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PRESENTACION

ANA M? PURAS GIL
PRESIDENTA DEL COMITE ORGANIZADOR
PRESIDENTA DE LA SEAP

El XX Congreso Nacional de la Sociedad Espafiola de Anatomia Patoldgica queremos que sea un foro de encuen-
tro y comunicacion entre los patdlogos espafioles. Vuestra participacion sera definitiva para el éxito del Congreso.

Aunque nos hubiese gustado que las actividades cientificas simultaneas fueran escasas, llevarlo a cabo no ha sido
posible dado el nimero cada vez mayor de Clubes y Grupos de trabajo que deben ser escuchados; esperamos que
el contenido sea del agrado de todos y responda a las expectativas de transmitir y recibir conocimientos.

La Conferencia Inaugural correra a cargo de Alberto Anaya, Fundador de nuestra Revista y persona clave en la
incorporacion de nuestra especialidad a todos los Hospitales. Maestro de varias generaciones, de sus reflexiones
esperamos buenos augurios para las generaciones mas jovenes.

Queremos destacar la importancia que hemos dado a exponer nuestro relevante papel en el manejo del cancer, no
solo desde el punto de vista diagnostico, sino de la protocolizacion, pronostico y respuesta a terapias. Asi, en la
Sesion Plenaria y en las Sesiones de Patologia Oncolégica especialmente dirigidas a las neoplasias con mayor
impacto social, seran revisados todos esos puntos. El reconocimiento de nuestra especialidad como elemento clave
en la lucha contra el Cancer, debe afianzarse en la Sociedad médica e investigadora del siglo XXI.

En conjunto, en el Programa, se puede observar que contamos con ilustres Conferenciantes sobre temas de actua-
lidad; tanto Clubes, como Ponentes, Coordinadores, o0 Moderadores de Conferencias o Seminarios, han contribui-
do a que podamos mostrar un Programa variado. Los Grupos de Trabajo han incorporando a sus debates temas
sobre los nuevos modelos de Gestion, sobre la Docencia en la Universidad o sobre los Registros de Tumores,
entre otros. Cerrando el Programa Cientifico, Juan Rosai; con la Leccion Pio del Rio Hortega y el Seminario de
Patologia Tumoral contribuira a un final espléndido.

Ademas, hemos introducido en nuestro Congreso una novedad que esperamos tenga una buena acogida; se trata de
las "Reuniones con el Experto", un breve encuentro a primera hora de la mafiana, en la que un compafiero expon-
dra de manera coloquial, un tema controvertido o de actualidad, que previamente se anunciard en los Carteles
informativos.

Con el fin de que las Tecnologias de la Comunicacion estén al alcance de todos, para un mejor intercambio de
conocimientos, hemos pedido al Club Informatico de la SEAP que a través de un Manual de Telepatologia, nos
informe acerca de los medios telematicos a nuestro alcance. Otros dos Manuales, hechos también por expertos,
seran entregados en el Congreso: uno sobre Interpretacion de la Biopsia Testicular en la Infertilidad y otro sobre
Protocolos en Uropatologia. A todos ellos les agradecemos especialmente su esfuerzo, ilusion y colaboracion.

Se van a difundir, via Internet, las principales Conferencias, para que los que no puedan estar presentes tengan la
oportunidad de sentirse participes, a pesar de la distancia.

Hemos puesto gran ilusion en el Programa social, pues creemos que es parte fundamental para estrechar lazos de
colaboracion y amistad; y lo hemos incluido en su totalidad en la cuota de inscripcion. Hacemos un recorrido por
Navarra, variada en tierras y costumbres y siempre acogedora. Pamplona, Sede del Congreso y ciudad habitual-
mente cuidada y tranquila, con tres Universidades, espera expectante el comienzo de sus Fiestas que la transfor-
maran sustancialmente. Esperamos que de todo ello guardéis un grato recuerdo.

Nuestro agradecimiento, el del todo el Comité Organizador, a todos los participantes. También a la Agencia de
Viajes que ha formado un equipo con nosotros; y a las Casas Comerciales y Entidades Colaboradoras diversas que
han patrocinado, o han contribuido a que este Congreso se lleve a cabo. Les deseamos lo mejor, que la Exposicion
Comercial sea un éxito y que su estancia les resulte muy grata. A las Instituciones Navarras, Gobierno de Navarra
y a su Departamento de Salud, Ayuntamientos de Pamplona y Tudela y de manera especial a la Universidad Pu-
blica de Navarra y a la Direccién de la U.N.E.D., y al Hospital Virgen del Camino, por su generoso apoyo a lo
largo de la preparacion del Congreso; y a Celia y Maite, por su esfuerzo en interpretar hasta nuestro pensamiento
para que todo salga bien. Todos ellos nos han ayudado a elaborar este Programa.

Y a todos, BIENVENIDOS
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CONFERENCIAS

ASPECTOS DE LA VIDA Y LA OBRA DE MIGUEL SERVET.
Francisco Javier Gonzalez Echeverria y Teresa Ancin H. Reina Sofia. Tudela (Navarra)

Miguel Serveto ( 1511?- 1553) fue un gran humanista, que en muchos aspectos revolucion6 los saberes, pues
fue: médico, padre de la farmacologia, gedgrafo, astrélogo, matematico, exégeta y tedlogo, traductor al espaiiol
y corrector de imprenta, gramatico y pedagogo, y en todos los campos del saber destacd y, creemos, que atin
no hemos descubierto todas sus obras ,ni la totalidad de su vida, en particular su infancia y juventud en aquella
corte itinerante de Carlos V al que conocid. Generalmente se le conoce por ser el descubridor, para Occidente,
de la circulacion menor y que muri6 en Ginebra, quemado, en un juicio en el que estuvo Calvino.

Pocas personalidades tan complejas como la de Miguel Servet, y no s6lo por su obra, sino también por su
vida, que parece ser novelesca- tres condenas a la pena del fuego, quemado realmente por los protestantes pero
en efigie por los catolicos- y de la cual , todavia ahora no sabemos muchas cosas a ciencia cierta.

Comenzamos por su nombre, que, segun la mayoria de sus bidgrafos era : Miguel Serveto , alias Revés, Cone-
sa Meller Zaporta; pero , aun , se debe de investigar mas sobre su familia, pues existe muy poca documenta-
cion. Por influencia del francés y, en particular , de Calvino, se difundié su nombre sin la Gltima vocal y, a
pesar, de que era Serveto o Servetus, en latin, el nombre de “Miguel Servet” es el que ha llegado hasta nuestros
dias. Por ello nosotros utilizaremos, indistintamente, Servet o Serveto, y, aunque, preferimos la segunda, esta
muy difundido el nombre de Miguel Servet. De estos apellidos, Meller ,-o Mellero-, y Zaporta- o Laporta,
Porta, Lapuerta- , estan muy extendidos en la Ribera, y muchas personas se apellidan asi. Los tres utimos, de
Serveto, es decir: Conesa, Meller y Zaporta son apellidos de conversos o ““ forzados”(anussim).
Pero es que , ademas, durante el periodo de 1532- 1555, se le conocié como también Miguel de Villanueva o
Miguel Villanueva, es decir su nombre, Miguel , seguia siendo el mismo, y como "Villeneuve" o "Villanova-
nus", en definitiva, Villanueva, aparecio por escrito en documentos oficiales, - siempre asociado al hecho de
ser natural de Tudela - en matriculaciones universitarias y en el proceso de naturalizacion, ademas de los jui-
cios de Paris de 1538 y de Viena del Delfinado de 1553-, y sobre la portadas de muchos libros.

En cambio, s6lo en tres ocasiones afirmd ser aragonés, con el apellido Serveto, siempre peligrosas para €l : en
las dos portadas de sus dos primeras obras, en 1531 y 1532, y en el juicio de Ginebra , con Calvino como
acusador, en 1553: En las dos primeras, su impresor a la sazén Hans Setzer, ante el peligro de persecucion por
su contenido teoldgico, no colocé su pie de imprenta en la portada del libro.

No existe documentacioén de que hubiese nacido en Aragon, en la villa de Sigena, al menos , exhibida por él.

Lo mismo sucedio, en el juicio de Ginebra, ya que asi era conocido, como Servet, en general, por los refor-
mados alemanes. Pero, en este juicio, por ejemplo, también afirmé que no tenia familia judia y no era verdad,
tal y como hemos demostrado, recientemente, por su abuela Beatriz Zaporta, hermana de don Gabriel Zaporta,
banquero de Carlos V. Las familias procedian de Sigena y de Barbastro o Monzon. Es claro, que su primer
apellido, Serveto, no se encuentra en Navarra.

Nos referiremos, asi, a nuestro genio como Servet, Serveto, alias Revés, o Miguel de Villanueva, indistinta-
mente, tal y como, en determinados momentos de su vida se denomino.

La ciudad de Tudela ,segiin Miguel Servet ,en sus ediciones de "La Geografia de Ptolomeo" - del griego
Claudio Ptolomeo( ¢.90-c.168)-,.en la edicion de Servet de 1535, la cita al hablar de la region Tarraconense:
Nauarra siue quos Vascos appellant, es decir que ya el etnénimo "Vascos" lo asocia a "Navarra". Cita tam-
bién, junto a los nombres que €l identifica con los de Ptolomeo a las ciudades de Navarra, a seis de ellas:
Pamplona, Viana, Sangiiesa, Olite, Tafalla y Tudela, y asi las cita : "Bianna","Sanguessa","Tafalla" "Olit" y
"Pamplona" ( segun Servet en este Ptolomeo: Pompelon, Martua dicta) y prosigue en esta ciudad : Pampilona
hispanice Pa[m]plona Pompeiopolis caput regni Navarrae, es decir," Pampilona, en espafiol Pamplona, Pom-
peiopolis, cabeza del reino de Navarra." Por ultimo cita a" Tudela" donde Ptolomeo pone " Teucris", tambien
parece conocer bien, por las notas marginales, a las ciudades de Zaragoza y Lérida o Lleida. Servet, va a men-
cionar a Navarra y Tudela, en sus juicios, afirmando que “Tudela, es una ciudad que( en 1553) estaba bajo
dominio del Emperador”ya que era “nativo de Tudela”.

Su padre, segun afirma en el juicio de Viena del Delfinado, seria Anton Serveto Meller, notario en Villanueva
de Sigena (Huesca) y de su monasterio , desde 1496 ,segiin documentos del investigador Palacios, y Catalina
Conesa Zaporta, seria su madre, pero Servet no afirma con documentacion estos hechos. En un protocolo se
afirma que pudieron casarse hacia 1504, pero la fecha no acaba de coincidir con las edades y profesiones de
los hijos. Por otra parte, parece, Anton Serveto estaba soltero hacia 1503. Serveto afirmaba que habia nacido
en Tudela, en el Reino de Navarra, de padre- ;o padres?- “hispanos”. Vinculacion paterna clara al monasterio
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de Sijena de la orden de San Juan de Jerusalén. Casi nunca menciona a su madre y, casi podemos decir lo
mismo, de su padre. Es seguro que, al menos, Servet es descendiente de judeoconveros , por la rama de los
Zaporta, y alguno de sus miembros como su tio abuelo, fue famoso banquero del Emperador Carlos V.
Tenia, al menos, dos hermanos mas, Pedro, notario, que permanecera en Sigena y Juan, clérigo, que , depués
de estar de secretario en Santiago de Compostela sera parroco de Polefiino, una poblacion cercana a Sigena .
Tenia al menos, dos tias, Isabel y Beatriz de su madre; una tia paterna y de un hermanastro de su padre, abun-
dante familia. Todos ellos aparecen en protocolos notariales, pero Miguel Serveto parece que se lo hubiese
tragado la tierra.

No acaba aqui la polémica de Miguel Servet., pero insistimos que aporta pruebas de nacimiento navarro como
lo hizo en la Facultad de Medicina de Paris en 1537 y en la naturalizacion francesa de 1549, con testigos, es-
cribanos, etc., en la que se reafirma como “ nativo de Tudela en el Reino de Navarra”. No lo hizo como ara-
gonés en su vida con un documento oficial por delante., como si lo hizo como navarro. Volveremos a ello.
Tampoco se sabe bien la fecha de su nacimiento. Esto si que es mas comun en personajes del Renacimiento, y ,
en particular de la primera mitad del s. XVI. Se manejan tres fechas, aunque la fecha mas admitida para su
nacimiento sea 1511. Aunque hay otras muchas, entre las tres mds citadas- 1506, 1509 y 1511, se suele admitir
esta ultima. Particularmente nos parece interesante que Juan de Quintana, confesor de Carlos V, en una carta
del nuncio Aleandre Sangal afirma la edad exacta y que conozca, por ello su nacimiento, que ¢l sitia en 1506.
En definitiva si tiene importancia este periodo pues entre 1498, fecha de la expulsion de los judios de Navarra
y la conquista por Fernando el Catodlico, 1512, Tudela esta llena de judeoconversos aragoneses o descendien-
tes de ellos, y el afirmar que el era navarro , de Tudela, pero su padre no, de alguna manera era , en la Francia
de esos afios, afirmar que era un descendiente de judeoconversos. Eso lo hemos demostrado al exhumar proto-
colos de su tia Beatriz Conesa Zaporta, y demostrar, que por rama matrilineal era descendiente de “ forzados”,
y de una familia muy importante en el s. XVI. Las relaciones de los conversos tudelanos con Aragén en este
periodo son especialmente intensas. Muchas veces, Tudela, es la ciudad refugio donde viven conversos que
esperaban estar a salvo de la politica que se seguia en Aragéon. Muchos de ellos fueron , en secreto, circuncida-
dos, seglin la Ley de Moisés. Muy posiblemente Serveto lo fue aqui por alusiones explicitas que parecen
tomadas de su biografica con respecto a la circuncision Esto explicaria mucho del dominio hebreo de Serveto,
y el que fuese ayudado por comunidades de conversos franceses o de otras naciones en las que residio, ademas,
de su pasion teoldgica. Durante el periodo entrel1511- 1526, apenas se sabe algo de su vida y todo son especu-
laciones. Unos opinan que pudo estudiar en Zaragoza, donde tenia numerosos parientes, o en otra ciudad que
se desconoce. Otros sefialan a Catalufia, quizas por el hecho de que el arzobispo Pierre Palmier afirmase que
“hablaba primorosamente el catalan” pero Serveto dominaba muchas lenguas . No descartamos el que pudiese
estudiar en Lérida, por ciertas referencias en su edicion del Ptolomeo sobre esta ciudad, pero no deja de ser una
opinidn nuestra. Nos extrafia mucho ese silencio en todas las biografias y documentacion oficial. No hay nin-
gun documento, aunque si aparecen sus parientes en protocolos notariales.

Entra, hacia 1526,como paje o secretario de Juan de Quintana, agustino regular del que sera confesor de Carlos
V, al irse a Roma como cardenal Garcia de Loaysa a Roma. Servet, pues, realizd estancias muy posibles en
Toledo, Valladolid , Granada, Sevilla, la Alpujarra y Sevilla con la corte itinerante del Emperador.

Estudia Leyes, Derecho candnico muy probablemente, en Tolosa de Francia hacia 1528. Lee tratados de la
Reforma, en especial a R. Sabonde y a P. Melanchton.

El confesor Juan de Quintana, con el que ya habia estado en la corte, le llama para la doble coronacion del
Emperador Carlos V en Bolonia por el papa Clemente VII. Al menos esta en Italia, con la corte imperial, des-
de el 26 de julio de 1529 hasta 25 de abril de 1530. Viajan con Servet, ademas de Juan de Quintana, Alonso
de Valdés y Garcilaso de la Vega. Este tltimo tendra que ver con algunas de sus labores de correccion de
poesias. El lujo y pompa de la coronacion del Emperador dan un impacto muy negativo sobre el papado en
Servet.

El dia 25 de junio de 1530 comienza la Dieta de Ausburgo. Asisten Carlos V, Melancthon y Quintana. No se
sabe si asistié Servet. En nuestra opinion si. Busca a Erasmo en Basilea posteriormente, pero éste ha partido
de alli, no hacia mucho. Erasmo de Rotterdam tendra influencia en alguna de sus gramaticas vertidas al espa-
fiol, junto a otros autores.

Sabemos con certeza que el 25 de octubre de 1530, Servet ya reside en Basilea en la casa del reformador
Ecolampadio. Se hospeda en su casa durante unos 10 meses. Pudo conocer a Hans Holbein el Joven, que por
entonces reside en Basilea, entre sus viajes a Inglaterra. Tendra influencia, este pintor, en las ilustraciones de
algunas de sus obras.

Reside en Estrasburgo, a la sazon Alemania, y conoce, entre otros a Bucero y Capito, hacia 1531 asi como a
otros famosos reformadores. En Hagenau, ciudad cercana,, entonces alemana, en 1531, imprimira su primera
obra con Setzer " Acerca de los errores de la trinidad” ( De trinitatis Erroribus) pero sin lugar ni fecha, por el
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peligro para el impresor que hemos comentado, pero, sorprendentemente, con su nombre completo como Ser-
vet, aragonés. Los reformadores, incluyendo a Ecolampadio, Bucero, Capito, Zuinglio y Bullinger comienzan

a mostrar su disentimiento con él. Causa escandalo esta obra en Alemania y asi lo afirma desde Ratisbona
Jeronimo Aleandro, nuncio apostolico en Alemania, mencionando a Juan de Quintana. Servet vuelve a Basilea
a casa de Ecolampadio, ese mismo afio. Envia ejemplares : uno a Erasmo, y otro al arzobispo de Zaragoza,
muy probablemente, Juan II de Aragon, primo de Carlos V, pero éste nunca lo recibiria pues habia fallecido a
finales del afio anterior, que pudo conocerlo personalmente en la corte itinerante.. Creemos que ambos gozaban
de estima de Serveto.

Publica en Hagenau, a la sazén Alemania, de nuevo con el impresor Setzer, pero también sin que figure en la
portada ni lugar ni fecha, su segunda obra: " Los didlogos de la Trinidad"(Dialogorum de Trinitate)en 1532.
Se venden bien ambas obras en Alemania y causa escandalo como la anterior.

El 24 de mayo en Medina del Campo inicia el Consejo de la Inquisicion su proceso contra Serveto. Se coloca
un edicto en la Seo de Zaragoza, pues ¢l habia mandado un ejemplar al Arzobispo de esa ciudad . Sorprende
que la Inquisicioén no sabe quien es ni de donde es su familia o donde es natural. a pesar de que conocen que se
llama Miguel Servet o Revés tal y como aparecio en su primer libro y que habia formado parte de la corte, y se
habia trasladado a Bolonia con el Emperador pues no localizan la poblacion de su familia. Nos extrafia mucho
esta queja de la Inquisicion .

El 17 de junio hay un decreto en Tolosa de Francia describiendo a cuarenta fugitivos entre ellos Servet, que
encabeza la lista.

Al fin se localiza a la familia “Servet”. El 24 de julio se envia a Alemania a su hermano Juan Serveto, excape-
1lan del arzobispo de Santiago para que lo atraiga a Espafia, para castigarlo. No lo consigue, aunque parece
que si pudo contactar con él, y la Inquisicion se reprocha el que se haya dejado este asunto asi, incluso en una
fecha tan tardia como 1538.

Miguel Servet se traslada a Paris. No aparece con la denominacion de Servet, sino Michel de Villeneuve, de
Tudela ( Navarra) siempre en documentos oficiales. Estudia en el colegio de Calvi de Paris. Hacia 1533 es
profesor de matematicas en el colegio de “los Lombardos” de Paris. Posteriormente en el periodo 1533-34
consigue el titulo de "Maestro en Artes" y profesor, con amigos y protectores italianos en la Universidad de
Paris.

Conoce a Juan Calvino, hacia 1534, y parece que tuvieron algunas disputas, pero Servet no acudird a una pros-
ter cita en Paris con éste. Es casi imposible que no conociese a Ignacio de Loyola , o mas todavia a Francisco
de Javier, en Paris o a Nicolas de Bobadilla- compafiero de Francisco de Javier-, profesor en el Colegio de
Calvi, pues tanto Bobadilla como Francisco de Javier eran profesores, como él. Ademas, conoce el “Colegio
de Beauvais” donde ensefiaba Francisco de Javier como profesor y lo cita en una de sus obras. Leera las obras
de Maturino Cordier, profesor de la Universidad de Paris, quien tendré influencia en algunas de sus gramaticas
vertidas del latin al espafiol.

Parte de Paris, hacia 1535 y viaja a Lyon, trabando amistad con: el médico y humanista Simphorien Cham-
pier(1472-1539); con el médico del cardenal de Tournon, Sebastidn “Montuus” y con el exégeta , dominico, y
famoso hebraista, Santes Pagnini. Publica con los hermanos Trechsel, Melchor y Gaspar, la "Geografia de
Ptolomeo", su primera edicion. Es el primer espafiol y el ultimo que traduce del griego "La Geografia de Pto-
lomeo", del autor alejandrino del mismo nombre, y en el mundo se ha traducido, al menos, 57 veces, y sélo
una por un espaiiol, que es Miguel Servet, y ademas en el extranjero. Sélo por esto mereceria un puesto impor-
tantisimo en las ciencias de Espafia. Frente a la ingente cantidad de alemanes, suizos, franceses e italianos,
entre otros Mattioli y Sebastian Miinster, es el inico espafiol que se atreve con esta magna obra.

