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2.1. HIPOTESIS.

Los carcinomas vesicales superficiales constituyen un heterogéneo grupo de tumores,
siendo bien conocido el diferente comportamiento bioldgico y evolutivo que presentan, a

pesar de su aparente similitud desde el punto de vista histologico.

Este problema se acentia, cuando centramos nuestra atencion en los tumores
transicionales vesicales superficiales con grado histologico moderadamente diferenciado
(G2). Mientras, los tumores vesicales G1 o bien diferenciados, evolucionan favorablemente
con escasas recidivas y casi nula progresion, los tumores vesicales G3 o mal diferenciados
presentan frecuentes recidivas y suelen progresar a formas invasivas en un elevado porcentaje

de casos.

La razén de este comportamiento tan dispar en el grupo de tumores G2, puede venir
originado por el hecho, de que aunque a nivel histoldgico sean tumores muy similares, a nivel
molecular parecen existir anomalias tales como, alteraciones en el contenido total de ADN,

alteraciones cromosomicas o mutaciones puntuales que los hace intrinsecamente diferentes.

Otro problema afiadido a las posibles alteraciones a nivel molecular, radica en la
subjetividad del diagndstico anatdmo-patologico. A pesar de que la valoracion histoldgica del
tumor por parte del anatomo-patodlogo, contintia siendo la base ineludible y sobre la que se
sustentan, tanto el tratamiento como la hipdtesis prondstica del enfermo afecto de una
tumoracion, hoy en dia, se impone la busqueda y desarrollo de nuevas técnicas y marcadores

que aporten objetividad y reproductibilidad al diagnéstico histolégico.

En la actualidad, los esfuerzos se estan dirigiendo hacia el desarrollo y uso de técnicas
citogenéticas y de biologia molecular, que puedan aportarnos nuevos marcadores de recidiva

y/o de progresion tumoral.

Entre estas técnicas se incluye la citometria, tanto de flujo como de imagen. La
utilizacion protocolizada de la citometria de imagen podria paliar estas deficiencias
diagnosticas, al permitir la valoracion del contenido total del ADN de las células tumorales.
La citometria de imagen posee otras caracteristicas interesantes como son, la posibilidad de

visualizar los detalles citologicos de la muestra y seleccionar las células de interés. Ademas,
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aporta un gran nimero de pardmetros objetivos obtenidos a través del programa informatico,
que podrian ser utilizados a nivel diagnostico y terapéutico en los tumores vesicales
superficiales, tal como se viene haciendo en otros tipos de tumores, como es el caso de los

tumores de mama, ovario y prostata, entre otros.

Creemos que los tumores G2pT1 no asociados a Cis, constituyen un grupo compacto
que debe tener una tendencia de comportamiento especifica, dependiendo Gnicamente de su
contenido y estructura nuclear, y ello debe permitir que el anélisis por citometria de imagen
sea tal vez, el método mas adecuado para obtener informacion pronoéstica especifica de esta

cohorte.

En base a este planteamiento podriamos establecer la hipdtesis nula que considera que
el contenido de ADN determinado mediante citometria de imagen no tiene capacidad para
predecir el desarrollo de recidiva de forma independiente del resto de parametros clinico-
histologicos clasicos y sin relacion con el tiempo de evolucion. Como hipotesis alternativa se
establece que el contenido de ADN determinado por citometria de imagen si puede predecir la

recidiva tumoral de forma independiente del resto de parametros cléasicos.
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2.2. OBJETIVOS

1- Analizar la asociacion entre las variables clinicas e histoldgicas de los tumores vesicales

superficiales y la presencia de recidiva tumoral en nuestra serie global.

2- Determinar el contenido de ADN mediante citometria de imagen y estudiar si existe
asociacion entre dicho contenido de ADN y el desarrollo de recidiva tumoral en pacientes con

tumores G2pT1.

3- Estudiar si la informacion sobre contenido de ADN aportada por la citometria de imagen
tiene un valor predictivo de recidiva tumoral independientemente del tiempo de evolucion.
Evaluar si dicha informacion es independiente de la aportada por los parametros clinicos
clasicos, asi como, establecer un modelo predictivo y crear grupos de riesgo que permitan

estrategias terapéuticas mas especificas.
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3.1. PACIENTES.

Desde enero de 1989 a diciembre de 1993 se diagnosticaron e intervinieron en el
servicio de Urologia del Hospital del Mar, un total de 300 tumores vesicales superficiales "de

novo", segiin datos obtenidos a través del Registro de tumores del Hospital del Mar.
Los criterios de inclusion de los pacientes en el estudio fueron:

- Existencia de muestra representativa tumoral en el bloque de tumor conservado en parafina,

a partir del cual se obtendra la suspension nuclear.

- Seguimiento del enfermo minimo de 3 afios.

. . . . . . 2
- Ausencia de Cis en la muestra y/o en las biopsias vesicales randomizadas™°.

