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4. RESULTADOS
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4.1. ESTUDIO DE LA ASOCIACION ENTRE LAS DIFERENTES VARIABLES CLINICAS
E HISTOLOGICAS TUMORALES CON LA PRESENCIA DE RECIDIVA TUMORAL

INDEPENDIENTEMENTE DEL TIEMPO.

Una vez efectuada la seleccion rigurosa de los pacientes obtuvimos un total de 82
casos que cumplian los requisitos del protocolo establecido con los cuales realizamos el

analisis que seguidamente detallamos.

Tal como queda reflejado en los puntos primero y segundo del capitulo de Objetivos
procederemos al analisis descriptivo de las variables clinicas y citométricas de interés

obtenidas en nuestro estudio.

4.1.1. VARIABLES CLIiNICAS

4.1.1.1. Edad

En el analisis univariante de nuestra serie no hemos encontrado relacion

estadisticamente significativa entre la recidiva tumoral y la edad de los pacientes.

4.1.1.2. Tabaquismo

Tras el analisis de nuestros datos no hemos encontrado relacion entre la recidiva
tumoral y el consumo de cigarrillos, siendo analizado este evento tanto de forma categorica,
es decir, presencia o ausencia de héabito tabaquico, como de forma cuantitativa, nimero de

cigarrillos consumidos/dia.

4.1.1.3. Anilinas

De igual forma este dato fue recogido y analizado pero no existid relacion con respecto

a la presencia de recidiva tumoral.

En la Tabla 7 se realiza la descripcion de la muestra sobre la que se ha practicado el
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estudio asi como, la relacion de dichas variables clinico-histoldgicas con respecto a la recidiva

tumoral.
Tabla 7.- Estudio de la asociacion entre las caracteristicas demograficas, clinicas e
histologicas y el desarrollo de recidiva tumoral.
Recidiva tumoral
Variables clinicas No (%) Si (%) Valor de p
Sexo
Hombres 40 44 .4 32 55.6 05
Mujeres 4 60.0 6 40.0 '
Tabaquismo
No 11 45.8 13 53.2 .
Si 33 56.9 25 43.1 0.46
Anilinas
No 44 55.7 35 443 .
Si 3 100 0 0 0.09
Grado tumoral
Grado I 3 37.5 5 62.5
Grado 11 32 55.2 26 44 8 0.48
Grado 111 9 56.3 7 438 '
Estadio tumoral
pla 19 59.4 13 40.6 i
pTl 25 50 25 50 0.498
Tamario tumoral
< 3cm 26 65.0 14 35.0 i
> 3cm 18 42.9 24 57.1 0.046
N°de tumores
l1o2 31 58.5 22 41.5 i
3 0 mas 13 448 16 55.2 0.256

*Test exacto de Fisher.
I Test de tendencia.

De todas las wvariables consideradas la unica que presentd una asociacion

estadisticamente significativa en relacion con la presencia de recidiva tumoral fue el tamafo.

106



Resultados

4.1.2. VARIABLES CITOMETRICAS. ANALISIS DESCRIPTIVO.

4.1.2.1. Clasificacion de los histogramas de ADN

En la serie constituida por 82 tumores vesicales superficiales hemos obtenido los

siguientes patrones de ploidia (Tabla 8)

Tabla 8.- Tipos de ploidia presentes
en la muestra.

Tipo de ploidia N° (%)
Diploide 16 19.5
Hiperdiploide 6 7.3
Tetraploide 23 28
Hipertetraploide 37 45.2

Las figuras 29, 30, 31 y 32 muestran los cuatro tipos de histogramas observados en

nuestra serie junto con el corte histologico y suspension nuclear tipo.
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Figura 29.- Tumor diploide: histograma, biopsia y suspension nuclear.
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Figura 30.- Tumor tetraploide: histograma, biopsia y suspension nuclear.
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Figura 31.- Tumor hiperdiploide: histograma, biopsia y suspension nuclear.
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Figura 32.- Tumor hipertetraploide: histograma, biopsia y suspension nuclear.
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Para el andlisis estadistico hemos reagrupado los tumores en dos subgrupos mayores,
uno que incluye aquellos tumores con histogramas tipo I y Il y otro que engloba los

histogramas tipo Il y IV (Tabla 9):

Tabla 9.- Tipos de histogramas de ADN.

Tipo de histogramas N° (%)
Tipos Iy II 38 46.3
Tipos IIl y IV 44 53.7

Al no existir una metodologia estandarizada para evaluar los histogramas de ADN de

e . 194,196
distintos tipos de tumores

, se intentaron diferentes agrupaciones con la intencion de
obtener la mayor informacion sobre la posible relacion de la ploidia de ADN con respecto a la
capacidad de recidiva de cada tumor, siendo nuestra estrategia de estudio la que en adelante se

detalla.

Inicialmente, se consideraron los cuatro tipos de ploidia observados (diploide,
hiperdiploide, tetraploide e hipertetraploide), y se realizaron estudios univariante con respecto
a la recidiva y estudios multivariante con respecto a todas las variables consideradas como

independientes en el estudio.

Otra evaluacion consistié en clasificar dos grandes grupos de ploidia que incluian por
un lado a los tumores con patrén de ploidia diploide e hiperdiploide y otro constituido por los
patrones tetraploide e hipertetraploide, cada uno de los dos se relacion6 con la capacidad de
recidiva tumoral en el estudio univariante y con el resto de variables de estudio en el estudio
multivariante. Esta agrupacion se justificd teniendo en cuenta que por lo general un mayor
contenido de ADN se relaciona con un peor prondstico. A pesar de que los tumores con
patron de ploidia hiperdiploide deben ser considerados como aneuploides quisimos saber si

esta teoria se cumplia en nuestra serie.

Las ultimas variaciones que introdujimos consistieron en unificar por un lado a los

tumores diploides y por otro lado a los hiperdiploides, tetraploides e hipertetraploides, asi
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como, también consideramos por un lado a los tumores con patron diploide, por otro a los de
patron tetraploide y finalmente el resto fueron valorados como aneuploides. En todos estos
casos se realizaron estudios univariante con respecto a la capacidad de recidiva. En ninguna
de las diferentes agrupaciones realizadas se encontrd relacion estadisticamente significativa,
ni tan solo una tendencia en el analisis univariante con respecto a la capacidad de recidiva

tumoral.
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4.1.2.2. Grado de hiperploidia (DH)

Al igual que ocurrio6 con el tipo de ploidia, el grado de hiperploidia fue estudiado en el
analisis univariante. El valor del grado de hiperploidia fue valorado de forma continua y de
forma categorica, sin encontrar relacion con la capacidad de recidiva tumoral, ya que el grado
de hiperploidia de los tumores que recidivaron no fue significativamente superior que el de
los que no recidivaron (28.5 + 27.01 vs 27.6 + 27.78; p<0.09). La Figura 33 muestra los

valores del grado de hiperploidia en forma de histogramas.
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Figura 33.- Distribucion de los valores de hiperploidia.
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4.1.2.3. indice de proliferacién de ADN (IP)

En el presente estudio, el indice de proliferacion medio de los tumores que recidivaron
fue significativamente superior al de los que no recidivaron (4.0 = 3.6 vs 6.8 £ 6.2; p<0.042).
La Figura 34 muestra la distribucion de los valores del indice de proliferacion de nuestra

serie.
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Figura 34.- Distribucion de los valores del indice de proliferacion de nuestra serie.

4.1.2.4. Grado de malignidad de ADN (GM-ADN)

El andlisis de esta variable ha sido idéntico al de los otros parametros comentados en
los epigrafes precedentes. Su valor fue valorado de forma continua y de forma categdrica en
el andlisis univariante, sin obtener tendencia ni relacién estadisticamente significativa con

respecto a la capacidad de recidiva del tumor (0.5 £ 0.8 vs 1.5 + 0.7; p<0.9).

Los histogramas representados en la Figura 35 muestra la distribucion de los valores

del grado de malignidad de nuestra serie.
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Figura 35.- Distribucion de los valores del grado de malignidad de nuestra serie.

4.1.2.5. Area media nuclear (AMN)

Tal y como se realiz6 con las anteriores variables analizadas, el area media nuclear fue
valorada tanto de forma continua como de forma categoérica en el analisis univariante, sin
obtener tendencia ni relacion estadisticamente significativa con respecto a la capacidad de

recidiva tumoral tal como queda reflejado en la Tabla 10.

