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RESUMEN

Se estudiaron 21 pacientes, en edades comprendidas entre 5 y
45 anos de edad con tumores 6seos, se les realizé biopsia
incisional con dos tomas de muestras: una para determinar Indi-
ce de ADN y la otra para estudio anatomopatolégico. Se estudia
la correlacian entre la Citometria de flujo (estudio de ADN) y la
Anatomia Patolégica Convencional (tipo histoldgico), previa a la
quimioterapia neoadyuvante y la cirugia definitiva y durante la
quimioterapia adyuvante con cirugia definitiva, todo esto permi-
te establecer el prondstico y las posibilidades de recurrencia y/o
metastasis en Osteosarcomas, también establecer cual pacien-
te respondera y en qué medida a los protocolos de quimiotera-
pia de una manera individualizada. Se logra planificar la cirugia
y el protocolo de quimioterapia con mayores beneficios para cada
paciente en particular.
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ABSTRACT

A study is made on 21 patients (age 5-45 years) with lone tumors
on whom two incisional biopsies were made. One for ADN index
and the other for pathology.

Upon the results obtained the planning of surgery and
quimiotherapy is better scheduled.
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Introduccion

La Histologia Convencional nos permite establecer
la diferencia entre un Osteosarcoma de variedad Oste-
oblastica, de variedad Condroblastica o Fibroblastica,
hasta ahora era el Unico método para establecer dicha
diferenciacién; para ello se basa: en la apariencia celu-
lar, y la matriz producida por la lesion existente, compa-
rando ésto con los tejidos circunvecino sanos.

La gran dificultad en el manejo Clinico, Quimiotera-
pedtico y Quirdrgico de los pacientes con Osteosarcoma,
radica en establecer cual lesidon y en qué medida res-
ponderd, al protocolo de Quimioterapia pre-estableci-
do, cual lesién y en que grado creara resistencia.?

Sabemos que pacientes con Osteosarcomas bien
estudiados, bien manejados, con especifico protocolo
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de Quimioterapia, responden de manera distinta a otro
paciente con un Osteosarcoma (OS) del mismo esta-
dio, con igual edad, sexo, localizacién y hallazgos ima-
genoldgicos similares. En otras palabras la histologia
convencional nos permite diferenciar un OS. Osteoblas-
tico, de un OS. Condroblastico y/o de otro tipo histold-
gico, pero no nos permite predecir cual de ellos respon-
dera y en qué medida alprotocolo de Quimioterapia y
cudl de ellos creara resistencia.

Actualmente el cancer es considerado una enferme-
dad multifactorial, gracias a los estudios de biologia mo-
lecular se ha podido establecer que las mutaciones
genéticas han sido identificadas en algunos pacientes
con sarcomas. Hallazgos recientes en estudios de fa-
milias con cancer han demostrado que algunos de sus
miembros son portadores de defectos genéticos que
los predisponen a padecer de OS. Como ocurre tam-
bién con el Tumor de Willns, el Linfoma de Burkitt y el
Tumor de Ewing.?

Es uno de nuestros objetivos iniciales establecer la
correlacion de:
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1- Por Citometria de Flujo: estudio del ADN patolégico
(establecido como un procedimiento de rutina en
nuestros pacientes con Tumores benignos y malig-
nos 6seos).

2- Hallazgos de la anatomia patoldgica convencional.

3- Correlacionamos también la biopsia previa a la qui-
mioterapia neoadyuvante y a posteriori los resulta-
dos histopatoldgicos, y estudios de Citometria de Flu-
jo, cuando se realiza la cirugia definitiva, lo cual nos
ha permitido establecer consideraciones con rela-
cidn al prondstico y recidiva en los pacientes de una
manera individualizada.

MARCO TEORICO

Citometria de flujo’

Dentro de sus multiples aplicaciones en la practica
clinica, nos va a permitir, el analisis Citométrico del ci-
clo celular, aplicado al diagndstico y manejo terapéuti-
co de los tumores sélidos, en este caso en particular de
los tumores 0seos.

A partir de este andlisis citométrico vamos a obtener
informacion de:

1. Inestabilidad Gendmica: Aneuploidia del ADN.
2. Expansion clonal: Proliferacion Celular (Fase S) y

Pool de Apoptosis.

3. Heterogeneidad Tumoral: Subpoblaciones celulares.

APOPTOSIS

i ANEUPLOIDIA

’ ; DE ADN.
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NEOPLASICA

Fig. 1 Informacion proporcionada por el andlisis citométrico del ADN.

