13 Carcinoma de células transicionales 2 Diploide 
14 Carcinoma de células transicionales 2 Dioloide 
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Cuadro III 

Caso Edad AEP Tratamiento Q u i n j r g i  Estadio 1 
11 RTU Próstata 
889 RTU Próstata 
7 Prostatectomia radical 
8 Biopsia por punci6n 
47 Biopsia por punción 
9 RTU Próstata 
150 Prostatectomia radical 
15 Prostatectomia radical 
8 RTU Próstata 
9 Prostatectomia radical 
357 Biopsia por punción 

pTlaNOMO 
pT4NIMO 
pT2bNOMO 
pTlbN0MO 
Tx NxMx 
PTlbNOMO 
pT2aNOMO 
pT2aNOMO 
pT2bNOMO 
pTZaNOM0 
Tx NxMx 

AEP= antigeno especifico de próstata, Tx, Nx, Mx = estadio no 
determinado, RTU = resección transuretral, p = patologia 

Cuadro IV 

Caso Patoloqia Gleason Ploldia 

1 Adenocarcinoma 
2 Adenocarcinoma 
3 Adenocarcinoma 
4 Adenocarcinoma 
5 Adenocarcinoma 
6 Adenocarcinoma 
7 Adenocarcinoma 
8 Adenocarcinoma 
9 Adenocarcinoma 
10 Adenocarcinoma 
11 Adenocarcmoma 

Aneuploide 
Aneuploide 
Aneuploide 
Aneuploide 
Aneuploide 
Diploide 
Aneuploide 
Aneuploide 
Diploide 
Aneuploide 
Aneuploide 

Cuadro V \ 
Caso Edad Sexo Tratamiento Quirurgico Estadio 1 

Riñon 
1 86 F Heminefrectomia bilateral pT2NOMO 

Testiculo 
1 36 M Orquiectomia radical pTlNOM0 
2 23 M Ninguno pT3N4M2 

Pene 
1 82 M Resección tumoral TxNxMx 

Tx, Nx. Mx = estadio no determinado, p = patologia 

Cuadro VI 'i 
Caso Patologia 

Rlñiin piO'dia 1 
1 Carcinoma de &as claras Diploide 

Testículo 
1 Seminoma puro tipo clásico Aneuploide 
2 Corioepitelioma y carcinoma embronario Aneuploide 

Pene 
1 Carcinoma eoidermoide Aneuoloide 1 

Discusión 

Las alteraciones cromosómicas pueden resul- 
tar en mutaciones en los genes de los protoonco- 
genes y activar los oncogenes o bien de la 
inactivación de los genes supresores de tumor. La 
función de estos genes también puede resultar 
alterada por mutaciones puntuales las cuales se 
pueden estudiar en fragmentos de DNA amplifica- 
dos por la reacción en cadena de la polimerasa 
(PCR) o por antic~erpos.~ Los cambios que activan 
los protooncogenes celulares para convertirse en 
verdaderos oncogenes resultan de un incremento 
no regulado de las proteínas o del producto de los 
genes o de la expresión de una proteína no progra- 
mada o de mutaciones o deleciones en los domi- 
nios reguladores del gen." 

La muestra de tejido es muy importante para 
relacionarla con los hallazgos de la CF. La limitante 
del tejido fresco es que se puede tomar una porción 
de tejido sano y su resultado sería diploide. En 
cambio, la muestra obtenida de tejido embebidoen 
parafina permite que esta muestra de tejido ya se 
haya analizado por el patólogo y se confirme el 
diagnóstico histopatológicode neoplasia pudiendo 
seleccionar la muestra a analizar. 

Para el CV, predominó el sexo masculino 3 a 1 
respecto al femenino, la edad promedio fue de 72 
años. Sobre el grado de diferenciación de Ash y de 
ploidia, 2casosfuerondegrado 1, ambosdiploides, 
cinco casos de grado 2, tres fueron diploides y dos 
aneuploide y 6 casos con grado 3, solo uno fue 
diploide y cincoaneuploides. En el CV, la CF puede 
subdividir las neoplasias vesicales en tumores de 
DNA diploide y DNA aneuploide basado en la pre- 
sencia y localización de subpoblaciones en el 
histograma de DNA. Es un consenso que la CF no 
debe ser utilizada para muestre0 poblacional de 
tumores de vejiga ni para investigar la hematuria 
microscópica sino exclusivamente en pacientes 
con tumores identificados. La CF tiene una mayor 
sensibilidad que la citologia exfoliativa en muestras 
obtenidas de lavado vesical (80 a 85% vs 50%) sin 
embargo su especificidad es muy baja mas esta 
puede mejorar en ausencia de procesos inflama- 
tor io~ como son los cálculos o terapia previa con 
BCG.'-'O La ploidía detumoresdevejiga correlaciona 
bien con el grado y estadio t ~ m o r a l ' ~ ~ ,  11,12 siendo 
su máxima utilidad actual en la estratificación del 
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grado 2 superficial (Ta, TI, Tis). Con algunas 
excepciones, la mayoría de tumores grado 1 serán 
diploides en tanto la mayoría de grado 3 son 
aneuploides,12 nuestros datos muestran resulta- 
dos similares. La CF también apoya la evaluación 
de la respuesta al tratamiento. El grupo del Memo- 
rial Sloan Kettering Cancer Center demostró en 
pacientes con grado bajo de cáncer vesical que la 
recuperación de diploidía posterior a la terapia 
intravesical con BCG era un factor significativo de 
respuesta favorable al tratamient~.'~, l4 