Tabla 10.- Relacion entre el area media nuclear y la presencia de recidiva tumoral.

Recidiva
AMN No Si Valor de p
N°casos 44 38 0.8§
X+DS 54.0+17.6 55.2421.0

§ Test de Student.
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Los histogramas representados en la Figura 36 muestran la distribucion de los valores

de la media del area media nuclear.
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Figura 36.- Distribucion de los valores del area media nuclear de nuestra serie.

El 4rea nuclear media de las células transicionales de los tumores pT1 demostraron ser

significativamente superiores a la de los tumores pTa (Tabla 11).

Tabla 11.- Relacion entre el area media nuclear y la recidiva tumoral.

AMN/Grado nuclear N’ casos AMN( ) Valor de p
AMN/pTa 32 46.63 £15.6 0.002p
AMN/pT1 50 60+ 19.5

p Test T de Student.
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En la Tabla 12 se muestran los valores del AMN por grados. Se observo que el AMN

de las células de los tumores grado III fue significativamente superior a las de los tumores

grado [ y II.
Tabla 12.- Valores del area media nuclear en funcion del grado
tumoral.
AMN/Grado tumoral N°casos AMN( ) X=DS Valor dep
AMN/Grado I 8 529199 <0.01=z
AMN/Grado 11 58 50.3+16.6
AMN/Grado 111 16 71.8£19.0

& Comparacion Grado [-Grado II: 0.04; Comparacion Grado I-Grado I1I: <0.001;
Comparacion Grado II-Grado I1I: 0.04.

Igualmente, el AMN de las células de los tumores con contenido de ADN aneuploide

demostro ser significativamente superior a la de los tumores diploides (Tabla 13).

Tabla 13.- Valores del area media nuclear en funcién de la ploidia

del ADN
AMN/Ploidia ADN N’ casos AMN( ) Valor de p
AMN/Diploide 39 49.5+16.2 0.016-
AMN/Aneuploide 43 59.6 £20.4

_ Test T de Student
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4.2. RELACION DE LOS PARAMETROS CITOMETRICOS CON LA CAPACIDAD DE
RECIDIVA DEL TUMOR VESICAL SUPERFICIAL G2PT1 Y POSIBLE PREDICCION
DE LA MISMA INDEPENDIENTEMENTE DEL TIEMPO. [ESTUDIO

MULTIVARIANTE.

Para este andlisis, tendremos en cuenta Unicamente los tumores G2pT1 dado que se
trata de un grupo de tumores con un comportamiento bioldgico muy heterogéneo. En este
grupo de tumores G2pT1 se puede observar como neoplasias que parecen idénticas desde el

punto de vista histologico presentan una evolucion muy dispar entre si.

En contraposicion a este hecho, los tumores G1pTa/T1, G2pTa y G3pTa/T1 presentan
una evolucion mas clara y predecible, bien con escasas recidivas y casi nula capacidad de
progresion en el caso de los tumores GlpTa, o con frecuentes recidivas y elevada capacidad

de progresion a formas infiltrantes como ocurre en los tumores G3pT1.

Por estas razones consideramos oportuno realizar el analisis independiente de este
subgrupo de 36 casos de tumores vesicales G2pT1, con objeto de identificar a los pacientes
con elevado riesgo de presentar recidiva tumoral en cualquier momento de su evolucion. Para
ello, utilizamos por un lado los pardmetros predictivos clinicos clésicos, edad, sexo, estadio
patoldgico incluyendo grado y nivel de infiltracion tumoral, nimeros de tumores, tamafio
tumoral y multiplicidad, y por otro, los pardmetros objetivos obtenidos del estudio de ploidia

de ADN a través de la citometria de imagen.

Para dicho andlisis se consideraron todas las combinaciones posibles de las variables
explicativas, clinicas clasicas y citométricas, con respecto a la variable respuesta "recidiva

tumoral", tanto de forma conjunta como de forma individual.

Se llevaron a cabo diferentes analisis para determinar si las caracteristicas clinicas y
los descriptores citométricos, individualmente o de forma combinada, conseguian distinguir a
aquellos pacientes con riesgo elevado de desarrollar recidiva a lo largo de su evolucién

independientemente del tiempo.
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La estrategia del andlisis realizado es la que se detalla a continuacion. La recidiva es
un hecho consustancial a la historia natural del tumor superficial de vejiga. La probabilidad de
su aparicion se relaciona directamente con el estadio patologico y grado de diferenciacion
celular. Otros factores asociados son el tamafio del tumor primario y la multiplicidad o
multifocalidad tumoral. El objetivo principal del presente proyecto de investigacion, era
examinar si las variables derivadas del estudio morfométrico y del contenido de ADN aportan
informacion predictiva de recidiva tumoral, independiente de la aportada por el resto de
factores considerados como clésicos. De esta forma, una vez seleccionados el grupo de
tumores G2pT1, procedimos a realizar un analisis de regresion logistica utilizando como
variables explicativas Unicamente los factores prondsticos considerados como clasicos, es
decir, el tamafio tumoral y la multiplicidad tumoral. Ademas, la edad del paciente fue incluida
como variable categorica. En segundo lugar, realizamos una regresion logistica incluyendo
como variables explicativas las procedentes del estudio citomorfométrico, y de contenido de
ADN. Por ultimo, para determinar si la informacion predictiva aportada por estas variables,
mejoraba la capacidad predictiva de los factores clasicos, se realizd un tercer andlisis de
regresion logistica. En este ultimo andlisis, como variables explicativas, se introdujeron todas
las variables conjuntamente. En todos los andlisis, la variable dependiente o respuesta fue la
presencia de recidiva, categorizada como 0= ausencia de desarrollo y 1= desarrollo. Por otra

parte, determinadas variables explicativas fueron categorizadas asi:
- la edad se agrup6 en menores de 65 afios, de 66 a 75 afios y mayores de 75 afios;
- el indice de proliferacion fue agrupado en, menor o igual al 10 % y mayor del 10%.

En la Tabla 14 se exponen los resultados del andlisis de la regresion logistica en la que
se introdujo como variables explicativas a los factores pronosticos clasicos. .Después de la
seleccion por pasos hacia adelante y hacia atras, el andlisis seleccion6 a las variables: tamario
tumoral, multiplicidad y edad. Ninguna otra variable afadida posteriormente aportod
informacion independiente que mejorase las predicciones con suficiente magnitud para
introducirla en el modelo. Como puede apreciarse los coeficientes son realmente bajos. La
odds ratio nos indica que la probabilidad de desarrollar recidiva se multiplica casi por tres
cuando el tamafio tumoral es superior a 3 cm y por dos cuando existe un nimero de tumores

superiores a 2. La edad afecta levemente, aunque que por cada afio mayor la probabilidad se
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multiplica por 1.3.

Tabla 14.- Resultados del analisis de la regresion logistica utilizando como variables
explicativas los factores prondsticos clasicos

Variables clinicas Coeficiente B Error Wald X Valorde  Odds Intervalo de

clasicas estandar P ratio confianza al
Constante -3.3187 1.6364 4.1132
Edad 0.2866 0.5451 0.2765 0.59 1.3 0.45-3.8
Tamario 1.0347 0.8183 1.5991 0.2 2.8 0.56-14
Multiplicidad 0.8813 0.8536  1.0659 0.30 2.4 0.45-12.7

Con estos resultados construimos un modelo matematico para intentar predecir el
posible desarrollo de recidiva y, posteriormente, lo resolvimos individualmente para cada
paciente. Se calcularon las probabilidades correspondientes, considerandose inicialmente un
punto de corte del 50%. En la Tabla 15, se evalua la capacidad predictiva del modelo
comparando sus predicciones con lo observado. Como puede apreciarse, un 67% (12/18) de
los pacientes que no desarrollaron recidiva, fueron clasificadas como tales por el modelo. Por
otra parte, un 78% (14/18) de los tumores que recidivaron fueron predichos adecuadamente.
De forma global, el modelo alcanza un 72% de casos con clasificaciones correctas, lo que
supone un porcentaje entre moderada y ligeramente superior al que se conseguiria mediante el

azar.

Tabla 15.- Asignacién de pacientes al grupo no recidiva tumoral versus recidiva tumoral segin el
modelo matematico introduciendo los factores clinico-patologicos clasicos.

