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INTRODUCCION

Los dcidos nucleicos son mecromoleculas constituldas por une cedana
de nucleftidos, Cuyos componentes mas importentes desdes 81 punto de vis-~
te genftico eon sus bapes nitrogenadas; y4 que como sabemos la informa -
ci6n herediterin este codificadn en la sscusncia que eostss guarden o lo
lorgo de la doble helice, como se recordard las dos haelicss del DNR es -
tan unides por el apersamiento de cus bases nitrageanndss sn la forma que
s2 canoce tomo regla da le complamentorieded y que estsblece que la eda-
ning estura frente 8 una timine y la citocina frante a una guanine.

Lss mutaciones pueden explicar leo varisciones gque sa observan en
la svolucibn ds las especles, las snomaliss del nGmero de cromosomas
constituyen una desviacifn génetice tan importante que causen en el orga
nismo un déficit grave muchas veces ls muertas.

En este proceso mitStico puesds haber una serie da accidentes, S1 to
dos los cromatides no se separan, si no que viajsn juntos hacia un polo,
une de laa cflules hijas results tatraploide (4n), Sl este mismo fenfmeno
afacta la mitad de los cromosomas, pero la otra mitad se divide sdecuadg
mente, se forma una céluls que tiene un complemento triploide (3n). Cuen
do cl nlmerc de cromogomas ag multiplo de n el fenémeno se llama poli
plodfa . En el hombre tales graves trastornos del nlmero de cromoscmas
pricticemonte solo ea observen en las divisiones anérquices de calulas
cancercsas.

Cuendo un par de cromitides no ee separan narmalmente en sl momenta
adecusco, de manera que visjan juntos hacia un polo el fenfmeno se llema

falta de disyuncifn, MAs fracusntements, la falta de disyuncibn o 8l re-
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trooo en la enafoes afecten un solo cromoséma, producisnda célulns que
contienen un elemento mAs o un slemanto manos que el complemento diploi-
de basico. Tal trastorno originn un complemgnta cromosémico que nNo Bs
mGltiplo del nGmerc bdsico de cromosfmas, la ansuploidia.

Una de las caractoristices de los pares de bases dsl ONA es que tig
nen afinidad por cierto tipoc de radiacién, en especial la luz ultraviolg
ta. Esta propiedad de los fcidos nuclefcon de absorber la luz ultraviols
ta ha permitido desarrollar técnicaoa para medir el contenido de DNA dBa-
nudo, o an el interier de la céluls. En algunos tumorps csl aparato di -
gestivo se ha podido establecer una correlacién entre ls cantidad de ONA
de las célulms neoplésicas y el pronfstico. (64)

Se ha obeervedo que el Anaranjedo de Acridina (AA) es un agente qus
interactua sn lss cadenas de DNA, 8l ser expuesto a la sccilin de la luz
ultravicleta (uv), prasenta une fluoreacencia verds al estar unids a los
complejos do doble cadena, cusndo se une @ compls jos de wuna sole cacena
presenta fluorescencia roja (35).

El AA se ha utilizado en una serie de astudios para valarar el efec
to de medicementos o substenciass probablements carcinogénices sobre la
astructura del DNA en c@lulas vivas (57), cambios en los patranes de DNA
de cblules gonodales producidos por agentes fisicos o pera estudiar los
coembios de la crometina durante la espermatogénesis (65,16), estudiar al
gunca linfémas & inclusive parn el dlagn@stico diferesncisl en hasta casi
un 90% de las leucomias linfoblésticas de las no linfoblasticas (50,82),
e inclusive pars estudiar los afectos del AA sabre el DNA (63).

El tratamiento dsl DNA caon &cido cloridrico induce daspurinizacién

y suhsecuentemente la produccibn de 4cido spurinico ( DiStefann 1948 ;
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Jordenov 1963; Kasten 1960; Swift 1953; Tam y Chargaff 1953). Cuando oe
utiliza 8l procedimignto de tincibn de Feulgen, los grupos aminosulféni-
cos dul pararosalinc resccionan con el grupc aldeh{do expuesto en las
terminales de ezuceres por 8l fcido aspurinico . La produccifn oe bcido
opurinico y la rupture de los pares de bases csusndos par ls hidrdlisis
&cidn, producen la dosnaturalizecibén del DNA niclear y la produccifin de
DA de una sola cadena. Por lo t$ntu el AR pusdo sar utilizado pars una
mediclén cuentitativa de lo cantidod da DNA de una sola cadens producida
por la hidrélisis &cida . Como se menciono previasmente, el fluorocramo
unido 8 la codena sensilla de DNA emite fluorescencls roja metacromatica
migntras que el fluorocromo intarcalado en los polinucleftidos de doble
cadana emite fluorascencia verdes ortocromitica (Darzynkiewicz et al.
1979).

El significado bioléglco de lps parametros sun no he sido bisn come
prendide (21,50). Esta técnica puede ser una herramienta utll para el es
tudin de malignidad en citologfa exfoliativa as{ coma investigacifn basi
ca de cancer (Fukude et al. 1986).