En México, el cáncerde próstata haaumentadoen 
los últimos años rebasando a las muertes ocasiona- 
das por el cáncer broncogéni~o.'~JVa investigación 
básica sobre la próstata se ha centrado sobre la 
constitución celular como el patrón glandular, grado 
deanaplasia, procesos reguladores comoel factorde 
crecimiento básico de fibroblastos (BFGF), cambios 
molecularestantoen la hiperplasia comoen el cáncer 
(gen bcl-2 y el gen p-53), utilización de anticuerpos, 
antígeno específico de próstata en su relación total 
con la fracción libre y la posibilidad de desarrollar una 
terapia géni~a. '~. '~,  Varios de estos estudios tienen 
como propósito identificar no solo elementos que 
permitan un diagnóstico temprano de la enfermedad 
sino también identificar factores pronósticos. 

Respecto al CP, el grado de diferenciación ce- 
lular de Glea~on '~  mostró con menos de 5 puntos, 
5 casos, unofuediploide y cuatroaneuploides. Con 
Gleason de mas de cinco, fueron cuatro casos y 
todos fueron aneuploides. Quizá el aspecto más 
importante desde el punto de vista clínico sea la 
detección oportuna del cáncer así como poder 
determinar la evolución de la enfermedad y su 
respuesta al tratamiento. 

ShockleyZ0 y col., muestra en su estudio con 100 
casos de adenocarcinoma de próstata tratados 
con linfadenectomía pélvica bilateral y prostatecto- 
mía radical que no existe diferencia estadística 
cuando se compara él diagnostico histopatológico, 
gradode diferenciación deGleason, gradode ploidía 
y antígeno específico de próstata. En contraste, 
Lerner 21 y col., analizando 904 casos de CP a los 
que se les realizó prostatectomía radical concluye 
que el grado de diferenciación de Gleason, el 
antígeno específico de próstata y la ploidía son 
factores que pueden orientar sobre cual será el 
comportamiento del cáncer en función de recidiva 
y tiempo libre de enfermedad. Esto conduce a que 

la relación entre DNAy elgradodediferenciación de 
Gleason no sea muy clara. Las limitaciones tanto 
de la CF como del índice de Gleason (quedepende 
de la observación y experiencia del patólogo) indi- 
can que estos criterios no pueden ser usados en 
forma independiente. Aun así, en otros estudios 
existe una correlación positiva tanto para el grado 
de diferenciación celular, estadio del tumor y 
aneup l~ id ía .~~ ,~~  Nuestros datos no son concluyen- 
tes en este sentido. Para el caso de hiperplasia 
prostática benigna, esta tiene un componente 
d i p l ~ i d e , ~ ~  sin embargo se conoce que un 7 a 13% 
presentarán aneupl~idía.~~ En vista deque no hubo 
seguimiento de estos casos aun permanece oculto 
que papel tiene esta aneuploidía en predecir la 
aparición o confirmar la presencia de CP.25,26 

El caso de riñón que presentamos, se trata de 
un tumor bilateral en donde se encontró diploidia 
con un estadio de pT2NOMO. En el carcinoma de 
células renales, el contenido de aneuploidía en el 
DNA correlacionó con peor pronóstico comparado 
con los tumores que fueron d i p l o i d e ~ . ~ ~ - ~ ~  Aproxi- 
madamente un tercio de pacientes con CR se 
presentan ya con enfermedad metastásica al mo- 
mento del diagnóstico. Para estos casos, la CF 
dará muy poca o nula información de utilidad clíni- 
ca. Para estadios entre T I  a T3aN0, la medición de 
DNA probablemente brinde información útil para 
predecir a los grupos de pacientes con bajo o alto 
riesgo de progresión de la enfermedad.4, 31, 32 Sin 
embargo, en la actualidad sería de muy poca justi- 
ficación realizar una CF preoperatoria puesto que 
la información obtenida no debería o no debe de 
cambiar el criterio del urólogo sobre el esquema 
actual de tratamiento. 

Sobre los tumores testiculares, el seminoma es 
un tumor frecuente. En una revisión de Nativ y 

sobre 11 1 casos, encontró diploidia en un 
48% y 52 % fueron aneuploides. Ninguno de los 
tumores diploides tenía un estadio avanzado al 
momento del diagnóstico. La progresión del tumor 
después del tratamiento o muerte relacionada con 
el tumor solo la observó en tumores aneuploides. 
Por ello la ploidía celular en tumores testiculares 
tanto semínomatosos como no seminomatosos 
brinda un factor pronóstico importante y ayuda a la 
caracterización de estas n e ~ p l a s i a s . ~ ~ ~ "  

El carcinoma de células escamosas de pene es 
una neoplasia poco frecuente mas sin embargo es 
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potencialmentefatal porsu malignidad, en particular 
cuando ya están involucradoslosganglios inguinales. 
La CF que muestra un patrón diploide apoya aun 
más la decisión de un tratamiento quirúrgico agresi- 
vo con linfadenectomía inguinal en estos casos.38 