Asignacion de grupos

Grupo observado Prediccion de recidiva
N° No recidiva Recidiva
N(%) N(%)
No recidiva 18 12 (67) 6 (33)
Recidiva 18 4 (22) 14 (78)

En la Tabla 16, se presentan los resultados de la regresion logistica introduciendo

como variables explicativas las procedentes del estudio citomorfométrico y de contenido de
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ADN. Después de la seleccion por pasos correspondiente, el modelo que se obtuvo fue el
constituido por el grado de hiperploidia tumoral y el indice de proliferacion. El descriptor
citomorfométrico del area nuclear no fue seleccionado por no aportar informacion predictiva
independiente. Segin este modelo, por cada unidad de aumento en el indice de proliferacion,
se multiplica por dos veces y media la probabilidad de desarrollar recidiva. Sin embargo, el

hecho de que un tumor tenga contenido aneuploide no modifica el riesgo.

Tabla 16.- Resultados del analisis de la regresion logistica utilizando como variables
explicativas los parametros citométricos.

Variables Coeficiente  Error  Wald Valor de Odds Intervalo de
citométricas B standar X P Ratio  confianza al 95%
Constante -0.7296 0.6930 1.1083 0.29
Indice proliferacién 0.934360 0.4874 3.6748 0.05 2.5 0.9-6.5
Grado hiperploidia -0.0069 0.0164 1.1083 0.67 0.9 0.7-1.4

En la Tabla 17, se evaltia el modelo comparando las predicciones realizadas por el
modelo y lo observado. El modelo no consigui®é mejorar los resultados del realizado
anteriormente con factores clasicos. Es mas, globalmente solo predijo correctamente un 64%
de los casos, lo que supone un 8% menos de aciertos con respecto al modelo anterior. Tanto
en su capacidad para predecir el desarrollo de recidiva como para descartarla, los porcentajes

de acierto fueron inferiores con un 72% (13/18) y 56% (10/18) respectivamente.

Tabla 17.- Asignacién de pacientes al grupo no recidiva tumoral versus recidiva
tumoral segin el modelo matematico introduciendo los factores citométricos.

Asignacion de grupos

Grupo observado Prediccion de recidiva
N° No recidiva Recidiva
N(%) N(%)
No recidiva 18 10 (56) 8 (44)
Recidiva 18 5(28) 13 (72)

Por ultimo, en la Tabla 18 se exponen los resultados de la regresion logistica en la que
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se incluyeron como variables explicativas una combinacion de los dos modelos anteriores.
Tras la realizacién de todas las posibles combinaciones, el mejor modelo fue el obtenido por
las variables: multiplicidad, indice de proliferacion y edad del paciente. Desaparecieron del
modelo tanto la ploidia como el tamafio al no aportar informaciéon pronostica independiente
cuanto se analizaron de forma conjunta. De acuerdo a las variables seleccionadas, la presencia
de multipliclidad multiplica por tres la probabilidad de desarrollar recidiva. Por otra parte, por
cada aumento en el indice de proliferacion se duplica dicha probabilidad. Con relacion a la

edad, aunque hay que tenerla en cuenta, el coeficiente esta cercano a la unidad.

Tabla 18.- Resultados del analisis de la regresion logistica utilizando como variables explicativas
una combinacion de los dos modelos.

Variables Coeficiente  Error  Wald Valorde  Odds Intervalo de
combinadas B standar X P Ratio  confianza al 95%
Constante -3.3938 1.6731 4.1147 0.0425
Edad 0.5274 0.5146 1.0501 0.3 1.7 0.6-4.6
Indice proliferacién 0.8699 050313 2.9896  0.08 2.4 0.8-6.3
Multiplicidad 1.1606 0.8457 1.8831  0.17 3.2 0.6-16.5

En cuanto al rendimiento predictivo del modelo, se observa una discreta mejora global
con respecto a los dos anteriores con un 75% de casos correctamente asignados (Tabla 19). La
capacidad para predecir aquellos tumores que no van a desarrollar recidiva fue del 78%

(14/18) y la de aquellos que la van a desarrollar del 72% (13/18).

Tabla 19.- Asignaciéon de pacientes al grupo no recidiva tumoral versus recidiva tumoral
segiin el modelo matematico introduciendo una combinacion de ambos modelos.

Asignacion de grupos

Grupo observado Prediccion de recidiva
N° No recidiva Recidiva
N(%) N(%)
No recidiva 18 14 (78) 4 (22)
Recidiva 18 5(28) 13 (72)
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En las tablas 14, 16 y 18 se muestra la constante By que expresa la influencia o peso
especifico que cada parametro tiene en el riesgo de recidiva y el valor de p que expresa el
resultado del contraste de hipdtesis en el que la hipdtesis nula establece que las poblaciones de

donde proceden las muestras tienen las mismas medias y por lo tanto no difieren.

En base a los resultados obtenidos segliin el ultimo modelo de regresion logistica
podemos resumir que, el factor predictivo de riesgo de recidiva més importante es la presencia
de multiplicidad tumoral, seguido de aquellos tumores que presentan un indice de
proliferacion superior al 10%. La edad solo es un factor determinante si se asocia a la

presencia de alguno de los otros dos factores.

4.2.1. PROPUESTA DE CREACION DE GRUPOS DE RIESGO DE RECIDIVA TUMORAL EN BASE A

LOS RESULTADOS DEL ANALISIS MULTIVARIANTE.

El grupo de pacientes con riesgo bajo de recidiva lo constituyen aquellos que presentan
1-2 tumores, con indice de proliferacion inferior al 10%, independientemente de su edad. En

este grupo, la probabilidad de recidivar se multiplica por un factor inferior a 1.

El grupo con riesgo medio lo constituyen aquellos pacientes que presentan, o bien
tumores multiples, o tumores con indices de proliferacion superiores al 10%. En este grupo, la
probabilidad de recidiva se duplica, si bien, en los mayores de 75 afios puede llegar incluso a

multiplicarse por 4.

Por 1ultimo, el grupo de riesgo elevado lo constituyen aquellos pacientes que presentan
multiplicidad tumoral con indices de proliferacion superiores al 10%. En estos casos, la
probabilidad de recidiva se triplica. En este grupo la edad es un factor importante pues la
probabilidad de recidiva se multiplica por 5 en caso de pacientes mayores de 65 y por 9 en los

mayores de 75 afios (Tabla 20).
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Tabla 20.- Grupos de riesgo.

Grupo de Numero Y0 Indice de Riesgo de odds

riesgo tumores proliferacion ratio
Bajo 1-2 y/6 <10% <1
Medio >2 0 >10% 2-4%
Elevado >2 y >10% 3-9%*

* Puede llegar a multiplicarse por 4 en mayores de 75 afios

** Puede llegar a multiplicarse por 9 en mayores de 75 afios
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5. DISCUSION
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Las lesiones papilares superficiales y moderadamente diferenciadas que afectan al
tejido conectivo subepitelial (G2pT1) suponen un enigma. Desde el punto de vista
histoldégico, estas lesiones parecen similares, pero muestran un comportamiento biolodgico
muy diferente. Queda patente que el aspecto morfologico utilizado clasicamente para la
estadificacion de los tumores, parece insuficiente para describir el riesgo de recidiva y/o

progresion de los tumores vesicales G2pT1"".

Alrededor del 25% de los pacientes con nivel de infiltracion pT1 acaban presentando
tumores infiltrantes, elevandose esta cifra a un 40% en los tumores G3pT1'®. Dado que existe
la posibilidad de progresion en los tumores pT1, y que ello conlleva un aumento de la
morbilidad y mortalidad nada despreciable, algunos autores proponen un manejo terapéutico
mas agresivo en algunos tumores T1. Estas terapias varian desde la practica de instilaciones
endocavitarias con Bacilo de Calmette-Guerin, en los casos con elevado riego de invasion de
la capa muscular, sobre todo en los tumores G3 pT1'”’, llegando incluso a la cistectomia

. .« . . y . 2
radical con reconstruccion vesical ileal ortotopica.

La morbilidad y/o mortalidad derivada de ambos tipos de tratamientos no es nada
despreciable, por lo que seria primordial disponer de parametros objetivos que nos
permitieran discernir entre aquellos pacientes con elevado riesgo de recidiva y/o progresion,
que requerirdn un seguimiento mas estricto o la practica de terapias mas agresivas. Estos
parametros objetivos se plantean como imprescindibles a la hora de disefiar arboles de

decision para el diagndstico, pronostico y tratamiento.