El fenbmeno de la aneuploidie se basa en la alteracién de le divi =
si6én de los cromosfmas y conllaeva a modificaciones moleculares del DNA
(21), que lo hacen més suseptible s la hidr6lisis fcida que el DNA au =
ploide,
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ANTECEDENTES CIENTIFICOS

POLIPDS.~ Estudios recientes hen demostrado que los pulipés odenomatosos
dal colon son lasiones precancerosas y que muchos canceres colonicos tig
nen su origen on polipos adenomatoses (3, 27, 52). Como se ha notado en
la neoplasis intraepitelial del cervix, difersntes grados da displasio
tambian han sido identificados en los polipos del colon. Esto hace sur -
gir lo pregunta de si la eeverided de le displosia pueds corralacionar
con el desarrollo eventual de malignizeciéin. Helwig reporto una alta in
cidencis de cencer de colon ssociado con polipos, mostrando en aproximo-
demente 20% de los casos invesién tamprana,

El grode de displosia de los polipos de colen parece correlacionar
bien (22,24,23,45,52,59) con la incidencis da recurrencis y metestesis,
aspecislmente en aquellos casos donde le polipectomia es ol unico trata-
miento, E1 tamaio de las polipos (60,81) correlsciona bien con la prasen
tia de malignidad y el tipo de polipos, sugiriende una continuidad sn el
proceso polipo - cencer. En animales de experimentacifn, no se ha docu -
mantadg la transfuqmaciﬁn de polipos mdanomatosos 8 cencer de colon sune

gue ambos, corcinoma y adencma han aside producidos por £l miemo cercino-

- gena.

Proliferaci6n anormsl y diferenciacién son algunos de los cambios
mas temproncs de malignided. En lm polipoeis familisr, algunos de los
combios mas tomprenos pstan relecionados a8 les expensifin de le zona da
prolifgracién del tercio medic y supsrior de ls cripta. Tambien se ha
encontredo un patron de proliferscifn celular enormel en toda la mucose
colonica do pacisntes con cancer de colon y adenoma, Vuriua-eatuuinn han
sido publicados utilizando tsjido archivedo en bloquas de parafina, pars

el endliels de DNA ansuploide y el {ndice de proliferecifn. Se ha encon-
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trodo DNA ansuploide en lq mayorie de los cenceras colonicos, perc la
sonsibilided de este hallazgo es bejo, yo que la sneuploidia no es detec
table en una fraccifn significative de cenceres colonices. La sctividad
proliferativa y la sneuploidio de las células malignas correlacionan

bien con B8l comportomiento agresivo del tumor (5), ostos paromatros no
han eido ruvlzudon cuidadosamente on lesiones premalignas. En los polipos
ds colon la sncuploidiz ss ha ohcontrado en un 5% 8 37%, pero el signifi
coado da este hallazgo aun no se conoce (60). En lps polipos vellosos os
he encontradoc una meyor frecuencis de aneuplolidia (52), sungque en otros
estudios no ha encontrado esta correlecifn (22).

En potros series, no se ha logrado encontrar ansuploidia e@n los ade-
nomas (15), inclusive, se ha mencionado que el ONA aneuploide 8s un fenf
meno independionte de loa cambios displasicos durante ls progresifn el
concer (4). Los adenomas qua gn, un momento dado pueden desarrollar malig
nidad no pndran ser valorados por ests mitodo cusndo estos esen diploi-
des, siendo de utilidad por el momento pura.pacientns ds alto riesgo con
DNA de una sola cadena (71).

Loe polipos gestricos tienen una menor fracusncia de ansuploidia,
inclusive algunos sutores no han encontraedo este fenfimeno a este nivel

(54).
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ESOFAGO.- A paper de povaonces reoientes en gl tratemiante quirirgico y
multidisciplinaerin, el pronbstico para los paclentes con cancer de sgofa
go sigue siendo malo, Existe variacifin en el potoncial biglfgico mallgno
antre los pacientes con carcinoma do asdfsgo. S{ los tumarea con un po -
tencisl moligno mas olevado de aquellos con un potsncianl mhs bojo, trata
miasntos opreopisdos pudieren sar dieefladon.

Le clesificacién histopatolfgica del corcinoms de células escamosas
dol eséfago puede eyudornas en elucider el potencial biolfgico maligna.
£1 criterioc morfolégico, do cuslquier maner, ea sublativo, semicuantita-
tivo y no siempre puede predecir el compartemianto biolfigico. Estudias
citofotométricos y citofluoromftricos muestran une relacifn cercana en «-
tre sl contenido de DNA céluler y la malignided biolfgica dal cancer de
esbTago (30,31,34,74).

Oesde los afos 80, el anfilisis de citomstris de flujo del DNA ha
pido smpliemente utilizado pare doterminer malignidad biollgica de va =
rios tumores (20). Se ha reportado hasta un 83.3% de8 recurrencia sn pa =
cientes operados de Ca de esOfago, quienes tenian enouplaidia en rels -
cibn 8 una recurrencia da 16.7% de paciontes ocpsrados ds Ca de esffago
con tumores diploides; tembien 8 a relacionodo le ansuploidia a una ma-
yor frecuencla de ganglios positivos(34). Dtros autores han encontrado
aneuploidis en el Cs de esSfego, pero no hsn encontrada correlacibn clf-
nica (12). .