En general, es aceptado que tumores aneuploi- 
des tienen un comportamiento más agresivodado el 
grado de diferenciación celular a diferencia de los 
tumores dipl~ides.~' La determinación de la agresi- 
vidad potencial de un tumores un objetivo primordial 
en la investigación de los marcadores biológicos. 
Claramente sería de un gran beneficio para la selec- 
ción del tratamiento si se pudiera distinguir a los 
tumores que van a responder a una terapéutica 
determinada de los que novan a responder. De igual 
manera conocer prematuramente cuales tumores 
tienen mayor probabilidad de metastatizar de los 
puramente locales antes de iniciar un t ratamient~.~~ 
La genética molecular se ha convertido en la tecno- 
logía de vanguardia para la caracterización de los 
tumores en el humano. Sus avances han sido muy 
rápidos mostrando su valor en la comprensión de los 
mecanismos de transformación maligna. Sin duda, 
en los meses y años próximos su utilidad tendrá un 
fuerte impacto en la clínica. 
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III. Importancia pronóstica de la medición de ADN en 
tumores sólidos en ginecología 

Sergio Pedraza,* Efraín Vázquez** 

Resumen 

En el momento actual parece que el contenzdo de 
áczdo desoxzrribonuclezco (ADN) en las celulas 
tumorales es un rndzcador szgnlficativo del pronostzco 
de recazda y de la mortalidad debzda a varzos tzpos de 
cáncer En el Departamento de Grnecologra y Obste- 
trzcia y en el Laboratono clznico del Hospztal EspaEol 
de Méxzco se estudraron en forma prospectzva szmple, 
entre julzo de 1995 y abrzl de 1997, verntitrespacientes 
con cancer invasor de la mama y sezs pacientes con 
cáncer grnecológzco pélvico, aplzcandose la cztomeíría 
de flujo para la medrcion en celulas tumorales del 
ADN en la fase S y en la estimación de la plozdza de 
los tumores, según los histogramas correspondzentes 

En las paczentes con cancer de la mama se obtuvo 
una fase S elevada mayor del 10 % y un histograma de 
aneuplozdza en un 47 8 % Se encontro una correlacion 
con el estadzo clznzco IIA en adelante, con tumores 
mayores de 3 cm receptores hormonales para estró- 
genos y progesterona, siendo ambos posrtzvos en 
cuatro e irregulares en los demas En tumores rnedrana- 
mente dzferenczados v con ganglzos axzlares posztrvos, 
los d e d s  elementos pronóstzcos fueron concordantes 

En las paczentes con cancer ginecológzco pélvzco, 
el corto numero v la varzedad de tumores no permrten 
nznguna correlaczón en nuestro matenal 

Palabras clave: Cáncer mamarro, Pronóstzco, Aczdo 
desoxzrrzbonuclezco (ADN), Aneuplozdia 

Summary 

The contents of deox~rzboluclezc acrd (DNA) an 
tumor cellr zr currently considered to be a prognostzc 
rndzcator of erther tumor recurrence ot mortahty due 
to drfferent types oj  cancer 1n order to obtain some 
data on this aswmptzon, we stctdzed 23 patzents wzth 
znvaszve carcznoma of the breast and SIX patrents wzth 
gynecologic cancer of the pelvzr The studv was carrzed 
out at the Departmenr of Gi.necology and Obstetrzcs 
and the Clznical Pathologv Laboraton, oj the Horpztal 
Español de Méxzco as a srmple plOSpeCkVe protocol, 
from July 1995 througlz Aprd 1997, sanzples f onz the 
excued tumors were obtarnrd bi. fine needle aspiratzon 
and DNA uas rnea~ured bvflow cvtometrv, calculatzng 
the fracttons correspondmg to S-phase and to cell 
plozdy from the correspondmg hrrtograms Our results 
show that S p h a i e  DNA war above 10% with a 
hzstogram of aneuploidv zn 47 8% of caser thus studzed 
Correlation was posztrve wzth the s w  oj tumor (over 3 
cm) and wzth itr clinztal stuge (I1A or above), whereas 
estrogen and progesterone receptors were prexwt 
unevenly A good correlatron exirred between DNA 
measurements, degrer oj dzfferentzntion nnd posrtrvzh~ 
of axzllary noda The small riurnbrr of pelvrc canceri 
dzd show sorne zncrease rn S-phare DNA, but the small 
number of caser precludes ani. conclurzon at present 

Key words: Breast cancer, prognoru, deoxvrrbonuclerc 
acrd (DNA), aneuplordv 

"Agregado. sección de Oncologia, S e ~ c i o  de Gmecoiogia, Hospital Español de México. 
"Jefe dei Depto de Ginecologia y Obsfetncfa Hospital Español México D.F 
Correspondencia y soltcitud de sobretiras Av. Ejército Nacional 613. Col Granada México 5, D.F. 11520. 