El momento del diagnostico anatomopatologico constituye otro punto critico antes de
plantearnos el tratamiento y seguimiento mas adecuado para estos pacientes. Es
imprescindible la correcta caracterizacion de las neoplasias, asi como, que dicho diagndstico
sea reproductible intra e interobservadores’. En general, existe poca discrepancia entre
patologos a la hora de diferenciar entre tumores de bajo grado (G1) y tumores de alto grado
(G3). Sin embargo, el problema aparece cuando se trata de caracterizar a los tumores
moderadamente diferenciados (G2). Frecuentemente, las caracteristicas histologicas de los
tumores grado 2 y de los tumores grado 3 son similares. Conocidas estas limitaciones,
distintos autores han intentado reclasificar este heterogéneo grupo de neoplasias que

constituyen los tumores G2. Pauwels et al*! describen dos grupos de tumores G2 en funcién
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de la variacion citologica y de la polaridad celular, encontrando tasas de recidiva y de

progresion a los 5 afios diferentes entre ambos subgrupos.

Por su parte, Blomjous et al*”?

intentan una aproximacion mas objetiva y reproductible
subclasificando a los tumores G2 en funcién del tamafio nuclear, haciendo distincion entre
tumores con niicleos menores de 95 Mm? y tumores con niicleos mayores de 95 mm* **. De
esta forma, encuentran diferencias estadisticamente significativas en términos de recurrencia y

de supervivencia a los 5 afios entre ambos subgrupos neoplasicos.

La revision de la literatura muestra como numerosos grupos de trabajo centran su
atencion en el estudio e incorporacion de nuevos marcadores citogenéticos y moleculares, que
permitan mejorar el diagnostico histoldégico obviando el componente subjetivo inherente al
mismo, asi como, que permitan establecer grupos de riesgo de recidiva y de progresion

tumoral.

En la altima década un elevado numero de estudios citométricos, tanto de flujo como

de imagen, han demostrado que la ploidia del ADN tiene valor pronostico en el estudio de

189-204 Otros investigadores, no encuentran relacion alguna o

205,159

diferentes tipos de tumoraciones

¢ésta resulta poco relevante, con respecto a las variables clinico-morfologicas cléasicas

Los estudios revisados concernientes a la citometria de flujo y de imagen, coinciden en

. - o1 1 .206,188,158,207

que los hallazgos obtenidos por medio de una u otra son totalmente superponibles .
Cohen et al’®, encuentran un 91% de concordancia entre los resultados obtenidos por

citometria de flujo y los obtenidos por citometria de imagen.

Kline et al.**”’, en un estudio de revision, opina que pese a que los resultados obtenidos
por medio de citometria de flujo y de imagen son superponibles, la citometria de imagen
supera a la de flujo a la hora de detectar poblaciones aneuploides ignoradas por la citometria
de flujo, sobre todo, las poblaciones tetraploides. De esta forma, aporta mayor sensibilidad
que la citometria de flujo en el seguimiento de pacientes con historia de tumor vesical,
precisamente por su capacidad para detectar poblaciones aneuploides. Un 16% de muestras
reanalizadas por medio de citometria de imagen sobre lavados vesicales, fueron reclasificadas
como tetraploides. Las razones de porque la citometria de flujo no detecta estas poblaciones

son diversas, dilucion de células tetraploides entre las células diploides, pérdida de células
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tetraploides durante la preparacion celular y/o error en el manejo de la muestra. La citometria
de imagen evita estos sesgos al realizar una seleccion visual de las células, excluyendo células
dobletes que darian falsas poblaciones tetraploides y confirmando la presencia de poblaciones

morfoloégicamente anomalas.

El estudio de la ploidia del ADN nuclear puede ser utilizado como una herramienta
diagnostica y de prondstico, a la hora de determinar el manejo de ciertas neoplasias. Se han

210,211
desarrollado protocolos®'”

en los que se combinan las técnicas histologicas clasicas con la
determinacion de la ploidia de ADN en la orina emitida por el paciente, las cuales permitirian
detectar anomalias incipientes. Sin embargo, debemos ser cautos a la hora de su
interpretacion. Los tumores benignos tienden a ser euploides y los malignos con gran
frecuencia muestran histogramas aneuploides, pero esto no es siempre asi. La aneuploidia del
ADN no indica siempre malignidad y la diploidia tampoco indica siempre benignidad. Asi,
por ejemplo, los adenomas endocrinos benignos y las hiperplasias endocrinas muestran ADN
aneuploide hasta en un 30% de los casos, sin implicar por ello transformacion neoplésica’'?.
Se ha observado que en ocasiones tumores grado 3 eran diploides, mientras que tumores

. 190,2
grado 1 eran aneuploides. Para algunos autores'***"’

, el nivel de ploidia de los tumores puede
estar reflejando un fendmeno de degeneracion, unido a la edad del tumor mas que a su
potencial agresivo. Este fenomeno puede aparecer tanto en tumores benignos como en
tumores malignos. Para este grupo de estudio, la explicacion de la aneuploidia vendria dada
porque los tumores perderian cromosomas o bien, sumarian aberraciones cromosdmicas
durante los ciclos celulares. El resultado de estas pérdidas progresivas conforme las células
van pasando a través del ciclo, acabarian dando como resultado un indice de ADN entre 1.5 y
2.0. Devonec et al*"®, proponen que todos los tumores en su inicio son diploides, y que sélo la
edad y los multiples pasos por el ciclo celular provoca que algunos de ellos se transformen en
aneuploides. Un gran nimero de ciclos celulares inherentes a la edad del tumor, provocaria la

acumulacioén de aberraciones cromosomicas, y por ende la aneuploidia. Entendido de esta

forma, la aneuploidia seria un factor indirecto de agresividad.

La razon o razones por la que estas células que han adquirido alteraciones en su

material genético, escapan del control celular eludiendo los mecanismos de apoptosis y

214
1

persisten a través del ciclo celular, queda por clarificar. Abdel-Moneim et al* ™ estudian, sobre
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una serie de 38 tumores de distintas estirpes, la posible relacion entre aneuploidia,
proliferacion y apoptosis sin encontrar ninguna o muy débil relacion entre ellos. Segiin estos

autores los tumores aneuploides presentan pocas células apoptoticas.

La complejidad de la interpretacion del significado de la ploidia se pone de nuevo de
manifiesto en el momento de interpretar el significado de ciertos tipos de aneuploidia como es
el caso de los tumores tetraploides. Este problema es debido, en parte a que, existe poco
consenso en los criterios utilizados para designar a una poblacion celular como tetraploide.
Para Shabaik?"et al, una poblaciéon se considera tetraploide por medio de citometria de
imagen, cuando el histograma contiene un pico predominante en la posicion correspondiente a
las fases G2+M, con un minimo nimero de células en la zona diploide. Los hallazgos en la

literatura a este respecto son contradictorios.

En el estudio realizado por Klein et al*” encuentran que, solo el 55% de casos
clasificados como ADN tetraploide exhibieron evidencia clinica o patolégica de neoplasia, y
opinan que la presencia de poblaciones tetraploides puede estar relacionada con procesos
inflamatorios o reactivos, constituyendo en ocasiones un hallazgo irrelevante. En contrate, el

97% de los tumores con ADN aneuploide-no tetraploide mostraron evidencia tumoral.

Shabaik et al*'> encuentran que los tumores de bajo grado que recidivan son todos

tetraploides.

Para Lipponen et al** los tumores tetraploides presentan un comportamiento en
términos de supervivencia que no difiere del resto de tumores aneuploides, por lo que los
incluyen dentro de la aneuploidia. También observan que los tumores diploides, con mas de
un 10% de células en proliferacion, deben ser considerados de forma diferente al resto de
tumores diploides, pues la supervivencia no difiere de forma significativa del resto de tumores

que proliferan rapidamente.

Tanto la citometria de flujo como la de imagen coinciden en que el andlisis del ADN

no debe ser utilizado por si s6lo como base para la toma de decisiones clinicas, pero si debe

J . .y ’ ;e - 216,217.
ser utilizado en conjuncion con los otros parametros clinicos y de laboratorio® >

Para Mora et al*'®, la citometria de imagen tiene un importante papel en el seguimiento
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de pacientes con neoplasia urotelial, pero debe ser utilizado con juicio y junto con el
diagnostico citoldgico, pues puede aportar importante informacién en aquellos tumores con
propension a la recidiva o metéstasis. El método pierde sensibilidad en las lesiones de bajo
grado siendo necesario el desarrollo de marcadores moleculares mas especificos que puedan

ser utilizados como herramientas diagnosticas.