Estos criterios contribuyeron a una reduccion de la serie quedando incluidos en el
estudio de forma definitiva 82 pacientes, que conforman un grupo de estudio compacto y
perfectamente definido. De cada paciente se recogid una hoja de datos en la que se

incluyeron:
- Datos identificativos y administrativos.

- Datos clinicos:

-Edad

-Sexo

-Tabaquismo
-Presencia de anilinas
-Sintoma inicial

-Tratamiento:
Reseccion transuretral
Instilaciones endocavotarias (BCG+Mitomicina-C)
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- Datos histologicos:

-Grado tumoral segun la OMS:

-Estadio tumoral segiin TNM:

-Histologia tumoral:

-Tamano tumoral;

-Localizacion del tumor/es

-Numero de tumores

- Datos evolutivos:

-Fecha de la primera recidiva tumoral

-Localizacion de la recidiva

-Fecha del ultimo control clinico

-Grado I
-Grado 1II
-Grado 111

-pTa
-pT1

-papilar
-s6lido

-3 cm
->3cm

-Estado del paciente en el Gltimo control

La Tabla 5 describe la muestra que conforma nuestra serie:

Tabla 5.- Descripcion de las caracteristicas
clinicas, histolégicas y evolutivas de la muestra.

Caracteristicas N? pacientes (%)

Sexo:
Mujer
Hombre
Tabaquismo
Anilinas
Grado:
1
11
yi|
Estadio:
pla

81

10

72

58
3

58
16

32

(12.2)
(87.8)
(70.7)
(3.7)

(9.8)
(70.7)
(19.5)

(39)
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pTlI 50 (61)
Histologia:
papilar 76 (92.7)
solido 6 (7.3)
Tamario:
< 3cm 40 (48.8)
> 3cm 42 (51.2)
Numero tumores:
1 6 2 tumores 53 (64.6)
> 3 tumores 29 (35.4)
Recidiva:
No 44 (53.7)
Si 38 (46.3)

3.1.1. EDAD Y SEXO

La edad media de los pacientes es de 70 anos, oscilando entre un minimo de 45 afios y

un maximo de 95 anos. La desviacion estandar fue de 10.39 afios y la mediana de 70 afios.

Las mujeres de nuestra serie presentaron una edad media de 74.1 afios (rango: 45-95
anos) y desviacion estandar de 14.3 afos, mientras que los varones presentaron una edad
media de 69.5 afios (rango:52-86 anos), desviacion estandar de 9.5. La relacion varon:mujer

fue de 7:1.

3.1.2. TABAQUISMO

Aunque se recogi6 el dato correspondiente al nimero de cigarrillos consumidos por

cada paciente, inicamente se valord el hecho del héabito tabaquico como presente vs. ausente.
3.1.3. SINTOMAS QUE ORIGINARON EL DIAGNOSTICO
El sintoma mas frecuente a raiz del cual se llego6 al diagnostico fue la hematuria, en el

81.7% de los casos estudiados.

3.1.4. ESTUDIO ANATOMOPATOLOGICO Y TRATAMIENTO.

El estudio histolégico de nuestra serie agrup6 a los pacientes en funcion del grado
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histoldgico y del nivel de infiltracion tumoral tal como muestra la Tabla 6:

Tabla 6.- Distribucion de los pacientes segiin grado histologico
y nivel de infiltracion.

Grado/pT N° pacientes (%)

Grado [ 8 (9.8)
pla 7 (87.5)
pTl 1 (12.5)

Grado 11 58 (70.7)
pTa 22 (37.9)
pTl 36 (62.1)

Grado 111 16 (19.5)
pTa 3 (18.7)
pTl 13 (81.3)

En 76 pacientes (93%) se resecaron tumores papilares y solo en 6 enfermos (7%) se

resecd una tumoracion de aspecto papilar-sélido.

Tras el diagndstico, a todos los pacientes se les practicod reseccion transuretral (RTU)
de la lesion o lesiones tumorales endovesicales, seguido de quimioprofilaxis endocavitaria

con mitomicina-C y BCG.

3.1.5. RECIDIVA TUMORAL

Tras el tratamiento inicial, los tumores grado II y grado III mostraron un
comportamiento con respecto a la recidiva bastante parejo, de forma que recidivaron el 47,4%

de los tumores grado Il 'y el 37.5% de los tumores grado III.

3.1.6. LOCALIZACION DE LA RECIDIVA TUMORAL.

Los tumores que presentaron recidiva lo hicieron a un éarea vesical diferente a la que

debutaron en un 24.4% de los casos y a la misma zona de origen en el 15.8%.
3.1.7. TRATAMIENTO ADYUVANTE POST-CIRUGIA.

Todos los enfermos recibieron quimioterapia endovesical en forma de instilaciones

mensuales alternas de Mitomicina-C y BCG segun protocolo, durante un afio.
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3.2. METODOLOGIA. ESTUDIO DEL CONTENIDO DE ADN.