Gac Méd Méx Vol. 135 No. 1.1999 



Ante la falta de un conocimiento cabal de las 
causas directas y de las coadyuvantes del cáncer 
y de su biología, el manejo y control del mismo, así 
como su pronóstico, han descansado sobre la 
base de un diagnóstico temprano y un tratamiento 
radicalmente proporcionado al tumory a la toleran- 
cia del huésped. Recientemente la biología 
molecularaplicada a la Medicina ha aportadodatos 
de mucha importancia, en los cuales se funda la 
posibilidad de un rápido avance en estos caminos. 

Se han identificado mutaciones que modifican o 
suprimen la expresividad de genes antitumorales, 
como el BrCa 1 y el BRCa 2, localizados en los 
cromosomas 17 y 13 respectivamente,'-' que por 
la falta de inhibición ponen en libertad de expresión 
a los oncogenes que favorecen el desarrollo del 
cáncer mamario y a veces también del ovárico; la 
relación biológica parece aceptable, pero estas 
mutaciones se encuentran sólo en el 5% de las 
pacientes y tienen una tendencia francamente fa- 
miliar, por lo que su utilidad se restringe sólo al 
estudio de parientes cercanos. Semejante parece 
la situación del gene supresortumoral p53queestá 
relacionado con tumores mamarios y de otras 
localizaciones. 

Parecidamente, se han encontrado alteracio- 
nes en la expresividad de algunos productos recep- 
tores elaborados por algunos genes, como el erb- 
B 2, cuya determinación puede ser útil cuando se le 
encuentra, pero su frecuencia es baja y su correla- 
ción clínica incierta aún. La demostración oportuna 
de estas mutaciones podría prever el posible riesgo 
de tumor antes de que éste aparezca, pero se 
considera por algunos autores que las derivacio- 
nes de esta información podrían ser perjudiciales 
para la paciente, ya que al estar informada del 

peligro potencial podría angustiarse con mucha 
anticipación y tomar actitudes negativas antes de 
aparecer de hecho el tumor que, incluso, puede no 
aparecer 

Entre los elementos hasta ahora empleados 
para apreciar el pronóstico del probable comporta- 
miento biológico de los cánceres mamarios y 
uterinos (Cuadro I), son en su mayoria anatómicos 
y referentes a su extensión, histológicos en cuanto 
a su morfología, histoquímicos, inmunológicos, y 
sólo algunos se refieren a las cuantificaciones en 
sangre de compuestos más o menos especificos 
del tumor, pero hasta la fecha todos dejan incerti- 
dumbres sobre su sensibilidad y especificidad y, si 
bien parecen adecuados cuando se estudian en 
gruposdepacientes, son difícilesdejuzgaren cada 
una de ellas en lo individual. Parte de estas dificul- 
tadessedebea la heterogeneidad intrínseca de los 
cánceres y parte a la problemática en la tecnología 
de los procedimientos. Las técnicas que se han 
basado en la expresión tumoral por medio del 
antígenocarcinoembriónico, alfafetoproteína, de la 
gonadotropina coriónica y susfracciones, etc, .han 
sido inespecíficas, menos confiables de lo que en 
un principio se pensó, y su uso ha quedado muy 
limitado para el clínico que tiene que tomardecisio- 
nes. 

En el tejido tumoral mamario se hacen determi- 
naciones de los receptores a estrogenos y 
progesterona, que ayudan en el manejo hormonal 
de los tumores hormonodependientes pero no son 
positivos en todos los tumores estudiados. Por las 
anteriores limitaciones, han renacido las esperan- 
zas de conocer la "historia natural del tumor" y su 
probable comportamiento futuro al hacerse aplica- 
bles técnicas de la biología molecular como la 

I Cuadro l. Factores pronósticos en el cáncer de la mama 

Favorables 

Edad mayor de 50 años 
Ganglios linfaticos no afectados 
Tumor pequeño (4 cm) 
No hay adherencias a ia piel o pared 
Pocas atipias celulares 
Receptores hormonales positivos 
Histologicamente bien diferenciado 
No se demuestran oncogenes 
Bajo indice de aneuploidia 

Desfavorables 

Edad entre 35 y 50 años 
Ganglios linfaticos afectados 
Tumor grande (>S cm) 
Si hay adherencias a la piel o pared 
Muchas atipias celulares 
Receptores hormonales negativos 
Histologicamente mas anaplasico 
Si se demuestran oncogenes 
Alto indice de aneuploidia 
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replicación en cadena por la polimerasa del ARN 
que permite identificar virus oncogénicos en forma 
rápida y tratar oportunamente p. ej. las lesiones del 
cuello uterino. En otras áreas y en este momento, 
la medición del contenido de ADN en el tejido 
tumoral mamario por la técnica de citometria de 
f l u j ~ ~ ~ ~ ~ ' ~  ofrece grandes promesas en cuanto a 
estimar por medio de ella la ploidia o la magnitud y 
rapidezde lasíntesisde ADN en la fase "S" del ciclo 
de las células tumorales mamarias, como indicio 
del crecimiento o agresividad del desarrollo de la 
neoplasia. Los resultados preliminares de esta 
metodología aplicada en el Hospital Español a 
tumores mamarios y genitales se señalan a conti- 
nuación. 