1- Aneuploidia del ADN

Un contenido aneuploide de ADN refleja anomalias nu-
méricas o estructurales a nivel cromosdmico como con-
secuencia de la desestabilizacion gendmica.
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La citometria de flujo aplicada al estudio de ADN en
tumores soélidos nos suministra informacién sobre la
existencia de distintos clones celulares presentes. Las
medidas del contenido en ADN deben ser referidas a
células con contenido normal de ADN vy las diferencias
entre ambas deben ser expresadas en términos del In-
dice de ADN.

El Indice de ADN es la relacidn entre el valor nodal o
la media del pico de Go/G1 de la poblacién anormal,
respecto a la medida del pico de Go/G1 de la poblacién
de referencia.

Eltérmino del ADN aneuploidia es utilizado para des-
cribir una poblacion con contenido citométrico de ADN
anormal.

2-Proliferacion celular: fase S.

La cuantificacién de la actividad proliferativa y de la
cinética celular es util en el estudio de este proceso
biolégico para estimar el potencial de crecimiento Tu-
moral.
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Pool de apoptosis: este término fue definido original-
mente para incluir ciertas caracteristicas morfoldgicas
como dafos en la membrana, disminucién del tamafio
nucler y citoplasmatico y condensacién de la cromatina
diferentes al proceso de necrosis. Esta definicion se usa
ampliamente para referirse a todas las caracteristicas
Bioguimicas y Morfoldégicas de la muerte celular pro-
gramada; es caracteristico de las células en Apoptosis
la ruptura del ADN, estas rupturas o escisiones del ADN
pueden ser detectadas por Citometria de Flujo (extrac-
cién de ADN de bajo peso molecular previa a la tincion
celular o marcaje de las ruptures in situ).
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3-Heterogeneidad Tumoral: la carcinogenesis es un
proceso vinculado a modificaciones genémicas en una
célula somatica singular cuya generacion y expansion
produce subclones anormales. Dichos clones anorma-
les en su contenido de ADN son detectados frecuente-
mente en lesiones malignas y premalignas con el uso
de la Citometria de Flujo.

Enresumen la Citometria de Flujo nos proporciona una
aproximacién de los cambios gendmicos ocurridos en
las células tumorales. El andlisis de la ploidia del ADN se
ha utilizado para investigar la heterogeneidad tumoral
tanto en carcinomas primarios como en metastasis.

TECNICAS DE CITOMETRIA'

Las Técnicas de Citometria se agrupan en: Citometria
de Flujo y Citrometria Estatica, de todos los métodos
cuantimétrico de mayor aplicacion practica son la Ploidia
y la Proliferacion celular, ya que el pronostico de mu-
chos tumores se relaciona con la cargo de ADN y conla
actividad mitética.

El Material Biologico objeto de estudio puede ser de
cultivos celulares, de tejido fresco (el utilizado por no-
sotros), blogues de parafina tras fijacion en formal o de
citologia.

La ploidia en la Citometria se recoge en histogramas
gue se comparan con los de poblaciones celulares con-
trol. Normalmente cerca del 90% de las células en un
tejido estan en fase GO y G1 del ciclo celular o lo que es
lo mismo en un momento en que no se estan dividien-
do y su carga cromosomica esta formada por el nime-
ro de pares de cromosomas propios de la especie (2¢).
El resto de las células estan adquiriendo material de
ADN o ya han alcanzado la cantidad doble (4c) y por
tanto estan preparandose o dispuestas para la mitosis.
Son la fase S y G2/M del ciclo celular. Por ello el histo-
grama representativo de una poblacién celular, esta for-
mado por un pico alto y mayor (2¢) que corresponde a
las fases GO/G1, una fase de meseta que corresponde
a células en fase S que estan sintetizando ADN y otro
pico menor (4¢) correspondiente a las células en G2/M.

El histograma se considera diploide si el pico primero
y mas alto, coincide con una desviacion, en general, no
muy superior al 10% con el de una poblacion control
que habitualmente esta formada por hematies de di-
versas especies o por células no tumorales del indivi-
duo en que estaba el tumor.
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Cuando la distribucion de las células en el problema
coincide con el control se dice que el Indice de ADN
(ID) es de 1, y nuestro caso seria Diploide. Todos los ID
distintos de 1 se denominan Aneuploides, un ID de 2 se
denomina histograma tetraploide y multiploide.