3.2.1. DESCRIPCION DE LA TECNICA PARA CONSEGUIR LA SUSPENSION NUCLEAR.

Una vez localizado en la tumoroteca el bloque que contenia el tumor fijado en
formalina y embebido en parafina, se realizO un corte de 5 micras para tincidon con
hematoxilina-eosina, con la finalidad de comprobar la existencia de material tumoral
representativo, y un corte de 50 micras a partir del cual se conseguiria la suspension nuclear

de la forma que se expone a continuacion.

Los tubos de ensayo que contenian las muestras tumorales de 50 micras junto con 5 ml
de xilol, eran introducidos en un bafio de agua a 60°C, durante 30-45 minutos, agitdndose los

tubos periodicamente.

Tras este tiempo, se eliminaba el xilol y se recambiaba por otros 5 ml del mismo,
permaneciendo a temperatura ambiente durante 30 minutos. Nuevamente, se eliminaba el
xilol, y a partir de este momento se procedia a rehidratar la muestra, realizando lavados con
alcoholes en concentracion decreciente acabando con lavados con agua destilada. La
inmersion de la muestra en cada concentracion de alcohol se realizaba durante siete minutos y
se repetia dos veces (100% ¥%2® 95% ¥%2® 70% %*® 50% ¥%:*® Agua destilada).
Durante todo el proceso los tubos se agitaban peridodicamente. El ultimo bafio con agua

destilada se dejaba en el tubo y se procedia a centrifugar durante cinco minutos a 1320 rpm.

Tras la centrifugacion se eliminaba el sobrenadante y se afiadian 5 ml de pepsina al
0.5% con cloruro de sodio y un pH de 1.5. Nuevamente eran sumergidas en un bafo de agua a

37°C durante 60 minutos.

Posteriormente se filtraba todo el contenido del tubo de ensayo a través de una malla
de 80 micras de poro, en un nuevo tubo de ensayo que contenia PBS frio (Solucion tampon
salina). Se procedia a centrifugar, segin las condiciones descritas previamente, y se eliminaba
el sobrenadante. Nuevamente se agregaba PBS frio (3ml) y se volvia a centrifugar en
idénticas condiciones. El sobrenadante era eliminado y el precipitado se extendia en un

portaobjetos dejandose secar a temperatura ambiente.
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Figura 23.- Tratamiento de las muestras para conseguir la suspension nuclear.
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Una vez aqui, se realizaba la tincién de Feulgen tal como se describe a continuacion.

3.2.2. TINCION DE FEULGEN.

La reaccion de Feulgen consta de los siguientes pasos:

- Hidrolisis dcida. Se introduce directamente el portaobjetos en una solucion de CIH 6N

durante 60 minutos a una temperatura de 25°C,

- Lavado en agua corriente durante un minuto, seguido de otros dos lavados de un minuto en
agua destilada. Se agitan suavemente los portaobjetos con el fin de eliminar la mayor cantidad

posible de impurezas.

- Tratamiento con el reactivo de Schiff durante una hora a una temperatura de 25°C y en la
oscuridad. Se procura que los portaobjetos tengan la menor cantidad de agua posible al entrar
en el reactivo de Schiff, pero evitando que se sequen. Durante todo el proceso los portaobjetos
son agitados suave y periddicamente. Con el fin de obtener la estandarizacion de la técnica y
de los resultados se ha utilizado siempre el mismo reactivo de Schiff comercial. Tras tefiir 75

preparaciones se cambia el bafio reactivo antes de que adquiera un color rosado.

- Lavado en bano sulfuroso durante un minuto, a temperatura ambiente tres veces

consecutivas para eliminar el exceso de colorante.
- Lavado en agua corriente de 10 minutos de duracion.
- Deshidratacion y montaje de las muestras para su estudio.

Las soluciones de trabajo fueron preparadas de la siguiente forma:

- Solucién de CIH 6N: CIH 36.5%....ccccevuuen.e. 50 cc
Agua destilada............. 50 cc

- Reactivo de Schiff: Reagent Merck Ref. 9033

- Solucion de bafos sulfurosos: Metasulfito Sodico.......0.5 cc
CIH IN...oooiiiiiiens Sce

- Agua destilada hasta 1000 cc.
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Es imprescindible incluir en cada lote de preparaciones problema, al menos un
portaobjetos que contenga ntcleos con una cantidad de ADN conocida, con la finalidad de
que sirvan de referencia externa y permitan controlar la linealidad del sistema. En este estudio

se han utilizado improntas de hepatocitos de rata.

3.2.3. DESCRIPCION DEL EQUIPO Y METODOLOGIA DEL ANALISIS CITOMETRICO DEL ADN.

El equipo de andlisis de imagen utilizado en el Servicio de Anatomia Patologica del

Hospital del Mar consta de:

- Microscopio......................Axioskop 20 (Zeiss)

- Video camara CCD........... JVC Profesional (KY-F30E)
-PC........ooiiinen..Compagq Prolinea 4/66

- MoNitores.......coceevverueenuennnene Sony-Trinitron y Super Fine Pitch
- Software............coiiii, SAMBA 2005

Para la cuantificacion de los parametros morfométricos y densitométricos mencionados
anteriormente, se uso el programa de analisis de imagen Ploidy 4.1 disefiado en el entorno del
procesador SAMBA 2005 (Alcatel-TITN, Grenoble, France), que permite cuantificar la

cantidad total del ADN de los nucleos tefiidos segun el método de Feulgen.