El epbfago de Barratt se asocia 8 un mayor riesgo de presentar ade-
nocarcinome. Se estima gue del 10% al 12% de los pacientes con reflujo
gentrosslfagico desarrollersn esofago de Berrett, de estos pacientas,

loe cuales. estsn bejo vigilencis mbdice un 7% a 16% podran presentor
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adengcercinoma,

Dssafortunpdamente le mayori{a de los adenocarcinomas da Barratt eon
detectedos en stapns avanzades e incursbles. Por lo tanto Bs requieren de
pruesbas mhs sensitives pera detectar @ mstos poclantes de alto riesgo pa
ra desarrollar cancer. Utilizendo citometr{a de flujg’pnru madir el DNA
en gstoe paclientes, se podrs gue grupos son de mayor riesgo y ofracer un
tratomiento temprano (30,46,62).

Qtros autorss han encontrado que la hipertermo-quimio-radioterspina
en paclientss con cercinomas esafagicos con contenido de DNA snsuploids,
pressntan una mejor sobravida a trmes aMos 26.7% en comporacién con un
10,7% de los pacisntes con anauploidia quas recibisron unicamants quimio
y rodiotorapla. Estos hallazgos sugisren Bl uso de mste tipoc de terapia
en paciesntes con corcinoma de esffsgo aneuploide (55).

Para finalizar, las anouplpidia quiza sea 61 signo mas temprano da

malignizecibn (40),
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ESTOMAGO.~ €1 carcinowa glstrica full la enfarmedad maligna mfp comun en
los Estadon Unidos hasta 1940, En les ultimos decadas, e ha prosentado
una dismipucifn en la incidencia en los paloes dessrrollados. Aungus lo
frecuencia de carcinome gastrico este declinendo, continus slendo lo aex
to couso mhe comun de muerte por cancer, con une mortalidad anual cerca-
na g 14000, El cercinomn ghetrico reprasenta aproximadamonte un 25% de
les enfermedadas malignas del aparato gastrointastinal y la mayoria de
lps serins reportan una sabrevide o 5 afos menor 8 un 10%.

La clasificacién clinica de estadificacifn pare el carcinama gistr{
co esta bassdo en la extensi6n de la enfermeded, incorporando ei examen
clfnico, resultados sndoscdpicos y procadimientos radiolégicos. De cual-
quier manera, en muchos Casos, existe poca correlscifn entre los estudios
preoperatorios y el estadfo patolégico durante el transoperatoric. Por
tal motivo, axicte una fuerta necesided de obtener'herramienta" precperg
toria conflable que asista en la decisifn terapéutica del clinicn.

Le citomatria de flujo es una herramienta qua mide en forma cuanti-
tativa, el contenido de DNA. El contenldo anormal de ONA (ensuploidia)
ha sido demostredo en la mayorf{s de los procesos malignos, incluyendo sl
cercinoma ghstrice (7,13,37,67,84). Su prevalencia e importancia pronfs-
tice on otros carcinomas, incluyendo el gistrico, sun no esta bien dafi-
nido(85).

Le relacifn entre la difersnciacifn tumorsl y le ansuploidia he ré-
cibido mucha atencifin (10,53,80). Algunos autorgs han encontrodo aumento
an la incidencia de snauploidia en adenccarcinomas poco difersnciados o
indiferencisdos (80). Otros sutores han encontrado que los adsnocarcino-

mas poco o indiferenciados tienden a ser diploides (10). Tambisn en los



Y=

adanaocarcinomas bien diferenciados se observan resultados verisbles (10).
Es importante comentar que elqunos sutores han observado eneuplaoidie en
las displasins meveras de la mucasa ghstrica (43,72).

Le multiploidia es una forme de enesuploidia la cunl se observa en
los tumores ghstricos, Bste fenbdmeno correlacicna con la sabrevida dal
pociente (56). Loas pecientes que presentsn invasifin vascular, prasentan
un mayor {ndice de ansuploidia (85). Asi mismo, sa ha obsarvodo mayor
grado de aneuploidis en la union esofagogastrica en comparacibn con el
antro y el cusrpo (53). La estructuras histolfigice y la morfologfa ctlu -
lar tienen relacifn comun en la cinbtica de los tumores gastricos en ol
hombre (51).

En los Linfémas gistricos, los de tipo Hodgkin tienden s ser diploi
des, misntras que 8n los No Hodgkin le aneuploidis se presenta en un 30%,
de estos, lms gue contienmn pradominio de célules B presentan el fanbme-
mgno de la sneuploidin con mayor frecuencia que lga T. Los linfbémas aney

ploidas tienecn peor pronfstico con cuedro clinico mas agrassivo (32).
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COLON,~ E1 comportamiento clinlco del cencar de colon en &l hombrs oe pre
dica primordislmente por su estadio clinico y clasificacién histopatélo-
gico. Da cualguier menora uns variedad de mercedores tumorales han aldo
investigados. El contonido de DNA medido por ciltometrfa de flujo, puede
sar utilizado pars dofinir el potencisl de crecimiento del tumor y para
predacir su respuostn a loo agantes antitumorales (75). S8 ha reportado
un 39-82% de elteracionea del DNA y aneuploidia en pocientes con carcing
ma de colon (5, 6,%%,17,22,33,28,61,68,70,76), tambien se ha reportado
que el carcinoma do colon de tipo snsuplolide tiene peor pronéstico que
los de tipo diploide (1 ,11,25,26,28,36,44,73), independiente del grado
histolégico y estadio de Dukas (25,26,27,28). De cualquler manera esto no
fué confirmado en otron estudios (5 ,48).