Un consenso internacional celebrado en octubre de 1992, valord la relevancia del
analisis de ploidia del ADN en distintos tumores, encontrando gran controversia en las
opiniones de los autores revisados. Se llego a la conclusion de que la aneuploidia del ADN se
mostraba como un factor pronostico negativo e independiente en los melanomas malignos,
carcinoma de pulmoén de células pequenas, cancer de esofago, ovario, endometrio, prostata,

vejiga urinaria y carcinoma papilar de tiroides™"”.

Una nueva revision de consenso'”’ sobre la utilidad de la citometria en el cancer
vesical llego a la conclusion, de que ésta no puede ser utilizada en el cribaje o screening del
cancer vesical ni en el estudio de la hematuria, pues aunque la sensibilidad de la citometria en
muestras de irrigacion vesical, es mayor a la hora de detectar malignidad que la citologia, la
especificidad es demasiado baja en el cribaje de pacientes con bajo riesgo de sufrir una
neoplasia vesical. Seglin esto, la citometria estaria recomendada inicamente en pacientes con
tumor, historia de tumor vesical o alta sospecha de la existencia del mismo. Su principal
utilidad seria la estratificacion de tumores superficiales grado 2 pT1 y Cis, dado que forman

un grupo muy heterogéneo donde la diploidia y la aneuploidia se distribuye casi por igual.

El estudio del ADN por medio de citometria tiene también utilidad en el momento del
diagnostico y seguimiento de los tumores vesicales superficiales. La ploidia del ADN puede
ser analizada tanto en muestras obtenidas por biopsia como por reseccion o por lavado
vesical. Para el seguimiento de los pacientes el lavado vesical es la mejor técnica de recogida
de muestra. Se considera que la practica del analisis de la ploidia, por medio de citometria de
flujo en el lavado vesical durante el seguimiento de estos pacientes, es incluso mas sensible a

la hora de detectar la recidiva que la citologia de orina®"**'

;. 220
al desarrollo de tumor clinico™".

, pudiendo anteceder en el tiempo

En el seguimiento de tratamiento quirurgico conservador, se ha podido ver que si
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después de la RTU se detecta en el lavado vesical un pico aneuploide-no tetraploide puede
estar indicando recidiva, teniendo en cuenta que la presencia de un histograma diploide no la

excluye'”

A la hora de monitorizar el tratamiento endocavitario se ha visto que a los 6 meses del
tratamiento intravesical con BCG, la deteccion en el lavado vesical de poblaciones con ADN
aneuploide puede ser un buen predictor de progresion y fracaso del tratamiento. Por otra
parte, la aparicion de histogramas diploides tras el tratamiento, cuando previamente la
poblacién tumoral mostraba histogramas aneuploides, puede indicar buen prondstico con

. .. 21
buena respuesta a la terapia administrada®'’.

Casi toda la literatura revisada coincide en la asumpcion de que los pardmetros
histologicos clasicos como, el grado histoldgico y el estadio tumoral constituyen hoy por hoy,
y a pesar de la problematica de la subjetividad y baja reproductibilidad del estudio

anatomopatologico, los pilares en el diagnostico y prediccion evolutiva tumoral.

En este estudio se han valorado los distintos factores prondsticos clésicos descritos en
los capitulos previos y no hemos hallado relacion entre el grado histoldgico y el estadio
tumoral con la presencia de recidiva. Por el contrario, fue relevante la informacion aportada

por el tamafio y por la multiplicidad tumoral con respeto a la recidiva.

. 1 . g . .

Para Blomjous et al.'®, los tumores recidivantes estudiados en su serie de 80 casos por
citometria de imagen, eran aneuploides y de mayor tamafio, observando un indice de recidiva
significativamente superior entre los tumores aneuploides y mayores de 4 cm frente a los

tumores diploides y menores de 4 cm.

20
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Para van Velthoven et al™’, el tamafno tumoral también se asocia con distribucion

anomala del ADN.

Otro importante factor pronostico cldsico a destacar es la presencia de multiplicidad de
los tumores, caracteristica ésta muy frecuente de los tumores vesicales superficiales. La
multifocalidad o multiplicidad del carcinoma de células transicionales vesicales y del tracto
urinario superior, ha sido atribuido por distintos autores por un lado, a la siembra de células

tumorales exfoliadas y por otro, a la sensibilidad de todo el urotelio al estimulo provocado por
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los carcindgenos®**%.

Con la intencion de evaluar si las alteraciones genéticas conocidas pueden ser la causa
de la multiplicidad de los tumores transicionales vesicales, Pycha et al.m, disefian un estudio
con 47 pacientes con tumores transicionales multifocales sincronicos y/o metacronicos, en los
que determinan por medio de FISH, técnicas de inmunohistoquimica y citometria de imagen
las alteraciones cromosomicas, alteraciones de expresion de distintos marcadores como p53 y
Ki-67 asi como, las alteraciones a nivel de la ploidia de ADN en muestras de tejido vesical
normal y tumoral. En su estudio encuentran alteraciones cromosémicas de los cromosomas 7,
9 y 17 muy similares tanto en las muestras malignas como en las no malignas, variando
unicamente la frecuencia de dichas aberraciones, 1.4 veces mas frecuentes en muestras
malignas que en las no malignas. A nivel de la ploidia del ADN, obtuvieron un 10% de
aneuploidia entre las muestras tumorales y un 57.5% de aneuploidia en las muestras no
tumorales. Para p53 y Ki-67 ocurrio lo mismo que a nivel cromosomico, es decir, se
encontraron patrones de alteracion similares para muestras tumorales y para muestras no
tumorales variando nuevamente la frecuencia, 3.5 veces mas frecuente entre muestras
tumorales que entre no tumorales, para ambos marcadores. Las alteraciones genéticas
aparecen de forma concomitante en los tejidos tumorales y no tumorales uroteliales, difiriendo
unicamente en la frecuencia, por lo tanto, es licito sospechar que la inestabilidad genética esta

presente en todo el urotelio.

Hoy por hoy, se sigue creyendo en el origen monoclonal de la multiplicidad tumoral
provocada por la dispersion intraluminal o migracion intraepitelial de las células tumorales
dentro de la vejiga. Esta migracion o dispersion celular estaria favorecida por cambios
inflamatorios, de forma que determinados factores de crecimiento y citoquinas permitirian la

dispersion del clon original y por lo tanto la multiplicidad tumoral.

Los datos aportados por la citometria de imagen son muy numerosos. En nuestro
estudio, siguiendo el ejemplo de otros grupos de trabajo, nos hemos centrado en la
interpretacion del tipo de ploidia o tipo de histograma, grado de hiperploidia, indice de
proliferacion, grado de malignidad y &area media nuclear, los cuales se discuten a

continuacion.
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En la citometria de imagen, el ADN se mide a través de la densidad optica integrada
(DOI) y sus valores se representan graficamente en los histogramas de ADN. Los criterios
seguidos para determinar la ploidia de los tumores son variados, utilizdndose en unos casos el
indice de ADN (IADN) y en otros los tipos de histogramas. Distintos autores realizan
clasificaciones diferentes de los tipos de histogramas con la intencion de acercarse mas al
comportamiento tumoral, o para poder mejorar las comparaciones de los resultados obtenidos
por medio de citometria de imagen a los obtenidos por medio de la citometria de flujo.

Steinbeck et al*®’

, clasifica los histogramas de ADN en cuatro tipos. Considera que los
tumores euploides tienen histogramas tipo I (diploides), tipo II (diploides-tetraploides) y tipo
IIT (diploides+proliferacion). El resto de histogramas que no cumplen los criterios anteriores

son considerados tumores aneuploides.

En cambio, Sampedro et al.'" incluyen los tumores con histograma tetraploide dentro

de los tumores aneuploides.

Longin et al.**®, estudiaron la influencia de distintos parametros sobre el patron de
ploidia del ADN en el cdncer de mama, y demostraron que la aneuploidia depende de los
parametros seleccionados. En su estudio, utilizaron cuatro parametros para determinar el
patron de ploidia del ADN: los tipos de histogramas de ADN segun la clasificacion de Auer,
el IADN, el 5cER, y el GM-ADN definido por A. Bocking et al'®’. Estos autores consideraron

los tumores como aneuploides, cuando se daban las siguientes condiciones:
- los tipos de histograma de ADN eran del tipo III y IV descritos por Auer,
-el IADN era21.25,

-el GM-ADNera31.1y

- el 5¢cER 3 1%.