Estudios en Paris, tal y como afirma en el prélogo de la edicion de su obra y la edicion de la " Apologia contra
Leonardo Fuchs", impresa en 1536, obra con secciones médicas y teologicas, impresa por Guilles Huguetan
en Lyon. Su antiguo compafiero, Andrés Laguna, amigo del decano Tagault, vuelve a Espafia. Pudo conocer a
Leonardo Fuchs- el botanico, inmortalizado con la flor “fuchsia”, pero no consta. Jean Ruel profesor de la
Universidad de Paris, junto a otros como Mateo d' Ory y Maturino Cordier , ya citado, que tendran que ver en
la vida y obra de Servet. Por esta fecha fallece Santes Pagnini, en Lyon, en 1536

Matriculado en la Facultad de Medicina en Paris el 25 de marzo de 1537 , era alumno de Sylvio “Jacques Du-
bois”, Gunterio “ Gilinter von Andernach” y Fernel, entre otros profesores ilustres, como afirmé Servet en
Ginebra. Publica con el impresor Simon de Colines, padrastro del impresor Roberto Estienne I, la primera
edicion de "Tratado Universal de los Jarabes"( Syruporum Universa Ratio). Conoce en esos afios a Junien
Rabier ( "Junius Rabibius"), corrector de Roberto Estienne quien tendra influencia en algunas obras de “Villa-
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nueva” que se citaran posteriormente, en particular las de Maturino Cordier. Sigue con practicas anatomicas y
es compaiiero de , entre otros de Andrés Vesalio, y Conrado Gesner, y alumno de Giinter von Andernach,
Gunterio y Jacques Dubois o "Sylvio". Los cita a éstos ultimos en su " Tratado Universal de los Jarabes" . En
la misma imprenta y el mismo afio se imprime el Dioscérides postumo de Ruel, con notas de Dionisio Corro-
nio, un raro ejemplar de esta edicion , lleno de notas, es el "manuscrito de Madrid" o de la "Complutense" con
notas manuscritas de Serveto, que es un compendio de toda su sabiduria. Servet conservara el epitafio de Co-
rronio en todas sus ediciones del Dioscorides. Servet da clases de astrologia, citando entre otros el "De divina-
tione " de Cicerdn, con la asistencia entre otros de su compaiiero médico Perrel y del arzobispo primado de las

Galias, Pierre Palmier. Compaiiero , ademds, de Guillermo Rondelet a quien citara en el Dioscorides. Ronde-
let, que residird en Montpellier, sera médico del cardenal de Tournon, y después de lograr un bachiller en
Medicina, conseguira el mismo afio la licenciatura y el doctorado con el decano espaiiol Falcon, en 1537. Era
un gran anatomista, pero no conocemos todavia esa gran obra, quizas con dibujos, que pudiera haber impreso.
Todo Paris comprueba un eclipse de Marte por la Luna el 13 de febrero de 1538 predicho por “Villanueva” e
imprime el libro " Discurso a favor de la Astrologia", en Paris, sin pie de imprenta, pero como navarro "Ville-
neuve". Su actividad astrolégica no pasa desapercibiday el 18 de marzo de 1538, ante el parlamento de Paris,
se ve el proceso del decano , y cirujano, Tagault y el rector de la Universidad contra Miguel Villeneuve.
Podemos ver que afirman que “ Villanueva” realizaba disecciones de anatomia, en Paris, en dicho proceso
universitario. Se da la primera condena a la pena del fuego de Villeneuve. En su defensa esta el holandés
Juan Thibault, amigo de Agripa, medico y astrélogo de Francisco I, que anteriormente, en 1531 lo habia sido
de Carlos V. Se le prohibe, finalmente a Serveto, la ensefianza de astrologia judiciaria y se le insta a retira la
edicion de esta obra. Hay un detalle que nos indica que Serveto era el segundo anatomista de la Universidad
de Paris y el primer galenista o “farmaco6logo”. Asi ,en la segunda edicion de Giinter von Andernach de "Insti-
tutiones Anatomicae" impresa en Basilea en 1538 cita como alumnos aventajados a Andrés Vesalio y a Mi-
guel Villeneuve, ..."Vesalio un joven maravillosamente diligente en anatomia. Despues de él, miguel Villano-
vano estuvo estrechamente unido a mi en la diseccion Un joven bien versado en todas las ramas de la literatu-
ra y segundo a nadie en la doctrina de Galeno. Con la ayuda de mis dos discipulos he examinado los miscu-
los, venas y nervios de todo el organismo" . Sin embargo , importantisimo sera , a la larga, este enfrentamiento
con el Decano de Medicina Tagault y el rector de 1 Universidad de Paris, pues casi ya no parece su nombre
nunca mas, en nuevas obras, aunque existen contratos y pistas que el nos hablan de sus obras. Si parece en
nuevas ediciones como la del "Tratado de los Jarabes" o en su "Ptolomeo", pero ya solo figurara en un prolo-
go- no en la portada- de una de sus Biblias, la de 1542, en folio. Ese afio de 1538, y su enfrentamiento con la
Universidad de Paris, marcaran a nuestro genio en el anonimato casi a partir de entonces. Si, posteriormente,
pudo tener alguno teoldgico, es comprensible que desde mediados de 1542 no firmase ninguna obra mas.

Servet se trasladara a Montpellier y Avignon- esta dependia casi totalmente de la Universidad de Montpellier-
, donde habian cursado estudios los médicos Michel de Notre- Dame o " Nostradamus", FranCois Rabelais,
Simphorien Champier y su profesor de Paris, Jacques Dubois entre otros muchos conocidos de Servet. Tam-
bién forman parte el decano espafiol, de medicina, Falcon y tiene de profesores a, descendiente de espafioles,
de forzados o conversos, los Saporta. Ademas reside su compafiero Rondelet, el obispo Pellicier, etc. Pudo
conseguirlo otorgado por el decano, descendiente de conversos, Juan Falcén en 1538, como le habia sucedido
a Rondelet, , en el afio anterior, 1537, que consigui6 las dos titulaciones. Servet tenia amigos en Montpellier ,0
en Aviiidon - que dependia de la Iglesia-, y no podemos olvidar la proteccion de Arzobispo Primado de las Ga-
lias , Pierre Palmier. Serveto citarda a Monpellier en una ocasion en su DioscOrides y en otra entre sus recetas
nuevas de su Enchirion o Recetario, su obra complementaria del “Dioscorides”. La facultad de Medicina de
Avignon, en realidad, era un satélite de la de Montpellier, se caracterizaba por la facilidad, maxime si alguien
tenia ya cursos aprobados de Medicina como Serveto, en la expedicion de titulaciones, segun Dulieu.

Hacia 1539, muere su gran amigo y mecenas Simforien Champier y por otro amigo Sebastian Montuus, mé-
dico del cardenal de Tournon, conoce a los Rivoire y consigue un trabajo en la poblacion de Charlieu a unos
80 km de Lyon, donde ya figura como doctor en Medicina al principio de 1539 Ademads tuvo un incidente con
otro medico en Charlieu, result6 herido, pero en su defensa, hiri6 a un atacante ; asi pues, Serveto debia mane-
jar bien la espada. Estuvo en prision algiin dia por ello. Tenia una novia pero no se casd. Desconocemos si
estaba circuncidado, aunque lo parece por los antecedentes judios de su abuela, y por la descripcion ,tan real,
que realiza en la "Restitucion del Cristianismo".

En un contrato del 14 de febrero de 1540 para realizar Biblias con la "Compaiiia de libreros" de Lyon figura ya
como "Michel de Villeneufve, dict Villanovanus " ( Miguel de Villanueva, llamado Villanovano)que entonces
ya residia en la ciudad de Lyon". No creemos que residié tanto en Charlieu como €l afirma en el juicio de
Ginebra, sino que, al poco, se traslada a Lyon.

Se establece en Viena del Delfinado, localidad francesa proxima a Lyon, donde reside el primado de las Ga-
lias, Pierre Palmier, que tenia como médico a Perrel,compiiero parisino de Serveto, y al hijo de Sebastian Mon-
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tuus, Jeronimo. Publica la segunda edicion de la " Geografia del Ptolomeo," en 1541 impresa en Viena del
Delfinado por G. Treschel, con portada de Hugo de la Porta, con dedicatoria a Palmier, y cambia los comenta-
rios de la primera edicion. En el prélogo, ademas del agradecimiento al impresor , H. De la Porta, existen unos
versos latinos en dicho prologo, de Servet.

En la Biblia de folio de Servet, ya en 1542, s6lo aparece en el prefacio o prologo su nombreMichel de Ville-
neuve, pero no en la portada. Creemos que Villanueva tuvo un conflicto con los doctores en teologia que
aparecen en su Biblia o en sus contratos. El tal “Joannes Nicolaus Victorius” de dicha Biblia , o el caso de
Claude Guilliaud en la Biblia de siete volimenes, que serian sus consejeros teologicos. Este ultimo, canonigo
de Autum y profesor de teologia en Paris, que sabemos que aparecia en contratos con Serveto, aparecera en
otras ediciones en 1543, pero con otros impresores como Griphius, o “Grifo”, en una obra sobre un comentario
de san Pablo. ;Tuvo problemas Villanueva con esos consejeros teologicos, por su heterodoxia?; Aprobaron,
finalmente Nicolaus Victorius y Guilliaud, sus ideas teologicas? Mucho nos tememos que arreciaron las criti-
cas en esta labor de éxegeta, a la muerte de Santes Pagnini, como habia sucedido con la medicina . El conflicto
de 1538 con el decano de medicina y el rector de Paris sirvieron para que nuestro Villanovano( Serveto) ya no
apareciese mas en ninguna obra nueva de medicina, y solo figura en las reimpresiones de sus obras. Lo mismo
sucederia con su primera Biblia de 1542. Asi, en su segunda Biblia, la de tamafio en octavo, ( tamafio reduci-
do),impresa en 1542, que alcanzara numerosas ediciones y se editaran durante muchos afios, segun nuestros
hallazgos, ya no figura su apellido, ni siquiera en el interior, como sucedia en la Biblia en folio del mismo afio
de Pagnini .Sin poder firmar ni obras médicas, ni teologicas, y decidié no imprimir su nombre, Villanueva,
en ninguna otra obra, incluso en las bilingiies espafiolas de tratados gramaticales. Con lo cual , Villeneuve, no
aparece ya ,ni tampoco “Servet”, por supuesto. Las Biblias en octavo, con ilustraciones, mas resumida que la
de folio, y la propia de folio fueron impresas por G. Treschel y H. De la Porte, pero en diferentes localidades,
en Lyon la de folio y en Viena del Delfinado la ilustrada en octavo por el conflicto de los impresores lyoneses
en esos afios. Asi vemos que son los mismos impresores, en dos ciudades proximas, con dos Biblias diferentes
, realizadas por una misma persona, Servet, en el mismo afio, 1542. Su autoria la conoceremos por contrato,
declaracion o similitud interna de comentarios impresos. También esta edicion de Biblia en octavo, segin
nuestros hallazgos, la realizé con el impresor Boullé.

En ese ambiente de impresores lyoneses entra de corrector con los Frellon en 1542 aproximadamente .o inicio
de 1543, quizas con otro estudiante, quizds amigo de Serveto, que no alcanzara ninguna licenciatura, Antonio
Stupa Retio, que no estara a gusto en el taller de los Frellon, quizas por no gozar de la estima que tenia Villa-
nueva(Servet) entre los Trechsel y los Frellon y los abandonara hacia 1544, tal y como esta documentado por
cartas latinas, ya que no realizd, que sepamos, otro trabajo médico o farmacologico, que este de corrector. En
1543 sucede la doble aparacion de dos obras complementarias y unidas, pues es la misma obra farmacologica
de Servet desde los talleres de los hermanos Frellon:

1. el "Dioscoérides” o tratado de "Sustancias Simples", y

2- ¢l "Enchiridion,” Recetario o Dispensario, o “Tratado de Sustancias Compuestas”; este afiade al anterior- ya
editado de T. Lespleigney, farmaceutico francés de Tours, y a F. Chappuys, medico lyonés corrector-, al me-
nos, 230 nuevas recetas, incluidas 18 de su profesor Sylvio en Paris con anécdotas de Paris y de Montpellier.
En el prologo habla Servet de la relacion entre ambas obras, del verdadero autor, Galeno ,del corrector Anto-
nio y de los hermanos Frellon en dos ocasiones. Ambos libros tienen muchas de las frases del "Manuscrito de
la Computense" circa 1538, y, ademas, 16 de los 20 comentarios interlineares del “Dioscorides” de Servet ya
figuran en el manuscrito. Lo mismo sucede con el libro de los "Compuestos" y con el "Tratado de los Jarabes".
No lo firma pues desde el juicio de la universidad de Paris y , en particular, con el decano Tagault, impediria
su difusion en Francia de esta doble obra, que ademas estara compartida (partagée) con, con numerosos im-
presores lyoneses e incluso un veneciano, G. Lilio. Es creemos, el primer espafiol que realiza una edicion
doble latina impresa de ambas obras, con comentarios propios, pero ya habia publicado dos- una de ellas en
sus dos tercios- obras medicas anteriormente en 1536(“Apologia contra Leonardo Fuchs”) y 1537( “Tratado
Universal de los Jarabes™) Y, si bien lo realiza posteriormente que el francés Lespleigney, Serveto le afiade
230 nuevas recetas, siendo, eso si, ademas anterior a muchos otros como el aleman Valerio Cordo o nuestro
paisano Lopez de Corella en su "Enchiridion" que son obras diferentes, aunque son unos “Manuales de Medi-
cina”, pero no tanto unos tratados practicos de farmacologia que es lo que realiza Serveto. Con esto, y su
"Apologiia contra Leonardo Fuchs", su "Manuscrito de Madrid", circa 1538, y su "Tratado Universal de los
Jarabes" debieran de bastar para colocarlo como uno de los fundadores de la farmacologia moderna. Existen
variantes de portada en el “Dioscérides” de su primera edicion a las posteriores.Pensamos que todavia faltan
obras médicas por descubrir . Pero la actividad de Serveto era imparable, pues, ese mismo afio imprimio6 la
primera edicion espafiola de la denominada “Resumen Espafiol” (o "Somme Espagnole" ) que es las "Tablas
o Retablos de las historias del Testamento Viejo..", breve tratado en verso, bilingiie, latino- espafiol; pero, con
obra propia en los resumenes y en los versos, que era un resumen o compendio del Antiguo Testamento, ilus-
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trado con 94 dibujos del aleman Hans Holbein, que se reeditaran en el mismo taller de Frellon en 1549 en esta
edicion espafiola . Se atribuia, por los autores franceses, a Francisco Frellon, pero se olvida, incluso por Ba-
drier, que un espafiol ya muy famoso, trabaja en ese taller, nuestro Serveto -a la sazén- Villeneuve o Villanue-
va, que , ademas , no serd la Uinica obra espaiiola que realice en dicho taller de Frellon al espafiol. Nunca mas,
antes o después, los Frellon, editaron en espafiol, ninguna obra excepto en el periodo entre 1543-1553, que es
cuando Villanueva realiza obras con los Frellon. Esta "Suma espanola" del latin al espafiol , con fragmentos
latinos de las Biblias de Serveto en la parte superior es la primera obra “espafiola”, a la que seguiran varias
mas, en las que intervino Serveto. Destaca el dominio perfecto del espafiol y abundantes versificaciones con
rimas en consonante, y ciertos vocablos espafioles que no son castellanos. Es la famosa " Suma espafiola”
,prontuario o compendio espaifiol, en verso, del Antiguo Testamento, sin el afiadido "de Santo Tomas" que era
imposible ,por entonces, y durante muchos afos después. Diferente la versificacion espafiola de la edicion
francesa, también en verso, de los Frellon y la latina de los Treschel, aunque comun la parte latina servetiana y
las ilustraciones de Holbein.Se consideraba “perdida”.
Al afio siguiente, Serveto siguié viviendo en la ciudad de Viena del Delfiando, cerca de Lyon y continu6 con
sus actividades correctoras , junto a los impresores lyoneses. Asi, prepar6 la Biblia en siete volimenes, con
comentarios de Nicolds de Lyra, Pablo de Burgos y Matias Diiring, en griego, hebreo y latin, con ilustraciones
.Sigue practicando la medicina en Viena del Delfinado y realizara la primera edicion de la maravillosa Biblia
Sacrosancta, con Hugo de Laporte y los Frellon., continuacion, a pesar de seguir a la “ Vulgata” de la hebrea
de 1542 de folio de Servet, sobre texto de Pagnini; Los dibujos en esta Biblia son de Holbein, los del “ Resu-
men Espaiiol" de 1543 y existen fragmentos latinos idénticos en ambas.
Pero sera en 1545, cuando aparecen , desde las prensas lyonesas por A. Vincent y G. Treschel la Biblia mas
extensa de Serveto, la de 7 volimenes, con ilustraciones comunes del “Resumen Espafiol” de Holbein de
1543 o de la Biblia de 1544. Conocera ,al menos, una reimpresion veneciana en 1588. Ese mismo afio de 1545,
se realizara la segunda edicion del "Tratado universal de los jarabes", pero en Venecia, en casa del famoso
Valgrisio, donde A. Mattioli imprimira varias ediciones de su Dioscdrides italiano.
Servet continuaba en su mundo teoldgico, aunque era un gran médico y siguid ejerciendo su arte hasta su
muerte en 1553. Las preocupaciones teoldgicas encuentran salida en un intercambio espistolar entre Servet y
Calvino que ya residia , en Ginebra, a través del "amigo y hermano" de Servet, el impresor Juan Frellon. Asi,
hacia 1546, es la

datacion aproximada del "Manuscrito de Paris", borrador de la futura obra " La restitucion del Cristianismo".
En ambas ya figura el descubrimiento de la circulacion menor en la seccion “sobre el Espiritu” . Calvino le
manda su obra denominada "Institucion Cristiana" pero nuestro “Villanueva” (Servet) lo corregird, como lo
solia hacer, con abundantes notas interlineares y marginales. Calvino afirmara posteriormente que "Servet ha
vomitado toda su rabia" y , finalmente, existe una carta de Calvino a Frellon , en la que expresa que ya no
quiere saber nada mas de Servet ( o Villeneuve) y también, casi simultanea otra de Calvino a su ministro Farel
donde ya afirma que si viene a Ginebra "no saldra vivo a poco que valga mi autoridad". {Palabras proféticas!
Al mismo tiempo, se realizaban numerosas ediciones de otras obras suyas: la tercera edicion- después de las
dos impresas por Boullé y Treschel en el colofon de la de 1542-de 1a" Biblia Sagrada segun los ultimos co-
mentarios..." , en octavo, por los impresores Giunta y Paganus; la segunda edicion del Dioscorides y del "En-
chiridion", "Dispensario" o "Recetario”" impresos por los hermanos Frellon , son, como decimos dos libros que
forman una unidad farmacdlogica de , respectivamente, los "Simples" y los " Compuestos"; la tercera edicion
del "Tratado de los Jarabes" en Lyon, y la primera edicion de " Las Obras de Boscan y algunas de Garcilasso
de la Vega, Repartidas en quatro libros. A de mas que ay muchas afiadidas van mejor corregidas y amplia-
das..." seglin la inmediata edicion anterior "ampliada" con 14 versos mas, impresa en Amberes de 1544, de
Nucio.
Los aflos van pasando placidamente para nuestro Miguel y , sin la impresion de “La restitucion del Cristia-
nismo”, y los juicios de Viena del Delfiando y de Ginebra en 1543, nuestro médico, hubiese acabado sus dias
, recordado como un médico, que a la vera del Primado de las Galias, Pierre Palmier, ejerce la medicina y
satisfacia sus multiples inquietudes con pulcras ediciones de sus obras. Asi, en 1547 , vera imprimirse: la
cuarta edicion del "Tratado Universal de los Jarabes"; la tercera y cuarta del "Dioscoérides”, de los impresores
Juan Frellon y Teobaldo Paganus (Payen) respectivamente.y la tercera del Enchiridion o “Recetario”, por
Teobaldo Paganus;
" Las obras de Boscan y Garcilaso..", segunda reimpresion por Juan Frellon con sus variantes "ampliadas";
"Nuevos testamentos de la edicion vulgata”, ilustrados, impresos por Frellon, en latin y en francés, con los
comentarios de Serveto, de sus Biblias, y , posteriormente impresos por Arnoullet, en francés también , que,
ademads, en 1545, ya habian sido impresos por G. Rovilio también, en latin y francés. Tanto las ediciones lati-
nas como las francesas se realizaran hasta su muerte por estos impresores. Es decir, nuestro “Villanueva”,
tendra que ver en varias obras biblicas totales o parciales, que aparecen entre 1545-1554, por los mencionados
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impresores lyoneses, vertidas al francés, con la importancia que da el que asi parte de sus obras se vertieron a
los idiomas vulgares de su patria nativa,espafiol, y la adoptiva, francés .

Serveto seguia editando en 1548 la quinta edicion del "Tratado Universal de los Jarabes", en Lyon, y existe
una probable sexta edicion veneciana del "Tratado Universal de los Jarabes" que, hasta el momento, no se ha
podido confirmar. Ademads, se imprimid la tercera edicion de su "Biblia Sagrada seglin los ultimos comenta-
rios" en los talleres de Giunta y Paganus.

El 15 de febrero de 1548, figura como un notable de la ciudad de Viena del Delfinado, para aconsejar a los
técnicos sobre un puente en el rio Gére, afluente del Rodano. Aconseja realizarlo con dos arcos, como asi,
finalmente, se hizo Extrafia que, ademas, Serveto conociese bien estos calculos, siendo médico del arzobispo
de Viena del Delfinado, pero no debemos de olvidar que habia sido pofesor de matematicas. Se extiende carta
de naturalizacion francesa en octubre de 1548. En el documento oficial afirma ser natural de Tudela ( Nava-
rra), y llamarse Miguel de Villanueva, y haber residido en Montpellier, Paris , Lyon asi como en Viena del
Delfinado. Creemos que este documento oficial nos indica su naturaleza claramente. Serveto, desde su embar-
que para Italia, para la coronacion de Carlos V, serd la ultima vez que vea Espafa. No volvera a su nacion, y
no sabemos si tuvo intercambio espistolar con su familia, pero va a adoptar otra nacionalidad : la francesa. Y
asi afirma su naturaleza tudelana y en 1549, jurara la nacionalidad francesa el 19 de junio y abonara los dere-
chos de naturalizacion francesa el 5 de julio, segiin documentacion oficial.

Ese mismo afio realizara la impresién de su primera edicion espafiola realizada en Lovaina de Cuaderno de
notas de los nifios sobre la gracia y variada erudicion del idioma latino, impresa por Servando Sasseno y la
viuda de A. Byrcmann. Ademas de la primera edicion espafiola lyonesa en los talleres de Jean Frellon de Obri-
ta sobre la estructura de las ocho partes de la oracién y la segunda edicion espaiiola de los "Retablos o tablas
de las historias del Testamento Viejo" en los talleres de Jean Frellon, junto con la tercera reimpresion de " Las
obras de Boscan y Garcilaso ahora nuevamente ampliadas" impresa por Jean Frellon. Estas obras forman parte
de su “obra espafiola” y eran obras “perdidas” pero aportadas por nosotros en Congresos Internacionales muy
recientemente. Pero ademas, aparecera la cuarta edicion de la Biblia en octavo " Biblia Sagrada con los ulti-
mos comentarios" impresa por Giunta y Paganus en Lyon.

Serveto seguia en contacto con médicos, pues , no en vano, estudio en Paris y en Montpellier y Avignon, por
ello creemos que todavia nos faltan obras médicas , pues el era el mejor galenista de la Universidad de Paris, y
, también creemos que pudo realizar alguna otra obra anatomica. Entre estos creemos que conoceria a Bruyeri-
nus Champier ( que firmaba como B.H.P. , medicus) , sobrino de Sinforien Champier y que imprimié su pri-
mera edicion de su Dioscorides en 1550 y la segunda sera en 1552. Es un Dioscérides muy diferente al de
Serveto, pues sigue a otro gran médico de entonces, Mattioli.

El 18 de octubre de 1550. "Villeneuve" fue elegido prior médico de la " cofradia de san Lucas" en Viena del
Delfinado, ya que desde 1541 ejerce la medicina en compafiia de otros médicos, cirujanos y farmacéuticos bajo
la proteccion de arzobispo Palmier como hemos comentado, pero Serveto, seguia con las ediciones de sus
obras. Asi, ese afio, se realiza : la 5% edicion del "Dioscorides" impresa en Venecia por Domingo Lilio; por
Jean Frellon; 4* edicon lyonesa del "Enchiridion " o "Recetario”.

Ese mismo afio aparecen, ademas, la 5* y 6* ediciones de la "Biblia Sagrada seglin los ultimos comentarios",
impresa en Lyon por los herederos de Giunta y Paganus y, ademas, por Guillermo de Millis y Poullon.

Entre febrero y marzo de 1550 preside , como prior de la cofradia de San Lucas un examen para una plaza de
apotecario: se elige un “Electuario de jugo de rosas” , pero finalmente realizara un "Diamargariton" el candida-
to. Para €1, que habia conocido tan bien la farmacopea, era muy sencillo poner cualquier examen asi.

El127 de diciembre de ese afio , en una asamblea numerosa a la que asiste Villeneuve se valora la peticion de
poner una imprenta por parte de Baltasar Arnoullet en Viena del Delfinado. Ya lo conocia anteriormente, pues
habia impreso algunos de sus " Nuevos Testamentos" por lo que demostramos por primera vez, que Villanue-
va quiso salvar a Arnoullet, afirmando que casi no lo conocia, en el juicio de Ginebra en 1553, pero no era la
verdad. Servet prefirid no delatarle.