Este programa permite captar con la videocdmara CCD imégenes microscopicas de los
nucleos celulares. Asi mismo, el programa permite revisar las imagenes digitalizadas y
grabadas en cualquier momento del analisis, por medio de la opcion llamada "galeria" que

ofrece el programa.
En el tratamiento de las imagenes se distinguen dos partes:
1.- Captacién y procesado de la imagen.

2.- Anadlisis de los datos de la imagen procesada.
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El analisis se inicia con el “sef up” o puesta a punto del sistema, durante el cual se fijan
las condiciones de captacion y medida de las imdgenes que requiere el equipo instrumental
para efectuar las medidas densitométricas, asi como, la identificacion de la muestra y del
paciente, el tipo de tincion, la resolucion oOptica y la fijacion de los criterios morfométricos de
inclusion y exclusion de los ntcleos. Estas condiciones varian en funcion de las caracteristicas

de cada muestra.

Las imagenes son captadas en una escala de 256 niveles de grises (blanco y negro) y

en la elaboracion de estas imagenes intervienen varias funciones:

1) Sustraccion de la imagen de fondo: consistente en restar la imagen de fondo captada

previamente a la imagen problema.

2) Umbralizacion automatica por segmentacion interactiva: permite discriminar los nucleos

del fondo.

3) Normalizacion de los niveles de grises de la imagen frente a los que corresponden al patron

externo.
Bésicamente existen dos formas de proceder durante el analisis de ADN:

1.- El contaje sistemdtico de células tumorales de forma aleatoria, y sin poner especial interés

en representar aquellas zonas formadas por los grupos celulares mas atipicos.

2.- El contaje selectivo de células tumorales que implica revisar toda la muestra celular y

representar todas las zonas que muestran mayor atipia celular.

Ya que el enfoque de este estudio esta orientado a predecir el comportamiento
biologico tumoral hemos considerado mas indicado el contaje selectivo de células tumorales,
siendo conscientes de que los valores obtenidos serdn menos reproductibles y comparables,
pero por el contrario, reflejaran mejor la presencia de distintas poblaciones tumorales atipicas.
Con esto se pretende aportar mayor sensibilidad al método, permitiendo establecer un

prondstico mas individualizado de cada paciente.

Una vez aclarados estos puntos se describe de forma sucinta el proceso analitico, el
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cual consta de los siguientes pasos:
- Establecer las condiciones de iluminacién de Kohler en el microscopio.
- Identificacion del paciente y de la muestra segun el protocolo establecido.

- Ajuste de los parametros morfoldgicos (didmetro maximo y didmetro minimo), que permiten

rechazar artefactos y elegir los nucleos incluidos en el estudio.
- Utilizacién del objetivo de 40x que proporciona una resolucion optica de 0.16mm?

- Determinacion de los factores de correccion obtenidos a partir de la referencia externa
(hepatocito de raton con valor de ¢ = 5 pg), con respecto a la muestra problema (especie

humana, valor de ¢ = 6 pg). El factor de correccion que se obtiene es de 1.2.

- Calibracion de la técnica mediante el analisis de la referencia externa. En nuestro estudio se
han utilizado nucleos de hepatocitos de rata, lo cual nos permitira la graduacion del eje X del
histograma de ADN. Esto implica determinar la DOI que equivale a 2c. Asi mismo, se debe
realizar el andlisis de la referencia interna, por medio de la cual se calibra y obtiene el factor
de correccion que se requiere para cada una de las muestras analizadas. El proceso consiste en
captar la imagen de fondo (campo blanco) previamente a la imagen problema, y se establecen
las condiciones de intensidad de luz entre 200 y 230 expresado en funcion de la escala de
grises. A continuacion, las iméagenes nucleares digitalizadas son depuradas comparandolas
con las iméagenes de fondo, la cual es restada de la imagen problema, corrigiéndose asi las
alteraciones de iluminacion debidas al sistema Optico y/o fuente luminica. Posteriormente, los
valores de las densidades Opticas integradas obtenidas son normalizadas y relacionadas con la

concentracion de ADN, obteniéndose el histograma que
representara la distribucion de frecuencia de los ntcleos en funcién de su contenido de ADN.
Es obvio que la intensidad luminica ha de permanecer constante durante todo el analisis.

- Andlisis de la referencia externa. En este estudio se seleccionaron y cuantificaron entre 50 y
100 nucleos de hepatocito de rata como referencia externa. Se acepté como calibrado valido

coeficientes de varianza comprendidos entre 0 y 8. Una misma referencia externa es valida
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para todas aquellas muestra tumorales tefiidos en el mismo bafio de tincion.