Pacientes y métodos 

Hasta el momento se han estudiado en el De- 
partamento de Ginecologia y Obstetricia y en el 
Laboratorio Clínico del Hospital Español de México, 
dejuliode 1995aabrilde 1997, enformaprospectiva 
simple 23 pacientes con carcinoma mamario inva- 
sor de diversos tipos histológicos. La edad de las 
pacientesfluctuó entre 29 y 86 años, con un prome- 
dio de 57 años.El estadio clinico de los tumores fue 
clasificado de acuerdo con lo establecido por la 
American Joint Commission of Cáncer. 

En fragmentos del tumor recién extirpado se 
hizo la selección de material tumoral mediante 
aspiración con aguja y se sujetó a estudio por 
medio de la citometria de f l u j ~ ~ ' , ~ ~  midiendo la 
fraccíon del ácido ribonucleico (ADN) correspon- 
diente a la fase S del ciclo celular y se obtuvo el 
histograma del ADN en forma individual. Se com- 
pararon las cifras obtenidas para encontrar si exis- 
te concordancia de la medición de la ploidia y de la 
fase S del ciclo celular con otros elementos de 
juicio entre los que clásicamente permiten apreciar 
el pronóstico de la evolución del tumor. 

Resultados 

De las 23 pacientes estudiadas con carcinoma 
mamario, 12 (52.2 %) tenian un histograma de di- 
ploidia y una fase S baja (entre 3.2 y 9.3 % con una 
media de 4.8 %). En las once pacientes restantes 

( Cuadro II. Citometria de flujo en el cáncer de mama 

Resultados preliminares 

MEDlA % No PTS % 

Oiploldes fase8 baja 4 8 12 522 
Diploides fase-S alta 37 8 5 21 7 
Aneuploides 12 8 6 26 1 

(47.8 %) los histogramas correspondieron a una fase 
S mayor de 10 O/O o fueron aneuploides (Cuadro 11). 

De las once con aneuploidia o fase S elevada, 
nueve pacientes estaban en un estadio clinico II A 
o mayor. El grupo de edad más afectado compren- 
de de los 35 a los 65 años. 

En la correlación del tamaño del tumor con los 
datos de la citometria de flujo se vio que tumores 
mayores de 3 cm. de diámetro, tenían con mayor 
frecuencia la fase S elevada o aneuploide, lo cual 
se observó en siete pacientes ( 63.3 %) 

En cuanto al estudio histopatológico, el cáncer 
más frecuente fue el ductal infiltrante en 16 pacien- 
tes, lobulillar infiltrante en seis y sólo en una fue 
mucinoso. Por lo que respecta a su diferenciación, 
en los medianamente diferenciados (GII) el histo- 
grama de la citometria reveló una fase S elevada o 
aneuploidia en ocho pacientes. 

En el estudio correlativode los gangliosaxilares, 
de las 11 pacientes con con fase S elevada o 
aneuploidia, los ganglios axilares fueron negativos 
a tumor en cuatro, en tanto que los otros siete 
casos si tuvieron positividad a malignidad. 

Se estudiaron receptores hormonales para 
estrógenos y para progesterona y se encontró que 
en cuatro casos eran positivos ambos receptores, 
en tanto que en los otros siete sólo se encontraba 
presente uno de éstos o ninguno (Cuadro 111). 

Cuadro III. Fase elevada o histograma de aneuploidia 

Frecuencia % 

Once de veintitres pac~entec 47.8 
Estadio ciinico HA. en adelante 81.8 
Grado de DIF. Nuclear, GIL 72.7 
Tumor mayor de 3 cm. 63.6 
Ganglios axilares negativos 36.3 
Gangiios axiiares positivos 63.6 
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Por otra parte se estudiaron seis pacientes con 
cáncer ginecológico pélvico, dos de ellas con cisto- 
adenocarcinoma del ovarioen estadiocliniw III By lV 
respectivamente, en las que el histograma reveló 
diploidia en ambos, con fase S de 58.8 %y  8.8 %en 
forma correspondiente (Máximo normal 10 % ); estas 
dos pacientesfallecieron en el primer año posterior al 
tratamiento.En dos pacientes con adenocarcinoma 
del endometrio en estadio I A G II se encontraron 
histogramas de diploidia y fase S de 17.9 y 21.2% en 
cada uno: En un caso de adenocarcinoma del cuello 
uterino en estadio clínico I B el histograma reveló 
diploidia yfaseSde 14.2%. Uncasodemelanomade 
lavaginaenestadioll dela FlGO, el histogramafuede 
aneuploidia y fase S de 75.4%. 

Discusión 

La citometría de flujo del ADN se ha usado para 
apreciar la fracción de las células que se encuen- 
tran en diversas fases del ciclo vital celular, deri- 
vando elementos de juicio sobre la ploidia de las 
células tumorales al medirel contenido de ADN del 
tumor y sobre la actividad proliferativa de las mis- 
mas al medir la fracción de ADN correspondiente a 
la fase S del ciclo celular. Estos elementos, corres- 
pondientes a la diferenciación patologica de los 
núcleos y a la rapidez de multiplicación de las 
células parece tener una correlación con el pronós- 
tico en cuanto a probabilidad de recaída del tumor 
y en cuantoa sobrevida de la paciente afectada por 
cáncer mamario. En estudios de Bruering, 
Harbe~k", '~ estos y otros autores concluyen que la 
fracción de la fase S elevada y la aneuploidia son 
predictores significativos de recaída de la enferme- 

dady de una elevada mortalidad, sin relación con el 
hechoanatómico deque losganglios axilares mues- 
tren invasión tumoral o no. 

