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VALOR PRONOSTICO DE LA CITOMETRIA DE FLUJO DEL
DNA EN EL CARCINOMA BRONCOGENICO

Redondo M.*, Cueto A., Guijarro R., Sanchez-Palencia A., Cabrera T.*, Ruiz-Cabello F.*, Garrido F.*
Servicio de Cirugia Toracica y Analisis Clinicos o Inmunologia*. Hospital «Virgen de las Nieves». Granada.

Se han estudiado las alteraciones en el contenido de DNA celular en un total de 50 carcinomas broncogénicos,
detectandose la presencia de aneuploidia en 26 tumores (52%) los cuales correspondieron en general a los tumores
mas agresivos. Asi, se encontré6 predominantemente en el carcinoma de células pequefias (en el 100% de los casos
frente a un 42% de los epidermoides), en los tumores probremente diferenciados (en el 71 % frente a un 33 % en los
bien o moderadamente diferenciados) y en los estadios tumorales superiores (un 64 % frente a un 40 % en los que

estaban en el estadio I).

INTRODUCCION

El desequilibrio eromosémico (aneuploidia) es una caracteristica bien reconocida del cancer humano. A pesar
de los recientes avances técnicos, sin embargo, el analisis detallado de tumores sélidos humanos permanece dificil y
consume tiempo. A causa de esto, hay creciente interés en la aplicacion, a las muestras clinicas, de la medida por
citometria de flujo del contenido celular del DNA. Esta medida citométrica correlaciona con el contenido cromosémico
total y puede ser determinada rapidamente y con precision en casi todos los casos. Ademas, un método descrito
recientemente permite el analisis sobre muestras archivadas en bloques de parafina(l).

Los tumores aneuploides son tumores que tienen una poblacion de células con un contenido de DNA que es
significativamente diferente del contenido de DNA de células normales, no malignas.

El contenido de DNA ha sido intensamente correlacionado con el prondstico de los pacientes en varios tipos de
tumores sélidos. Asi, en carcinomas de mama, tiroides, ovario y renal, se ha descrito que pacientes con tumores
aneuploides tienen un prondstico significativamente peor que los pacientes con tumores diploides(zg).

En este trabajo estudiamos la correlacion existente entre algunos parametros clinicos-patolégicos, como grado
de diferenciacion, tipo histolégico y estadio tumoral, y la presencia de aneuploidia en 50 carcinomas de pulmén, con

el objetivo de establecer factores prondsticos en este tipo de carcinoma.

MATERIAL Y METODOS

Pacientes

El material se seleccioné de pacientes operados de carcinoma de pulmoén en el servicio de cirugia toracica del
Hospital Virgen de las Nieves de Granada. El analisis, por citometriade flujo delcontenido celulardel DNA, se realiz6
en 50 muestras de bloques de parafina de pacientes con carcinoma pulmonar histolégicamente confirmado.
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Ninguno de los pacientes a quienes les fue aplicado el andlisis habia recibido anterior al estudio radioterapia o
guimioterapia.

Preparacién de las muestras y medida del contenido de DNA

Se obtuvieron de 5 a 7 cortes de 50 pt de cada uno de los tumores incluidos en parafina. El tejido fue
desparafinado con xilol y posteriormente rehidratado con concentraciones decrecientes de alcohol. A continuacion se
realizé la digestién con una solucion salina (9% CINa, CIH pH 1,5) con un 0.5% de pepsina durante una hora a 37° C.
Después de la incubacion, los especimenes fueron filtrados con filtros de 40 u de poro, centrifugados y lavados en
PBS (solucion salina tamponada). A continuacién, se centrifugaron y aproximadamente 5 x 1000000 células se
resuspendieron en 1 ml de PBS, posteriormente se afiadieron 250 ul de una solucion de 5% triton-x- 100 en PBS, y
RNAasa a una concentracion final de 250 ug/ml. Por Gltimo se realizé el marcaje del DNA afadiendo ioduro de
propidio a una concentracion final de 50 ug/ml.

La presencia de células cancerigenas en las muestras se confirmd realizando tinciones rutinarias de
hematoxilinaeosina, confirmandose que ellas representaban un 20% o mas del nimero total de células nucleadas.
Como control interno, se obtuvieron células normales presentes en las muestras.