- Andlisis de la muestra tumoral y de la referencia interna. Se cuantificaron 200 nucleos
tumorales seleccionados segun criterios morfologicos propios de las caracteristicas de las
células tumorales (tamafio, pleomorfismo, hipercromasia y textura cromatinica). Se procedio a
revisar toda la muestra, con el fin de representar aquellas zonas con células tumorales que
pudieran relacionarse con un pronostico menos favorable. Se puso mucha atencion en que los
nucleos seleccionados estuviesen en el enfoque Optico correcto y que la membrana nuclear se
conservara intacta. Al iniciar el analisis se determina la referencia interna. Segun las
caracteristicas de la muestra se escogieron linfocitos o fibroblastos. En aquellos casos en que
se escogieron linfocitos se evitaron los linfocitos picnoticos y se elegian aquellos que
presentaban una textura cromatinica apreciable. Los linfocitos densos poseen un 20 a 30%
menos de cantidad de ADN por efecto de la condensacion cromatinica. Simultdneamente, se
seleccionaron de 20 a 30 nucleos procedentes de células normales incluidas en la muestra
tumoral con la finalidad de confirmar el pico 2c. En ocasiones, para obtener el pico en 2c, el
programa aplica un factor de correccién en funcion de la referencia interna que corrige la
desviacion respecto a 2¢c de los nucleos que constituyen la muestra problema. Una vez
confirmada la exactitud del pico 2c¢ este conjunto de nucleos normales son eliminados del

histograma a través de la galeria.

3.2.4. OBTENCION E INTERPRETACION DE LOS PARAMETROS DEL ANALISIS CITOMETRICO.

En la introduccion hemos descrito las caracteristicas de todas las variables obtenidas

durante el analisis citofotométrico de ADN (apartado 1.6).

Entre estas variables se distinguen una densitométrica, la DOI y una morfométrica, el

area media nuclear (AMN).

La DOI se expresa en unidades arbitrarias (u.a.), que opcionalmente pueden ser
transformadas automaticamente por el programa en unidades de contenido en ADN nuclear,
ya que ambas unidades son proporcionales entre si (2100 u.a.= un contenido total en ADN

nuclear de 2c¢).
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El programa genera los histogramas de distribucion de frecuencias de los nticleos (200
nucleos) en funcion de su contenido total en ADN y proporciona las variables citométricas
relacionadas referidas a las distintas subpoblaciones del conjunto de la muestra tumoral (DP,

DH, IP).

Las variables citométricas deducidas de los histogramas de ADN son muchas, pero
solamente un nimero reducido de éstas se ha podido relacionar con el comportamiento

bioldgico del tumor.

En este estudio hemos utilizado cuatro variables en funcién del contenido total en
ADN nuclear, con la finalidad de obtener una valoracién lo mas objetiva posible del

comportamiento maligno del tumor. Son:
1) Clasificacion de tipos de histograma de ADN

Los histogramas de ADN representan la distribucion de la poblacion de nucleos frente

a su contenido en ADN.

Del andlisis de muestras tumorales se obtienen distintos histogramas de ADN. Las
diferentes representaciones graficas de estos histogramas, que dependen de la distribucion del
contenido total en ADN nuclear de cada muestra, permiten la clasificacion de histogramas

segun tipos. En relacion al tipo de histograma identificado, se le asigna un patron de ploidia

de ADN.

En este estudio hemos clasificado los histogramas seglin los criterios descritos por

A.Sampedro (1996)"*.

Aplicando estos criterios, los histogramas de ADN se han clasificado en diploides,

tetraploides y aneuploides:

- Diploides, muestran un pico en la region diploide o cercano a diploide, con IADN 20.9 y

£1.1, y los nucleos en la posicion tetraploide (4c¢) son inferiores al 20% (Figura 24).

- Tetraploides, muestran un pico andmalo que representa mas del 20% del total de los nucleos

situados en la region 4c, con un IADN entre 1.8 y 2.2 .y ademas la presencia de algunos
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nucleos en la region comprendida entre los valores 4c y 8c (Figura 25).

- Aneuploides, se subdividen en dos tipos,

a) el hiperdiploide, con un pico anomalo que comprende a mas del 15% de los nucleos
analizados en la region entre 2c y 4¢c, con IADN 3 1.2y £1.8,()y
b) el hipertetraploide, que presenta un pico o un conjunto de picos anomalos por encima
de la region 4c los cuales comprende a mas del 15% de los nucleos y un IADN > 2.2
(Figura 27.- Histograma de ADN tipo hipertetraploide.).
Para nuestro estudio, hemos considerado los tumores diploides como euploides, y
hemos clasificado como aneuploides, no sélo los tumores hiperdiploides e hipertetraploides,

sino también los tetraploides.
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Figura 24.- Histograma de ADN tipo diploide
(tejido normal).
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Figura 25.- Histograma de ADN tipo tetraploide.
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Figura 27.- Histograma de ADN tipo hipertetraploide.