La progresifn tumoral, ea la tendencim da la neoplasfa a empeorar
sus caracter{sticas clinicas y bionlbgicas en un psriodo de tiempo, dabi-
dos a combios genéticos adguiridos dentro del clon neoplasico original y
a la"formaci6n" de subpoblaciones de célules tumorales con mayores venta
Jjas proliferativas y agresividad aumentada. Laes lesiones colorectales
proveen unc de los sistemas informativos mis importantes para investigar
la progresién tumoral en el hombre, ya gue siguen estadios definidos des
de banignos hasta tumores malignos . As misma, en estudics recientes,
patrones proliferativaos de las células de la mucosa y niveles da DNA ob-
tenidos por biopsia, citolégia exfoliotiva o improntas han logrado refla
Jor el riosgo olevado de malignizacién en pacientes asintomnticos (9,73).

En los cercinomes sincronos del colon lo determinacibn del ONA pndré
ayudarnos en la determinscién del origen de estas nooplasias (69), as{

como los patronas cllulares del tejido circunvecino al tumor(83).
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Los pacientes que prasentan carcinoma de colon con predominic de cg
lulos aneuploides, presentan elevaciones dael Antfgeno Carcingembrionario
hasta cerca de siete vaces mayores qus en los peclentas que presantan
neoplasis da tipo diploide (18,79)., Esto suglere la utilizacifin de esto
ontigeno para valorar el riesgo de recidiva en paclentes con tumores da
tipo aneuploide,

CUCI. (Colitis Ulcerativo Crénice Inespecifice).- El primer estudic repor
tado de la anarmalidedes citogenfticas en la colitis ulceratica fué en
1974, 10 afice mbs tarde Hommabarg et 8l dascriben una series ds 51 pacien
tes en de los cuales 8 tenfan DNA ansuploide, posterlormente se reporta
un casg do cancar de colan En un paciente que previamente habia pregentpn
do aneuploidis en la mucosa colonica. £n el CUCI existe une correlecién
entre sl ONA ansuploide y 13 displasls o carcinama del colon.

En la mayoria de eostos estudios, el contenido del DNA ndclear ha si
do determinado de ls citometrfa de flujo (CMF). Despues de dasintegrar
el meterial cdluler por procedimientos quimicos y mecdnicos, la suspen=
si6n do nucleocs resultonte es tenlda cnﬁ tincionaes especifices paras DNA
fluorsecentes.’ Varios milss de nicleos pueden ser enolizados rapidamanta
utilizando CMF. Postariormente el contenido ds DNA de ceda n(cleo es da-
torminada por la estimulacién flucrescente emitida.

Debido a su cercania con malignidad, la deteccifn del ONA ansuploide
gs un motodo prometedor ansociado al diagnbéatico de displasia, como un mg
todo de prediccifn da tronsformacifn maligna de la mucosa colo-recatal
en CUCI ds larga evolucidn (8,19,41,42,49,58,66).

En un caso reportado de Colitis de Crohn se ohserve ls presencia de
displasia savera y aneuploidia lo cusl motivo a realizar una colectom{a

gubtotal (17).
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0BJETIVOS

Montar le téenica de Fukuda ot al 1986, en el C.M.N.V. del 1.M.5.5.
con Anarenjado de Acridf{na y fluorascencis con luz ultravioletas

pore la madicifn del contenido ds DNA en células humanna.

valorer la utilidod de ests técnica con le citomatri{m de flujo, &n
virtud de qua ssta ultimo por el momento no es accesible en nues -

tro medig.

Estandarizsr valores normeles de refersncia on células histolagica

mente normales del Aperato Digestiva.

Pera evaluar la frocuencis y distribucién del contenido de DNA a -

nouploide de pblipom, adenfmas y cercinfmas del Aparato Digestivo.

Corrglacionar los resultados del sn@lisis del DNA con el hallezgo
histolfigico de displosia y diferanciscifin céluler en los tumores
benignos y malignos respectivamente.

Correlacifin del contenido de DNA con sl estad{o clinico dal pacien

ta.

valorer ls utilidad de este procedimiento en pacisntes de alto
riesgo (adenfmas y carcinbmas) para modificer critsrios de trata -

mienta médico y quirdrgico.
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HIPOTESIS

Al hucer mediciones del contonido de DNA en chlulas cohcerasus,
pélipos y adenfmas del Aperato Digestivo, encontraré volores dise

tintos ol contenido diploide,

Los edenfmes y polipos del tubo digestivo con cflulas con DNA
aneuploide tendren mayor riesgo de malignizorase gua los adenbmas

y polipos con DNA diploidao.