Tan so6lo 26 tumores de los 58 tumores aneuploides estudiados cumplian con los cuatro
criterios de aneuploidia. Los autores concluyeron que, en funcién de los parametros
estudiados y de los criterios aplicados para definir los tumores como euploides o aneuploides,

un mismo tumor puede ser clasificado de forma distinta.
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122, establecen unos criterios para clasificar los tumores como euploides o

Login et a
aneuploides en los que existen incongruencias, ya que definen los tumores con histogramas
del tipo II (tetraploides, pico en 4c) como euploides. Estos autores definen estos mismos
tumores como aneuploides basandose en el IADN (IADN=2, pico en 4c). En nuestra opinién
es mejor la utilizacion de un s6lo pardmetro para definir el patron de ploidia del ADN. En los

estudios realizados con citometria de imagen, el pardmetro mas apropiado para definir el

patron de ploidia seria la clasificacion por tipos de histogramas de ADN.

Igual que en nuestro estudio, Login et al’*® también tuvieron problemas con la
clasificacion de Auer al clasificar algunos tipos de histogramas de ADN. La falta de criterios
claramente definidos para identificar situaciones dificiles de diferenciar, como son la
presencia de proliferacion celular, o la de pequenas poblaciones de células aneuploides, dan
lugar a la libre lectura del observador. En estas condiciones, el resultado estd sujeto a la

variabilidad de la interpretacion subjetiva del histograma.

En nuestro estudio, dos observadores clasificaron los histogramas de ADN mediante la
clasificacion de Auer. Dada la discordancia en algunos resultados, en una segunda fase se

194
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aplico la clasificacion descrita por A. Sampedro et al ", con el fin de reducir la discordancia.

Esta estrategia nos permitié reducir pero no eliminar este problema.

En el presente estudio hemos utilizado como parametros densitométricos el DH, la
clasificacion segun tipos de histograma y, ademas el GM-ADN, con la finalidad de obtener un
parametro mas objetivo para diferenciar los tumores en funcién de su mayor o menor
malignidad, y poder establecer un criterio que se relacione mejor con el prondstico de la

enfermedad.

Siguiendo lo descrito por A. Bocking et al en 1984'%", hemos considerado el GM-ADN

distribuido en tres grados tal como se coment6 en el capitulo de Material y Métodos.

La utilizacién de esta metodologia se justifica teniendo en cuenta los resultados
publicados por A. Bocking et al. en 1984**7 que relacionan la agresividad de distintos tipos

de tumores con el GM-ADN obtenido en cada uno de ellos.

Generalmente los tumores asociados a baja malignidad, tales como el plasmocitoma, el
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inmunocitoma, la leucemia linfatica crénica y el linfoma centrocitico-centroblastico, muestran
en la mayoria de los casos un GM-ADN bajo, entre 0 y 1. En cambio, los tumores conocidos
por su elevada malignidad histolégica, como por ejemplo el sarcoma de Ewing, se asocian a
GM-ADN comprendidos entre 2.0 y 3.0. En los adenocarcinomas de mama y de prostata
existe un amplio espectro de valores, comprendidos entre 0.2 y 2.8, al igual que ocurre en los

linfomas considerados como una entidad global, donde el GM-ADN se sitiia entre 0 y 2.8.

Ademas, dentro de un mismo tipo de tumor con idéntico patron de ploidia del ADN, se
han observado diferencias con respecto al comportamiento maligno en los tumores

22 . . .
1%, en un estudio sobre tumores colorectales, observaron diferencias

aneuploides. Lanza et a
en el caracter maligno de distintas poblaciones aneuploides y detectaron, en un estudio por
citometria de flujo, que los tumores tetraploides y moderadamente aneuploides, segiin su
IADN, presentaban una reincidencia tumoral inferior a la hallada en tumores con una marcada

aneuploidia.

En nuestra serie, a pesar de que nos hemos centrado en la presencia de recidiva
tumoral y no en la progresion tumoral, hemos querido valorar el GM-ADN, por un lado con la
intencion de afiadir un pardmetro mas objetivo, y por otro dado que en su significado
intrinseco, el GM-ADN alberga la actividad proliferativa tumoral. A pesar de que estas
caracteristicas apuntaban hacia el GM-ADN como un marcador 6ptimo, en este estudio no ha

anadido informacion valida con respecto a la recidiva tumoral.

Aunque las dos técnicas citométricas de ADN, citometria de flujo y de imagen, ponen
de manifiesto el patron de ploidia del ADN, ambas proporcionan una informacion con
significado bioldgico distinto en algunos aspectos. Las principales diferencias, entre otras,

estriban en el método de seleccion celular y en el tamafio de la muestra analizada.

Generalmente, si comparamos los histogramas de ADN procedentes de ambas técnicas
citométricas, se observa que los histogramas asociados a técnicas de citometria de imagen
muestran una mayor dispersion de los datos. Con frecuencia se obtienen picos celulares
menos definidos debido al reducido niimero de nucleos analizados. Por ello, el patron de
ploidia del ADN se determina habitualmente en relacion a la clasificacion de tipos de

histogramas de ADN. En cambio, en el andlisis por citometria de flujo, se determina el patron
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de ploidia del ADN en relacion al IADN asociado al pico que representa la poblacion celular

con mayor contenido en ADN.

Para el calculo del IADN descrito en el apartado 1.7, se analiza una muestra celular
que varia de tamafio en funcidn de la técnica utilizada. En citometria de imagen, el tamafio de
la muestra varia habitualmente entre 100-300 ntcleos, y en la citometria de flujo, varia entre
10.000-20.000 nucleos. Generalmente, se considera que un pico que contiene como minimo
entre un 20%a un 30% del total de las células analizadas representa una poblacion celular.
Esto nos indica que en la citometria de imagen estamos valorando el patrén de ploidia en
funcién de un TADN calculado en relaciéon a una poblacion entre 20 y 60 células, y en la
citometria de flujo en relacion a una poblacion entre 2000 y 3000 células. En nuestra opinion,
el IADN obtenido mediante citometria de flujo es mas preciso en cuanto a la identificacion de
poblaciones celulares, sin embargo, en la citometria de imagen el IADN es poco fiable y
reproducible. Ademas, en citometria de imagen, se puede perder informacion al expresar un
resultado global considerando unicamente una pequefia fraccion de la muestra total

cuantificada. Por ello, en nuestro estudio no hemos considerado este parametro.

El método de seleccion de células que hemos empleado es el selectivo, que tiene
ventajas sobre el sistemdtico y aleatorio, ya que permite detectar con mayor certeza las
pequeiias poblaciones aneuploides en la muestra estudiada. Es por ello, que en la mayoria de
nuestros casos hemos hallado en mayor o menor proporcion, pequefias poblaciones celulares

de caracteristicas aneuploides con un alto IADN.

En relacion a la sensibilidad del muestreo selectivo en la deteccion de pequenas

1.2 que, al estudiar la variabilidad entre

poblaciones celulares, coincidimos con. Reeder et a
los datos obtenidos al aplicar diferentes criterios de seleccion de la muestra, demostraron que
mediante el muestreo selectivo se obtiene una mayor sensibilidad con respecto a la
identificacion de poblaciones aneuploides, pero con resultados menos reproducibles que en el

muestreo sistemadtico y aleatorio.

De todas formas, optar por un procedimiento o por otro depende del significado
biologico y prondstico que se le quiere atribuir a la presencia de pequenos clones aneuploides

en la muestra tumoral. En nuestro caso, es importante detectar estas poblaciones ya que
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pretendemos encontrar una asociacion de las mismas con el comportamiento biologico y el

pronostico del tumor.

Raitanen et al.?°

, analizan 51 tumores transicionales superficiales de vejiga
encontrando que la mayoria de los tumores que presentaron recidiva pero no progresion eran
diploides y p53 negativos. En este estudio, la ploidia de ADN resulto ser un buen predictor de

agresividad tumoral por encima de la expresion de p53.