En 345 pacientes con cáncer de la mama estu- 
diadas p0rClark,~el32 %tuvieron tumoresdiploides, 
y el 68 %fueron aneuploides, con una sobrevida 
actuarial a 5 años de 88 % en las primeras y de 74 
%en las segundas. En nuestro pequeño grupo de 
pacientes, aún aceptando que no justifica cálculos 
porcentuales, el 52 %resultaron diploides y el 48 % 
tenían una fae S elevada o eran aneuploides. 

Wenger y ~01s.'~ encontraron en 127 000 pacien- 
tes estudiadas con cáncer de la mama una correla- 
ción entre una fase S elevada y aneuploidia con el 
estadode losreceptoresaestrógenosy progesterona, 
con el número de ganglios linfátiws positivos, el 
tamaño del tumor y la edad de la paciente. 

Hupperets y ~01s. '~  determinaron el valor pro- 
nóstico de la citometría de flujo en 320 pacientes 
con cáncer mamario que habían sido tratadas por 
cirugía, quimioterapiaadyuvantey administración o 
no de acetato de medroxiprogestrona y las siguie- 
ron por un período de 7 años. La aneuploidia fue el 
factor de riesgo de peor pronóstico por cuanto al 
riesgo de presentar metástasis (RR 3.59) y en 
cuanto a mortalidad más elevada (RR 2.56). La 
fracción de la fase S por sí misma no resultó de 
importancia para el pronóstico. Se ha encontrado, 
en cambio, que la respuesta del tumor a la quimio- 
terapia neoadyuvante estuvo directamente relacio- 
nada con la fracción de la fase S en 50 mujeres 
postmenopáusicas. 

En el pequeño grupo de nuestras pacientes 
estudiadas por cáncer ginecológico pélvico no se 
puede establecer ningún juicio por su cortedad y 
heterogeneidad de los tumores. 

Cuadro IV. Citometria de flujo en el cáncer ginecológico 

Tipo histologico No. Edad Estadio clinico Dipioide fase8 % Aneuploide fase8 % 

Cistoadenocarcinoma 2 70 lllB 58 8 
de ovario 67 IV 8 8 

Adenocarcinoma 2 81 IAGll 17 9 
de endometrio 61 IAGll 21 2 

Adenocarcinoma 1 41 IB 14 2 
de cewix 
Melanoma de vagina 1 64 I 75 4 
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IV. Importancia pronóstica de la medición del ácido 
Desoxirribonucleico en neoplasias malignas 

Jaime G. de la Garza-Salazar.* Guillermo Flores-Flores.** Paula Juárez-Sánchez*** 

Introducción 

El manejo convencional de los pacientes diag- 
nosticados con cáncer, es multifactorial y depende 
de varias características entre las que se encuen- 
tran el sitio del primariodel tumor, losórganos blanco 
de la diseminación metastásica y la estirpe 
histologica. La extensión de la enfermedad en el 
organismo se puede estimar utilizando la clasifica- 
ción conocida como TNM (T= tumor; N= Ganglios - 
nodes-; M= Metástasis) recomendada por la UICC, 
y esdevital importancia para la tomadeunadecisión 
terapéutica adecuada. La cirugía, es tradicional- 
mente utilizada como el mejor método para erradi- 
car la enfermedad cuando esta localizada, y es muy 

importante para reducir volumen tumoral en aque- 
llos pacientes con enfermedad localmente avanza- 
da o en aquellos casos en los que es recomendable 
reducir la masa tumoral y siempre necesaria para 
obtener tejido a través de la biopsia para proporcio- 
nar suficiente material al patólogo, para hacer el 
diagnóstico histopatologico y definir otros factores 
de importancia pronostica (mitosis, ploidia, grado de 
diferenciación, porcentaje de necrosis, etc.) 

La radioterapia, es el método ideal para el manejo 
de pacientes diagnosticados con cáncer localizado 
en determinadas regiones anatómicas (Ca Cu), o 
alternativamenteen tumores con gran sensibilidad a 
este procedimiento (seminoma) proporcionando 
porcentajes de curación en un buen numero de 

* Director General, Instituto Nacional de Cancerologia-México. 
"Jefe Depto. A. Post-Morl, Instituto Nac~onal de Cancerologla-México. 
*** Instituto Nacional de Cancerologia-Mexico, Av. San Fernando No 22, Tlalpan 14000, Méx1co.D F. 

Gac Méd Méx Vol. 135 NO. 1,1999 47 



tumores malignos; o también repuestas terapéuti- 
cas en situaciones de urgencia como cuando se 
encuentra compromiso tumoral de regionesde dificil 
acceso quirúrgico como el mediastino en pacientes 
con síndrome devena cava. Quizá su mayor utiliza- 
ción se relacione con la enfermedad diseminada, 
con fines paliativos (lesiones óseas y cerebrales) y 
de manera importante para control del dolor. 