Las neoplasies malignas que contengan células con DNA aneuploide
infiltraran los tejidos y daren matéstasis en forme mis temprana
en comparacifn con las nepplasias malignaa con cflulas con DNA

diploide,

Le sobravida a 5 efios ser§ mayor en los paciantss con tumores
diploides en comparacibn con los paciantes que contengan tumores

anauploides,
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PROGRAMA DE TRABAJD

GRUPD DE ESTUDIO:
Se revisaron 18 muestras de tejido obtenidas por hiopsia o lepero -
tom{a de tumaree del Aparato Digestivo (adenfmes, polipas y cancer)
as{ como 3 musstras de tejidoc nommal del Aparate Digestiva. Les mueg
tras normales ge utilizaron como control. £l estudio sc rsalizb en
el CMN ver., IMSS an coordinacifn con los sigulentes sarvicios: Clry
gfa General, Genktica, Gostramenterolog{a (Endoscapias), Patologla y

Microbiologi{a; en el periodo comprendido entre enero y diclembre 1990,

CRITERIOS DE INCLUSION:
Se incluyeron lus muestras de tejido del Aparato Digestivo de adend-
mas,polipos y cencer, demostradas por estudio histopatolégice con
técnicas de Hematoxilina y Eosina y la clesificacifn de Broders.gn
los casos indicados se utilizeron otras tinciones. Coma control se
incluyeron 3 muestras narmales,de mucosa gastrica, intestino delgado
y péncreas demostrados por estudio histopetolfgico previc. En los

casoe donda fué posible astadificacifin clfnica y clasificecifin TNM.

CRITERIDS DE EXCLUSION:
Se excluyeron los paciantes en los cuales exist{a duda dlagnfistica

y/0 ques no se contara con mustra suficisnte de tejido para procesar.
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" MATERIAL Y METODOS

Se agtudinron 18 sspecimsnes de pacientes an los gque ae establecio
8l dingndstice histopotolfgico de algun tipo de tumar del Aparoto Digese
tivo ss{ como tres mupstras de tojido normal, Se rovisaron las laminillas
pera determinar el sitioc de meyor concentracién tumoral y se obtuvieron
loe tejidos inclufdos en parafina corraspondientes & asta arsa.

Con modificacionss a la técnice de Hedley et 8l1.1983, se cortan 2
secciones de 30 micras cada una, se suspendieron en aguo destilada @ 370C
per 5 minutos para axtender al tejido y se colocan en portaonjato, se dp
Jon secar y se corta el exceso de perafina de los hnrnaavy sa desparaf{na
an xilol & 370C (dos lavados) por 15 minOtos, se levonta 2! materisl del
portsobjatos con una hoja de bisturi y se coloca en un tubc de centrifu-
gocién y se rehidrata con etanol en concentraciones sucesivas del 100%,
95%, 70% y 50% (S5ml), 10 minutos en cada paso a temperstura ambienta y
se colocan en agua destilada (10ml).

En sl laboratorio de Genétlca, los tejidos se lavan 3 veces an 10ml
de agua dastilada por centrifugecibn por 10 minutos a 3500 G. Se resus -
penden en una solucifn de Tripsina ( No., 7~8128 Sigma Chemical Company
5T. Louis Mo.)sl .5%, &8 usen 2ml habiendoc preparade la solucifn con
NaCl el .9% y pH ajustado con Acido nitrico e 1.5, Se incuba sn bhafio wa=
rfa & 370C con ngitacibn intermitente por 30 a 60 minutos.

La suspansifn se levs con emortiguador selino de fosfitos (PBS) de
pulbacco ( 8g NeCl, .2g KCl, 2.169 NEZHPD“.vHZD Yy .2 KHZPUL' disueltos
8n 1000ml de egua destilada), se resuspenden en una mezcla de acetona y

atanol (1:1 v/v) 10ml y se fije por 16 hra., a 4RC.
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La suspensifin se centrifuga 10 minutos a 3500 G en solucibn de ANasa
(10mg de RNe@se tipo I-A, No. R~-9009, Sigma Chemicol Co. ST Louis Mo.) di-
suelta en 100ml de amortiguador de Tris (Hidroximstil) eminometano Sal.
Buffer (Sigma de México 5.A.) 8 pH 7.0 ( parc 100ml de amgrtiguador
0.054 as ponen 0.5057g da Tris an un matraz volumbtrico de 100ml, sa di-
suelve en aproximadamente 50 ml de agua destilada, so aflada 45 ml de HCL
al .1 N y se afora hasta la marca con agua deastiloda) calentada por 10
minutos 8 B0BC con egitacién ( vortex ) para destruir lu actividad do la
DNasa por wna hora 8 372C (6e usaron 2ml).

Despuds sa lavo en 10ml de PBS de Dulbecco por 10 minutos a temperg
tura amblents, el botén se resuspende en HCl 2N a 300C por 8.5 minutas
(hidroliasis 4cida).