, . . . . . . 1
Asi mismo, y siguiendo los criterios descritos por Auer et al. en 1984'°, se

clasificaron los histogramas en cuatro tipos:

- Tipo I: histogramas con un unico pico diploide (2¢) y escasas células desviadas del valor

normal.
- Tipo II: pueden darse dos posibilidades,

1) un pico en la region tetraploide (4c) 6
2) dos picos, uno en 2¢ y otro en 4c con escasas c€lulas comprendidas entre dichos

picos o entre 4c y 8c.
- Tipo III: difiere del tipo II en que presenta un nimero elevado de células con contenido de

ADN entre 2c y 4c, ademds existe una proporcion de células consideradas en fase S que

indican la presencia de un proceso proliferativo.
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- Tipo 1V: presentan aneuploidia marcada de ADN con valores comprendidos entre 2¢ y 6¢ 0

igual 6 mayor a 8c.

Ya que en la literatura revisada la agrupacion de histogramas propuesta por Auer es discutida
en cuanto a su utilidad como factor prondstico, junto al hecho de que la agrupacion en un tipo
u otro esta sujeta a la subjetividad del ojo humano, se ha introducido un nuevo parametro, el

grado de malignidad, propuesto por Bocking et al'®’.

2) Grado de hiperploidia (DH)

El calculo del DH lo ejecuta el programa utilizado. Su valor expresa el % de los
nucleos existentes en la poblacion considerada cuyo contenido total en ADN nuclear es

superior a Sc. Este valor también se expresa como ScER.

Cuanto mas alto es el valor del DH, mayor es el contenido total en ADN nuclear
anomalo presente en la muestra tumoral. Este valor se relaciona directamente con el potencial

maligno del tumor analizado.

3) indice de proliferacion (IP)

Indica el nimero de ntcleos comprendidos entre los picos 2¢ y 4¢ representando el

porcentaje de células que se encuentran en fase S o fase de sintesis de ADN.

Su valor se calcula, al igual que el grado de ploidia dividiendo los histogramas en 10
clases tal como se muestra en la Figura 28. El indice de proliferacion (IP) es igual a la suma
de porcentajes de células proliferantes (CP) estimadas dentro de las clases de ploidia situadas

entre los picos principales (MP y MP*) que son euploides o aneuploides.
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Figura 28.- Célculo del indice de proliferacion.

4) Grado de malignidad (GM-ADN)

El GM-ADN es una variable compleja obtenida a partir de dos variables simples. El

programa utilizado no suministra su valor por lo que se ha de calcular aparte.

Bocking et al. en 1984'% fueron los primeros en describir y utilizar esta variable en un
estudio citofotométrico de ADN en el cancer de mama. En estudios sobre distintos tipos de
neoplasias estos autores observaron que el GM-ADN mostraba un elevado significado

bioldgico.

El calculo del GM-ADN requiere la obtencion previa del DH y del indice de

desviacion respecto 2¢ (2¢DI).

En el apartado anterior hemos definido el DH, como aquel valor que representa el %

de la poblacion celular con contenido en ADN nuclear superior a 5c.

El célculo del 2¢DI es mas laborioso. La informacion de partida es la DOI, dato

suministrado por el programa para cada ntcleo de la muestra.

Teniendo en cuenta los factores de correccion obtenidos a partir de las referencias
interna y externa, el valor de la DOI de cada nucleo se transforma en valor de contenido en

ADN expresado en multiplos de 1c.

El siguiente paso es el sumatorio de las diferencias al cuadrado entre el contenido de
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ADN de cada nucleo (ci) y el del valor de referencia 2¢. La suma se divide por el nimero total

de niicleos cuantificados y el resultado obtenido es el 2¢DI expresado en unidades de ¢*.

La expresion matematica del 2¢DI es:

1

2¢DI —ig (c
NG

El producto del 2¢DI por el DH se define como indice de malignidad (IM-ADN) que

matematicamente se expresa como:

"IM-ADN"=2¢DI”

Finalmente el GM-ADN segun Bocking, se obtiene con la férmula siguiente, en la que
los valores de GM-ADN correspondientes al minimo y al maximo valor de IM-ADN son 0 y

3 respectivamente.

log("IM - ADN"+1)
log("'IM - ADN"max de las muestras)

"GM - ADN"=3"

Se ha observado que cuanto mas maligno es el tumor, tanto mayores y mas dispersos
son los valores de contenido total en ADN nuclear. El 2¢cDI aumenta con la dispersion y con
el incremento de los valores obtenidos, considerandose en su calculo el contenido total en

ADN nuclear de todas las células cuantificadas en la muestra tumoral.

Aunque el potencial maligno de los tumores aumenta con el tamafio de la fraccion de
células aneuploides con un contenido total en ADN nuclear superior a 5c (5cER), el IM-ADN
tiene un significado bioldgico mas elevado que sus variables por separado. Recordemos que el

IM-ADN es el producto formado por el 2¢cDI y el ScER.
5) Area media nuclear (AMN)

De la medida del area nuclear (AN) derivan dos pardmetros, el drea media nuclear

(AMN) y la media de las areas medias nucleares (MAMN). El AN es una caracteristica del
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nucleo, el AMN se refiere a una poblacién celular y la MAMN a una serie de casos

estudiados.