Durante el afio de 1551 aparecié la 2* edicién lyonesa impresa por Frellon, con alguna variante de portada
por A. Vincent y Frellon, de Cuaderno de notas de los nifios sobre la gracia y variada erudiccion del idioma
latino ademas de la primera edicioén , impresa por Frellon, de la traduccion de " Los Disticos morales de Ca-
ton" de Erasmo, con comentarios de Maturino Cordier, traducida al espafiol, pues Serveto no olvida el espafiol
o castellano, tal y como afirmo, Jean Frellon, en sus contratos , y son obras bilingiies, es decir, latino-
espafiolas. Tendra mucha difusion y el espafiol, a pesar de llevar tantos afios en Francia, es muy rico.Es una
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obra bilingiie muy hermosa. Asi , Serveto , participa de los humanistas, al entender que debe de verter sus
obras a las lenguas vulgares, y asi lo haré , tanto en espaiiol, como algunas en francés. Pero sigue no olvidan-
dose de la teologia y aparece la 2% edicion de la "Biblia Sacrosancta" de Frellon,, idéntica a la de 1544( La-
porte/ hermanos Frellon) de Servet, con ilustraciones de Holbein entre otros.

En el afio de 1552, Serveto intenta, pero no puede imprimir la obra de “ La Restirucion del Cristianismo” en
Basilea. Existen cartas de intercambio con eruditos de dicha ciudad, entre otros Martin Borrhaus, pero no se
realiza, por temor. Cerca estaba uno de sus enemigos, Bullinger. Serveto no se arredrd y comenzo el 29 de
septimbre de 1552 en una imprenta clandestina, alejada de la ciudad de Viena del Delfinado la impresion de
"La restitucion del Cristianismo "en los talleres de Baltasar Arnoullet bajo el cuidado de su corrector, y cuia-
do, G. Gerault. El dia de San Lucas de 1552, es decir, el 18 de octubre de ese afio, finalizara sus cuidados
como prior de San lucas, pero seguird como médico por " caridad y limosna" a los pobres del hospital de Viena
del Delfinado. Le siguen consultando, como en 1548, sobre el Puente sobre el Gére. "Villeneuve" da su pare-
cer el 4 de julio, y da ciertos consejos sobre los niveles de agua y para la costruccion de albadileria, que ade-
mas de médico, permite su capacidad de cierto conocimiento de ingenieria de obras publicas y matematicas,
indicandonos como Serveto abarcaba muchos saberes simultaneamente.

El tres de enero de 1553, acaba la impresion por B. Arnoullet de la obra "La restitucion del Cristianismo" en
Viena del Delfinado. Son 800 ejemplares, pero, actualmente sdlo quedan tres ejemplares. Se distribuye en
rama, es decir, no se encuaderna. No hay ninguna firma de "Villeneuve" ni de Servet, pero Servet en el interior
coloca, en un dialogo un "Servet" y escribe sus tres iniciales en la ultima pagina : " M.S.V.", es decir, Miguel
Servet Villanueva, ni en esta su tGltima obra , que con tantas precauciones habia impreso, se desprendid de ese
"Villanueva" que, oficialmente, era navarro. Se distribuyen en tres lotes: uno para Lyon, otro para Ginebra,
muy probablemente- y afirmado por diferentes autores- a Roberto Estienne I, que entonces residia en Ginebra
y el tercero , por Juan Frellon a la feria de Francfort. Parece que Frellon le remitio, ademas, un ejemplar a
Calvino.

Se imprime, sorprendentemente, también en Viena del Delfinado, y en los talleres de B. Arnoullet, la primera
traduccion francesa del Dioscérides por el médico Martin Mathée ese mismo afio de 1553 ;Pens6 Servet en
editar ,en espafiol , el Dioscorides y hubiese sido el primero, antes que Laguna? Es muy posible. Andrés Lagu-
na imprimira sus “Annotationes in Dioscoridem” en 1554 en Lyon, con un impresor amigo de Serveto, Rovi-
lio, pero Serveto, va a tener otras preocupaciones judiciales, y con el impresor Arnoullet , ird a la carcel, a
causa de una carta, remitida desde Ginebra de De Trie, testaferro de Calvino, para su primo de Viena del Del-
finado denunciando a Miguel Villanueva (o Servet) el 26 de febrero de 1553. El 4 de abril el inquisidor de
Francia, el dominico Mateo d'Ory, por desgracia conocido por Ignacio de Loyola, y que ya habia quemado a
Dolet, comunica al cardenal de Tournon las pruebas contra Villeneuve. Durante marzo y abril se siguen los
interrogatorios en un juicio de Viena y el 4 de abril prision de Servet y de su ultimo impresor, Arnoullet. Gui-
llome Gueroult, el corrector, huye a Ginebra, pero una vez alli ,entrara en prision. El dia 7 de abril Servet se
evade de la prision de Viena. El 23 de mayo se llama al impresor lyonés Juan Frellon, fundamental en todas
nuestras investigaciones, y declara que Servet le ha realizado varias obras, entre ellas un "Resumen Espaiiol”,
obra propia de la que ha realizado los resumenes o extractos- encontrada, finalmente, por nosotros -,y diver-
sas tratados gramaticales del latin al espafiol, también “perdidos” y encontrado por nosotros. Es el tnico im-
presor, Frellon, de los multiples con los que trabajo Servet en Lyon, ademas de Arnoullet que permanecia en
prision, que se le llama a declarar a un juicio en Viena del Delfinado. El 17 de junio sentencia del tribunal
civil de Viena del Delfinado y ese mismo dia Servet es quemado, en efigie, en Viena del Delfinado ya que
habia huido y se desconocia su paradero. Servet , como hemos comentado, puede pasar a la historia por varias
cosas que el hizo el primero; pero es, ademas, la Ginica persona quemada en efigie por los catdlicos y , realmen-
te, por los protestantes. Servet huyo de Viena, con la complicidad de algunos de sus cuidadores, quizas por
orden de Palmier. Finalmente aparece en Ginebra, donde esta su gran enemigo Calvino.

Es detenido el 13 de agosto en Ginebra( Suiza), y parece que habia entrado en Ginebra el dia anterior. Del 14
de agosto al 26 de octubre proceso de Ginebra. Los sindicos de Ginebra lo condenan a muerte, finalmente, con
influencia de Calvino en esta sentencia, el 27 de octubre de 1553, Miguel Servet es quemado vivo en Champel
( Ginebra) .Ante Farel, ministro de Calvino, y los sindicos, muere, abrasandose, durante dos horas, con una
corona de paja y azufre en la cabeza, con varias vueltas de cuerda al cuello, y una cadena de hierro, quemado
con lefia verde, y afirmando su fe: "Jesucristo, Hijo del Dios Eterno, ten piedad de mi". Servet es condenado
por: su particular idea de la Trinidad, en la que al Dios Padre, el lo denomina “ El Eterno” y por el bautismo,
que el creia que solo lo debian de recibir los adultos de mas de 20 afios. No por lo que, erroneamente se afirma,
por descubrir la circulacion menor. Servet la encuentra por conocer la anatomia perfectamente y buscar el
“espiritu” de Dios en la sangre. Aunque el médico Ibn an Nafis ya la habia descrito, y es el el primero, Serveto
lo sera en un libro impreso, y para Occidente. No conocid Serveto el texto de Ibn an.Nafis, médico arabe del s.
XIII y el texto de Serveto es superior, y mas extenso, que el de la descripcion del de Nafis. De ello no men-
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ciona nada Calvino, pues, entre otras cosas desconocia la anatomia. Calvino tuvo miedo de un médico, que
ademas, dominaba la teologia y conocia el hebreo con mucha soltura e intuyé que pudiera socavar su dominio
en Ginebra.

Postumamente, ya el dia 23 de diciembre de ese afio, en Viena del Delfinado, condena del tribunal eclesiastico,
muchos de ellos habian sido sus amigos, pero: "...declaramos herético al dicho Miguel de Villeneuve, confis-
camos sus bienes para los condes de Viena, ordenamos que todos y cada uno de los libros compuestos por el
llamado Villeneuve , ademas de los ya quemados(;) sean entregados a las llamas... y que los procesos de Ville-
neuve y de Baltasar Arnoullet , atendiendo a la conexion de la causa , sean vistos en conjunto..."

A la muerte de Serveto se escucharon criticas contra Calvino. Jean Calvino se dirigié al Consejo de Ginebra
para que le autoricen la publicacion de un libro impugnando las opiniones de Serveto ( sin posibilidad de
replica por parte de éste, evidentemente).

Asi , a principios de afio Calvino publica en Ginebra, una obra contra el ya difunto Servet, primero en latin,
sorprendentemente impreso por el impresor conocido , quizas amigo anteriormente de Servet, jparadojas de la
vida! el famoso Roberto Estienne I, a quien derivo el confiado Servet una parte de su ultima obra. Poco des-
pués , imprimié Calvino, en francés, la misma obra pero impresa por el impresor lyonés, aunque residente
ahora en Ginebra, Jean Crespin. Ambos impresores abrazaron la causa calvinista.

El amigo de Melanchthon, Alexander Alesius, imprime contra Miguel Servet denominandolo “el hereje de los
herejes”, en Leipzig, en 1554 su Contra horrendas Serveti blasphemias. Es decir, por el bando luterano tam-
bién se ataca a Servet poéstumamente, uniéndose al calvinismo. Melanchthon ya habia escrito dos obras contra
¢él. Asi pues, tanto los catolicos, como los luteranos y los calvinistas deseaban su muerte, y se felicitan por
carta de la suerte de Serveto al poco de su muerte.

Sin embargo, los impresores no lo olvidan y podemos ver la 6* edicion integra del "Dioscorides" de Servet, por
los impresores lyoneses Gabianoy Faure . Pero quizas la edicién mas rara y el libro impreso mas extrafio sea
la denominada por nosotros “Edicion homenaje de los cuatro impresores” impresa por B. Arnoullet, pero tam-
bién con portadas de G. Rovilio, A. Vincent y Juan Frellon. Los cuatro tenian contrato con Servet. S6lo apa-
rece el médico Andrea Mattioli en la portada, pero los impresores introducen los comentarios de Servet, que
no sirven para identificarlo y, mutilando cualquier referencia geografica o de cita personal de compaiieros
médicos de Servet, como Rondelet o Corronio, nos imprimen una Vinica edicion y la mas rara de las consulta-
das lyonesas por nosotros. Asi como el "Manuscrito de Madrid",(circa 1538) es el manuscrito mas interesante
de Servet que los autores han encontrado, esta edicion impresa de 1554, quizas sea el libro impreso lyonés mas
raro de los consultados ,que han sido, muchos. Sélo se imprimird ese afio, en 1554, al afio siguiente de la
muerte de Servet. La denominamos "Edicion homenaje de los cuatro impresores lyoneses", pues pensamos en
que los cuatro realizaron un acertijo para burlar la inquisicion.

Juan Frellon , a partir de la muerte de Servet, y aunque vivira todavia muchos afios hasta 1568, no aparece ya
en ningun colofén como impresor, sino s6lo como librero. Creemos que tuvo que ver la muerte de su " amigo y
hermano Villeneuve" en esta decision. Pierre Palmier, primado de las Galias y Arzobispo de Viena del Del-
finado, su protector murié también ese afio de 1554. Sebastian Castalion o Castellone ( 1515-1563) publicara
en 1554 en defensa de Serveto " De hereticis", d e manera anénima, contra Calvino, quien le replicara, y Cas-
talion realizara posteriormente su

“ Contra libellum Calvini”. Teodoro de Beza, intimo y sucesor de Calvino, replicara a Castellone o Casta-
lién durante varias afios, en nombre de Calvino.

Durante el siglo XVI, después de su muerte, todavia se imprimiran, obras de Servet, como diversa ediciones
de sus Biblias; del Enchiridion o “Recetario” y de “Los disticos de Caton”, en Paises Bajos. Su madre y
hermano erigiran un retablo en Sigena en 1558,destruido en la tltima guerra civil espafiola, pero llama la aten-
cion el silencio después de las obras de Calvino, y de su condena a la hoguera. Un silencio aterrador sobre este
personaje, que nunca tuvo ningtin poder, al contrario que sus enemigos.

Dos de las tres grandes ramas de la iglesia reformada ( protestante), no vuelven a mencionarlo y sélo la angli-
cana se libro de sus criticas en vida; la de los luteranos y la de los calvinistas, se habian caracterizado por su
ataque, en vida, a Servet, y silencian su obra. Lo mismo sucede con los catolicos , por lo que aparece en la
mayoria de los catdlogos de libros prohibidos. Tanto reformados como catélicos coinciden en su silencio de
este "hereje de los herejes" como algun autor ha mencionado, que estaba prohibido citar ni en ambientes ecle-
sidsticos ni, en general, universitarios.

Encontramos a defensores de Servet, pero no podemos incluir a todos . Mencionaremos al filésofo Leibniz, a
nuestro Feijoo, a Voltaire, entre otros muchos, pero destaquemos al clérigo reformado Henri Tollin, que en el
siglo XIX , ya que ¢l sdlo realizo mas de setenta y cinco trabajos sobre Serveto. Muchos de los servetistas del
siglo XX le son deudores de hallazgos de este clérigo protestante.
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Aunque las ideas anabaptistas de Servet, es decir, sus ideas sobre "volver a bautizarse" ya en la edad adulta,
como lo realizd Jesus en el Jordan, le van a dar un lugar dentro de la historia de las iglesias reformadas baptis-
tas y del “Baptismo”, no figura mas que en su aspecto histdrico en esta iglesia reformada, que seguira a otros
reformadores, posteriormente. En cambio, si que figura como uno de los fundadores en el Unitarianismo, es
decir, en sus ideas de la concepcion de la Trinidad, como emanaciones del Dios Eterno. Dichas concepciones
teoldgicas de Servet se extendieron por Europa, casi al poco tiempo de su muerte. Su influencia tedlogica ac-
tual en la iglesia Universalista Unitaria, sobretodo en Estados Unidos y Canadd, que no veneran santos, y
consideran las orientaciones mas decisivas del cristianismo y el judaismo, y tienen reuniones periodicas, don-
de estudian y meditan obras del cristianismo, entre otras obras "la Restitucion del Cristianismo". Asi parece
una imagen de Servet en las vidrieras de la Iglesia Unitariana de Nueva York .Comentar que, al menos, en dos
localidades estadounidenses, Friedley y Vancouver, la “Iglesia Unitaria Universalista” local lleva el nom-
bre de "Miguel Servet".

Numerosas calles, plazas , hospitales, tanto en Espafia, como en Francia y Suiza, llevan su nombre. La ultima
leccion de Serveto, que como hemos visto sucintamente fue el primero en varias obras , y no sélo en la circula-
cioén pulmonar, como hemos comentado, y nos demostré , en su vida perseguida y en su muerte , condenado
por todos, hasta donde se llega cuando hay intolerancia.
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CONFERENCIA INAUGURAL: AVENIDAS DE LUZ PARA LA PATOLOGIA ESPANOLA.

Alberto Anaya
Clinica Puerta de Hierro. Madrid

El texto de esta conferencia aparecera en el préximo nidmero de la Revista Patologia

CARCINOMA DE MAMA EN MUJERES JOVENES. ¢ UNA ENFERMEDAD DIFERENTE?

MARIA MERINO.
DEPARTMENT OF PATHOLOGY NATIONAL INSTITUTE OF HEALTH. BETHESDA. USA

Breast cancer in women under 40 years of age accounts for less than 12% of all breast malignancies (1).
The prognosis of breast cancer occurring in young women has been and still remains the subject of much contro-
versy. Many reports have addressed the relationship between age and breast cancer outcome but so far there has
not been any definite conclusion, despite the common belief that breast cancer in young women behaves poorly
(2). Some reports found no difference of prognosis in younger patients with BC (3,4, 5,6,7,) while others showed
a worse prognosis in the younger groups (8,9,10,11,12,13,14,15,16). Yet every physician who deals with breast
cancer has in mind a good number of young patients who developed early recurrences and followed an aggressive
course.

This study was aimed to investigate the clinico-pathologic characteristics of a group of young women
with breast cancer. Our results were compared with those previously reported in young and older patients.

STUDY

One hundred ninety-one cases of breast cancer in patients under 40
years of age were obtained from the Laboratory of Pathology of the National Cancer Institute (NCI) between 1980
and 1992. One hundred eighty-eight cases had at least one surgical specimen for review, and when a patient un-
derwent two or more surgical diagnostic procedures in a short period of time without intervening radiotherapy or
chemotherapy, all samples were reviewed. Trucut biopsies were the only available samples of primary tumors in 3
cases.

Two pathologists (PB, MIM) reviewed all the hematoxylin-eosin sections available and assessed sub-
types of tumor, invasive and in situ components, nuclear grade (1 to 3) histologic grade (1 to 3) (17), mitotic
activity, vascular invasion, necrosis, inflammatory infiltrate, fibrosis, and microcalcifications. Quantitative criteria
was assessed as follows: 0 absent, 1 slight, 2 moderate, 3 strong. Adjacent non-tumoral breast tissue was available
in 161 cases and was evaluated for the presence of fibrocystic changes and other types of benign and atypical
lesions.

The median age was 35, including 31 patients under 30, 62 patients between 30 and 35, and 98 patients
between 35 and 40. Ninety-seven patients had been referred to our institution at the time of diagnosis for primary
adjuvant therapy. Sixty-eight patients were seen at the time of breast cancer relapse, primary treatment having
been done in another institution. Twenty-six patients had histologic evaluation of their tumor at NCI without sub-
sequent treatment.

Clinical records were available for 167 patients and were reviewed for family history, staging (according
to the American Joint Committee on Cancer, 1992, (18), estrogen and progesteron receptors (ER/PR), axillary
lymph node status, treatment, and outcome. Relapse was defined as the occurrence of either loco-regional recur-
rence or distant metastasis. Cases already metastatic at the time of diagnosis were considered as cases with imme-
diate relapse. Of 191 patients, 21 had no follow-up and 20 others had a follow-up shorter than 1 year. The follow-
up for the remaining patients ranged from 1 to 13 years.

For statistical analysis, contingency tables were analyzed using chi-squared test or Fisher’s exact test.
Overall survival and disease-free survival were calculated from time of diagnosis until date of death, recurrence,
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or last follow-up if appropriate. The probability of survival was calculated using the Kaplan-Meier method (19),
and the significance of the difference between pairs of Kaplan-Meier curves was calculated using the Mantel-
Haenszel procedure (20). All p-values are two-sided.

RESULTS
CLINICAL DATA AND OUTCOME
(CLINICAL DATA IS SUMMARIZED IN TABLE 1).

One hundred and two patients (54%) relapsed (10 cases with only local recurrence, 71 cases with distant
metastases, and 21 cases with both). Fifty-four of those patients relapsed within the first 2 years after diagnosis
(12 local recurrences, 35 distant metastases, and 7 cases with both). Thirty patients with invasive carcinomas did
not relapse during the first 5 years of follow-up. The 5-year disease-free survival (DFS) for the whole group of
191 patients was 29.6% and the 5-year overall survival (OS) was 72.3%.

Cases of pregnancy-associated breast carcinoma had a poor outcome with three relapsing within the first 2
years and another three relapsing in the third year (the other 3 cases did not relapse, but the follow-up was less
than 2 years).

Hormonal receptors
ER positivity was associated with a longer DFS (p = 0.02) and a longer OS (p = 0.001).

Lymph node status

When comparing the outcome for stage I-II patients with or without axillary lymph node metastases there was
a trend towards a shorter DFS and a statistically significantly shorter OS in patients with positive lymph nodes (p
=0.04).

Treatment

Table 2 shows a cross tabulation of the treatments undergone by the patients according to their clinical stage.
Stage 0 patients underwent surgery in most cases or sometimes radiation therapy alone. Stages I and II patients
underwent surgery with axillary dissection followed by adjuvant chemotherapy when axillary lymph nodes were
positive and radiotherapy when lumpectomy was performed. Most stages III-IV patients were first treated by
chemotherapy after the initial diagnostic biopsy.

PATHOLOGY
The histologic features of invasive tumors is summarized in Table 3

The group of 180 patients with invasive cancers had the following distribution of histologic subtypes of tu-
mors: 83% ductal type, 11% lobular type, and 6% carcinomas of special types.

We found no cases of medullary carcinoma. Among infiltrating lobular carcinomas, three were classified as
pleomorphic variant, two as solid-alveolar variant, and two showed numerous signet ring cells though not enough
to be classified as signet ring cell carcinoma.

Histologically, the tumors were characterized by their high nuclear and histologic grades and marked vascular
invasion (respectively 68%, 60% and 67%). Among the thirty patients with invasive carcinomas that did not re-
lapse during the first 5 years of follow-up, high nuclear grade, high histologic grades and vascular invasion were
frequent as well (respectively 61%, 50% and 60%).

About 30% of the 180 invasive tumors exhibited at least some necrosis in the invasive component, more than 40%
showed abnormal mitoses, and about 15% had skin involvement. Inflammatory infiltrates and fibrosis were com-
monly found.

In situ component
Eleven patients had in situ carcinomas with no invasive component. Comedocarcinoma was the most frequent
type but was usually associated with other architectural patterns.

The survival analysis showed that presence of comedocarcinoma in invasive tumors was associated with re-
duced DFS (p = 0.003). Reduction of metastasis-free survival when comedocarcinoma was present was more
significant (p = 0.001) than reduction of recurrence-free survival (p = 0.06). Presence of comedocarcinoma was
not associated with reduced OS.
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Non-tumoral adjacent breast (Table 4)

Histologic features of adjacent normal breast are detailed in Table 5. About 50% of patients had fibrocystic
changes at the time of diagnosis. Mild, moderate, or florid ductal hyperplasia was present in 14% of cases, but
atypical ductal hyperplasia was present in only 2% of cases.

CLINICO-HISTOLOGIC CORRELATIONS :

No association was found between nuclear or histologic grade and lymph node status. There was a statistical asso-
ciation between the presence of vascular invasion and the presence of lymph node metastases (p = 0.02). ER and
PR negativity was strongly associated with high nuclear or histologic grades (p<=0.002). No correlation between

histological criteria and outcome was demonstrated.
DISCUSSION

Whether breast cancer in young women has a
worse, identical, or better outcome than in older women
has been and still remains a source of controversy
(2,3,8,9). We identified a group of young women, many
of whom initially presented with advanced stage disease
or had early relapses We studied their histologic
characteristics to determine if they are different from that
of older age groups. The distribution of most clinical and
pathologic features among young women was similar to
that observed in older patients in the literature. However,
high grade tumors were more frequent in our group of
young women as well as in a subgroup of patients with a
better outcome.

In this study, we have examined the outcomes of
a group of 191 young women with breast cancer treated
at the National Cancer Institute of the NIH. Comparisons
made between patients in this study and those in the
literature are meant to suggest possible similarities or
differences in the groups, but, due to the nature of the
study, must be considered tentative until confirmed in
other settings, preferably prospectively.

Similarities

Twelve percent of patients in this series had a
positive family history of breast cancer in at least one
first degree relative. Positive family history in the
literature, often not restricted to first degree relatives,
ranges from 7% to 38% of young women
(21,22,23,24,25,26,27). Early-onset familial breast
cancer are now well recognized and frequently due to
BRCA1 or BRCA2 mutations (28,29).