Se'tiﬂen con Narenja de Acridina (Acridina Orenge No. A-6014 Lot 69
F 3672 Sigma Chemical Co. St Louis Mo) (30 ug/ml en P8S de Dulbecco) par
15 minutos a temperatura ambiente; se usan S5ml. Se colocan en un lugar-
nbscuro, Se lava en PES de Dulbecco y se resuspenden en la misme solucifn
amortiguadora.

Los especimenes se abservaraon en el Laboratorio de Microbiolaegia
usando un micrascopio de Trensfluorescencia (Carl Zelss con lampara de
Mercurio) con une unidod de excitacibn ds 410 nm’(UXex=405nm) y un f£itro
optico de vidrio (Y 530). Previamente se observaron las célues con luz .
blancae para localizar a un grupo de niclens (portaobjetos). Las cflulos
en los cuales los nGclens mostraron Fluorescencis Verde-Amarilla se caon-
sidaraoron resistentes @ ls hidrflisis bcida y por ende diploides, los nf
cleas que mostraron Fluorescencis Rojo-Naranja se consideraron sensibles

a la hidrflisis 4cida y por ende aneuploides. Las fotografime se tomaron
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utilizando una chmars Cennon A-1 con sistema de fuelle pera lograr afecto
macro, enfocsndose sabre el ocular. S8 utiliz6 pelicula Fuji-color ese

1600.
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- RESULTADOS

Se estudiaran 18 pecientos con tumores del Aparato Digestivao, de
estps, 5 casos fueron Carcinoma Epidermoide del Eséfaga; 5 casaos con A -
danocercinome géetrico y 7 pacientes con tumores Colorsctalas de los cua
les 3 fuaraon Polipos y 4 Adanocarcinomas . La sded promedic para toda la
serie fuf oe 59 afes (30~73); 12 pecientes masculinos y 5 femeninos.

De los 18 pacientes atudiados (11/18) 61% presentoragn tumoroa orto-
cromfticos (diploides) y (7/18) 39% presentaron tumgres metacrombticos
{aneuplaides). Tabla I. S8 reviso un caso d8 cearcinoma de ampula de veter.

El grupo control fuf formado por tres muestras de tajfdo; Intestino
Dalgado, Eadfago y Péncreas (tomados de un caso dea autopsie). Estos tras
tejldos fueron histolbgicaments narmasles.

Los resultados del DNA, se reportan de acuerdo el predaminio célu -
lar observado.

Cuando analisamaos los resultsdos de acuerdo a cada orqgano del tubo
Digestiva encontramoa:

E€SOFAGR: Se revisearon 5 pacientes, todos ellos de eexo masculino,
la sded praomedio fulb de &9 afos (68-73); loe 5 presentaron carcinoma epl
dermoide de esfifago, cuatro de estos tumores de tipo infiltrstivo con
génolios +. 2 paclentes fallecieron en postoperatorio mediato. Cuendo se
comparc el grado de diferasnciacifn céluler con la plofdia, 2 pacientes
presentaron ansuploidia uno con tumor bien diferenciado y el otro con tu
. mor medianamente diferencisda. De los 3 cascs diploides uno fuf mediena-
mente diferenciado y los otros deos poce diferenciados. El (2/5) g% pre-
sento aneuploidia. Un paciente con onsuploidis follecio al 40 dia de post

operatorio y el otro esta bajo tratamiento con buena avolucifn por el mo-
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mento. Un peciento con DNA diploids fsllecio ol 100 dfa del postoperato-
rio, los dos pacientes con diploidfa, uno con buena esvolucién y el otro

con mala esvolucién. No se encontro correlaeclén entre la snouploidia y la
svolucibn del paciento. Tabla II.

ESTOMAGD: Se revisaron 5 pacientes, 3 dal saxa masculino y 2 dol sa
xo fomenino, le edad promedio Pub de 61 afios (38-71). Los 5 pacientes
presantaron adenocarcinoma géstrico uno do ellos de tipo intestinal y o=
tro de tipo mucoproductor, Cuatro presntaran genglios positivos y tres
de ellos metistasis. Dos pacientes fallscieron, unc de ellos con adeno -
caercinoma con DNA diploide y 8l otro con adenocarcinoma de tipo intesti-
nel con DNA ansuploide. E1l paciants con ndenocarcinoma mucoproductor prg
sunté DNA diploide y poca diferenciacibn célular. Dtro pscients con adeng
carcinoma con DNA sneuploide con moderada diferenciscibn célular y buene
evolucidn. El ultimo ceso presentc adenocarcinoma poco diferenciado con
DNA diploida, pidio alta voluntarie y no se ha seguido, El (2/5) 40% de
loe pacientas en este grupo presentaron aneuploidia. Tabla IIX. E1 paciep
te con adenocarcinoma tipo intaestinal correlaciono con la ensuploidia,
difarenciacifin célular y la aevolucidn.

COLON (POLIPOS): Se revisaron 3 pacientes, todos ellos del scxo mes
culino con una sdad promedic da 60 afos (48-71). Los polipos gque se pra-
sentaron fusron: Hiperplesico, adenomatoso y velloan. Los 2 primeros en
colon darecho y sl ultimo en recto. £1 100% de estos pacientes presenta-
ron tumcres diploides y eu evolucibn ha sido buena sin presencle de reci
diva.