Los valores de AN y de AMN los suministra directamente el programa SAMBA 2005.
El AN es igual a la suma del nimero total de pixeles abarcados por la representacion del
nucleo, de manera que, conociendo la correspondencia entre pixel y area, la obtencion de €sta

es directa. En nuestro estudio hemos expresado el 4rea en pixeles.

El AMN es la suma de los valores de AN de cada nucleo de la muestra, dividido por el
numero total de nicleos que la constituyen. En este estudio, siempre hemos incluido un total

de 200 nucleos.

La media del AMN es la suma del AMN de todas las muestras pertenecientes a una

serie, dividida por el nimero de muestras agrupadas en esa serie.

La interpretacion biologica de la medida del AN se basa en su relacion directa con el
tamafio del nicleo y su contenido en ADN. En general, se verifica que cuanto mas alto es el

contenido en ADN, mayor es el tamaiio del ntcleo y el de su AN.

El valor del AMN correspondiente a una muestra tumoral estd relacionado con el
promedio de su contenido total en ADN. Al aumentar el tamafio promedio de los nucleos
también aumenta el promedio de su contenido en ADN anomalo. Se observa una mayor atipia

nuclear en la poblacion celular que se identifica con un grado nuclear mas elevado.

3.2.5. ANALISIS ESTADISTICO.

Tanto los datos clinicos de los pacientes que comprende nuestra serie, como los
obtenidos del estudio citométrico de las muestras tumorales correspondientes, fueron
recogidos y almacenados en el soporte magnético de un ordenador PC Pentium configurando

la base de datos de nuestro estudio.

Se realizé un estudio estadistico descriptivo de la serie y un estudio estadistico

comparativo o inferencial. Todas las pruebas estadisticas se hicieron con una significacion de
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0.05 y las estimaciones con un intervalo de confianza del 95%. La evaluacion estadistica de

los datos se realiz6 utilizando el programa estadistico SPSS-PC version 8.0.

3.2.6. ESTADISTICA DESCRIPTIVA

Se realiz6 un analisis de la distribucion de frecuencias de las variables cualitativas y un
calculo de distintos estadisticos de distribucion cuantitativa (media aritmética, mediana,

desviacion tipica y valores maximos y minimos) mediante las férmulas habituales.

3.2.6.1. Estadistica descriptiva

Se realizo el test de Kolmogorov-Smirnov para verificar el ajuste a la distribucion
normal o de Gauss. Se emplearon diversos métodos estadisticos comparativos para analizar

las diferencias de los distintos pardmetros clinicos y citométricos.

3.2.6.2. Analisis univariante

3.2.6.2.1. Test de significacion estadistica para variables cualitativas

Para el estudio de la asociacion entre dos variables cualitativas, se ha utilizado la
prueba Chi-cuadrado aplicando el test exacto de Fisher en aquellos casos en los que uno de
los niumeros esperados en alguna de las casillas de la tabla de contingencia tuviera un valor

inferior a cinco.

La prueba de tendencia (variable de la prueba Chi-cuadrado), fue util para analizar una
variable binomial y otra variable categorizada de forma ordinal. Determina si los porcentajes
de la variable respuesta estan relacionados con el orden propio de la variable de clasificacion
(tendencia positiva o negativa). La significacion estadistica indica que la probabilidad de

respuesta tiende a cambiar de un grupo a otro de acuerdo con el orden entre ellos.

3.2.6.2.2. Test de significacion estadistica para variables continuas.

Para comparar una variable continua y una variable cualitativa de dos categorias el test

estadistico utilizado fue el Test-t de Student.
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Cuando la comparacioén de medias de los descriptores citométricos entre grupos no fue

normal, se utiliz6 el test no paramétrico de U de Mann-Whitney.

El andlisis de la varianza de un factor (ANOVA) se emple6 para la comparacion de
medias muestrales de mas de dos categorias independientes. Si la distribucion de variables
continuas no era normal, el contraste se resolvié mediante el test no paramétrico de Kruskal-

Wallis.

La relacion entre variables citométricas cuantitativas se ha medido mediante el test de
correlacion lineal de Pearson. Cuantifica esta relacion de forma que coeficientes proximos a 1

indican gran correlacion y un coeficiente 0 supone ausencia de correlacion.

Dado que en nuestro estudio se considera como dato 1til el considerar la aparicion del
fendémeno "recidiva tumoral", en cualquier momento en el tiempo de la evolucién del
enfermo, no se han realizado pruebas estadisticas con poder para definir este evento como la

prueba de regresion de Cox.

Igualmente y dado que s6lo hemos considerado el fenomeno bioldgico de recidiva
tumoral y no el de progresion tumoral no se ha realizado anélisis del tiempo de supervivencia

ni del tiempo libre de progresion mediante el método actuarial de Kaplan-Meier.