Toakim-Liossi et al.”', realizan un estudio sobre 80 pacientes diagnosticados de
carcinoma transicional vesical superficial. En cada caso se realiza estudio de ploidia por
medio de citometria de imagen (SAMBA 2005), y estudio de expresion de la proteina p53 por
medio de inmunohistoquimica (avidina-extravidina), encontrando una importante relacion
entre recurrencia y la ploidia de ADN al igual que otros investigadores™>>>. Para estos
autores existe un elevado porcentaje de recidivas en pacientes con ADN aneuploide y

sobrexpresion de p53 (p53+).

Nuestros hallazgos coinciden con los de los grupos de investigacion que no relacionan
la ploidia del ADN ni con la recidiva ni con la progresion tumoral. Tanto la valoracion global
de nuestra serie, como la del subgrupo de tumores G2pT1, no ha mostrado relaciéon alguna
entre los tipos de ploidia, valorados éstos de las distintas formas expuestas en el capitulo de
Material y Métodos, y la presencia de recidiva tumoral en cualquier momento de la evolucion

del enfermo. Estos resultados estan en acuerdo con los obtenidos por deVere™*.

Para otros autores como Decaestecker y Sowter™*, el nivel de ploidia vy la clasificacion
de los histogramas si presentaron valor prondstico cuando se tienen en cuenta de forma
conjunta. En su estudio los pardmetros mds importantes son el porcentaje de nucleos
hiperdiploides e hipertetraploides, los cuales describen la presencia de subpoblaciones

aneuploides especificas, siendo estos hallazgos especialmente utiles en los tumores grado 2.

123

Por otra parte, Sanchez-Fernandez de Sevilla et al.’demuestran que una notable

proporcion de tumores vesicales con progresion eran diploides, mientras que algunos tumores

superficiales que no progresaron eran aneuploides.

Para deVere White et al**®, la aneuploidia no contribuye en la informacién sobre la

138



Discusion

recidiva ni sobre la progresiéon de los tumores vesicales superficiales, encontrando tanto
tumores diploides entre las tumoraciones grado 3, como tumores aneuploides entre los
grado 1. Estos autores coinciden en la interpretacion de la aneuploidia como un dato sobre la
madurez del tumor, y asumen que el grado tumoral y la ploidia no contienen exactamente la
misma informacién. En concordancia a estos hallazgos, todos los tumores G1 de nuestra serie
son aneuploides, quizas debido a la madurez del tumor o quizds al procedimiento de tipo

selectivo utilizado por nosotros durante el estudio citométrico.

Se debe tener en consideracion que la ploidia provee una vision media global de la
composicion genética de las células cancerosas, mientras que otras alteraciones moleculares
como por ejemplo, las alteraciones de p53 definen una mutacion especifica que podria
fomentar la inestabilidad genética. Todo y asi, la aneuploidia puede ser suficiente para generar
inestabilidad genética dado que se ha visto, que tanto en cultivos de células transformadas de
embriones de hamster chino como en células cancerosas humanas, la inestabilidad del
cariotipo de estas células es directamente proporcional al grado de aneuploidia. Algunos
autores proponen que la heterogeneidad fenotipica de las células cancerosas es el resultado de

la inestabilidad de su cariotipo.

La segregacion simétrica de los cromosomas depende de la existencia de dos copias
idénticas de los genes durante la mitosis. Cuando un gen se altera por medio de diferentes
mecanismos, aparece la aneuploidia y la célula se dividird sujeta a una segregacion
cromosémica asimétrica, de forma que no se produciran dos copias idénticas de cada
cromosoma. Cada vez que se produzca la mitosis, la célula entrara en un proceso denominado
"error de propagacion cromosémica"®’, de forma que sera practicamente imposible mantener
el cariotipo normal en aquellas células cancerosas con propagacion clonal, lo cual ocurre en la

, 238,239
mayoria de los tumores™"""".

De esta forma, el fenotipo celular puede ser modificado por dos mecanismos

. 239
diferentes™":

1) por medio de una mutacion que implique la sintesis de una proteina,
2) aumentando o disminuyendo el niumero de lineas celulares diploides ligadas a enzimas

cuyo producto final esta relacionado con la determinacion del cariotipo.
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Por otra parte, es conocido el hecho de que los tumores transicionales presentan
Y. . . 24() .
defectos genéticos tales como, deleciones parciales del cromosoma 97", aberraciones

numéricas de los cromosomas 7, Q133136 y 17136’241,

asi como, signos indirectos de

135,242
3199

inestabilidad genética como, sobrexpresion del gen supresor pS o del marcador de

245

#4324 5 alteraciones de la ploidia del ADN**.

proliferacion Ki-67

Waldman et al.246, encuentra una correlacion directa entre el aumento numérico del
cromosoma 7 y una mayor agresividad tumoral. Ello puede ser debido a que en el cromosoma
7 se hayan ubicados genes que promueven la proliferacion tumoral. Los cambios en el
cromosoma 9 se han asociado con la presencia de tumores vesicales superficiales y la
monosomia de este cromosoma 9 se ve implicada en la presencia de recurrencias pero no de
progresion tumoral'>. La progresion tumoral se ha visto asociada con mutacién en el locus
del gen supresor p53 ubicado en el cromosoma 17, junto a aberraciones en el cromosoma
9331362471 a5 mutaciones de p53 y aberraciones del cromosoma 17, parecen ser la primera
alteracion genética que ocurre con mayor frecuencia en los tumores transicionales

invasivos>8249230,

La presencia de bajas positividades para estos dos marcadores, p53 y Ki-67, en células
tumorales y en células normales puede estar en relacion con lo postulado acerca de la teoria
sobre la oncogénesis de los carcinomas transicionales, segun la cual estos tumores se deberian
a alteraciones genéticas que acontecen a diferentes niveles ("multistep genetic alteration”), de

forma que los cambios citogenéticos se presentan mucho antes que a nivel histologico.

Es importante tener en cuenta que los andlisis citogenéticos son mas especificos a la
hora de valorar alteraciones del ADN, y mas sensibles en la determinacion de pequefios
defectos del ADN que la citometria, tanto de flujo como de imagen. Esto es debido a que la
citometria es una técnica cuantitativa Unicamente y da una informacién del ADN total o
global, de forma que lesiones tempranas con discretos disbalances genéticos pueden mostrar
histogramas diploides ya que su ADN total serd normal en ese momento o cercano a la

normalidad.

Otro parametro obtenido a partir del estudio de muestras tumorales por medio de

técnicas de citometria de ADN (citometria de flujo y de imagen), es la fraccion celular en
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proliferacion o indice de proliferacion (IP). Este parametro ha sido utilizado como marcador
de deteccion de recidiva precoz en el seguimiento de pacientes con tumores vesicales
transicionales superficiales, al considerarlo como un pardmetro objetivo que podria indicar la

presencia de cambios celulares sugestivos de malignidad.

Un razonamiento similar al aplicado previamente con el IADN, explicaria los
inconvenientes que existen para los valores del IP obtenidos en el andlisis de imagen. Tanto la
citometria de imagen como la de flujo proporcionan este parametro, pero en la citometria de
imagen su fiabilidad es inferior. Ello es debido al escaso nimero de nicleos cuantificados y a
la elevada dispersion que se asocia a los datos obtenidos sobre el contenido en ADN. En los
tumores aneuploides podemos detectar varias poblaciones celulares solapadas entre si con
distinto contenido en ADN nuclear andémalo. En estos casos este parametro pierde su
significado. Ello es debido, a que es practicamente imposible diferenciar si las células
tumorales estan en proliferacion o en una fase Go/Gl, a menos que se utilicen técnicas
adicionales que analicen la actividad proliferativa como puede ser, la determinacion

inmunohistoquimica de la proteina del gen Ki67 o del gen PCNA entre otros.

Pantazopoulos et al.”*', investigan la actividad proliferativa de 60 tumores vesicales
superficiales (pTa y pT1) por medio de la determinacion de la expresion de la proteina PCNA
en cortes de tejido tumoral parafinado, asi como, el contenido de ADN de las mismas
muestras por medio de citometria de imagen. Los resultados obtenidos por estos
investigadores muestran una fuerte influencia del porcentaje de células en proliferacion y el
tipo de histograma de ADN, no encontrando recurrencia en el grupo de tumores diploides con
porcentaje de PCNA inferior al 30%, en contraste con un elevada tendencia a la recidiva en

los pacientes con tumores aneuploides y expresion de PCNA superior a 30%.