COLON (CARCINOMAS): Se revisaron & pacientes, 2 del sexo masculino

y 2 dal gexo famenino. La adad promedio fuf de 47 afos (30-59); los &4
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pressntaron adenocarcinoma uno de slloa con copabics de tipo *lind{tie® y
atro do tipo mucinuveo, 3 cesos pe presenteron an recta y uno en clega,
El (3/4) 75% presentaron ansuploidie y uno dipleoide (1/4) el 25%; cuande
88 compararan con sl Dukes, dos fueran Oukes Bz y una Dukes T, el unico
cesa con DNA diplotda fuf Dukes B1, osto ultimc presento un tumor medla-
nomente diferenciado. Los dos con Dukes az y pheupleidia presentaron tue
mares modisna o moderadamenta diferenclados; el paciente con Dukes C y
noupleoidia prosento tumor poco diferencisdo. 52 abtuve corralacién con el
Oukes, diferanciecifn cblular, avolucibn y la snsuploidia. Tabla IV,
AMPULA DE VATER: Pacients femonine de 52 ados do edad con adenocar-
cinoma de ampula ds Veter, medisnamente difaersnciade caon microinfilira -

cifn al phAncress. Presento DVA diploide y su avalucifin ha slda buena.
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TABLA I. -

toc. Tumpr No. Pocigntes Edad (odos) Soxo M/F  DNA cnouploids %

Es&fago 5 69 (68-73) 5/0 2 1%
Eatomago 5 61 (38-71) 3/2 2 1M%
Calon 3 60 (48-71) 3/0 - -
(Polipos)

Colon 4 62 (30~59) e 3 17%
Cancer

Amp. Vater 1 52 o/1 - -
TOTAL 18 59 (30-73) 13/5 7 39%

Total del grupo en estudio; No. de pacientes, 8dad sexo y prasencia
de aneuplolidia.

TRBLA II.

No. Pacients Edad Sexo M/F Dx, Histopato. O4f, Célular Aneuploidie

1 &8 M Ce Epidermoide bien diferen. +
2 &7 M Ca Epidermoide Med. diferen, -
3 &7 M Ce Epidermoide poco diforen. -
4 73 M Ca Epidermoide poco diferen. -
5 71 M Ca Epidermoide mad. diferen. .

5 casaa de cercinoms Epidermoide ds esbfago, distribuidos por eded,
sexo, diegnéstico histopatologico, diferenciscifn célular y aneuploi
dia.
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Aneuplolidia

No. Paclente Edad Sexo M/F  Dx. Histopeto. Dif. Célular
1 61 M Infiltrante med, diferen. +
2 65 F Mucoproductor  poco diferen, -
3 68 M Infiltrante poco diferen, -
4 38 F Adeno. poco diferen. -
5 71 M Intestinal poto oOiferen. *

5 casps de adenocarcinoma gfistrico, sus subtipos, distribueifn por
edad, sexo, diagnistica histopatelfgica, diferenciascifn célular y

aneuploidia.

TABLA IV,

Caract. Tumoral Total Edad Sexa M/F  Dif. Célular Aneuploidia
Dukes A - - - - -
8, 1 46 M med, difaren, -
8, 2 52/59 F/M med. giferens, 50 %
c 1 30 F poco diferen. 25 %
TOTAL . 4 Pro 62 2/2 - %5 %

4 casos de adenacarcinoma de colon y recto, distribuidas por clasi-
ficacifin de Dukes, edad, sexa, diferenciacibn célular y aneuploidia
El 75% (3/4) de los casos presentaron aneuploidia.



Microfotogrofia o seco fuerte, bajo los efectos de la luz ultra-
violeta, donde podemos observar dos nlclecs uno emarillo y el

ctro verde con fluorescencia ortoccromatica (diploide).
Fotografia con Fuji-color ass 1600,
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Microfotografia a seco fuerte, bajo los efectos de la luz ultra-
violeta, donde podemos observar predominio de nGcleas rojo-narun
Ja eon fluorescencia metacromatica (aneuploige). -
fotegrafla con Fuji~color asa 1600,



DISCUSION

Por los dotos obtenidos en nuestro estudio, el analisis dsl conteni
do de DNA de los turores del Aparato Digestivo, pueden agregar informa-
cibn pronfstica a los ya obtenidos por clasificaciln histopatalbgics y
estadificacién quirfirgica. Esto ve en relacifn con otros estudios repor-
tedes (30,66,80,86).