TABLE I
DISTRIBUTION OF CLINICAL CHARACTERISTICS
(N=191)
Characteristics *
n [%l]
AGE
20-24 8[4]
25-29 23[12]
30-34 62[33]
35-40 98[51]
BC 1ST DEG REL
yes 19[12]
no 139[88]
RACE
white 141[88]
black 19[12]
PREG/LACT
yes 9[5]
no 157[95]
CLINICAL STAGE
0 11[7]
I 21[12]
I 94[55]
I 38[22]
v 6[4]
ER
pos 73[(57]
neg 54[43]
PR
pos 63[57]
neg 48[43]
ALN at diagnosis
pos 85[65]
neg 45[35]

*

: numbers and percentages are given for available data; BC 1st deg rel:
BC in first degree relative; Preg/Lact: diagnosis made during pregnancy or

lactation; ALN: axillary lymph nodes.

Pregnancy-associated breast carcinoma (PABC) is defined clinically as a carcinoma diagnosed simulta-
neously or within 1 year after pregnancy (30). There were 9 cases in our group of patients, and they all behaved

TABLE II

DISTRIBUTION OF TREATMENTS BY CLINICAL STAGES IN THE WHOLE GROUP OF 191 PATIENTS.

N TREATMENTS

STAGE
LUMP MRM AxDiss AdjChem Rad Chem 1st ?

0 11 4(30) 1(10) 430)  0(0) 5(40)  0(0) 4(40)
I 21 7(36)  13(59) 19(91) 4(18) 7(36)  0(0) 1(5)

1 94 26(28) 63(67) 88(94) 70(74)  28(30) 3(3) 22)

I 38 000) 821) 821 821 13)  30(79)  0(0)

v 6 00) 00) 00)  0(0) 0(0)  6(100)  0(0)

? 21 0(0) 11(52) 11(52) 4(19) 0(0)  0(0) 10(48)

lump: lumpectomy; MRM: modified radical mastectomy; Ax Diss: axillary dissection; adj Chem: adjuvant chemotherapy; Rad:
radiotherapy; Chem 1st: chemotherapy as the 1st treatment (without previous excisional surgery); ?: unknown.

Numbers inside brackets are percentages of patients having had the treatment in a given stage-group.
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poorly (relapse within 3 years after diagnosis for 6 of them). The prognosis of PABC often has been found to be

worse compared to non-pregnancy associated cancers (31).

Approximately 55% to 65% of primary breast cancer at any age have been found to be ER+ and 45% to
60% are PR+ (30). In young women, results varied from 56% to 69% (7,12,14,32). Association of ER/PR positiv-

ity with better prognosis has been previously

reported in young women (32). Contesso et al. (33) TABLE Il
already reported a close association between DISTRIBUTION OF THE HISTOLOGIC FEATURES OF THE
hormonal receptors negativity and high histologic INVASIVE TUMORS
grade. stics N [%]
The distribution of histologic types of All patients 180
invasive carcinomas was not significantly different TUMOR SIZE (CM)
from that in older women (22,34,35,36) or from <=2 45[39]
other series of young women (16,24,37,38,39,40; 2;%5 gg{g(ﬂ
(~80% ductal, ~10% lobular, and ~10% special mean tumor size 36
types). Some studies have reported a higher IC TYPE
incidence of medullary carcinomas (MC) in young Ductal 150[83]
women than in older women (22,25,41,42,43,44,45 Lobular 12{;]1]
); the proportion reaching 13% in some series (41). Tubular 1[0,5]
Those findings are in contrast with our results in Mucinous 1[0,5]
which no case of MC was observed, as well as to Medullary 0[]
other series (37,38). This discrepancy might be l\ﬂleet:ﬂaes”t;c ﬂgg}
explained by a trend now to limit the diagnosis of SR cells 1[0:5]
MC to tumors with strict criteria (46), excluding the Lipoid 2[1]
previously called atypical MC from this group (47). poorly diff al{0,5]
We found that the presence of at least some Nuclear grade
comedo-type in situ carcinoma in invasive tumors 1 1
was associated with a reduced DFS, recurrence-free 2 49[31]
survival, and metastasis-free survival. Further 3 109]68]
studies in young breast cancer patients with H|stologl|c grade 16[10]
assessment of comedo-type in Situ component are 2 48[30]
required before drawing conclusions in terms of 3 95[60]
prognostic value. Atypical mitoses
Miller et al. (39) and Hulman et al. (38) gg:::tt ;g{gg
reported the distribution of several benign Vascular invasion
histopathologic features in adjacent non-tumoral 0 60[33]
breast. Both studies found high rates of fibrocystic 1 80[44]
disease (respectively 42% and 35%) as well as our g 2155[[194]']
study (50%). Necrosis
Hulman et al. found a 25% rate of ductal 0 123[69]
hyperplasia and a 4% rate of atypical ductal 1 41023]
hyperplasia (ADH). In Miller et al.’s study, ductal g 150[5]
hyperplasia was observed in 25% but presence of Skin involvement
ADH was not mentioned. We found in our series yes 24013
only 14% of cases with ductal hyperplasia and 2% . ho 156(87]
. . . Micro-calcification
with ADH. Atypical Ductal Hyperplasia seems to be yes 1123]
a rare lesion in young women (48), and it is possible, no 139[77]
that most breast carcinoma in young females may Lymphoid infiltrate
arise the novo in an otherwise non-atypical breast, 2 g(l)[gg]
and not following the cascade of tumor progression 2 26{15%
and metastases proposed for the elderly patients. 3 13[7]
Stromal (fibrosis)
0 8[5
DIFFERENCES ) 82{415]
Many reports have shown an association g 7164[%2]]
between breast carcinoma at young age and high * , , o
his tologic or nuclear gra de : numbérs and perct.antages.are.glven.for avallab?e data; Tumor size: size meas-
(8,12,27,36,37,39,49,50,51, ured during pathologic examination; mixed d+l: mixed ductal+lobular; SR cells:
52’53). BRCA1 breast cancers account for signet ring cells; Micro-calcifications: micro-calcifications in the tumor.

approximately 12% of cases in young women (29) and are

often high grade tumors (28). In groups of women of

any age, proportions of high grade tumors are usually lower with as little as 29% histologic grade III (54) or 46%

in the study of Elston et al. (55).
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TABLE IV
DISTRIBUTION OF HISTOLOGIC FEATURES IN NON TUMORAL ADJACENT BREAST TISSUE.
Characteristics n [%]*
all patients 191
non evaluable 30
normal 37[23]
cysts 82[51]
fibrosis 83[52
apocrine metaplasia 36[22
sclerosing adenosis 13[8]
blunt duct adenosis 16[10]
duct ectasia 32]
radial scar 5[3]
ductal hyperpl2 2314
atypical ductal hyperpl 42]
atypical lobular hyperp 12[1]
papilloma 6[3]
fibroadenoma 714]
adenomyoepithelioma b 53]
lactating changes 9[6]
microcalcifications 42[26]
*: numbers and percentages are given for available data;
a ductal hyperplasia included mild, moderate and florid cases without atypia.
b5 cases of infiltrating carcinomas arising in adenomyoepithelioma.

Tumors with high nuclear grade or high histologic grade were more frequent in our group of young
women (respectively 76%, 67%) as well as in a subgroup of patients who remained disease-free at least five years
after diagnosis (respectively 61%, 50%). Atypical mitoses and vascular invasion were also frequent in both
groups. All those features are usually associated with very aggressive tumors. Many of our patients had indeed
early relapses but there was no correlation between histological criteria and outcome. Moreover, it was surprising
to find so many bad histologic features in the subgroup of women with a better outcome. Despite the heterogene-
ity of our group of patients that included metastatic and non metastatic cases, those findings might be explained by
a true higher incidence of high grade tumors in young women, regardless of the prognosis.

This raises the question whether breast cancer in the youngest women has some biological specificity.
Several recent reports have addressed that question. High incidence of p53 positivity using immunohistochemistry
has been reported in young patients and may indicate genetic instability (49). We have previously reported that the
prognostic value of c-erbB-2 and p53 immunostainings in breast cancer seems to be strongly associated to the age
of the patient (56). Our results were confihed by the study of Xing et al.,(57)) who showed that amplification of
c-erbB-2 is the strongest independent indicator of recurrence of breast cancer in young women.

All those studies bring new insight into what may be a specific disease but so far have not brought the
answer to the most important question : Is BC in young women a different disease?
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APORTACION DE LA BIOPSIA TESTICULAR AL ESTUDIO DE LA INFERTILIDAD
MASCULINA.

Manuel Nistal
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El texto de esta conferencia figura en la monografia adjunta en la documentacion del congreso.

CONFERENCIA CONMEMORATIVA "PIO DEL RiO HORTEGA"

Juan Rosai, M.D.
National Cancer Institute, Milan, Italy

BREVE RESENA BIOGRAFICA DEL AUTOR

Juan Rosai nacié en 1940 en Poppi, una pequena aldea de Toscana (Italia). Tres meses después de su na-
cimiento su padre, fontanero de profesion, partio para Rusia como soldado del ejército italiano; afortunadamente
fue uno de los pocos que regres6. La economia italiana en la postguerra estaba muy deteriorada, motivo por el
que, en 1948, la familia emigré a Buenos Aires (Argentina). Sin conocimiento alguno de espaiiol, Juan Rosai tuvo
que comenzar nuevamente la ensefianza primaria, pero rapidamente recuper6 el tiempo perdido y fue capaz a los
15 afios de graduarse en la Escuela Secundaria. Comenzd entonces los estudios de Medicina, graduandose con
solo 21 afios en la Facultad de Medicina de la Universidad de Buenos Aires. Bajo la tutela del Dr. Eduardo F.
Lascano comenzo6 su instruccién en patologia, en el Hospital Regional de Mar del Plata, donde era el tnico resi-
dente. Su extraordinario talento para la Patologia fue tan evidente, que se vio estimulado para continuar su forma-
cion en Estados Unidos. Durante esta época contactd con el Dr. Lauren Ackerman, que asistia a un congreso en
Buenos Aires, dando una charla sobre miositis osificante. Se conocieron, y le fue ofrecida al Dr. Rosai la oportu-
nidad de trabajar en San Luis. Esta decision le parecié al Dr. Lascano un tanto atrevida por lo que le expreso:
(Como puede ponerse en manos de alguien que ha viajado tantos kilometros, para hablar de algo tan insignifican-
te?. El Dr. Rosai perseverd y fue a Washington, en 1965, marcando el comienzo de una larga y productiva rela-
cion con el Dr. Ackerman.

Durante los primeros afios en el Barnes Hospital escribid articulos sobre el uso de la microscopia electro-
nica en el diagnostico tumoral. En colaboracion con el Dr. Dorfman, definio la entidad linfadenopatia masiva con
histiocitosis sinusal (Enfermedad de Rosai-Dorfman). Describi6 el carcinoide timico y su relacion con la neoplasia
endocrina multiple tipo 1. El Dr. Ackerman percibi6 que Juan Rosai era uno de sus mas brillantes Residentes y, en
mas de una ocasion, se le oy6 decir, viendo un caso: “No se lo que es, enséiaselo a Juan”. Cuando el Dr. Acker-
man precisdé de alguien que continuase el legado del clasico libro Surgical Pathology, eligié al Dr. Rosai; fue
coautor de la quinta edicion (1974) y, cuando aparecio la sexta edicion, en 1981, ahora titulada Ackerman’s Surgi-
cal Pathology, el Dr. Rosai era el tnico autor. Este libro, ahora en su octava edicion, constituye la piedra angular
de las librerias de la mayor parte de los patdlogos quirtrgicos.

En 1974 el Dr. Rosai se traslado a la Universidad de Minnesota como Profesor de Patologia y Director de
Anatomia Patologica, asumiendo el método Ackerman-Barnes, de formacion de jovenes patdlogos quirirgicos. En
la década siguiente, su interés investigador incluyd neoplasias vasculares y tiroideas, ademas de su continuada
aficion por la patologia del timo. Ademads, en colaboraciéon con el Dr. Gerald Levine, escribi6 el fasciculo de tu-
mores del timo de la 2* serie del AFIP. Posteriormente aparece en la patologia mas contemporanea como un ex-
plorador precoz del uso de la inmunohistoquimica como método diagnéstico. Durante los afios 1983 y 1984 paso
un periodo sabatico en su recordada Italia, donde conoci6 a su esposa, Maria Luisa Carcangiu, también patologa.
Dej6é Minesota en 1985, para incorporarse en Yale como Jefe del Departamento de Patologia. Fue nombrado Edi-
tor Jefe de los fasciculos de la 3* serie del AFIP en 1987, y en 1991 se trasladé a Nueva York para convertirse en
“James Ewing Professor” y Jefe del Departamento de Patologia del Memorial Sloan Kettering. Aqui fue capaz de
continuar con sus dos grandes pasiones en la vida: la patologia quirdrgica y la dpera. En 1992 apareci6 el fascicu-
lo de los tumores del tiroides de la 3% serie del AFIP, que escribié en colaboracion con la Dra. Carcangiu y el
Dr. DeLellis. Siempre en la vanguardia de los nuevos métodos diagndsticos, el Dr. Rosai ha escrito articulos
sobre el uso de la reaccion en cadena de la polimerasa para la deteccion de micrometastasis. También ha puesto
sus manos en la historia con la publicacion de: “Guiando la mano del cirujano: la historia de la Patologia
Quirdrgica Americana™ (1997). El perfil del “hombre renacentista” parece reflejarse en su personalidad. Re-
cientemente, quizas atraido por el reclamo de La Scala, el Dr. Rosai ha regresado a su Italia natal como
Director del Departamento de Anatomia Patoldgica del Instituto Nacional del Cancer, en Mildn, un traslado al
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rector del Departamento de Anatomia Patologica del Instituto Nacional del Céancer, en Milan, un traslado al que
algunos amigos del Dr. Rosai han aludido como “esta locura italiana”. El explica que “... durante afios ha sentido
una fuerte, casi biologica atraccion, por este pais que de hecho es el mio, a pesar de que vivi aqui s6lo hasta los
ocho afios ...”. Ahora se cierra el circulo de un viaje de 60 afios por tres continentes.

En esta época de creciente subespecializacion, el Dr. Juan Rosai puede ser el ultimo de los grandes pato-
logos quirurgicos generales. El ha influenciado nuestra practica de la patologia quirtrgica de forma fundamental,
como cientifico basico, profesor y autor inigualable.

ROL DE LA HISTOLOGIA COMO INSPIARADORA GUIA Y CELADORA DE LA BIOLOGIA

(The Continuing Role of Morphology in the Molecular Age)

The discussion of the role that morphology plays and in all likelihood will continue to play for long time
to come in “the molecular age” can be divided into two separate categories, i.e., those of diagnostic pathology and
investigative pathology. Regarding the former, it is my contention that as of today there is no technique in all of
medicine that provides so much information so quickly and for such little cost as the H&E technique. Before too
many eyebrows are raised, let me back up this statement with two examples. The first is a biopsy of a cervical
lymph node in a 25 year-old woman that shows a papillary carcinoma featuring nuclear pseudoinclusions and
psammoma bodies. The pathologist examining that section will be able to tell the clinician: “This patient has a
metastatic tumor in this lymph node. The primary tumor is located in the thyroid gland, most likely in the homo-
lateral lobe. It may be very small and not detectable by clinical or radiographic means but, trust me, it is there. It
is made up of epithelial, more specifically glandular, and even more specifically thyroidal follicular cells. It is
likely to be accompanied by multicentric microscopic foci throughout the gland. If radiation had been adminis-
tered to the neck of this patient during infancy, you should assume a causal relationship with the tumor. Other
cervical lymph nodes are likely to be involved, particularly those in the central compartment. The lung is the other
site you should look at for additional metastases, but other organs are not likely to be affected at this point. These
tumor cells have the capacity to incorporate iodine. This means that if there are any additional tumor foci in this
patient, they are likely to show up with a small dose of radioactive iodine, and to regress if a larger dose were to
be administered. Most notably, despite the presence of a malignant tumor that has spread out beyond its original
site, 1 can confidently tell you that 10 years from now this patient will probably be alive and well.” The second
example is a biopsy from a rapidly growing large mass centered in the thyroid gland of a 72 year-old man show-
ing a malignant spindle cell tumor featuring numerous mitoses, extensive necrosis, and blood vessel invasion.
After looking at an H&E section of this tumor, the pathologist will be able to tell his clinical colleague: “Although
this tumor looks very similar to a spindle cell sarcoma of soft tissues and it may be called such by the unwary, it is
in reality an undifferentiated carcinoma with a sarcoma-like appearance. It is composed of follicular cells, but
has not arisen de novo from normal cells. Rather, it represents the end-of-the-line progression of a pre-existing,
well-differentiated tumor that had been there for a long time and that, in all likelihood, was a papillary carci-
noma, even if | see no trace of it at present. This anaplastic carcinoma is probably all over the thyroid, has ex-
tended beyond the gland, and is accompanied by lymph node and distant metastases. No matter what treatment
you will institute, I am sorry to tell you that this patient will die of this tumor within 2 years and probably in the
course of the next few months.”

I hope the reader will agree that the amount of information that the examination of these samples has
provided is staggering. The fact that this is the case should not be too surprising. After all, the morphologic ap-
pearance of a tumor as seen in an H&E slide represents the grand synthesis of thousands of genes working in
concert and sometimes in opposition, and there is probably not a single gene that plays an important role in the
neoplastic process whose expression is not manifested in one way or another in a morphologic change that can be
detected by those with the training and ability to do it. Therefore, from a practical medical standpoint, the chal-
lenge of any new technique, whether molecular-based or not, is to show that it can provide information of prog-
nostic or therapeutic significance that goes above and beyond that already provided by the standard technique. It is
my impression that this does not happen as often as some people claim it does. Actually, out of the hundreds of
“markers” that have been described as being statistically associated with a clinically important feature of solid
tumors (such as survival), no more than a handful will retain their alleged predictive value once these tumors have
been segregated into the appropriate categories based on morphologic parameters. That fact rarely comes across in
the articles one reads on these markers. The most benevolent explanation is that the authors did not think about it,
perhaps because they did not have an anatomic pathologist in the study who should have raised and evaluated
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the issue. A more cynical interpretation is that they have made a conscious or unconscious effort to suppress that
aspect of the study from their minds and from the paper.

Viewed from this angle, morphology remains the gold standard against which any claim based on new
technology needs to be measured. Gonzalez-Crussi expressed this feeling very well when stating that, “as pa-
thologists, we subscribe to the belief that the time-honored interpretation of histopathology is preeminent in tumor
diagnosis. Yes: However sophisticated and ‘modern,” a novel diagnostic technique ought to be suspect if it does
violence to a universally agreed upon diagnosis arrived at by more traditional means” (Am J Surg Pathol 1987;
11: 491).

From the point of view of the causes and mechanisms of tumor formation, i.e., tumor etiology and patho-
genesis, morphology is also in a position to play a vital role, although unfortunately not too many people realize it.
Many examples can be quoted in support of this claim the history of desmoplastic small cell tumor being a good
(and close to the heart) example. It was through morphology that the entity was first identified, a process that led
to the discovery of a specific chromosomal translocation and in turn to a specific gene fusion. One wonders how
long would it have taken for the molecular techniques to detect by themselves the uniqueness of the change and
from there the existence of an entity. Actually, if one thinks about the major advances that have been made in the
field in recent years, one realizes that most of them (at least in the field of solid tumors) have occurred as a result
of the symbiosis of pathologists and molecular biologists, rather than each of them working in isolation. The Di-
rector of the NCI issued last year a much publicized “Director Challenge” for a new classification of tumors based
on molecular parameters that will replace the existing morphology based classification and that will provide clini-
cally more meaningful information. This high aim would greatly benefit from a slight modification to the premise.
I think that the new classification will derive from a blending of the information derived from morphology and
molecular biology rather than the substitution of one set of information for another. Even if one were to accept
that eventually the molecular-based information will be self-sufficient, I seriously doubt whether this will occur
without morphology having contributed mightily to every step of the process. Perhaps I may be allowed to con-
clude this diatribe by sharing some preliminary and probably hopelessly naive conclusions I have drawn from
some of the tumor molecular alterations that have been described recently. 2 A clearcut correlation exists between
some cytogenetic/ molecular alterations and the tumor morphology/phenotypes. Well-known examples are syno-
vial sarcoma, Ewing sarcoma/ PNET, alveolar rhabdomyosarcoma, and extraskeletal myxoid chondrosarcoma. 2
This correlation sometimes also operates at the level of the microscopic subtype or variety of the tumor, as in the
various forms of adipose tissue neoplasms or the two major forms of synovial sarcoma. 2 The level of some of
these correlations is impressive, but few if any of them reach the 100% level. Contradictory results are being
documented, and it is likely that many more will be recorded in the near future. This should not come as a big
surprise because it is exactly what has happened with all other techniques in pathology, including electron micros-
copy and immunohistochemistry. 2 Correlations between specific molecular alterations and the fundamental bio-
logic properties of the tumor (such as the capability to metastasize or the overall prognosis) are less numerous and
impressive, particularly when one takes into account the factors stated in the introduction. 2 It is difficult to believe
that any of the single genetic alterations found in the various types of solid tumors are sufficient by themselves to
confer to cells all of the behavioral properties of the tumors in which they occur. The evidence suggests instead
that those alterations can be present in otherwise normal cells, while still accepting the possibility of those
changes predisposing the cells that contain them to evolve into fully neoplastic elements and/or displaying the
phenotypical features associated with those molecular alterations when becoming neoplastic. ? It may be prema-
ture to assume that the presence in two separate tumor nodules of one or more identical molecular alterations
indicates that those two tumors arose from the same cell, and that therefore one is a metastasis from the other (or,
alternatively, that both of them are metastases from a third source). It seems just as logical to assume that a given
carcinogenic stimulus can induce independently the same molecular alterations in two or more cells. When the
genes truly responsible for the neoplastic behavior will be identified, it is likely that they will be found to cross the
conventional “histogenetic” lines into which tumors have been compartmentalized. It is through this route that the
new “molecular classification” of tumors asked for in the NCI Director Challenge may come to fruition. 2 It is
likely that the ultimate mechanism for the behavior of cancer cells will be found not to be the result of the grand
total of genetic alterations but rather one or more key events that reactivate mechanisms already present in the
cells, which fulfilled sometime in the past (whether ontogenetically or phylogenetically speaking) a crucial bio-
logic task.

Copyright © 2001 by The United States and Canadian Academy of Pathology, Inc.
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SESION PLENARIA

PATOLOGOS Y ONCOLOGOS: ANTE UN OBJETIVO COMUN.

Pilar Espaifia Saz

Jefe del Servicio de Oncologia Médica
Hospital Universitario Clinica Puerta de Hierro.
Universidad Auténoma de Madrid

La especialidad de Oncologia Médica, es una de las mas jovenes en el grupo de las especialidades médicas y en
la estructura de los hospitales; pero desde siempre la relacion con los patdlogos ha sido incuestionable

Si hay una premisa que todo oncélogo debe cumplir, es la de no poner tratamiento oncoldgico a ningiin enfermo
del que no se disponga de un informe de Patologia completo. Los Oncologos dependemos de los patélogos para
elaborar nuestros pronosticos, para decidir el tratamiento, para confirmar sospechas evolutivas y en general, ba-
samos en la Anatomia Patologica gran parte de nuestra actividad clinica, incluida la valoracion de factores
pronosticos fundamentales cuando informamos a los enfermos y sus familiares.