3.2.6.3. Analisis multivariante. Regresion logistica.

En investigacion clinica, a menudo nos interesa conocer si un cierto evento (variable
respuesta), importante en el curso de la enfermedad, ocurrird o no y los factores (variables
explicativas) que potencialmente pueden influir en la aparicion del evento. Tal es el caso de la
aparicion de recidiva o progresion de la enfermedad tras una intervencion quirurgica por un
determinado proceso neoplasico. El examen de cada factor por métodos univariantes nos
ofrece una idea previa de la importancia que presenta la variable de forma aislada. Para
conocer su importancia relativa teniendo en cuenta la posible interrelacion con otras variables,
es preciso examinarlas de modo simultaneo. De esta forma, llegamos a conocer el valor

especifico de la influencia de cada una de las variables en la ocurrencia del evento estudiado.

Teniendo en cuenta que, el objetivo principal de este estudio era determinar la
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capacidad para predecir la recidiva tumoral en los tumores pT1 G2 a partir de la informacién
aportada por una serie de variables explicativas procedentes del estudio morfométrico y de
contenido de ADN, se decidi6 utilizar un modelo matematico de regresion logistica. Dicho
modelo es el andlisis estadistico multivariante mas adecuado para determinar la asociacion
entre un conjunto de variables explicativas continuas o categdricas y una variable respuesta de

caracter binario.

El modelo de regresion logistica estima directamente la probabilidad de que un evento
ocurra. Cuando se introducen mas de una variable explicativa, viene definido por la siguiente

formula;

1
Probabilidad de que el evento ocurra =

1+ e-?

Donde Z es la combinacion linear de Bo + BIX1 + B2X2 BpXp. A su vez, los B son
los coeficientes estimados a partir de los datos, X son el conjunto de variables explicativas

introducidas en el modelo y e es la base natural de logaritmos que aproximadamente es 2.718.

3.2.6.3.1. Desarrollo de la reqresion logistica

Para llevar a cabo el andlisis, en primer lugar, se determinaron las variables que
deberian ser consideradas como respuesta y como explicativas. Con relacion a la variable
respuesta, se considero "recidiva” a la presencia de tumor en la misma localizacion donde se
reseco el tumor primario o bien en otra localizacion, siempre y cuando mediara un intervalo
de 6 meses desde la RTU y con una evaluacion cistoscopia previa limpia. Como variables
explicativas se introdujeron todas aquellas derivadas del estudio morfométrico y de contenido

de ADN.

Las variables explicativas con dos categorias fueron codificadas como 0 y 1 y
consideradas como binarias. En las variables explicativas con mas de dos categorias, se

crearon también n-1 variables dummy tomando el primer valor como categoria de referencia.
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De esta forma se pudo estimar el diferente efecto de pasar de una categoria a otra sobre la

variable respuesta.

Para la estimacion de los coeficientes del modelo se utilizdo el método de maxima
verosimilitud. Para testar la hipotesis de que los coeficientes obtenidos eran diferentes a 0 se
utilizé el estadistico de Wald (valor del coeficiente obtenido dividido por su error estandar al

cuadrado).

La interpretacion de los coeficientes en la regresion logistica fue directa y expresan la
unidad de cambio en la variable respuesta por cada unidad de cambio en la variable
explicativa. Se realiz6 mediante el exponencial del coeficiente que permite su interpretacion
en términos clinicos. Su valor es el factor por el cual se multiplica la odds de la respuesta

estudiada al incrementarse en una unidad el valor de la variable predictora.

La bondad de ajuste del modelo se realiz6 mediante la comparacion entre los casos
predichos como recidiva y los casos observados realmente. Igualmente, se dibujaron
histogramas de la probabilidad estimada de recidivar versus no recidivar para cada caso. De

esta forma se pudo comprobar la dispersion de los casos con relacion al punto de corte 0.5.

La seleccion de las wvariables con capacidad predictiva se realiz6 mediante
procedimiento por pasos (stepwise) hacia adelante condicional (forward) y hacia atras
(backward) observando los cambios en los valores de los coeficientes para detectar cualquier
evento de interaccion o confusion. Se emplearon todos los posibles conjuntos de variables. El
test de la ratio-probabilidad se utiliz para estimar si una variable debia o no ser introducida

en el modelo.

3.2.6.3.2. Estrateqgia de analisis

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 de malignidad. Otros factores asociados son el tamafio del tumor
primario y la multiplicidad tumoral. El objetivo principal de la presente tesis era estudiar 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
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considerados como clésicos. De esta forma, una vez seleccionado el grupo de tumores G2pT]1,
realizamos una regresion logistica utilizando como variables explicativas Unicamente a los
factores pronosticos considerados como clasicos: tamafio tumoral y multiplicidad tumoral.
Ademas, la edad del paciente fue introducida como variable categorizada. En segundo lugar,
realizamos una regresion logistica incluyendo como variables explicativas las procedentes del
estudio morfométrico y del contenido de ADN. Por tltimo, para determinar si la informacion
predictiva aportada por estas variables mejoraba la capacidad predictiva de los factores
clasicos se realizd un tercer analisis de regresion logistica. En este ultimo analisis, como

variables explicativas, se introdujeron todas las variables conjuntamente.
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