En nuestro estudio, ovaluamos la medici6n de DNA con técnice de AA
(21), de tumores de es&fago, estémags, colon y recto y uno ge ampula de
vater extreldos de blogues de perefina. Con este método le aplicocibn de
le técnice de Fukuga (21) podrin extencerse, sunque en su articulo no re
comienda este método de obtensién de célulss. Aunque actualmente un nGme
ro importante de sstudins de CMF obtienen sus c&lules por aste método,
(¥etodo de KHedley et al, 1983 para desparcfinado de células incluldos en
blogues ds parafina). Los datos obtenidos retrospactivamente de pacientes
que ya estan bajo estudios clinicos en guienes la sobrevida y progresifn
de la enfermedad estaran yz disponibles y por ende de gran utilided. La
unice dasventsje tedrica de aste tfcnica es que ls caliday del DNA medi-
do, obtenido de tejido embebido en parafina es menor que los cbtenidos de
tejido fresoa,

En nuestro estudioc, el porcentaje global de snuploidia fuf de 39%,
el grupoc que prasento el porcentaje mis elevado fuf el del carcinoma de
celon y recto con un 75% lo cual va en relacifin con otros estudios (5,6,
14). Los tumores de esffago y estémago presentaron cada uno de ellos un
40% de sneuploidis lo cual correlaciona con Yonamura et al, 1990, Aungue

este porcentsje es menor en relacibn con otros eutores para sl carcinoma
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de asb6fugo en dande Stephens et al. encontraron valores cercenos ol 100%
de aneuploidis y Kaketani et al, 1969 encontraron un 74.2% de oneuploidi
a. Ambos estudios realizados en muestras de tejido embebido en parafina.
En relacifin al carcinoma gistrico, Sosaoki et al. 1989 encontruron un 61%
de aneuploidia obtenidao da muestras de tejido fresco.

En nuestro astudio, se analizéron 5 cosos de carcinoma de esGfago
y 5 casos de carcinoma ghstrico; qulza las serims son pequedas y en
ningun casc se utillzaran célulus obtenidas de tejidos frescas.

En sl carcinema colorectal snocontramos una correlacifin importante
con la diferenciacibn célular (70), as{ ccmo cos: los ectfdios dae Dukes!
(61), otros autores (25,26,27,28) no han encontrado esta correlacifin y
considersn la ancuploidia como un facter pronéstico independiente. En el
carcinama de esdfago no logramgs mstablecer carrelacién con el grada de
diferenciacifn célular y el estadio clinico, aunque elgunos autares han
encontrado relacifn cercana entre el contenido de DNA y la malignidad
biolfgica del cancer de es6fago (30,31,34,74) . En el carcinoma glstrico
un caso logro correlacifn entre la ansuploidia y la diferenciacifin célu-’
lar y el estadfo clinico, algunaos autores han encontrado ccrrula:iéﬁ im-
portante (80) y otros na (10). .

Cusndoc examinamog los pdlipos, todes ellos con DNA diploide, con
buena evolucién clinica. Se reports la presencia de aneuploidia en un
5-47% ds los pdlipon, elavandose esta cifra cuanda presentan displasia
savara (39).

Se revisa un caso de adenocarcinoma de empula de vater con microin-
filtracifn célular p&ncrees, este presento DNA diploide y el tumor medig

namente diferenciado; cursa actualments con buena evolucifn clinica, desg
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pubis de heberle ofectundo una operaci6n de whipple. No s@ sncontraron en
1a literatura informacibén en relecifn e la ploidis do estos tumoros.

La literatura menciona lo utilidad de este método para el estudio
de otros organos fuera dal tracto gasstrointestina (29,77,78) con valorss
similares a las grendes series renlizgdas en tracto gastraintestinal.

El concer en los ultimps afos ha prestado una atenciln muy importan
te, ya en 1986 sc han logrado establecer alteraciones gel cromastma 1
en varics tumores del ser humano (2).

Para finalizar, en nuestra serie, todos los pacientes tienen uns
avolucibn menar a un aflo, por lo que no &8s posible por el momento valo-
rar en forma real la sobrevida a8 5 afps., Serd importante seguir B estos

paclentes para obtener datos mas concluyentes.
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CONCLUSIONES

Al haocer mediciones dal contenido de DNA en células cancerosas de
7 pacientas con tumares del Aparato Digestivo, se encaontrarsn va-

loras distintos al contenido Diploids.

No presentaron aslteraciones en sl cantenido del DNA 3 pecientes

con polipas, su @volucién por el momento ha sido satisPactaria.

Lea neoplasias malignas de coleon y recta praesgntoron células con

DNA ANEUPLCIDE, presentando mayer inflltracifin tisular y por ende
mayor riesgo da metstasis en comparwecién con el paciento con ONA
Diploide. Esto no se ehservo del toco en los tumores de esd

fago, ostfmago y ampula de Vater,

No se logrd valorar una sobrevida a 5 afios en los pacientas con
tumores del Aparato Digestivo, ya que su evolucién por el momento

es relativamente corta.

Esta técnica de praparacifn de células caon tincibn, con Anaranja~
do de Acridina, para valorar el contenido de ONA, aes util para lao
investigecibn bisica del cancer y sus resultadoe pueden ser compa
rados con la citometr{a da flujo cuando se realizé hidrélisis & -

cida por 8.5 minutos.

Esta técnica puede utilizarse en todo tipo de tumores, para su mg
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yor entendimiento, as{ como paroa valorar potenciales malignos.

serd conveniente valorar esta técnica, utilizendo células de teji
do fresce y compararlas con cflulas embebidna en parafina, corre-

lacionanda los resultados.
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