Hoy por hoy, el diagnéstico histopatologico mediante el microscopio de luz, la microscopia electronica, la inmu-
nohistoquimica y las nuevas técnicas de genética molecular, citogenética, o analisis del ADN, son la base del
diagnéstico del cancer, sobre la cual trabajamos los especialistas en Oncologia. Un Onco6logo necesita siempre el
diagnéstico de seguridad de que el enfermo padece un tumor maligno, antes de aconsejar un tratamiento. El inico
diagnéstico que nos permite estar seguros, es el basado en el estudio microscépico del tejido o de las células del
tejido que se estudia.

En nuestra labor clinica, el contacto con los patoélogos es diario, unas veces por la necesidad de recoger informa-
cion con la maxima rapidez posible, otras para aportar mas informacion que pudiera ser util al Patélogo en el
momento de realizar el diagnostico; en otras ocasiones el contacto es en las sesiones conjuntas de revision de
casos, en las que el intercambio de informacién por ambas partes puede pormenorizarse mas que en una hoja de
peticion de pruebas.

Los Oncdlogos esperamos mucho de los Patélogos, pero conocemos las limitaciones de los métodos de diagnosti-
co disponibles. La citologia y histopatologia pueden ser insuficientes para hacer un diagndstico de benignidad vs
malignidad, o para aclarar el tipo histologico de un determinado tumor, que si puede ser precisado por la inmu-
nohistoquimica. Las nuevas técnicas y posibilidades de estudio y de diagnostico diferencial, que se han abierto
como consecuencia del enorme desarrollo de la Biologia Molecular hacen que esperemos cada dia mas de los
Pat6logos. Quizé nuestro deseo de mas y mejor informacion sobrepase, en ocasiones, lo que sensatamente cabe
esperar de la Patologia en el momento actual.

Diagnéstico.

A pesar del adelanto en medios diagnésticos de imagen, TAC, RM, PET, SPECT etc, nada ha podido reemplazar
al diagnostico histologico en el campo de la Oncologia.

Los Oncologos esperamos que el Patdlogo nos dé informacion, lo mas precisa posible sobre la naturaleza de la
lesion del enfermo. Pero la descripcion benigno / maligno es hoy notablemente insuficiente, porque también en el
mundo de la Oncologia han mejorado las posibilidades terapéuticas en situaciones especificas, que nos obligan a
intentar conocer multiples aspectos de las caracteristicas patologicas del tumor, que pueden modificar tanto el
prondstico como el enfoque terapéutico.

Clasicamente un Oncélogo espera que el Patélogo le informe sobre una serie de datos basicos como: Tipo histo-
logico, grado de diferenciacion del tumor, tamafio tumoral, invasion tumoral en los capilares del tumor, afectacion
tumoral de los bordes de reseccioén quirirgica, necrosis, afectacion ganglionar, nimero afectado, localizacion. etc.
Estos datos nos informan sobre el tejido de origen y el probable comportamiento posterior, especialmente la ten-
dencia a recaidas locales o distantes. Con todo ello elaboramos un pronéstico y una orientacion terapéutica. No
proponemos el mismo enfoque en un carcinoma epidermoide de que en uno de células pequefias. No solamente la
quimioterapia va a ser diferente, también la posibilidad quirtrgica se decidira seglin este tipo histologico e incluso
la bateria de los estudios de extension van a ser distintos. En el momento actual cabe exigir al Patdlogo que nos
asegure la malignidad de la lesion, incluso si para ello es necesario realizar técnicas muy nuevas en la asistencia
médica, como la de FISH, o la biisqueda de reordenamientos que permiten asegurar o no la clonalidad de las célu-
las estudiadas. En algunos tumores, el conjunto de alteraciones que pueden estudiarse mediante técnicas de inmu-
nohistoquimica pueden definir una entidad clinica, claramente diferenciada tanto en su terapéutica como en su
evolucion. Puede ser el caso del neuroblastoma, en el que la amplificacion de N-MYC, la expresion de TRK-A, la



ploidia y la pérdida del cromosoma 1p, conforman un diagnostico que puede ser informativo atn en los casos con
tumor mas indiferenciado.

Las técnicas de inmunohistoquimica no constituyen un lujo asistencial o un pardmetro para investigadores. Ac-
tualmente necesitamos conocer algunos datos, que no puede ofrecer la microscopia dptica, como el estado de
algunos antigenos tumorales mas o menos especificos como es el caso de CD20 en los linfomas de bajo grado o el
estado her-2/neu en los canceres de mama. Existen productos terapéuticos, como los anticuerpos monoclonales
cuya eficacia esta ligada a la presencia o ausencia de dichos antigenos, por lo que conocer su estado es imprescin-
dible a la hora de decidir un tratamiento.

Gracias a las nuevas técnicas aplicadas al campo de la Anatomia Patologica, se estan desglosando entidades
clinicas, por ejemplo los tumores desmoplésicos intestinales, c-KIT positivos, englobados previamente en el
confuso grupo de los sarcomas de partes blandas. Estos tumores tienen un comportamiento natural peor que el de
otros sarcomas abdominales, pero tienen la ventaja de responder bien a tratamientos quimioterapicos especificos.
Un diagnostico de certeza en estos casos no es una futilidad a académica, es una necesidad asistencial y debe
poder realizarse en todos los enfermos en los que se sospeche su existencia.

Es probable que la exigencia clinica, oncoldgica, se amplie en los afios préximos porque las necesidades diagnos-
ticas se modifican conforme aparecen nuevas opciones terapéuticas. Dos de los campos en los que los Oncologos
vamos a incidir y presionar a los Patdlogos van a ser en el de la deteccion de la enfermedad residual minima y en
la distincidn entre recaida o metastasis de un tumor conocido o presencia de un segundo tumor primario.

Segundas opiniones

Es uno de los terrenos mas polémicos en la relacion con los Patdlogos.

En la asistencia oncoldgica es habitual la demanda de una segunda opinion por parte de los enfermos diagnostica-
dos de cancer. Las segundas opiniones tienen dos vertientes, por una parte hay enfermos vistos y diagnosticados
en un determinado centro hospitalario que solicitan las pruebas diagnosticas que se les han hecho, entre ellas la
Anatomia Patologica, para consultar en otro hospital. También ocurre el caso inverso que es la nueva consulta en
un Servicio de Oncologia de un enfermo visto y diagnosticado en otro centro y que puede acudir con o sin pruebas
diagndsticas.

Es evidente que una segunda opinidén no puede realizarse sobre los informes clinicos realizados por otros médicos.
Una segunda opinidn requiere la revision individual de cada una de las pruebas diagndsticas y el informe de otro
médico especialista. Una segunda opinion en Oncologia no puede hacerse sobre la base de un informe escrito, sin
revisar las preparaciones histologicas del caso. Deberia ser practica médica habitual adjuntar preparaciones histo-
logicas demostrativas del diagndstico al hospital donde el enfermo solicita una segunda opinion y deberia ser
imprescindible que se disponga de las preparaciones histologicas en las que se ha basado el diagnostico en el hos-
pital donde va ser tratado el enfermo. Nadie duda de la capacidad y preparacion de los especialistas en Anatomia
Patologica. Partimos de la base de que menos de un 5% de los diagndsticos histopatoldgicos tienen discrepancias
diagndsticas de importancia clinica. Pero esa cifra es suficiente como para que el médico responsable de decidir y
llevar a cabo un tratamiento con considerables efectos secundarios, necesite tanto la confirmacion diagnostica
como la posibilidad de reconsiderar el caso, junto con el Patdlogo, las veces que sea preciso, de comparar con
otras muestras que se puedan obtener a lo largo de la evolucion o de reconsiderar el caso tras afos de evolucién, a
la luz de nuevos conocimientos.

Como Oncodloga y conociendo bien la extraordinaria calidad de la Anatomia Patoldgica en Espafa, me siento mas
comoda cuando pueden disponer los patélogos del Hospital en el que trabajo, de los bloques de parafina o de las
preparaciones histologicas de los casos de los enfermos que trato y puedo consultarles cada vez que es necesario,
por dudas en la evolucion, comportamiento atipico del tumor, recaidas etc. Aun la patologia tumoral mas banal
deberia ser revisada y confirmada en el Centro donde se va a tratar al enfermo. Estoy convencida de que si
esta fuese la practica habitual, los Patdlogos dejarian de sentirse examinados cada vez que se solicita el material
histopatologico para enviarlo a otro hospital y lo llegarian a considerar tan normal como el envio de las radiogra-
fias o de los analisis del enfermo.

Autopsias

Las autopsias son la mejor fuente de informacion para el médico clinico. E1 Oncdlogo busca en las autopsias no
tanto el diagnostico de seguridad sobre el tumor primario, que en un altisimo porcentaje de los casos ya es conoci-
do, sino la explicacion a la evolucion que ha seguido la enfermedad, como ha respondido al tratamiento y si es
posible cual ha sido la causa de la muerte: si esta era previsible, tratable, potencialmente curable etc. Se busca la
comprobacion de lesiones vistas en la autopsia con las diagnosticadas con otras técnicas, especialmente radiologi-
cas como TAC o RM, o averiguar si hay correspondencia entre alteraciones de parametros bioquimicos y altera-
ciones macro o microscopicas de determinados 6rganos. En resumen, pretendemos estudiar en el propio terreno, si
lo que sospechabamos clinicamente esta en relacion con lo encontrado, si podriamos haber llegado a otros dia-
gnosticos con los datos que teniamos o que otras posibilidades podriamos tener en cuenta cuando nos encontramos
con datos semejantes a los del sujeto en estudio.
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Quiza en Oncologia tengamos menos problemas que en otras especialidades en conseguir las autopsias. La rela-
cion que se establece entre el enfermo oncoldgico y sus médicos es la de un enfermo crénico o semicrénico. Exis-
te un contacto prolongado y se establece mayor confianza que en otras especialidades, que puede ser beneficioso a
la hora de solicitar la autorizacién de autopsia. Podemos encontrar la situacion contraria, consistente en la reac-
cion de algunos familiares que consideran que ya sabemos todo lo referente a su familiar porque se le han hecho
multiples pruebas en vida; o los que curiosamente justifican la negativa con un incongruente “bastante ha sufrido
ya”.

Quiza una de las razones que explican el relativo alto nimero de autopsias en los enfermos oncoldgicos es el me-
nor miedo a errores diagnosticos en nuestra especialidad, en la que los enfermos necesitan obligatoriamente un
diagnostico histopatologico previo. Por el contrario puede verse perjudicado por el hecho de que el gran numero
de pruebas radiologicas, bioquimicas, cirugias previas etc hace que creamos que ya sabemos todo sobre el enfer-
mo y no necesitamos la informacion de la autopsia.

Seria un grave error creer que podemos llegar a prescindir de los datos histopatologicos en Oncologia. Probable-
mente nos vamos a hacer mas y mas dependientes conforme los conocimientos de biologia molecular y las técni-
cas sobre tejidos nos permitan individualizar las caracteristicas de cada caso y estos datos puedan repercutir en el
prondstico, tratamiento y en la evolucion de los enfermos con cancer.

PATOLOGIA MOLECULAR: LA INTEGRACION DE LAS ALTERACIONES MOLECULARES EN LA
PATOLOGIA

Xavier Matias-Guiu,

Servicio de Anatomia Patologica.

Hospital de la Sta Creu i St Pau, Barcelona.

Durante décadas, los patélogos hemos empleado la morfologia para efectuar nuestros diagnésticos, mediante la valo-
racion de las caracteristicas macro y microscopicas de una lesion, en su adecuado contexto clinico. En los ultimos
veinte aflos hemos asistido a una creciente aplicacion de las técnicas inmunohistoquimicas en nuestra actividad dia-
gnostica. La inmunohistoquimica nos ha permitido identificar proteinas en las células y los tejidos; proteinas que dis-
tinguen distintas estirpes celulares, reflejan actividad proliferativa o identifican la sintesis de productos de secrecion.
La utilizacion racional de la morfologia y las técnicas inmunohistoquimicas permite el diagnostico de la inmensa ma-
yor parte de nuestra labor asistencial.

La patologia molecular no es mas que la utilizacion de unas nuevas herramientas (las de la identificacion de alteracio-
nes en el DNA o RNA) en el diagnostico patologico. No deben ser vistas como una amenaza a nuestros métodos tradi-
cionales, sino como unas técnicas complementarias de indudable valor; las técnicas patologicas tradicionales seguiran
siendo por muchos afios nuestras herramientas predominantes, ya que son mas rapidas y eficientes. Ademas, las técni-
cas moleculares requieren de una adecuada valoracidon patoldgica tradicional de la lesion. Como discutiremos mas
adelante, la identificacion de una determinada alteracion molecular puede carecer de significado bioldgico cuando se
interpreta de espaldas a las caracteristicas clinicas y patoldgicas. Sin embargo, no es aventurado afirmar que la patolo-
gia molecular nos va a permitir ser mas exactos al realizar nuestro trabajo diagnostico (1).

La utilidad actual de las técnicas moleculares se centra en: a) el diagnoéstico; b) el prondstico; y ¢) la prevencion de las

enfermedades, aunque, como veremos mas adelante, sus aplicaciones pueden extenderse hasta abarcar aspectos relati-
vos al control de calidad de nuestros departamentos de Anatomia Patologica.

Aplicacién de la Patologia Molecular en el Diagndstico

Aunque el diagnoéstico de las enfermedades infecciosas recae frecuentemente en los servicios de microbiologia, es
evidente que, en ciertos casos, el patologo tiene un papel predominante. Existen ciertas enfermedades infecciosas que
dejan una huella morfologica especifica, mientras que en otras, las caracteristicas microscopicas reducen el diagndstico
diferencial. La utilizacion de técnicas moleculares en las biopsias, en su contexto morfologico, puede permitir un dia-
gnostico de certeza en muchas ocasiones (2,3).

Conocemos en la actualidad la base molecular de gran cantidad de tumores. En muchos de ellos, como en algunos
sarcomas, la identificacion de la alteracion molecular es diagnostica de un tipo histologico especifico (4,5). Estas
herramientas pueden ser de utilidad en la confirmacion del diagnostico patologico, pero también en la valoracion de la
enfermedad residual (6,7), ya que tienen una sensibilidad mayor a la de los métodos morfologicos tradicionales.
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Con frecuencia, los patologos nos enfrentamos a la evaluacion de un tumor, en un paciente que ha presentado otra
neoplasia de forma sincrénica o metacronica (8,9,10). La distincion entre una metastasis del tumor de una localizacion
en la otra de la posibilidad de dos tumores independientes es muy importante en el pronostico. Sin duda, la identifica-
cion de alteraciones moleculares comunes en ambos tumores es una herramienta eficaz, que, sin embargo, no esta
exenta de riesgos, especialmente cuando la valoracion se hace de espaldas a las caracteristicas clinico-patologicas del
paciente.

Aplicacién de la Patologia Molecular en el Prondstico

Otra de las posibilidades de la patologia molecular es la de identificar alteraciones moleculares asociadas con una
mayor agresividad biolégica. Aunque a priori, se trata de un campo de gran interés, su utilidad se ve amenazada por el
problema de la heterogeneidad tumoral (11). En otras palabras, como los tumores estan constituidos por multiples
subclonas celulares de distinta agresividad, la no identificacion de ciertas alteraciones en una muestra de un tumor no
garantiza que estas no se encuentren en otras areas de la neoplasia. La posible identificacion de alteraciones molecula-
res que sean indicadoras de respuesta a ciertas terapias antineoplasicas hace ain mas atractivo este campo (12).

Aplicacién de la Patologia Molecular en la Prevencién

En este apartado se podrian incluir los canceres familiares.

El diagnostico molecular del cancer familiar ofrece dos prespectivas:

1) el diagnostico precoz de afectacion en miembros de familias, en las que se conoce la alteracion molecular responsa-
ble. En estos casos, el estudio molecular se suele hacer a partir de DNA obtenido se sangre periférica. En sindromes de
gran prenetrancia, como en MEN-II, el diagndstico molecular conlleva la tiroidectomia profilactica, con lo que se evita
el desarrollo ulterior del tumor(13,14).

2) el diagnostico de cancer familiar en pacientes, cuyos antecedentes familiares no son conocidos, o claros, o bien, que
no cumplen exactamente los criterios clinicos (15,16). En este caso, la identificacion de la mutacion germinal (presente
en tejido tumoral y en tejido normal) en DNA obtenido de las biopsias y piezas quirrgicas que se estudian en los
servicios de Patologia, permite efectuar el diagndstico de cancer familiar al mismo tiempo que se efectua el diagnosti-
co patolégico.

Otras aplicaciones

Por su versatilidad, las técnicas moleculares pueden ser de utilidad en el control de calidad de los departamentos de
Anatomia Patologica. Como ejemplo de esta situacion estd la identificacion de muestras mal etiquetadas o de fragmen-
tos tumorales erroneamente mezclados en el procesamiento de biopsias (17). Aunque en todos nuestros laboratorios,
extremamos los controles para que estas eventualidades ocurran, es importante contar con estas técnicas que, en casos
de dudas, pueden evitar problemas médicos o incluso judiciales de importancia.

REFERENCIAS

1. Jones D, Fletcher CDM: How shall we apply the new biology to diagnostics in Surgical Pathology. J Pathol
1999 187:147-154

2. Margall N, Matias-Guiu X, Chillon M, Coll P, Alejo M, Nunes V, Quilez M, Rabella N, Prats G, Prat J: Detec-
tion of human papillomavirus 16 and 18 DNA in epithelial lesions of the lower genital tract by in situ hybridi-
zation and polymerase chain reaction: Cervical Scrapes are not substitutes for biopsies. J Clin  Microbiol
1993 31:924~930.

3. Gras E, Matias-Guiu X, Garcia A, Argiielles R, Espinosa I, Sancho FJ, Sola R, Martinez-Araque MJ,
Conde J, Teruel A, Prat J. PCR analysis in the pathologic diagnosis of Whipple's disease. emphasis on ex-
traintestinal involvement or atypical morphological features. J Pathol 1999 188:318-321

36



4. Ladanyi M: The emerging molecular genetics of sarcoma translocations. Diagn Mol Pathol 1995 4:162-174

5. de Alava E, Gerald WL: Molecular biology of the Ewing’s sarcoma/primitive neuroectodermal tumor family. J
Clin Oncol 2000 18:204-13

6. Ghossein RA, Carusone L, Bhattacharya S: Polymerase chain reaction detection of micrometastases and circu-
lating tumor cells: Application to melanoma, prostate, and thyroid carcinomas. Diagn Mol Pathol 1999 8:165-
175

7. de Alava E, Lozano MD, Patino A, Sierrasesumaga L, Pardo-Mindan FJ: Ewing family tumors: potential prog-

nostic value of reverse-transcriptase polymerase chain reaction detection of minimal residual disease in periph-
eral blood samples. Diagn Mol Pathol 1998 7:152-7

8. Cuatrecasas M, Matias-Guiu X, Prat J: Synchronous mucinous tumors of the ovary and appendix. A compara-
tive clinicopathologic study of six cases with analysis of k-ras mutations.
Am J Surg Pathol 1996 20:739-746

9. Matias-Guiu X, Bussaglia E, Catasus LI, Lagarda H, Gras E, Machin P, Prat J: PTEN mutations are not
helpful in the differential diagnosis of simultaneous carcinomas involving the endometrium and the ova-
ries. Clin Cancer Res 2000 6:1598-600

10.  Matias-Guiu X, Garcia A, Curell R, Prat J: Renal cell carcinoma metastatic to the thyroid gland. A comparative
molecular study between the primary and the metastatic tumor. Endocrine Pathol 1998 9:255-260

11. Matias-Guiu X, Villanueva A, Cuatrecasas M, Capella G, DeLeiva A, Prat J: p53 in a thyroid follicular carci-
noma with foci of poorly differentiated and anaplastic carcinoma. Path Res Pract 1996; 192:1242-1249.

12. Mato A, Matias-Guiu X, Chico A, Webb S, Cabezas R, Berna LI, de Leiva A. Somastotatin and somastotatin
receptor subtypes gene expression in medullary thyroid carcinoma. J Clin Endocr Metab 1998; 83:2417-2420.

13 Komminoth P, Kunz EK, Matias-Guiu X, Hiort O, Colomer A, Roth J, Heitz PhU: Analysis of ret
proto-oncogene point mutations allows for the discrimination of sporadic and inherited medullary thyroid
carcinoma.  Cancer 1995 76:479-89

14 Komminoth P, Muletta-Feurer S, Saremaslani P, Kunz EK, Matias-Guiu X, Hiort O, Schroder S, Seelentag W,
Roth J, Heitz PhU: Molecular diagnosis of multiple endocrine neoplasia (MEN) in paraffin-embedded speci-
mens. Endocrine Pathol 1995 4:267-278

15 Garcia A, Matias-Guiu X, Cabezas R, Chico A, Prat J, Baiget M, Leiva A: Molecular diagnosis of von Hippel-
Lindau disease in a kindred with a predominance of familiar phacochromocytoma. Clin Endocrinol 1997;
46:359-363.

16. Martin-Campos JM, Catasus LI, Chico A, Mayoral C, Lagarda E, Gallart L1, Mato E, Rodriguez J, Matias-
Guiu X, de Leiva A, Blanco F: Molecular pathology of the multiple endocrine neoplasia type 1 (MEN1):
report of two novel germline mutations and updated classification of mutations affecting the MEN 1 gene.
Diagn Mol Pathol 1999, 8:195-204

17.  Gras E, Matias-Guiu X, Catasus LI, Arguelles R, Cardona D, Prat J: Application of microsatellite PCR tech-
niques in the identification of mixed-up tissue specimens in surgical pathology. J Clin Pathol 2000 53:238-
240

PATOLOGIA TUMORAL: INTEGRACION DE DATOS CLINICOS, PATOLOGICOS, INMUNOFENO-
TiPICOS Y MOLECULARES.

Santiago Ramon y Cajal Agiieras.
Departamento de Patologia, Clinica Puerta de Hierro, Madrid.

La patologia y la clinica oncoldgica engloban un enorme espectro de tumores con una marcada heterogenei-
dad patologica, molecular y clinica. El diagnostico de malignidad y la deteccion de factores prondsticos se basa
fundamentalmente en el estudio histolégico en mas del 90% de los tumores malignos. El estudio inmunofenoti-
pico y molecular es relevante en determinados grupos de tumores para confirmar y diagnosticar diversas entida-
des histopatoldgicas y se perfila como trascendental en la valoracién de factores pronosticos y de parametros rela-
cionados con el tratamiento clinico. En cualquier caso, es basica la integracion de datos clinicos, como la localiza-
cion del tumor, la edad y el estudio de diseminacion para completar la informacion pronoéstica. Con todo ello, se
pueden ir delineando una serie de premisas basicas en patologia tumoral e ir integrando la informacion histologi-
ca, molecular y clinica que va a permitir la elaboracion de factores prondsticos y su relacion con pautas terapéuti-
cas posteriores mas precisas ¢ individualizadas.