Para otros autores como Tizzani et al.252, no existe relacion estadisticamente
significativa alguna entre la aneuploidia del ADN, indice de ADN, fraccion de nucleos
hiperdiploides y porcentaje de positividad al factor de proliferacion Ki 67 con respecto a la
recidiva precoz ni a la progresion de los tumores vesicales superficiales. En este estudio tan
solo la fraccion de células en fase S es el unico parametro valido para predecir la recidiva

tumoral y progresion en los tumores vesicales superficiales.
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Rivas del Fresno et al. *>

, en su estudio sobre IADN e IP obtenidos por medio de
citometria de flujo, en el lavado vesical de pacientes intervenidos y tratados tras ser
diagnosticados de un tumor vesical transicional, aportan que dichas variables pueden ser muy
utiles a la hora de valorar la recidiva superando a la citologia de orina pero insistiendo en que
se trata de variables complementarias que apoyan al diagnostico anatomopatologico cléasico
pero que de momento no lo pueden reemplazar. También realizan una valoracion sobre el
sustrato del andlisis, apuntando que lo ideal es realizar el analisis de ploidia sobre las muestras
tumorales y sobre el lavado vesical ya que, aunque el estudio realizado sobre el corte

histologico es mas sensible que el realizado a partir del lavado vesical, si se realizan ambas

determinaciones se consigue predecir hasta el 50% de las recidivas.

Al analizar nuestra serie, hemos obtenido que el indice de proliferacion obtenido a
través del estudio de la ploidia del ADN por medio de citometria de imagen, podria ser
contemplado como un marcador util para predecir la recidiva tumoral en los tumores vesicales
papilares superficiales. Este hallazgo concuerda con el obtenido por otros grupos. Lipponen et
al®*, realizan un estudio en 448 tumores vesicales superficiales teniendo en cuenta la
clasificacion TNM, el grado tumoral, el indice mitético, la ploidia del ADN y la fraccion de
células en fase S o en fase de proliferacion de cada tumor y llegaron a la conclusion de que en
los tumores papilares, el indice de proliferacion es un factor prondstico independiente por
encima incluso de la ploidia del ADN. Asi, los tumores con un indice de proliferacion

. T 2 ;.
superior al 10% o tumores con mas de 10 figuras mitdticas/mm”, presentan un prondstico

desfavorable.

No todos los estudios realizados hasta al momento coinciden en el significado de la
fraccion de células en proliferacion o fraccion de células en fase S, asi como, no todos
encuentran diferencias a nivel de supervivencia entre los tumores con bajo y con alto
porcentaje de células en fase S. Estas discordancias pueden ser debidas a diferencias en el
manejo de las muestras y en la interpretacion de los histogramas, siendo imprescindible la
aplicacion de técnicas computarizadas que permitan realizar el analisis nuclear de forma

fidedigna y reproductible.

. 254 , q- . ., . .,
Para estos mismos autores®”, el indice de proliferacion tampoco aporta informacion

adicional sobre la recidiva, pero si sobre la progresion tumoral.
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El grado de hiperploidia (DH) es otro de los pardmetros que ofrece el estudio del ADN
por medio de citometria de imagen. Numerosos autores coinciden en considerarlo como un
importante parametro de agresividad de los tumores vesicales junto a otros como son, el
porcentaje de células en fase S (IP) o el tamafio nuclear valorado a través del area nuclear. Sin
embargo, como ya se ha mencionado, el valor de estos parametros parece ser importante a la
hora de valorar la agresividad y capacidad de progresion tumoral, pero no muestran un papel

relevante para predecir la recidiva tumoral. Hemstreet et al.'’

realiza un estudio de ploidia
por medio de citometria de imagen en bloques parafinados de 88 tumores transicionales de
bajo grado concluyendo que, la aneuploidia y la presencia de células con contenido de ADN
mayor de 5C, deberian ser seguidos mas estrechamente que los que no cumplen estos
criterios. Estos autores encontraron asociacion entre aneuploidia, muerte cancer-especifica y
recidiva tumoral. Para este grupo de trabajo queda claro que el analisis de la ploidia del ADN
de los tejidos por medio de citometria de imagen, puede identificar a pacientes con elevado
riesgo de recidiva y muerte. Resultados similares a los de Hemstreet son los obtenidos por de

la Roza et al*’

, que en su estudio sobre 78 tumores vesicales superficiales, obtiene que el
68% de los casos que mostraron elevados porcentajes de células con contenido superior a 5C

presentaron recidiva.

Con respecto a la informacion aportada por el area media nuclear debemos concluir en
nuestro estudio, al igual que otros autores™, que dicho pardmetro no presenta una relacién
estadisticamente significativa en términos de recidiva. Garcia et al.>>"*®  establecen un punto
de corte para el area media nuclear de 50 _m? en un intento de diferenciar los tumores G2 en
dos subgrupos con comportamiento estadisticamente significativos, sin encontrar que este

descriptor morfométrico discrimine entre ambos subgrupos.

Si bien en nuestro estudio el AMN no mostr6 relacion estadistica en términos de
recidiva si hemos objetivado como los tumores pTa muestran AMN inferiores a la AMN de
los tumores pT1 con una diferencia estadisticamente significativa entre los tumores que
recidivaron frente a los que no lo hicieron. De forma similar, el drea nuclear media (AMN) es
significativamente superior en los pacientes con tumores de contenido aneuploide (p<0.005).
Lo mismo ocurri6 por grados, siendo los valores de AMN de los tumores grado III superiores

a las de los grado 1 y II.
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De todo lo expuesto previamente, creemos que se debe ser critico con los resultados
obtenidos a través del estudio de ADN por medio de citometria de imagen, pues aunque
disminuye el componente subjetivo del estudio anatomopatoldgico, los resultados publicados
hasta el momento son muy dispares. Esto puede ser debido tanto al manejo de las muestras
como a la interpretacion de los resultados. Debemos ser conscientes de que en ocasiones los
distintos modelos de andlisis estadisticos pueden crear modelos de dudoso interés bioldgico

y/o dificil explicacion.
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1.- Los parametros clasicos analizados en el conjunto de nuestra serie tales como, sexo,
habito tabaquico, presencia de anilinas, grado nuclear, estadio tumoral y nimero de tumores,

no se asocian a riesgo de recidiva.

2.- En el estudio del conjunto global de tumores de nuestra serie, inicamente el tamafio
tumoral, considerado como factor aislado, parece relacionarse con la presencia de recidiva

tumoral.

3.- El contenido de ADN de las células tumorales transicionales aporta informacion
predictiva independiente de los factores clasicos, siendo el indice de proliferacion el

pardmetro citométrico mas relevante.

4.- La mejor forma de predecir el desarrollo de recidiva tumoral es mediante un
modelo que combina la informacion aportada tanto por los pardmetros clasicos como por los

parametros citométricos. En concreto:
4.a- La multiplicidad tumoral multiplica por tres la probabilidad de recidiva.
4.b- El indice de proliferacion superior al 10% duplica dicha probabilidad

4.c- La variable edad debe ser considerada dentro del contexto global del estudio,
siendo un factor determinante si se asocia a la presencia de alguno de los otros dos factores,

ya que su coeficiente esta cercano a la unidad.

5.- El modelo matematico que demostré tener mayor capacidad predictiva permitio

establecer tres grupos de riesgo de recidiva bien definidos entre los tumores G2pT1:

5.a- El grupo de pacientes con riesgo bajo de recidiva lo constituyen, aquellos que
presentan 1-2 tumores, con indice de proliferacion inferior al 10%, independientemente de su

edad. La probabilidad de recidivar se multiplica por un factor inferior a 1.

5.b- El grupo con riesgo medio lo constituyen, aquellos pacientes que presentan o bien
tumores multiples o tumores con indices de proliferacion superiores al 10%. La probabilidad
de recidiva se duplica. Si bien en los mayores de 75 afios puede llegar incluso a multiplicarse

por 4.
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5.c- El grupo de riesgo elevado lo constituyen, aquellos pacientes que presentan
multiplicidad tumoral con indices de proliferacion superiores al 10%. La probabilidad de
recidiva se triplica y la edad es un factor importante pues la probabilidad de recidiva se

multiplica por 5 en caso de pacientes mayores de 65 y por 9 en los mayores de 75 afios.

6.- Consideramos que la citometria de imagen constituye una herramienta de ayuda

adicional al estudio anatomopatoldgico sin que por el momento pueda sustituirla.
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