Finalmente, el manejo sistémico que conoce- 
mos como la quimioterapia, incluye el uso deagen- 
tesfarmacéuticos con actividad citotoxica o citocida. 

Laquimioterapia, ocupa un lugarmuy importante 
junto con la cirugía y la radioterapia como tratamien- 
to primario (neoadyuvante) o, como tratamiento 
adyuvanteo, comotratamiento únicocon fines cura- 
tivos en entidades como coriocarcinoma uterino, 
disgerminoma, tumores germinales del testículo, 
leucemias agudas, enfermedad de Hodgkin, etc., 
etc. La función de la quimioterapia se encuentra 
fuertemente ligada a funciones celulares como 
metabolismo y reproducción, debido a que son 
algunos de los mecanismos que mas frecuente- 
mente se pretende bloquear con estas drogas. 

En esta revisión, nos vamos a referir a la impor- 
tancia que tiene la medición del ácido desoxirribo- 
nucleico (ADN) de las células de las neoplasias 
malignas con fines terapéuticos y ademas pronós- 
ticos. Principalmente como se sabe debido a que el 
ADN se constituye por un lado en el rector del 
comportamiento tumoral y como consecuencia en 
un excelente blanco terapéutico con la finalidad de 
tratara las neoplasias malignas con intento curativo. 

Hacer una semblanza de lo que ha sido la 
evolución de la quimioterapia antineoplásica es de 
gran importancia paraentenderla importanciade la 
Citometría de flujo en relación con el conocimiento 
de las alteraciones cromosómicas y, del ciclo ce- 
lular sobre todo de la fracción "S" conocida como la 
fase más importante en la síntesis de proteínas 
indispensables en la reproducción celular. 

La era moderna de la quimioterapia se inicia 
durante la 2a. Guerra Mundial, en particular con los 
gases de mostaza con actividad alquilante muy 
elevada y porlo tanto marcada citotoxicidad tisular; 
este hecho se acompañó solo de 0bse~ac ione~ 
clínicas tanto de la respuesta en padecimiento 
hematológicos malignos como en la toxicidad de 
consecuencias mortales, esto, condujo a progra- 
mas para el diseño de nuevos agentes alquilantes 

con similitud en la efectividad de la Mostaza 
Nitrogenada pero, con una menor toxicidad y, así 
aparecen el TEM, la ciclofosfamida, el leukerán, 
etc. Todavía más relevante, la introducción de la 
quimioterapia ha facilitado grandemente la intro- 
ducción de clasificaciones clinicopatologicas de 
los tumores, debido a que permite identificar en 
basea la respuesta al tratamiento, a lostumoresde 
"buen pronostico" y de "mal pronóstico". 

Los trabajos de Watson, Crick y Wilkins iniciados 
en 1951 en Inglaterra quellevaron al conocimientode 
la estructura espacial de doble hélice del ADN les 
hizo acreedores del Premio Nobel en 1962. Este 
hallazgo, marcó en forma definitiva el camino para 
conocer en forma precisa los mecanismos de ac- 
ción de la mayoría de los agentes antineoplásicos y 
hacer su clasificación de acuerdo al sitio de acción 
en el ADN y elciclo celularcomo: Agentesalcaloides 
vegetales, Agentes alquilantes, antimetabolitos, 
antibióticos, enzimas, hormonas, etc. 

En la actualidad, es bien conocido el hecho de 
que la combinación razonada de estos agentes 
brindan mejores respuestas con un mayor poten- 
cialcurativoen un numeroimportantedeneoplásias 
malignas y, aún más, estos resultados aumentan 
cuando se emplean en forma multidisciplinaria con 
la cirugía y la radioterapia. 

Esta acción de los agentes antineoplasicos de- 
pende de su capacidad para inducir ya sea en 
forma directa o, indirecta daño letal al ADN de la 
célula neoplásica, o incluso alteraciones en cuanto 
a la función replicadora del mismo. 

En la ultima década, para los biólogosy, para los 
clínicos el interés sobre el cáncer se ha enfocado 
en el conocimiento a nivel molecular, bioquímico, 
cromosómico o, celular de las características del 
ADN, especialmente porque se han desarrollado 
procedimientosque permiten manipular, identificar 
y cuantificar esta estructura en las células norma- 
les y neoplásicas. En términos de las alteraciones 
de la homeostasis y del microambiente que acom- 
pañan al crecimiento tumoral estas resultan en el 
crecimiento y división celular descontrolada que 
conduce a la tan aclamada suposición de inmorta- 
lidad celular que caracteriza a la célula maligna. 
Los avances en esta área son relevantes, emocio- 
nantes y con potencial profético; al entender nosolo 
la etiologia del cáncer, sino también la participación 
de estructuras como los oncogenes, los factores 
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predecir la posibilidad de recurrencia. En cáncer de 
colon, vejiga y de próstata se relaciona con el estadio 
clínico, a mayor volumen tumoral mayor aneupliodia 
y mayor agresividad tumoral. 