Desde el punto de vista histolégico, se admite como basico que:

A) En primer lugar, el tamafio del tumor, el grado de atipia citologica, la diferenciacion celular, la necrosis y la
actividad proliferativa, siguen siendo los pilares esenciales pronosticos en la mayoria de los tumores. En este sen-
tido, con la HE se pueden distinguir neoplasias de bajo y alto grado de malignidad histoldgica, lo que tiene corre-
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lacion prondstica en gran nimero de tumores. Esta distincion es basica en lesiones como adenomas, tumores glia-
les, diversos grupos de tumores mesenquimales, en muchos procesos linfoproliferativos y en la mayoria de los
carcinomas. Asimismo, en las lesiones pre-tumorales e invasivas, se puede considerar de indudable valor pronos-
tico la distincion de lesiones de bajo y alto grado de malignidad histologica: dicha distincion es clave en lesiones
displésicas e hiperplasias con/sin atipia citolégica en mama, endometrio y otras localizaciones. En el caso de los
sarcomas dicha gradacion, en tumores de bajo y alto grado de malignidad, puede tener significado prondstico en
Histiocitomas fibrosos malignos, liposarcomas, leiomiosarcomas, angiosarcomas, sarcomas sinoviales, hemangio-
pericitomas, mixofibrosarcomas y fibrosarcomas. Por el contrario, con sélo los datos morfologicos no se puede
establecer correlacion pronodstica en el caso de tumores malignos de nervio periférico, sarcomas epiteliodes, sar-
comas de células claras, sarcomas de Ewing/PNET, rabdomiosarcomas alveolar y embrionario, tumores desmo-
plasicos de células redondas y pequefias, condrosarcomas mesenquimales y mixoides, sarcoma alveolar de partes
blandas, hemangioendoteliomas epiteliodes, mesenquimomas malignos y osteosarcomas.

B) En segundo lugar, que en diversos grupos de tumores es imposible concluir histolégicamente un diagnodstico de
malignidad y que va a ser el tamafio del tumor, la localizacion y los datos estadisticos clinicos los que van a esta-
blecer un pronoéstico de la presunta evolucion clinica maligna. Por ejemplo: tumores renales de pequefio tamafio,
tumores endocrinos, tumores de musculo liso, tumores condroides centrales 6 periféricos, tumores adiposos y
fibrohistiocitarios superficiales 6 profundos. Asimismo, se han descrito diversas entidades de tumores de partes
blandas de bajo grado de malignidad clinica 6 de conducta biologica indeterminada, por ejemplo: Fibrosarcoma
infantil, sarcoma fibromixoide de bajo grado, liposarcoma fusocelular, tumor fibromixoide osificante atipico,
tumor angiectatico hialinizante pleomorfico, mioepitelioma de partes blandas, histiocitomas fibrosos maligno
angiomatoide. Por el contrario, también hay tumores con muy escasa atipia citolégica y comportamiento clinico
agresivo como el fibrosarcoma esclerosante epiteliode.

C) En tercer lugar, dada la gran heterogeneidad tumoral existente, especialmente, en tumores estromales y la ten-
dencia a formar patrones morfoldgicos “semejantes”, independientemente de las células de origen, es razonable
pensar/proponer que el amplio grupo de tumores mixoides, fusocelulares, de células redondas, de patron rabdoide,
de pseudotumores, de hemangiomas histiocitoides,... tengan denominadores comunes moleculares que permitan
agrupar dichas entidades anatomopatoldgicas en entidades clinicopatoldgicas. Un ejemplo son los mas de 60 tu-
mores mixoides 6 predominantemente mixoides descritos. Obviamente, no todos tienen un pronoéstico clinico
semejante pero si va ser posible agruparlos en 7-8 subentidades con caracteristicas semejantes clinicas y presumi-
blemente moleculares. Este esfuerzo de sintesis histopatologica, clinica y molecular, con antecedentes ya acepta-
dos en grupos tumorales como las lesiones glioneuronales, los tumores del grupo de hemangiomas epiteliodes 6
los pseudotumores, pensamos que va a ser esencial para definir la patologia de las proximas décadas. Dicho es-
fuerzo de sintesis no conlleva la eliminacion de entidades descritas sino que pretende encarrilar los datos y carac-
teristicas tumorales con las mejores alternativas terapéuticas posibles.

En relacion con el estudio inmunofenotipico hay que valorar y asumir que: A) es esencial para la correc-
ta tipificacion de los procesos linfoproliferativos, y en el diagnostico y pronostico de leucemias, sindromes mie-
loproliferativos y mielodisplasicos, B) en el diagnostico de tumores neuroendocrinos, endocrinos, neuroectodér-
micos, C) en el estudio de las metastasis de origen desconocido y clasificacion de neoplasias indiferenciadas,
establecimiento de la estirpe celular de neoplasias de histogénesis incierta (ej: hemangioma esclerosante pulmo-
nar, tumor bronquioloalveolar intravascular, granulomatosis linfomatoide...), D) en la distincién de tumores es-
tromales, E) en las definiciones de familias de tumores (ej: tumores de células epitelioides perivasculares: “sugar
tumors” de pulmon, pancreas y ttero, angiomiolipomas renales y extrarrenales, linfangioleiomiomatosis y tumores
miomelanociticos de células claras del ligamento falciforme y del ligamento redondo hepaticos), F) en la distin-
cion de adenocarcinomas y mesoteliomas, G) en el establecimiento de indices proliferativos H) en la valoracion de
la angiogénesis y en la identificacion de invasiones vasculares neoplasicas con marcadores endoteliales I) en el
estudio de marcadores diagndsticos y pronosticos (receptores de estrogenos y progesterona, Neu, p53, Ciclina D1,
p27, topoisomerasa II,.. J) para contribuir al diagnostico diferencial del melanoma con simuladores melanociticos
benignos (nevus desmoplasico, nevus penetrante profundo..) y del nevus melanocitico compuesto con el melano-
ma con maduracién: por el patréon de distribucion del HMB45 y el ki67, K) en estudios de carcinomas mixtos
exocrinos/endocrinos (digestivos, pulmonares...), L) en la determinacién de microinvasion (ej: mama con ausen-
cia de células mioepiteliales),..

Desde la perspectiva molecular, hay muy pocos tumores con alteraciones moleculares claramente distin-
tivas y especificas. Dentro de la enorme heterogeneidad existente y de las mas de 120 alteraciones oncogénicas
que ya se han descrito, se tiende a agrupar dichos datos en al menos 6 grandes acontecimientos moleculares y
bioquimicos, que condicionan el fenotipo maligno histolégico y la evolucion clinica agresiva. Dichas alteraciones
incluyen: A) la autosuficiencia celular en sefiales de crecimiento (generalmente por activacion de oncogenes:
ras,..), b) la capacidad replicativa "sin limite” (generalmente por inactivacion de genes supresores, y por actividad
telomerasa), c¢) la insensibilidad a factores inhibidores del crecimiento celular, d) la disminucion 6 bloqueo de la
apoptosis fisiologica, e) la capacidad de inducir angiogenesis y d) la capacidad de invadir tejidos y de metastatizar
(Weinberg, 2000). Asimismo, y dentro de este abanico de alteraciones bioquimicas es importante resaltar que la
mayor parte de los tumores tienen alteraciones en cuatro importantes vias celulares de activacion: 1) estado fun-
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cional pRb( p16-, mpRb, activacion ciclina D1,..); 2) alteracion funcional p53 (mp53, activacion mdm?2, inactiva-
cion de pl4ARF, de caspase 9,.); 3) activacion de vias de supervivencia (ras, AKT, PI3K,..); 4) activacion de la
ruta B-catenina ( inactivacion APC, mB-catenina, TCF-4,).

En relacion con el estudio molecular ya esta establecido que es fundamental para: A) estudios de clona-
lidad en procesos linfoproliferativos, B) la identificacion de translocaciones tumorales especificas: en el tumor de
Ewing (con importancia diagndstica y pronodstica segun el tipo de translocacion EWS-FLI1 detectada), en el rab-
domiosarcoma alveolar, sarcoma sinovial, linfomas, tumor desmoplasico infantil, desmoplésico de células redon-
das (tiene el peor pronodstico de los tumores de células redondas..), C) el estudio de pérdidas alélicas del cromo-
soma 18q y de inestabilidad de microsatélites en tumores de colon, D) el tipaje del serotipo de virus del papiloma
humano en lesiones cervicales, que se asocia a pronostico y ya esta orientando actitudes terapéuticas y protocolos
clinicos muy dirigidos, E) en el estudio de genes asociados a canceres familiares (>20 identificados), F) en la
tipificacion de tumores endocrinos (sindromes MEN y tumores esporadicos endocrinos), de tumores renales, J)
identificacion de DNA circulante y la deteccion de enfermedad minima residual y de micrometastasis, M) en la
identificacion de secuencias virales en tumores,...

No obstante, la integracion real de los datos disponibles y su aplicacion practica diaria asistencial tiene
que ser muy cauta y basarse en las directrices marcadas y consensuadas por los diversos grupos internacionales de
trabajo incluyendo el American Joint Committee on Cancer, la Internacional Union against Cancer y el College of
American Pathologists. En dichos comités, se estan revisando continuamente los factores "reales", basados en la
“evidencia”, pronoésticos 0 predictores de respuesta al tratamiento y aquellos factores que se van describiendo y
que todavia no han sido formalmente aceptados como determinantes prondsticos “per se”.

Por ultimo queda indicar el papel trascendente que el diagnéstico histopatolégico-molecular puede te-
ner en la elaboracion de protocolos terapéuticos mas individualizados. El estudio por microchips puede a medio
plazo ayudar a delimitar subgrupos de tumores con mejor o peor respuesta a la quimio y radioterapia y permitir
realizar tratamientos clinicos mas individualizados. En este sentido ya se estan estudiando en ensayos clinicos
inhibidores selectivos de la actividad de determinados oncogenes como ras, de quinasas dependientes del ciclo
celular, de receptores tirosinquinasa como el oncogen neu, de serintreoninquinasa, de la ruta APC-catenianas, de
la angiogénesis tumoral... Asimismo, es muy prometedor: a) la aplicacién de adenovirus de replicacion selectiva
en células tumorales con alteracion en p53 o en la proteina del retinoblastoma. b) el empleo de vectores con genes
suicidas que matan a las células independientemente de las alteraciones moleculares involucradas y que tras la
progresiva identificacion de promotores tisulares y tumorales especificos pueden suponer un gran avance en el
tratamiento oncoldgico, c¢) la relacion entre genes de susceptibilidad y respuesta a la quimioterapia. En este senti-
do, la identificacion y diagnostico de aquellos genes 6 factores relacionados con dichas aproximaciones terapéuti-
cas como parte del estudio histopatolégico va a ser imprescindible para la correcta indicacion de los nuevos agen-
tes terapéuticos.
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PATOLOGIA MOLECULAR DEL CANCER PARA EL SIGLO XXI. PAPEL DE LA
GENOMICA Y LOS BANCOS DE TUMORES.

Miguel A Piris, Programa de Patologia Molecular, CNIO; Madrid

La agresividad y respuesta al tratamiento de una neoplasia es un surrogado del conjunto de la alteraciones génicas
en las células tumorales, dependiente también de las relaciones de estas con el estroma y el sistema inmune, y del
estado general del paciente.

El Cancer es una enfermedad social y multigénica, asi las células tumorales desarrollan miltiples capacidades,
como

Invasion tisular y metastasis (inactivacion de Cadherina E o B-catenina).

Promocion de angiogénesis (VEGF-FGF1/2)

Replicacién ilimitada (telomerasa, ALT)

Escape de apoptosis (P13 k-AKT/PKB)

Produccioén de sefiales de crecimiento autonomas (SOS-Ras-Raf-MAP kinase)

Insensibilidad a sefales de control del ciclo (P16-Cyclin D-CDK4-Rb)

Inestabilidad gendmica (reparacion de DNA , p53-p53R2)

Objetivos de la Patologia Molecular son, en consecuencia, el establecer las ultimas tecnologias en genomica y
protedmica, capaces de analizar la diversidad y complejidad de cada tipo de cancer, enfocadas hacia el diagnosti-
co molecular de tumores, adecuando la terapia a cada paciente, y contribuyendo a la identificacion de genes rele-
vantes en cancer esporadico y familiar. Para ello se pretende la creacion de una Red de Bancos de Tumores que
permita una aplicacion masiva de estas técnicas moleculares en series de pacientes diagnosticados y tratados
usando protocolos estandardizados.

Bancos de Tumores

Los Bancos Hospitalarios de Tumores promueven la creacion de protocolos de captacion tisular, tanto para tejido
neoplasico y no neoplésico, que permitan el almacenamiento de tejido congelado y fijado, con garantias ético-
deontologicas e instrumentales. Para ello han elaborado unos protocolos de manipulacion tisulares idoneos, sim-
ples y homogéneos.
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El desarrollo de los bancos de tumores optimizara los protocolos de manipulacion del tejido, con trascendencia
diagndstica, investigadora, docente y legal; facilitando la realizacion de proyectos de investigacion de excelencia
cientifica; complementando la orientacion de ensayos clinicos y posibilitando la realizacién de estudios molecula-
res como parte del proceso diagnoéstico inicial y para revisiones retrospectivas.

Los Bancos de Tumores, en la red promovida actualmente, se apoyan en los siguientes principios:

Los hospitales e instituciones asociadas mantienen sus propios bancos de tumores,

Se comprometen al uso y desarrollo de protocolos homogéneos de manipulacion y conservacion de tejidos,
ponen a disposicion de toda la red sus fondos tisulares,

tienen acceso a todos los fondos de toda la red.

participan de la gestion de la red

El funcionamiento de los Bancos de Tejidos esta sometido a diversas garantias, asi

® En ningun caso podra verse comprometido el correcto diagndstico de una muestra por motivo de la recogida
de material para el BT. Para ello, las muestras son centralizadas en los Servicios de Patologia, que asumen es-
ta responsabilidad.

® [a base central de datos no contiene informacion que permita identificar directamente a los pacientes, obser-
vandose el mayor nivel de seguridad contemplado en la LORTAD

® [ os Hospitales asociados deben incluir en sus protocolos de consentimiento informado quirargico la posible
utilizacion de los excedentes tisulares para dinamicas de investigacion

® Los protocolos de actuacion de la RBT han sido estudiados y aprobados por los correspondientes Comités de
Etica e Investigacion Clinica de los Hospitales asociados.

Una Red de BT con protocolos homogéneos permitira evitar sesgos en estudios multihospitalarios, funcionando
como un sistema de control de calidad global, permitiendo acceso a series amplias de enfermos tratados de forma
homogénea, ampliando los objetivos de los ensayos clinicos y finalmente contribuir a instaurar protocolos pros-
pectivos “a la medida”.

Sistemas de analisis molecular masivo.

Matrices tisulares (tissue arrays)

Permite expandir a bloques parafinados sistemas de analisis masivo. Para ello crea un nuevo bloque de parafina en
el que se insertan en posiciones predefinidas hasta 800 cilindros de 600u, procedentes de biopsias de aguja efec-
tuadas sobre bloques de parafina preexistentes.

Es un sistema adaptado para investigar un marcador simple en una serie amplia de muestras, ttil en IHQ, FISH,
HIS; complementario a cDNA arrays. Indicaciones tipicas de esta técnica son control de calidad, andlisis de nue-
vos anticuerpos, estudio molecular de Cancer de préstata y Cancer de mama NO.

SNPs

Variaciones naturales de la secuencia entre dos copias del genoma (sustituciones de una base). Hay actualmente
descritos 1.420.000 en todo el genoma (SNP Consortium (TSC) & Human Genome Project (HGP) , con una den-
sidad de 1 SNP/1.9 kb. De ellos, hay 60.000 SNPs en exones, lo que refleja una mayor densidad de los mismos en
regiones exonicas, mas investigadas, hasta una densidad de 1 SNIP/1.08 kb.

El 85% exones esta a una distancia inferior a 5 kb de un SNIP, asi como el 98% de los genes.

El uso de SNPs permite realizar estudios de genética de poblaciones, estudio de genes candidatos para asociacion
con enfermedades, analisis de resistencia a farmacos, sensibilidad/toxicidad a drogas, asi como predisposicion a
contraer enfermedades.

BACs

Cromosomas artificiales humanos conteniendo secuencias de DNA de longitud variable entre 100 a 200 kb.

Hay actualmente 8.484 clones disponibles, que cubren el genoma con una densidad de 2.6 BAC/1 Mb (rango 5-
0.3). Su uso permite el diagnostico preciso de deleciones, duplicaciones, inserciones y reordenamientos.

La disponibilidad de miles de BACs ha permitido el desarrollo de chips de BACs, que permiten detectar duplica-
ciones y deleciones con una sensibilidad de 100 kb. Para ello se realiza hibridacion comparativa entre DNA de
un paciente/DNA sujeto sano, o DNA tumoral/DNA constitucional.

35000 BAC:s solapados cubririan todo el genoma, lo que permitira en un plazo razonable incluir esta técnica ruti-
nariamente en el analisis citogenético, borrando asi la division entre citogenética y biologia molecular.
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Matrices de cDNA

El CNIO ha trabajado y puesto a punto un Oncochip conteniendo 6700 clonas correspondientes a genes de cancer
y tejido-especificos, para su uso en analisis de expresion orientados a clasificacion molecular del cancer. Aunque
es una técnica novedosa, estudios realizados en linfoma B de células grandes, melanoma y cancer de mama han
mostrado que la técnica es reproducible y relativamente sencilla. Asi cada tumor tiene un patrén de expresion
propio, huella genética del mismo. Estos patrones se pueden agrupar mediante técnicas bioinformaticas. Los gru-
pos asi definidos permiten una correlacion con el prondstico clinico, diseminacion tumoral, respuesta a farmacos
precisos, mas alla de la disponible actualmente con técnicas basadas en la exploracion clinica o analisis molecular
limitado a genes precisos.

Las matrices de cDNA permiten establecer el llamado PERFIL GENOMICO DE UN FARMACO. La resistencia
a un farmaco depende de multiples factores, incluyendo sobreexpresion de genes de resistencia a drogas, incre-
mento en la reparacion de DNA, alteraciones en la sensibilidad celular a quimioterapia afectando a genes supreso-
res, oncogenes, genes reguladores del ciclo, factores de transcripcion, receptores para factores de crecimiento,
reguladores de reparacion de DNA y apoptosis.

El tratamiento con un farmaco especifico de una linea celular permite identificar el conjunto de genes inducidos
en respuesta a ese farmaco. Estos genes muestran variabilidad en funcion de la droga, estirpe celular, alteraciones
génicas precisas e intervalo de tiempo transcurrido hasta el analisis.

Este perfil del farmaco se complementa con la descripcion de los genes inducidos en lineas resistentes. Para ello
concentraciones progresivamente mayores de la droga seleccionan una clona resistente en la linea celular proble-
ma. Este conjunto de genes es multifactorial, involucra multiples vias, mostrando variabilidad entre modelos y
variabilidad temporal.

Finalmente es preciso analizar la relevancia clinica de los genes asi identificados en series de pacientes tratados
de forma randomizada.

Con este objetivo, el CNIO ha disefiado el CNIO-ONCOCHIP, incluyendo todos loes genes descritos como invo-
lucrados en los siguientes fendémenos:

Adhesion Molecules (e.g. ICAM, CEACAM etc)

Angiogenesis (e.g. FGF, thrombospondin, angiotensin, VEGF)

Apoptosis (Caspases, Bcl2 family, TNF family, cytochrome p450s)

Cell Cycle Control (Cyclins, CDKs, CDKIs, helicases, topoisomerases, CDCs, telomerase)
Cell Structure and Cytoskeleton (tubulin, Collagenase, Lamins)

Differentiation and Development (homeobox genes, Development genes with Drosophila Homologues e.g.
WNT)

DNA repair and replication genes, ligases, mismatch repair genes, excision repair genes.
Genes implicated in Hereditary Cancer (BRCA1 and 2)

Genes implicated in Drug Response (JAK/STAT pathway genes, multi-drug resistance genes)
Growth factors and receptors (TGFB, FGF, VEGF)

Hormones and Interleukins (FSH, GHR)

Kinases and Phosphatases (MAPK)

Metastasis and Tumour invasion (MMPs, cadherin, catenins, integrins)

Necrosis (TNF, cytokines, nitric oxide synthase, NFKB, chemokines)

Oncogenes (Ras family, c-myc and its family)

Ribosomal protein Genes associated with Cancer (RPL37, RPL37A)

Stress response (heat shock proteins, Hypoxia genes e.g. aldolases, NO synthase)
Transcription Factors (E2F family, POU family)

Tumour Suppressor genes (p53 family, MADH4, RB family)

Ubiquitin degradation pathway (Chaperonins, USPs)

Viral genes involved in cancer (EBV genes)

Esto se ha completado con genes relevantes en los diversos proyectos en curso, asi como genes especificos de
tejido y tipo celular.
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Este biochip esta destinado a contribuir al analisis molecular mas profundo de tumores, y esta disponible a través

de acuerdos de colaboracion. Algunos de los proyectos en curso incluyen

® Resistencia a quimioterapia en cancer de mama (taxol), CTCL, CML, Melanoma ( a-IF), analizando también
genes involucrados en resistencia a otras drogas, como antraciclinas, fludarabina, 6 STI571.

® Deteccion de genes sobreexpresados o perdidos en determinadas regiones cromosdmicas identificadas por
CGH.

® Andlisis de rutas supresoras del ciclo.
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SESIONES PLENARIAS SATELITES

PATOLOGIA ONCOLOGICA DE LA MAMA

PROGRAMA DE PREVENCION DE CANCER DE MAMA. 10 ANOS DE ANDADURA

Nieves Ascunce
Instituto de Salud Publica de Navarra

El Programa de Prevencion de Cancer de Mama se inicid, a efectos de realizaciéon de exploraciones, el 3 de marzo
de 1990, aunque hasta septiembre de ese mismo afio no se comenzo a trabajar de forma sistematica. En septiem-
bre de este afio 2000 ha comenzado la sexta vuelta del programa, en este caso tomando como poblacion objetivo a
todas las mujeres entre 45 y 69 afios de edad (en total 76.549 mujeres)

A todas las mujeres que acuden por primera vez se les realizan dos proyecciones mamograficas (desde la tercera
vuelta) y a las que ya han sido exploradas con anterioridad una sola.

En esta sexta vuelta, a fin de aumentar la sensibilidad del proceso, se ha incorporado la doble lectura de todas las
mamografias de screening.

RESULTADOS

A efectos del presente informe se han agrupado todos los datos procedentes de exploraciones realizadas desde el
comienzo del Programa hasta el 31 de diciembre de 1997.

1.- Participacion

Durante este periodo han sido convocadas para realizarse la exploracion 80.126 mujeres residentes en Navarra con
edades comprendidas entre 45 y 65 afios, de las que un 88,97% (71.286 mujeres) han acudido al menos una vez a
las unidades de deteccion. 1.206 mujeres aportaron informacion valida sobre una mamografia anterior que permi-
ti6 posponer la primera exploracion a la vuelta siguiente.

Sobre 129.586 situaciones en las que la mujer habia sido explorada en la vuelta anterior, se ha repetido la explora-
cion en su intervalo en el 96,26% de los casos, lo que traduce la gran adherencia que se produce. En 1.360 de
2.824 ( 48,16%) casos se realiz6 la mamografia con un intervalo igual o superior a 4 afios respecto a la explora-
cion anterior.

2.- Resultados del test de screening

La lectura del test de screening ha permitido descartar la sospecha del tumor en un 86,6 % de los casos. El resto de
las mujeres han vuelto a ser citadas para la realizacion de nuevas pruebas (desde mamografia en la propia unidad
hasta biopsia en la unidad hospitalaria correspondiente)

El porcentaje de mujeres que precisan valoracion adicional varia en relacion al tipo de exploracion, entre un 9,84
en las mujeres que han tenido una exploracion en la vuelta anterior y un 19, 07 en las mujeres que se exploran por
primera vez.