1
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Cell Number

La aneuploidia es frecuente en los tumores malignos y
en general es un parametro que sefiala peor prondstico,
aungue en algunos tumores debido a la mayor sensibili-
dad a los tratamientos, como ocurre en cervix y linfomas,
indica lo contrario. Por estudios de cancerogénesis en
animales se ha visto que antes de la transformacion a
carcinoma los epitelios presentan aneuploidia.

MATERIALES Y METODOS

Se estudiaron 21 pacientes, durante dos afos, en
edades comprendidas entre 5 y 45 anos, de ambos
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sexos, realizdndoseles examenes de Laboratorio de

rutina, estudios imagenolégicos de Radiologia Conven-

cional, Tomografia Axial Computarizada, Resonancia

Magnética y TAC Helicoidal 3D, con caracteristicas de

benignidad y malignidad, a todos se les realizé biopsia

incisional, por el mismo equipo de cirujanos, mantenien-
do todos los criterios establecidos por las normas inter-
nacionales en la practica y/o realizacién de biopsias?®

Las muestras obtenidas (todas dirigidas por amplifi-
cador de imagenes, con imagenes congeladas y dina-
micas) fueron procesadas de la siguiente manera:

1- Tejido en Fresco transportado en tubos de ensayo
con solucién fisicldgica y conservados en recipien-
tes con hielo, cuya finalidad es determiner y/o estu-
diar el Indice de ADN y la fase S del ciclo celular
(Proliferacion celular).

2- Tejido en fresco transportado en recipientes con for-
mol unos y otros en solucion fisioldgica, para el estu-
dio Histopatolégico, légicamente con la finalidad de
determinar el Grado Histoldgico de la lesién de acuer-
do a la clasificacion histolégica de Broders, (analiza-
das por el mismo equipo de anatomopatélogos).

Con los resultados definitivos de lo anteriormente des-
crito, se estableci6 tentativamente:

A- Procedimiento quirdrgico a realizar.

B- Protocolo de quimioterapia neoadyuvante y adyu-
vante en los casos necesarios, hasta realizar en es-
tos ultimos la cirugia definitiva.

A las piezas resecadas en la cirugia definitiva, se les
tomaron muestras, para los procedimientos anteriormen-
te descritos, asi como también se les realizo a todas
mapeo histolégico, para determinar el porcentaje de
necrosis tumoral de acuerdo a los criterios de Rossen.

El estado, conservacion, transporte y almacenaje de
las muestras son factores determinantes para garanti-
zar resultados optimos.

RESULTADOS

Los nueve (9) pacientes con diagndstico histopatold-
gico de benignidad (Ver cuadro) presentaron un Indice
de ADN = DIPLOIDE (igual a uno), con Fase S de pro-
liferacién celular sin anormalidad, cuya cirugia definiti-
va fue satisfactoria sin ninguna recidiva de la lesion, sin
distincion de sexo y/o edad.

De los doce pacientes con resultados histopatolégi-
cos de malignidad se evidencio: (anexos 1y 2).
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1- EI 50% presentaron un Indice de ADN = DIPLOIDE,
de los cuales son OS de bajo Grado, con Fase S de
proliferacion celular aumentada al doble de la célula de
tejido 6seo sano y un OS de bajo Grado, del que Fase
S aumentd seis veces el porcentaje de proliferacion
celular en comparacién con la célula de tejido dseo sano,
respondieron satisfactoriamente al protocolo de quimio-
terapia, con un porcentaje de necrosis tumoral del 90%
y la cirugia definitiva con aloinjerto fue satisfactoria

2- El 33% presentaron Indice de ADN = ANEUPLQOIDE
(mayor de uno) todos los pacientes resultaron con OS
de Alto Grado de Malignidad, con Fase S aumentada,
uno de los pacientes no respondié al protocolo de Qui-
mioterapia, con MT a distancia no se logré realizar ciru-
gia definitiva, los tres pacientes restantes respondieron
con poca efectividad a la quimioterapia, con un porcen-
taje de necrosis tumoral, entre 65% y 75% se les reali-
z6 cirugia definitiva, pero se evidencid recidiva local en
un ano posterior a la cirugia definitiva, dos de ellos con
MT a distancia y muerte.

3- El 17% presentaron Indice de ADN = NEAR DI-
PLOIDE (entre uno y uno punto dos) de los cuales, un
paciente con OS de Bajo Grado de malignidad y fase S
sin alteracion y otro paciente con OS de Alto grado con
fase S duplicada con respecto a tejido 6seo sano.