En la clínica, tenemos factores pronóstico que 
incluyen: síntomas, tiempo de evolución, edad, esta- 
do inmunológico, estado sociológico y, el estado 
general del paciente (Karnofsky), a la histología del 
tumor también puede ofrecer información por medio 
de factores pronósticos que incluyen histogenesis, el 
grado de diferenciación, el número de mitosis por 
campo, porcentaje de necrosis, presencia de tumor 
en los espacios vasculares y linfáticos y la capacidad 
invasiva de la neoplasia, además de los marcadores 
tumoralesde membrana (CuadrosV y VI), receptores 
hormonales y los marcadores de superficie en la serie 
mieloide y linfoide, y desde luego es muy importante 
el contenido de ADN. Conocemos de acuerdo a la 
experiencia, que aquellos tumores bien diferenciados 
tienen un curso indolente, lo contrario sucede con los 
tumores poco diferenciados que suelen ser muy 
agresivos, tienen un incremento en el número de 
mitosisy, son invasivos, estosfactorestienen unvalor 
predictivo en relación a la sobrevida global, intervalo 
libre de enfermedad, probabilidad de respuesta al 
tratamiento, posibilidad de complicaciones, respues- 
ta completa inicial a la quimioterapia, etc. 

La Citometría deflujo, mide la ploidia y la fracción 
S del ciclo celular y por consiguiente predice en la 
mayoría de los casos la recurrencia, metástasis y 
sobrevida. Por consiguiente, el valor de elaborar 

Cuadro V. Factores pronósticos valor, diagnóstico y 
seauimiento 

Tumor Marcador Valor importancia pron6stlca 

T. Geminales LDH ++ + 
BHCG +++ +++ 
AFP +++ +++ 

Coriocarcinoma BHCG +++ +++ 
Próstata AEP +++ +++ 
Ovario Ca. 125 +++ ++ 

Cuadro VI. Factores pronósticos valor, diagnóstico y 
seguimiento 

Tumor Marcador Valor Importancia pronostica 

Mama CEA + 
CA 15.3 ++ 

Colon CEA +++ + 
CA 19.9 ++ 

Páncreas CA 19.9 +++ 

una estrategia dirigida en función a la quimioterapia 
adyuvante, un aumentoen la célulasquesintetizan 
ADN reflejan mayor agresividad tumoral así como 
un mayor potencial metastásico. 

Es bien conocidoquela aneuploidia y, el aumen- 
to de la fracción S del ciclo celular son factores 
pronósticos graves en pacientes con cáncer de 
mama, pulmón, ovario, colon, próstata y vejiga. 

En pacientes con cáncer de mama y ganglios 
negativos en el CTRC de San Antonio Tx en 345 
muestras se demostró que la sobrevida a 5 años 
fue del 88% en tumores dipliodes y, del 74% en 
tumores aneuploides. Cuando la diploidia se aso- 
cio a un aumento de la fracción S, la sobrevida fue 
del 70% y aquellas pacientes con tumores diploides 
y con una disminución de la fracción S, la sobrevida 
a 5 años aumento al mas del 90%. Además se ha 
demostrado que las células de tumores con au- 
mento en el ADN y fracción S responden mejor a la 
quimioterapia, esto es indicativoque pacientes con 
las características señaladas aún con ganglios 
negativos deben recibir quimioterapia adyuvante. 

En pacientes con cáncer de pulmón, se ha 
demostrado que es importante conocer el conteni- 
do del ADN y la fase S. Estudios en este sentido, 
sugieren que la ploidia proporciona un pronóstico 
independiente en pacientes con cáncer del pulmón 
de células pequeñas ECI que debe ser considera- 
do para planearuntratamientoy reportan el 83%de 
sobrevida a 5 anos en pacientes con tumores con 
células diploides a diferencia de solo el 39% para 
los tumores con células aneupliodes. 

En enfermos con cáncer de pulmón de células no 
pequeñas, la histología no contribuye en nada respecto 
a la terapéutica o la sobrevida. La citometría de flujo es 
útil en pacientes con tumores epidennoides que pre- 
sentan dipliodia, tienen a 5años un porcentajedel 70% 
a diferencia de los adenocarcinomas de solo el 32%. 
En cáncer de cabeza y cuello tratados con cirugía 
radical y ganglios negativosde gran valor predictivo en 
recurrencias locales de aquellos tumores con 
aneuploidia y aumentode la fracción S del ciclocelular. 

Conclusiones 

La revisión de la literatura reciente, demuestra que 
existen aun áreas que deben seguir investigándose 
en relación alvalor predictivoquetieneel conocimien- 
to de la ploidia y la fracción S del ciclo celular con la 
técnica de Citometría de Flujo. 
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En pacientes con cáncer de mama y ganglios 
negativos, cáncer de cabeza y cuello y ganglios 
negativos, en pacientes con cáncer de pulmón, 
próstata y vejiga se ha demostrado que sin lugar a 
dudasel conocimientodela ploidiay lafracción Sdel 
ciclo celular son determinantes para conocer el 
futurode laevolución deltumory, aún más importan- 
te implementar una estrategia terapéutica dirigida. 

De acuerdo con esto la medición del ADN en 
oncologia contribuye a estimar el comportamiento 
de los tumores con gran precisión, se consolida 
como un buen adyuvante clínico y la estimación de 
la fase del procesamiento celulardel mismo permite 
estimar las posibilidades de éxito terapéutico identi- 
ficando especialmente la fase S del ciclo celular. 
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