3.- Resultados del proceso completo (deteccion-diagnostico)

Practicamente en todos los casos ( 99,92%) se ha logrado completar el proceso de deteccion-diagnostico y obtener
un resultado de la exploracion.

En el 90,6% de los casos se obtiene un resultado negativo; la mujer vuelve a ser citada los 2 afios para realizarse

una nueva exploracion. A algo mas del 9% de las mujeres se les cita al aflo o 6 meses para realizarse una revision
intermedia. En 3,4 de cada 1000 exploraciones se ha confirmado un tumor maligno
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4.- Tasas de deteccion

Las tasas de deteccion mas altas se obtienen en el grupo de mujeres exploradas por primera vez pero que no habi-
an acudido en su primera citacion (8,75 por 1000 mujeres exploradas), seguidas del grupo de mujeres que se ex-
ploran por primera vez acudiendo en la primera cita (5,40)

En las exploraciones sucesivas, la tasa de deteccion baja mas o menos a la mitad con escasa diferencia entre los
dos subgrupos (3,14 y 2,95), aunque dado el bajo numero de mujeres con exploracidn irregular es poco valorable
5.- Tipo de tumores detectados

Se analizan las caracteristicas de 785 tumores malignos detectados en el periodo estudiado. 19,35% se confirman
como intraductales y 24,8% invasivos pero menores de 1 cm, lo cual da idea del cambio significativo en la presen-

tacion de tumores respecto al periodo anterior a la puesta en marcha del Programa

De los tumores invasivos, 66,61% no presentan infiltracion ganglionar

IMPACTO DEL PROGRAMA

1.- Incidencia de Cancer de Mama

Segun los datos del registro de tumores se ha producido un incremento de la incidencia del 40% entre el quinque-
nio 85-89 y el 90-94, periodo en el que se completa la primera vuelta del programa, siendo mucho mas acusado el
aumento en el afio 1991.

Comparando los tumores que se han diagnosticado a través del programa con los que se han diagnosticado por
otros medios se observa una clara diferencia a favor de los primeros. 16% frente a 4% son In situ, 70% frente a
36% son invasivos menores de 2 centimetros; De todos los invasivos, 51% tienen invasion ganglionar frente a un
67% en los que no proceden del Programa

2.- Supervivencia

La supervivencia relativa a 5 afios ha pasado de 71, 3 en los tumores diagnosticados en el quinquenio 85-89 a 81,8
en los del periodo 90-94 (aumento de 14,72%), con un incremento significativamente mayor en el grupo de 45 a
65 afios.

3.- Mortalidad

Se constata una estabilizacion de las tasas de mortalidad por cancer de mama.

Hay que tener en cuenta que el ultimo periodo analizado, 95-97 estd muy cercano al comienzo del programa y por

tanto es dificil demostrar un cambio de tendencia significativo. Segun el analisis coste-efectividad realizado, hasta
el afo 2005 no se podra obtener un descenso mantenido y significativo, que se estima se situara en el 20%.
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PROGNOSTIC FACTORS IN BREAST CANCER: AN UPDATE

Maria J Merino
Chief, Surgical Pathology. NCI

Prognostic factors should be used to provide an estimate of risk of recurrence in women with early stage
breast cancer. Although the majority of women will be cured with local/regional therapy, no individual patient
can be assured that she has no risk of recurrence.

A useful prognostic factor has the following characteristics:

. It has significant and independent predictive value which has been validated by clinical testing.
. Its determination must be feasible, reproducible, and widely available, with quality control.
. It must be readily interpretable by the clinician and have therapeutic implications.

To try to uniform the way many of these prognostic factors are used, the College of American Patholo-

gist has issued a Consensus Statement. A copy of this Consensus is enclosed.

Prognostic Factors

Tumor Size

There is a strong correlation between tumor size and risk of relapse. Even within the T category there is

variation in risk. Tumors less than or equal to 1 cm have a particularly good prognosis (e.g., greater than 10 per-
cent recurrence at 10 years) relative to tumors 1.1 to 2 cm in diameter. In general, the risk of recurrence increases

with increasing tumor size.

Nuclear Grade

This is a well-documented factor. When determined by experienced pathologists, it discrimi-
nates between favorable and unfavorable prognostic groups. High nuclear grade is associated with a higher rate of
relapse. Nuclear grade is not currently part of the routine pathologic review of breast cancer specimens. The

pathology community should standardize and utilize this discriminant.

Histologic Type
Several well-characterized histologic subtypes impart a favorable prognosis, although they are a distinct

minority of all breast cancer cases. These subtypes include tubular, colloid (mucinous), and papillary

types.

Hormone Receptors

Patients with receptor-positive tumors have a better prognosis than those with receptor-negative

tumors. However, the difference in recurrence rates at 5 years is only 8 to 10 percent.
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Determination of the presence of the number of estrogen receptors (ER) and progesterone recep-
tors (PR) in breast biopsies has become standard practice in the evaluation of breast cancer patients.
There is an excellent correlation between ER positivity and future response to hormonal therapy. More
than half of the ER (+)tumors will respond to hormonal therapy, compared to less than 10% of ER (-)
tumors. The presence of both ER and PR increases the likelihood of response to hormonal therapy. ER
(+) tumors are also generally better differentiated. Many studies have confirmed that the disease-free pe-
riod and overall survival are longer in patients with ER (+)/PR(+) cancers.

The traditional method used to determine breast tissue receptors has been a standard biochemi-

cal binding assay. This is a quantitative method with two major disadvantages; it requires fresh tissue,
and positive results can be due to adjacent normal or stromal cells present in the tissue processed for the
assay.
Recently, antibodies have been developed for immunohistochemical evaluation of receptors in frozen or
paraffin embedded tissues. These permit a semiquantitative in-situ method, with a remarkably constant
correlation to the cytosolic binding assay, especially if both the proportion of (+) cells , as well as the in-
tensity of immunochemical positivity are considered.’ Identification of tumor cell positivity, as well as
recognition of tumor cell heterogeneity is possible with this method. However, fixative choices and fixa-
tion times may affect the receptor detection when immunohistochemistry techniques are used. Best re-
sults are obtained using buffered formalin (3.6%), for less than 24 hours with the present normal or stro-
mal cells present in the tissue processed for the assay.

Recently, antibodies have been developed for immunohistochemical evaluation of receptors in
frozen or paraffin embedded tissues. These permit a semiquantitative in-situ method, with a remarkably
constant correlation to the cytosolic binding assay, especially if both the proportion of (+) cells , as well
as the intensity of immunochemical positivity are considered.® Identification of tumor cell positivity, as
well as recognition of tumor cell heterogeneity is possible with this method. However, fixative choices
and fixation times may affect the receptor detection when immunohistochemistry techniques are used.
Best results are obtained using buffered formalin (3.6%), for less than 24 hours with the present commer-

cial regents Kkits.

Proliferative Rate.

Measurements of cellular proliferation in breast cancer specimens using a variety of techniques have
shown a strong correlation with outcome. DNA flow cytometry has become widely available for the deter-
mination of S-phase fraction as well as ploidy status. S-phase fraction does correlate with prognosis, but
ploidy status alone is not of clear prognostic value. As many as 25 percent of specimens are not evaluable

The clinical stage of the disease together with careful examination of morphologic features, such as
tumor type, size, grade, presence of invasion, vascular permeation, and nodal status remain essential to de-
termine the prognosis for and appropriate treatment of patients with breast cancer. However, new factors
such as estrogen/progesterone receptor determination, cell proliferation index, and genetic analysis are now
also available and can provide valuable information for determining a patient’s prognosis, and play a role in

selecting the best therapy.
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Tumor Cell Proliferation (TCP)

Classic morphologic parameters of tumor growth are mitotic index and histologic grade; both

correlate positively with clinical outcome. More objective methods of measuring TCP, are tritiated

thymidine incorporation into DNA, or analysis of the fraction of cells in the synthetic phase (S fraction)

with flow cytometry. More recently, antibodies against proteins expressed during cell proliferation have

been developed and applied to quantitate proliferation in tissues by immunohistochemical methods.

0 Ki67 is a nuclear antigen present in the active phases of the cell cycle (G, S, G2, M), and ab-
sent in resting cells (G0). The Ki67 antibody test works well only on frozen tissues; how-
ever, antibodies that recognize Ki67 in paraffin embedded tissue have been developed (MIB-

1, M1B-3).

¢ PCNA is a protein that plays a role in the initiation of proliferation by augmenting DNA po-
lymerase, with highest levels expressed in the S-G2 and M phases. There is a high correla-
tion of positive staining with these antibodies and S fraction determination by flow cytome-
try, as well as with mitotic index and nuclear grade. There is a negative correlation between
the expression of these proteins and ER/PR. Some studies have shown a correlation of

Ki67/PCNA positivity and lymph node metastasis.®

The advantages of immunohistochemical markers of TCP are clear: they can often be used in ar-
chival tissues, and the positive or negative status of cells can be evaluated with preservation of

histology.

Oncogenes and Anti-Oncogenes

Her-2/neu (c-erb B-2) and p53 are currently the most common genes examined in breast carci-
nomas to provide prognostic information. Her-2/neu (c-erb B-2) is a gene that codes for a protein
with major homology to the epidermal growth factor receptor (EGFR). Her-2/neu has been
shown to be amplified in breast cancers and other tumors. Slamon et al (4) first reported that
breast carcinomas with Her-2/neu amplification and lymph node metastatsis have an increased
rate of recurrence and decreased survival. In node (-)patients no such correlation was found.
Amplification is usually accompanied by high protein levels, which can be detected in immu-
nostains. However, 10% of cases with immunohistochemical reactivity for the protein product do
not show amplification, presumably they are due to overexpression (mRNA) of the gene. Some-
times loss of antigen after formalin/paraffin processing of the tissues can be minimized by using

antigen retrieval techniques.
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Recent studies have suggested that determination of Her-2/neu expression in breast cancer can be used as a

tool to predict response to chemotherapy. Detrmination of Her 2 Neu expression is also important for acceptance

for treatment with Herceptin.

p53 is an anti-oncogene whose alterations appear to be the most common genetic changes identi-

fied in tumors. The half-life of the wild type (normal) protein is short (6-30 min), without reach-

ing high enough levels to be immunohistochemically detected. Mutant protein, by contrast, has

an extended half-life, and its accumulation permits its detection by immunostains. A large num-

ber of antibodies have been developed that react with the wild-type protein, mutant form, or both.

Most studies show a correlation between p53 positivity and gene alterations on chromosome

17p13.1. p53 expression has been positively correlated with:

0

O
O
0
0

ER (-) tumors,

high proliferative index,

high histologic grades,

shorter disease-free interval and poorer overall survival.

No correlation has been shown with lymph node status.

Other genes whose prognostic significance has been examined for breast cancers are:

0

EGFR: Approximately 30% of breast carcinomas express EGFR, with this group having a
shorter disease-free period and overall survival.

Rb: This gene, located on chromosome 13q14, is the first tumor suppressor gene directly
shown to suppress tumor function. Rb alterations occur in 7-25% of breast cancers, and is
related to higher tumor grades and clinical stages of the disease.

nm23: The gene, located on chromosome 17q is abundantly expressed in normal tissue as
well as in tumor cells with decreased metastatic potential. Decreased expression of the gene
is correlated with higher histologic grades, lower receptor levels, and presence of lymph
node metastatsis.

P-Glycoprotein (MDR): The gene codes for a transmembrane protein associated with

intrinsic and acquired resistance to certain chemotherapeutic agents, such as anthracyclines
and zinc alkaloids. These breast cancers which tend to be responsive to chemotherapy have
a low expression of this protein; higher P-glycoprotein expression correlates with poorer re-

sponse to chemotherapeutic agents.

B. ENZYMES

Cathepsin D: It is an acidic lysosomal protease, secreted by breast cancer cells, with a growth-

promoting and extracellular proteolytic activity. Some studies using methods other than immuno-

histochemical techniques have shown reduced disease-free survival in cases with overexpression
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of the protein. Reports using immunohistochemical detection of the protein have not confirmed

this correlation.®

. Laminin Receptor and Type IV Collagenase: Immunohistochemical detection of both proteins

has been correlated with higher metastatic potential in breast and other cancers.

APPLICATION OF TISSUE MICRODISSECTION AND GENETIC ANALYSIS IN BREAST CANCER

Recent studies have shown that dissection of tissue sections under microscopic visualization can pro-
vide suitable samples for DNA analysis using the polymerase chain reaction (PCR) techniques.® DNA of
pure cell populations (i.e., atypical hyperplasia, in situ carcinoma, invasive carcinoma) microdissected
from the same tissue section can be analyzed separately and compared to DNA from normal cells micro-
dissected from the same tissue. This technique has facilitated the detection of genetic deletions in tumors
and found new suppressor genes. Detection of genetic loci at known genes, such as the BRCA-1 gene
linked to familiar susceptibility to breast and ovarian cancer’, is also possible using microdissection of

tissues.

REFERENCES

10.

College of American Pathologists Consensus Stament. Arch Pathol Lab Med Vol 124, July 2000.

Pauletti G., Dandekar S., et al: Assesment of methods for tissue based detection of the Her-2/neu alteration
in human breast Cancer: A direct comparison of fluorescence In situ Hybridization and immunohistochem-
istry. J Clin Oncol 18:3651-3664. 2000

Andersen J, Thorpe SM, King WI, et al. The Prognostic Value of Immunohistochemical Estrogen Receptor
Analysis in Paraffin-Embedded and Frozen Sections Versus that of Steroid-Binding Assays. Eur J. Cancer
1990, 26:442-449.

Hilf R, Feldstein ML, Savlov ED, et al. The Lack of Relationship Between Estrogen Receptor Status and
Response to Chemotherapy. Cancer 1980, 46:2797-2800.

Miki Y, Swensen J, Shattuck-Eidens D, et al. A Strong Candidate for the Breast and Ovarian Cancer Sus-
ceptibility Gene BRCA1. Science 1994, 266:66-71.

Slamon D, Clark GM, Wong SG, Levin W], Ullrich A, McGuire WL. Human Breast Cancer: Correlation
of Relapse and Survival with Amplification of the HER-2neu Oncogene. Science 1987, 235:177-182.
Tavassoli FA. General Considerations. In: Tavassoli FA (ed). Pathology of the Breast, Norwalk, Apple-
ton & Lange 1992, 2:25-62.

Taylor CR, Cote RJ. Immunomicroscopy: A Diagnostic Tool for the Surgical Pathologist, Philadelphia,
WB Saunders Company, 2nd ed., 1994.

Wittliff JL. Steroid Hormone Receptors in Breast Cancer. Cancer 1984, 53:630-643.

Zhuang Z, Merino MJ, Chuaqui R, Liotta L, Emmert-Buck MR. Identical Allelic Loss on Chromosome
11q13 in Microdissected In Situ and Invasive Human Breast Cancer. Cancer Res 1995, 55:467-471.

50



EL GANGLIO CENTINELA Y LA BUSQUEDA DE MICROMETASTASIS

Francisco Tresserra.
Servicio de Anatomia Patologica.
Instituto Universitario Dexeus.

El estatus ganglionar es un factor pronostico importante en el cancer de mama y determina la terapéutica a seguir
(1). Se ha demostrado que el hallazgo de metastasis en los ganglios linfaticos esta en relacion con la técnica que se
utiliza para su estudio histologico, de forma que cuando se hacen cortes seriados el porcentaje de casos que eran
negativos con el estudio histolégico rutinario que se positivizan oscila entre el 22 y el 33%. Si se utilizan técnicas
inmunohistoquimicas para la deteccion de células epiteliales en el ganglio, este porcentaje aumenta sensiblemente
(2). El empleo de estas técnicas en la totalidad de los ganglios aislados en una linfadenectomia axilar no esta al
abasto de un laboratorio de Anatomia Patoldgica convencional, es por ello que es necesario determinar en cual o
cuales ganglios deben aplicarse. La técnica del ganglio centinela se basa en que las células que se desprenden del
tumor primario llegan al primer ganglio que recibe la linfa del area mamaria afectada. Si se logra identificar ese
ganglio y el examen histopatologico descarta la presencia de metastasis, el resto de ganglios linfaticos axilares
estaran libres de metastasis (3). De esta forma puede ahorrarse el efectuar una linfadenectomia completa la cual no
se halla exenta de complicaciones (1). La deteccion del ganglio centinela puede efectuarse por medio de métodos
isotopicos, colorantes vitales o por ambos métodos de forma combinada y la técnica requiere de un aprendizaje
por parte del equipo quirurgico (1,4).

El estudio histolégico del ganglio centinela no esta estandarizado por el momento, aconsejandose efectuar cortes
seriados (sin especificarse su numero) y la utilizacion de técnicas inmunohistoquimicas para detectar la expresion
de citoqueratinas (5-9). Con la utilizacidén de estas técnicas se ha incrementado el diagnostico de metastasis de
pequeiio tamafio que antes pasaban desapercibidas, apareciendo el concepto de células tumorales aisladas en el
ganglio linfatico cuando se observan células sueltas o en grupos, generalmente en la regiéon subcapsular, sin mos-
trar contacto con la pared de los senos y sin reaccion estromal circundante (10). Hay quien define el término de
colonias tumorales a aquellos grupos de 10 o 20 células en la region subcapsular o en el intersticio facilmente
identificables a 40 aumentos o células aisladas a ctimulos de 1 a 10 células que requieren de grandes aumentos
para su identificacion (11). Todo ello ha comportado también un cambio en la estadificacion del estatus ganglio-
nar de forma que la presencia de células tumorales aisladas detectadas con métodos morfologicos (cortes seriados,
inmunohistoquimica...) deben catalogarse como pNO (i+) y las diagnosticadas con métodos no morfoldgicos
(PCR, citometria de flujo...) como pNO (mol+), cuando estos métodos no logran identificar metastasis se clasifican
como pNO(i-) y pNO(mol-) respectivamente (10). Este sistema es valido tanto para ganglio axilares como para los
de la mamaria interna.

Para su estudio histopatoldgico, en primera instancia, el ganglio debe de seccionarse por la mitad pues en la linea
media es donde se encuentra el mayor numero de linfaticos aferentes y por tanto los primeros depdsitos de células
tumorales (5). Ante la variabilidad del tamaiio de los ganglios hemos disefiado un protocolo que tiene en cuenta el
nimero de laminas que se estudian en lugar del numero de cortes, entendiéndose que en cada lamina se coloca el
numero maximo de cortes puede llegar a ser de 12. En primer lugar se efectia un corte tefiido con H&E, si es
positivo se emite el diagnostico, si no se cortan 20 laminas adicionales numeradas consecutivamente, de las cuales
las nimero 3,6,9,12,15 y 18 se reservan y las laminas 2,4,5,7,8,10,11,13,14, 16,17,19,20,21 se tifien con H&E, si
alguna es positiva se emite un diagnostico y las laminas restantes también se tifien con H&E, si no, las laminas
namero 3,6,9,12, y 15 se tifien con inmunohistoquimica para la deteccion de citoquertatinas (la [amina 18 se utili-
za como control), si son positivas se diagnostica metastasis, si no, se concluye que el ganglio centinela es negati-
vo. En el informe anatomopatolégico debe constar la procedencia del ganglio centinela (axilar, mamaria inter-
na...), su tamafio, el nimero de cortes estudiados con H&E y si son positivos, el nimero de cortes estudiados con
inmunohistoquimica y si son positivos. En caso de un ganglio centinela metastasico debe indicarse si se trata de
células tumorales aisladas detectadas por inmunohiostoquimica, una micrometastasis o una metastasis. El diagnos-
tico del o de los ganglios centinela se especifica aparte del resto de la linfadenectomia.

De acuerdo con este protocolo de un total de 100 ganglios centinelas estudiados en 65 pacientes en un periodo de
2,5 afios (media de 1,5 ganglios por paciente con un rango entre 1 y 4), hemos encontrado metastasis en 32 de
ellos (32%), de estos, 25 (78%) eran micrometastasis (12 de ellos correspondian a células tumorales aisladas y 13
a metastasis de menos de 2 mm). Los 7 ganglios restantes (22%) mostraron metastasis de un tamafio promedio de
5,7 mm. En 20 (62%) ganglios, el efectuar cortes seriados con H&E fue suficiente para detectar la metastasis,
precisandose 1 ldmina para diagnosticar 14 casos (70%), 3 laminas para 17 casos (85%), 7 ldminas para 19 casos
(95%) y 19 laminas para la totalidad de los casos. La inmunohistoquimica diagnosticd los 12 casos restantes
(38%), precisandose una sola ldmina en 8 casos (67%), 3 laminas para 10 casos (83%) y 4 laminas para los 12
casos.
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El tamafio promedio de los ganglios centinela oscil6 entre 0,9 + 0,6 cm (0,3 — 3,5 cm), el de los ganglios centinela
negativos fue de 0,9 £ 0,6 cm (0,3 — 3) y el de los metastasisco 1,1 £ 0.6 cm (0,4 — 3,5), no obstante esta diferen-
cia no es estadisticamente significativa. El porcentaje de ganglios centinela positivos respecto al nimero de gan-
glios centinela aislados fue del 100% en 19 casos. En los 7 casos restantes esta cifra oscilo entre el 33 y el 66%.
De las 65 pacientes estudiadas, 26 (40%) presentaron metastasis en el ganglio centinela, en 19 (73%) de éstas, la
metastasis era de menos de 2 mm (15 pNO(i+) y 4 pNla) y en 20 (77%) el o los ganglios centinelas fueron los
unicos ganglios metastasicos. En los 6 casos restantes, el nimero de ganglios metastasicos, ademas del centinela,
oscilaba entre 1 y 4.

En nuestra experiencia el porcentaje de pacientes con micrometastasis en ganglios linfaticos ha pasado de ser 8.5
% antes de efectuar la técnica del ganglio centinela al 73 % efectuando esta técnica. Este incremento es franca-
mente significativo y en concordancia con el que encuentran otros autores que pasan de un 10 % a un 38% (12).
En nuestra casuistica, la alta incidencia de micrometastasis se explica por los criterios de inclusion de las pacien-
tes en la técnica de ganglio centinela pues antes de la cirugia se efectia un estudio ecografico de la axila, y en caso
de detectarse signos ecografico sospechosos (13) se procede a una puncion aspiracion con aguja fina de la adeno-
patia y de resultar metastasico, la paciente queda excluida del protocolo del ganglio centinela. Con ello se exclu-
yen muchas pacientes que presentan metastasis de mas de 2 mm.

La técnica del ganglio centinela es de particular interés en aquellas pacientes en estadios iniciales pues en éstas
acostumbra a ser el unico ganglio con metastasis (1). Asi mismo la incidencia de metéstasis en el ganglio centinela
es superior a la incidencia de metastasis de los ganglios no centinela (14).

En cuanto a la técnica que debe seguirse para la deteccion de micrometéstasis existen muchas variaciones acerca
del nimero de cortes a examinar y a las técnicas histopatoldgicas a utilizar (5-9). En aproximadamente un 12% de
casos la metastasis se diagnostica s6lo con una lamina tefiida con H&E (11), y el 64% de los casos en las dos
primeras secciones efectuadas (15). Entre un 11 y un 36 % de ganglios centinela positivos se identifican s6lo con
técnicas inmunohistoquimicas (16).