El andlisis del contenido del DNA se realizd6 en FACSCan (Becton Dickinson), siendo la cantidad de
fluorescencia celular directamente proporcional al contenido de DNA. Se recolectaron las sefiales fluorescentes de
10-50000 células y el resultado se trasladé a un histograma de distribucion de frecuencias (Histograma de DNA) (Fig.
1). Los tumores diploides muestran un Gnico pico el cual corresponde a la fase GO/G1l del cielo celular.
Desplazandonos a la derecha de este encontramos una segunda poblacién con un contenido doble de DNA,
correspondiendo a la fase G2 /M (mitosis), mientras que entre los picos estan las células con un contenido de DNA
intermedio, las cuales estan en el proceso de replicacion del DNA (fase S). La evidencia de un pico adicional G1
indica la presencia de aneuploidia (Fig. 1 B) mientras que un tumor con un Unico pico GO/G1 es considerado diploide
(Fig. 1A).

FIGURA 1

Andlisis del ciclo celular del DNA
en carcinomas de pulmén
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Histogramas representativos del contenido de DNA celular de células procedentes de 2 carcinomas de pulmén. Abscisas: intensidad de
fluorescencia proporcional al contenido de DNA celular. Ordenadas: Nimero de células.

A: Muestra un patrén diploide normal.
B: Pico diploide con un pico adicional aneuploide, indicativo de la existencia de células con una cantidad anormal de DNA.
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Histogramas representativos del contenido de DNA celular de células procedentes de 2 carcinomas de pulmon.
Abseisas: intensidad de fluorescencia proporcional al contenido de DNA celular. Ordenadas: Numero de células. A:
Muestra un patron diploide normal. B: Pico diploide con un pico adicional aneuploide, indicativo de la existencia de
células con una cantidad anormal de DNA.

RESULTADOS
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Se han estudiado un total de 50 casos de carcinomas de pulmén intentando correlacionar el tipo histoldgico,
grado de diferenciacion y estadio tumoral con la presencia de aneuploidia en los mismos por medio de citometria de
flujo del DNA. El perfil de DNA en la poblacion tumoral total se obtuvo tras digerir con pepsina, tratar con detergentes
y tefiir los nucleos con ioduro de propidio.

De las 50 muestras estudiadas en 26 de ellas se detectdé un pico aneuploide (52%). Considerando el tipo
histolégico, la aneuploidia predominé en el carcinoma de células pequefias (100%, los dos casos estudiados
presentaron aneuploidia), siguiéndole en frecuencia el tipo histolégico de adenocarcinoma (el 70% de ellos la
presentaron) y por ultimo el tipo epidermoide (42%) (Fig. 1y 2).

En cuanto al grado de diferenciacion se encontré aneuploidia en un38% de los tumores bien o moderadamente
diferenciados frente a un 71 % en los pobremente diferenciados (Fig. 3).

Por dltimo hemos correlacionado la aneuploidia con el estadio tumoral, segin la clasificacion de la UICC,
detectandose la presencia de aneuploidia en un 40% de los tumores en estadio 1 y en un 64% de los que estaban en
estadios superiores (Fig. 4).
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DISCUSION

El contenido de DNA tumoral puedejugar un importante papel en la seleccién de pacientes para protocolo
terapéutico. Los pacientes con tumores con un patron diploide (contenido de DNA «normals) tienen en principio un
buen prondstico, como lo demuestra el hecho de que la mayoria de nuestros casos con patrén diploide corresponden
al tipo histoldgico epidermoide, diferenciacion buena o moderada y estadio I. En contraste, tumores con patron
aneuploide correlacionan con tipos histolégicos mas agresivos (existe aneuploidia en el 70% de los adenocarcinomas
y en el 100% de los carcinomas de células pequefas), pobre grado de diferenciacion y estadios tumorales
avanzados. Resultados similares, correlacionando la aneuploidia con el grado de diferenciacién, se han encontrado

19 ovario™ y hueso*#****: asi como, con el estadio tumoral en el cancer de mama™®

en otros tumores, como mama
y carcinoma colorectal™. Sin embargo, otros autores estudiando tumores gastricos™® y colorectales™ no han
encontrado ninguna correlacion entre la presencia de aneuploidia y el grado de diferenciacion. Se ha relacionado,
también, en gran cantidad de tumores el efecto que las alteraciones del contenido del DNA tienen en la

(10,11,15,17)

supervivencia . Desafortunadamente, debido al corto seguimiento de nuestros pacientes, no se ha podido

establecer ninguna correlacion entre la supervivencia de los mismos y el grado de aneuploidia.

Con respecto al andlisis del histograma, el excesivo nimero de células normales es un obstaculo para la
expresion de picos aneuploides pequefios. En orden a solucionar este problema, nosotros hemos analizado
Unicamente muestras con al menos un 20% de células cancerosas.

Desde la presente discusion, parece claro que la citométri a de flujo del DNA es una poderosa arma en la
transicion desde la citologia descriptiva a la citologia cuantitativa, permitiendo medidas cuantitativas de las
propiedades genotipicas tumorales.
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