CONCLUSIONES

Este estudio muestra claramente gue la Citometria
de flujo del ADN puede ser aplicada a la mayoria de los
tumores primarios de hueso a pesar del sustancial con-
tenido de tejido duro, ademas los resultados indican que
las determinaciones de ADN como un complemento al
estudio histologico convencional, puede proveernos de
una informacidn clinica objetiva con relacion al pronds-
tico de respuesta a la quimioterapia, recidiva local y/o
metastasis a distancia.

Todos los pacientes con tumores ¢seos histopatolé-
gicamente benignos presentan Indice de ADN diploides,
con Fase S normal, por lo tanto no presentaran altera-
ciones del ciclo celular y el 90% de sus celulas se en-
contraran en fase Go/G1y sdlo el 10% estd en fase G2/
M, el resultado quirdrgico definitivo es siempre exitoso.
(Anexos 1y 3).

Todo paciente con Tumor 0seo histopatoldgicamente
OS de bajo grado de malignidad, Indice ADN = Diploides
y fase S aumentada, responderan satisfactoriamente a
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I ANEXO 1
| NOMBRE | ANATOMIA PATOLOGICA INDICE DE ADN FASE S TIPO DE MOE j
~ GM.16* | 0.S.Bajogrado DIPLOIDE 12% | MALGNO
~ FR.5 | Quiste Aneurismatico | DIPLOIDE 4,3% | BENIGNO
i CH. 162 | Condroblastoma DIPLOIDE | 2% |  BENGNO
N V.B. 45° ~ Fibrosis Reactiva NEAR DIPLOIDE 4,8% __BENIGNO
TL. 178 Displasia Fibrosa DIPLOIDE 3,4% BENIGNO
- EA. 282 - Osteocondroma DIPLOIDE 7.7% | BENIGTiO -
I E.L..142 N Osteosarcoma DIPLOIDE 10% MALIGNO_ -
B.L.29° TU, Cel. Gigantes | DIPLOIDE 5% BENIGNO
H.G. 20* 0.S. Alto Grado NEAR DIPLOIDE 10,8% N MALGNO
B B.R.24* 0.S. Bajo Grado NEAR DIPLOIDE 9,7% ~ mauGNo
L.A. 152 0.S. Alto Grado ANEUPLOIDE 15% MALIGNO
- J.T. 128 Displasia Fibrosa DIPLOIDE 5% BENIGNO B
E.P. 43 Osteomielitis DIPLOIDE 5% BENIGNO
T 0S.BajoGrado |  DIPLOIDE 33% ] MALIGNO 1
I Schwannoma DIPLOIDE 2,6% T *‘BE{ENQ o
O.s. Bajo Grado DIPLOIDE 15% 1T HAGGTJCT -
0.5. Alto Grado ANEUPLOIDE 30% MALIGNO
- DB.26% 0.5. Alto Grado ANEUPLOIDE 32% MALIGNO
 AG.T JFo_s. BajoGrado |  DIPLODE | 12% I maueno
 HA2» T 0.5. Alto Grado ANEUPLOIDE 18% ~ MALGNO |
AM. 19® i 0.S. Bajo Grado DIPLOIDE 7,5% MALIGNO
PROLIFERACION CELULAR EN M. TUMORES OSEOS MALIGNOS
17%
Near Dipl
29% 71%
M.FaseSn __ M. Fase S >
33% 50%
Aneuploide Diploide

los protocolos de Quimioterapia Neoadyuvante (porcen-
taje de necrosis del 90%) y adyuvante, se les debe rea-
lizar cirugia definitiva, y sus posibilidades de recurren-

cia y/o metatasis no son observadas.

Pacientes con tumores 6seos histopatoldgicamente
OS de alto grado de malignidad, Indice de ADN = Aneu-
ploides y fase S aumentada, responderan deficiente-

mente o escasamente a los protocolos de Quimiotera-
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pia Neocadyuvante (porcentaje de necrosis entre 65% y
75%) y adyuvante, el porcentaje de recidiva local y
metastasis posterior a cirugia definitiva es alto.

La Fase S del ciclo celular fue mayor en tumores
6seos de alto grado de malignidad y es un buen esti-
mador de recurrencia y melastasis (MT), a mayor fase
S mayor recurrencia y MT.(Anexo 3).

Asociando los parametros clinicos-patolégicos y el
perfil cinético, podemos formular medidas prondsticas
que pueden ser aplicadas para clasificar pacientes con
alto riesgo de recidivas y MT de manera individualizada.

Los estudios de proliferacion de fase S se relaciona
con la supervivencia al tumor, la capacidad de recu-
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rrencia y la sensibilidad a los tratamientos con quimio-
terapia.
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