En cuanto a la necesidad de efectuar estudio intraoperatorio del ganglio centinela no hay acuerdo en la literatura.
Ello es debido al alto nimero de falsos negativos (3), a la presencia de ocasionales falsos positivos (17) y también
al hecho de que tanto el efectuar cortes seriados, como la aplicacion de técnicas inmunohistoquimicas durante el
acto quirdrgico, son técnicas que consumen mucho tiempo (15,17). Hay autores que aconsejan que el ideal del
estudio intraoperatorio del ganglio centinela requiere agotar el bloque durante el proceso o en su defecto reco-
miendan un minimo de 30 secciones (15). Parece ser que una buena opcion en el diagndstico de metastasis en el
ganglio centinela pasa por la evaluacion percutanea del mismo después de su localizacién y marcaje mediante una
aguja metalica (16).

La utilizacion de nuevas técnicas de biologia molecular como son la PCR y la transcriptasa inversa, con una alta
sensibilidad para detectar citoqueratinas, incrementa el nimero de casos con micrometastasis (18).

El dilema se plantea en la conducta a seguir en aquellas pacientes en las que se han detectado micrometastasis por
métodos no convencionales. Se aconseja que estas técnicas (por tratarse de estudios de investigacion) no deben de
utilizarse para sobreestadiar a las pacientes a menos que sus hallazgos se confirmen por medio de la H&E (19).
La técnica del ganglio centinela requiere de un equipo multidisciplinario en el que estén perfectamente coordina-
dos el especialista en medicina nuclear, el cirujano y el patélogo. El cirujano requiere de un periodo de aprendiza-
je para la correcta aplicacion de la técnica. En el terreno de la anatomia patologica se requiere todavia de una
estandarizacion de la técnica a utilizar para el correcto manejo de estos especimenes.
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BIOCHIPS DE CDNA Y CANCER DE MAMA

G. Garcia-Rostan, G. Moreno-Bueno, O. Dominguez, J. Palacios. Programa de Patologia Molecular. Centro Na-
cional de Investigaciones Oncoldgicas (CNIO). Instituto de Salud Carlos III. Madrid

Un biochip por analogia con el término de microchip electrénico (dispositivo con una alta densidad de circui-
tos electronicos) se caracteriza por la integracion e inmovilizacion, ordenada y conocida, de una alta densidad
de material biologico (bio) sobre una superficie de cristal (porta microscopico) o una membrana de nylon o
nitrocelulosa de pequefio tamafo (chip). En el campo de la Biologia Molecular aplicada al cancer una de las
principales aportaciones de la tecnologia de los biochips de cDNA es el analisis simultaneo, en un mismo ex-
perimento, del perfil de expresion de miles de genes en un tumor. Variaciones en los programas de transcrip-
cion celular justifican en gran medida la diversidad bioldgica y/o fenotipica de los tumores. La hipo o hiperex-
presion de determinados genes en un biochip nos permitira, pues, determinar aquellos oncogenes y/o genes
supresores tumorales que al sufrir una perturbacion genética durante el proceso tumorogénico van a jugar un
papel relevante en el desarrollo y/o progresion tumoral. La investigacién sistematica mediante biochips de
patrones de expresion génica en distintos tumores puede ademas aportar la informacion necesaria para: 1) una
mejor caracterizacion nosoldgica de los tumores, 2) predecir la respuesta tumoral a un determinado quimiotera-
pico, 3) establecer los mecanismos implicados en la resistencia a drogas y disefiar estrategias terapéuticas mas
efectivas.

La metodologia de trabajo incluye una serie de etapas bien definidas: disefio, impresion, hibridacion, escaneado
y “clustering” o analisis de resultados [1,2]. En el disefio del biochip se seleccionan los clones a estudiar a par-
tir de bases de datos (GenBank [3], dbEST [4], UniGene [5], librerias de cDNAs), se determina la densidad de
integracion (nimero de sondas / unidad de superficie) y se escogen los standars o controles internos. En la
impresion se utiliza alguno de los diferentes “arrayers” (robots) disponibles en el mercado, que difieren basi-
camente en la densidad de integracion de las sondas y forma de dispensacion de la sonda (inyeccion o meca-
nismo piezoeléctrico) en la membrana o porta. Estos ultimos estan recubiertos con polilisina y aminosilanos
que aumentan la hidrofobicidad y favorecen la adhesién de la sonda sin extenderse en vecindad. Durante la
fase de hibridacion del biochip, para poder comparar el perfil de expresion génico de lineas celulares o tejidos
biologica y/o fenotipicamente distintos (por ejemplo tumor o metastasis versus tejido normal; tumor pobre-
mente diferenciado o indiferenciado versus tumor bien diferenciado; tumor resistente versus tumor sensible a
quimioterapia) las sondas se hibridan consecutivamente con cDNAs obtenidos a partir de pools de RNA total
(50-200 pg) extraido de la linea celular o tejido problema y del control interno, marcados con Cy5-dUTP
(fluorescencia roja) y Cy3-dUTP (fluorescencia verde) respectivamente. La relacion entre ambas sefiales de
hibridacion (ratio de intensidad de fluorescencia roja/verde) representa el porcentaje de moléculas de RNA de
la muestra problema y del standard que han hibridado con las sondas impresas en el biochip y por lo tanto nos
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informa del nivel de expresion de cada gen en la linea celular o tejido problema. El escaneado del biochip,
cuando los cDNAs se han marcado con fluorocromos, se realiza en un microscopio scan-laser generandose una
matriz de puntos de hibridacion que requiere un meticuloso procesamiento informatico. Es preciso detectar y
eliminar el fondo, limitar el tamafio de los puntos observados, asignar intensidades a cada punto de hibridacion
y establecer ratios de expresion. El andlisis de los resultados se lleva a cabo por el método de “clustering” o
agrupamiento jerarquico algoritmico de los genes incluidos en el biochip y de las muestras problema en base a
un patrén de expresion similar [1,2].

En los ultimos 18 meses se han publicado diferentes trabajos en los que mediante biochips de cDNA se ha ana-
lizado el perfil de expresion de miles de genes y ESTs en lineas celulares de cancer de mama y tumores prima-
rios de mama [6-10] :

+  Perou y colaboradores han investigado el patron de expresion de 5531 [6] y 8102 [8] genes en tumores
primarios de mama comparandolo, bien con el nivel de expresion observado en células en cultivo de epitelio
mamario sometidas a diferentes condiciones hormonales [6], bien con un pool de lineas celulares de distinto
origen (endotelial, linfocitario etc) [8]. Aunque en ninguno de los dos estudios de Perou se realizé microdisec-
cién con laser para analizar inicamente poblaciones de células tumorales puras dentro de tumores de reconoci-
da heterogeneidad histoldgica, en ambos biochips [6,8] se llegaron a identificar “clusters” de genes relaciona-
dos con alteraciones biologicas puntuales en las células tumorales ( por ejemplo variaciones en la proliferacion
celular y activacion de la via de sefializacion regulada por interferén), asi como “clusters “de genes asociados a
tipos celulares especificos dentro del tumor (células estromales y linfocitos). Estos ultimos se establecieron por
comparacion con el patron de expresion observado en lineas celulares de distinto origen o mediante estudios
inmunohistoquimicos con anticuerpos frente a proteinas codificadas por un determinado gen dentro del “clus-
ter". Por otro lado, Perou y colaboradores observaron estudiando muestras distintas espacial y/o temporalmen-
te de un mismo tumor (biopsia antes y después del tratamiento con doxorrubicina, o bien primario versus me-
tastasis ganglionar) que el perfil de expresion génica de los tumores tiende a ser estable, homogéneo y inico
pues se mantiene el patron “global” de expresion [8].

« Sgroi y colaboradores [7] a diferencia de Perou y colaboradores [6,8] combinan la microdiseccion con
laser y los biochips de cDNA para comparar los niveles de expresion de 8000 genes en epitelio mamario no
tumoral con el perfil de expresion en células invasivas de carcinoma de mama y células metastdsicas de car-
cinoma de mama. El objetivo de Sgroi, al hibridar en el biochip cDNAs obtenidos a partir de poblaciones tumo-
rales y no tumorales puras, es establecer “clusters” de genes asociados a células en diferentes estadios de pro-
gresion tumoral y de esa forma llegar a conocer la alteraciones genéticas suyacentes al desarrollo y/o progre-
sion de los carcinomas de mama. Con este enfoque los autores de este estudio intentan ademas evitar: 1) las
limitaciones inherentes a la hibridacion con cDNA obtenido a partir de lineas celulares cultivadas in vitro, pues
la informacion genética derivada de las mismas no refleja con exactitud las alteraciones moleculares que tienen
lugar en el tejido a partir del cual se originaron; 2) las limitaciones asociadas a la hibridacién con cDNA obte-
nido a partir de carcinomas de mama in vivo, que no han sido microdiseccionados para extraer el RNA, pues al
ser tumores muy heterogéneos en su composicion celular algunos “cluster” de expresion se podrian atribuir a
células no carcinomatosas contenidas en el tumor (células epitelilales no tumorales, células endoteliales, células
adiposas, linfocitos etc). En total Sgroi y colaboradores encontraron 202 genes que estaban hipo o hiperexpre-
sados en células invasivas y metastasicas de carcinoma de mama, de los cuales 83 resultaron ser ESTs y 29 se
coexpresaban en las células invasivas y metastasicas. Algunos de los genes que mostraban diferente nivel de
expresion respecto al epitelio mamario no tumoral ya se habian asociado con cancer de mama en otro tipo de
estudios : Apolipoproteina D, Anexina I, Factor Tisular, RANTES y BRCAI. Con el fin de validar los datos
generados en el biochip y evaluar la fiabilidad de la técnica, Sgroi analiza por PCR cuantitativa 5 de los 202
genes que mostraban un perfil alterado en células invasivas y metastasicas, encontrando niveles muy similares.
Ademas, la determinacion por inmunohistoquimica de Apolipoproteina D en secciones tisulares adyacentes a
las utilizadas para la extraccion de RNA vino a confirmar la altos niveles de expresion de las células invasivas
y la baja o nula inmunoreactividad de las células metastasicas.

« Forozan y colaboradores [9] al investigar el perfil de expresion de 1326 genes en 4 lineas celulares de
cancer de mama, que previamente habian sido analazidas por hibridacion genémica comparativa (CGH), ob-
servaron que transcritos que aparecian sobreexpresados en el biochip de forma recurrente (RCHI1, TOPO II,
CAS, y MYBL2) curiosamente se localizaban en regiones cromosdémicas con amplificaciones recurrentes de
DNA (17923, 17g21-q22, 20q13), en las que todavia no se conocia el gen implicado en la amplificacion. La
combinacion de informacidon obtenida por hibridacion genémica comparativa (CGH) con perfiles de expresion
en un biochip permite, pues, identificar genes desconocidos, que aparecen amplificados en algunas lineas celu-
lares y tumores primarios. Para poder determinar la significacion clinica de esas amplificaciones génicas carac-
terizadas de novo ( RCHI1 en 17q23, TOPO Il en 17q21-q22, CAS y MYBL2 en 20q13), Forozan y colabora-
dores intentan validar su presencia en 372 carcinomas de mama incluidos en un array tisular.
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« Alteraciones moleculares durante el proceso tumorogénico en genes que codifican para productos con
diferentes funciones bioquimicas (factores de transcripcion, kinasas, fosfatasas, proteasas, reguladores del ciclo
celular, reguladores apoptoticos y antiapoptoéticos, etc) van a condicionar perturbaciones en diversas vias celu-
lares que explicarian la sensibilidad o resistencia intrinseca de las células cancerosas a la quimioterapia. Kudoh
y colaboradores [10] han utilizado los biochips de ¢cDNA para establecer “clusters” de genes asociados con
resistencia intrinseca o adquirida a doxorrubicina en cancer de mama. En células MCF-7 tratadas transito-
riamente con doxorrubicina (1 pg/ml) observaron que se inducia la expresion de algunos genes que posibilita-
ban a las células cancerosas escapar a los efectos citotoxicos de la droga y por tanto pudieran estar implicados
en la adquisicion de resistencia a doxorrubicina. En células MCF-7, seleccionadas previamente por su resisten-
cia intrinseca a la droga (clon MCF-7/D40) comprobaron que se sobreexpresaban constitutivamente algunos de
los transcritos incluidos en el “cluster” de genes inducidos transitoriamente (por ejemplo epoxido hidrolasa
que es una enzima metabolizadora de drogas). De los 5760 genes analizados en el biochip por Kudoh y cola-
boradores aquellos coexprexados tanto por células tumorales con resistencia adquirida como por células tumo-
rales intrinsecamente resistentes se consideraron parte del fenotipo molecular de resistencia a doxorrubicina en
cancer de mama. Alguno de los cambios celulares derivados de la hipo o hiperexpresion de genes incluidos en
dicho fenotipo son: represion de la transcripcion, aumento de la apoptosis por disminucion de Bcl-2 y activa-
cion de caspasas secundaria a una sobreexpresion de citocromo C, aumento de la proteolisis por ubiquitinacion
en el proteasoma.

«  En nuestro grupo, dado el gran numero de pacientes con carcinoma de mama y ganglios axilares positivos
sin metastasis a distancia que son tratadas con taxanos y la relativa alta tasa de fallo en un tratamiento qui-
mioterdpico no exento de riesgos, nos hemos planteado investigar los niveles de expresion de 5000 cDNAs
humanos en 2 lineas celulares de cancer de mama (MCF-7, MDA-MB435) sometidas a concentraciones cre-
cientes de paclitaxel y en 5 cultivos primarios de carcinoma ductal infiltrante tratados de forma transitoria con
paclitaxel a concentracion fija. El biochip incluird ESTs y genes con funciones muy diversas : genes regulado-
res de apoptosis; genes asociados a moléculas de adhesion; genes relacionados con la angiogénesis; genes
reguladores del ciclo celular; genes implicados en la reparacion y replicacion del DNA; genes que codifican
para moléculas integrantes de la estructura celular; genes de diferenciacion y desarrollo; genes asociados a
cancer hereditario; genes relacionados con la respuesta a drogas; genes que codifican para receptores y facto-
res de crecimiento; genes codificadores de hormonas e interleukinas; genes codificadores de kinasas y fosfata-
sas; genes implicados en metastasis e invasion tumoral; genes asociados a necrosis tumoral; oncogenes y pro-
to-oncogenes; genes que codifican para proteinas ribosomales implicadas en céncer; genes relacionados con
stress celular; genes que codifican para factores de transcripcion; genes supresores tumorales; genes asociados
a ubiquitinacion y proteolisis; genes codificadores de chaperoninas; genes virales implicados en cancer; genes
especificos de tejido y genes de afimetrix.

Para definir las alteraciones moleculares asociadas al fenotipo de resistencia a paclitaxel en cancer de mama: 1)
se intentarad generar, a partir de las lineas parentales, clones resistentes a la droga y comparar su perfil de ex-
presion génica con el de clones sensibles, 2) se comparara el patron de expresion de cultivos primarios de ma-
ma resistentes a paclitaxel con el de un pool de cultivos primarios de mama sensibles a la droga. Para diferen-
ciar la resistencia inducida por el tratamiento de la resistencia intrinseca se compararan los niveles de expre-
sidn en cultivos primarios resistentes a la droga con el patron de expresion en cultivos primarios no tratados. La
informacion obtenida con el biochip de cDNA se validara o confirmard mediante PCR cuantitativa en tiempo
real de las muestras problema.

Algunos de los mecanismos moleculares implicados hasta el momento presente en la resistencia a paclitaxel
son :

1. Alteraciones en la captacion celular del firmaco por una sobreexpresion de P-glicoproteina
P p p glicop
(p170) secundaria a un incremento en la transcripcion del gen MDR-1 (gen de multiresistencia a drogas).

2. Desactivacion metabdlica por enzimas del sistema citocromo P450 (CYP). Se ha comprobado que el pacli-
taxel metabolizado en el higado por los enzimas CYP3A4 y CYP3AS posee menor capacidad estabilizante
de los microtibulos y menor capacidad para inducir apoptosis.

3. Cambios estructurales en la molécula B-tubulina. Se ha visto que la sobreexpresion o hipoexpresion de
determinados isotipos de B-tubulina puede alterar la dindmica microtubular de la célula e impedir la accion
del paclitaxel. De igual forma mutaciones puntuales en el exén-1 y en el exon-4 del isotipo M40 pueden
afectar su interaccion con paclitaxel.

4. Cambios en los niveles de expresion de algunos componentes de la via. Se ha observado que células que
sobreexpresan Bcl-2 o Bel-XL son mas resistentes a la apoptosis mediada por paclitaxel.
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PATOLOGIA ONCOLOGICA DE LAS VIAS RESPIRATORIAS SUPE-
RIORES E INFERIORES.

FORMAS HISTOLOGICAS ESPECIALES DEL CARCINOMA DE LARINGE.

Cosme Erefio.
Hospital de Basurto-Bilbao.UPV/EHU.

Introduccion.

La clasificacion de los tumores del tracto respiratorio superior y oido de la OMS (1) divide los tumores malignos
de la laringe en 19 histotipos. La forma mas comin es el carcinoma de células escamosas (CCE) que representa
entre el 85y 95% del total de los canceres (2, 3). En nuestro material, Serie del Hospital de Basurto (SHB) el
CCE se presenta en el 93,2% de los casos y las formas especiales en el 5,8%. Es importante estar familiarizados
en el reconocimiento de los histotipos especiales dado que tienen un claro impacto sobre el prondstico y la super-
vivencia del paciente (2).

I.- VARIANTES DEL CARCINOMA DE CELULAS ESCAMOSAS

Carcinoma verrucoso (CV)

El carcinoma verrucoso es una variante muy bien diferenciada del CCE (1). En el tracto respiratorio la laringe es
la localizacion mas comun tras de la cavidad oral (4). Representa entre el 1-4% de todos los carcinomas laringeos
(2); en la SHB el 1,6%. Aparece en varones fumadores en la 5%-6* década (5), con presencia ocasional del
HPV16/18 (6). Frente a lesiones sin atipia celular como la hiperplasia reactiva o el papiloma escamoso, las carac-
teristicas diferenciales del CV son la arquitectura “ church spiked-like”, las papilas filiformes no ramificadas, la
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banda gruesa de paraqueratosis superficial y el tamafio de la lesion, especialmente, en los casos de larga evolu-
cion. Hay que tener en consideracion los carcinoma hibridos (mixtos) verrucoso-escamosos, aunque en la laringe
su proporcion es muy inferior a la de la cavidad oral (4, 5).

Carcinoma escamoso-papilar(CEP)

Incluido dentro del epigrafe carcinoma de células escamosas de la OMS (1). Se desarrolla en las vias aerodigesti-
vas superiores (VADS) (7, 8, 9, 10). Algunos casos asientan sobre lesiones de papiloma benigno (10). Es una
variante rara; las series publicadas son cortas y no aportan mas de 60 casos ( 7, 8, 9, 10). Son supragléticos y pue-
den alcanzar gran tamafio (7, 9). EI CEP ha sido descrito ademas en la piel, cuello uterino, conjuntiva y timo (11).
Tipicamente el epitelio es similar al del carcinoma in-situ o al de la metaplasia inmadura del cervix (9, 10). La
queratinizacién es muy rara, los cambios coilociticos son ocasionales y s6lo en algunos casos hay relacion con
HPV (10). Hay que diferenciarlos del papiloma con atipia y sobre todo del carcinoma escamoso exofitico y del
CCE convencional, ambos de mucho peor prondstico (9).

Carcinoma de células fusiformes (CCF)

Es una variante bifasica del carcinoma escamoso caracterizada por la presencia de un componente escamoso con-
vencional y otro adyacente o subyacente de células fusiformes o pleomorfico (1). Su crecimiento es rapido, es
polipoide la mayor parte de las veces y representa el 1% de los tumores de la laringe (2). Dentro de las VADS, la
laringe es el asiento predilecto (12, 13) y en ella, las cuerdas vocales verdaderas (14). Los CCF comprenden:

a) Tumores cuyo componente fusocelular es epitelial en el ME y en la THQ.

b) CCE con estroma seudosarcomatoso, reactivo, no neoplasico, seudosarcoma fibro/histioblastico de Lane.

¢) CCE con estroma sarcomatoso auténtico, carcinosarcomas o tumores de colision. Este componente sarcomatoso
(osteoide, cartilago, musculo) se aprecia en 15% de los casos aproximadamente (12). Recientemente se han esta-
blecido las claves dignosticas para separarlos de los tumores miofibroblasticos inflamatorios (15).

Carcinoma basaloide-escamoso (CBE)

Es una variante bimorfa con componente mixto basaloide y escamoso (1). Muy maligno, raro, representa el 1,3%
en la SHB. Fue descrito en las VADS por Wain y cols en 1986 (16 ). Puede crecer también en el ano, eso6fago,
cuello uterino y pulmén. En las VADS asienta en la base de la lengua, seno piriforme y en la zona supragldtica de
la laringe. Son tumores que se diagnostican en estadios avanzados, en varones de mas de 60 afios (17, 18). En la
laringe son exofiticos, polipoides y ulcerados. Microscépicamente predomina el componente basaloide, con su
celularidad, patron de crecimiento y estroma tipicos. Plantea problemas de diagnostico diferencial principalmente
con el carcinoma adenoide quistico (CAQ) y con el carcinoma de células pequefias neuroendocrino. La positivi-
dad frente a la queratina de alto peso molecular (34[1E12) permite discriminar mejor el CBE de los carcinomas
de células pequeiias que los marcadores neuroendocrinos. La expresion de actina, de desmina y de la proteina S
-100 favorecen el diagnostico de CAQ (19).

Otras variantes.- Los carcinomas adenoide-escamosos muestran seudoluces por acantolisis y no presentan con-
tenido mucinoso (1). El carcinoma linfoepitelial de la laringe e hipofaringe es un tumor similar al descrito en la
nasofaringe (1), extremandamente raro y agresivo (3). El carcinomas de células gigantes (1, 3) es muy raro y
morfoldgicamente similar al del pulmon.

II.- TUMORES NEUROENDOCRINOS (TNE)

La clasificacion de OMS (1) separa los TNE en dos grupos, uno epitelial, con un espectro continuo desde el tu-
mor carcinode tipico hasta el carcinoma de células pequeiias, pasando por el carcinoide atipico y un segundo for-
mado por los paragangliomas. Todos ellos son raros y se estima su frecuencia entre el 0,6% y el 2,5%, este ulti-
mo porcentaje en la SHB.

Tumor carcinoide tipico
Es el mas raro. Se han comunicado13 casos hasta el afio 1991.Se localiza en la zona supraglética en los varones.
Puede producir metastasis (20).

Tumor carcinoide atipico

Es el mas comtn del grupo. Casi todos son supragloticos (96%) y argentafines, queratina (96%), cromogranina
(94%) y calcitonina ( 80%) positivos. Presentan metastasis ganglionares en el 43%, cutaneas en el 22% y en cerca
de la mitad de los casos a distancia. La tasa de superviviencia acumulada a los 5 afios es del 48% (21). El diagnos-
tico diferencial incluye el carcinoma medular de tiroides metastasico y el paraganglioma (24).
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Carcinoma neuroendocrino de células pequeiias

Es un tumor raro; representa menos del 0,5% de los tumores laringeos (22) y predomina en varones en region la
supragldtica. Se presenta bajo tres patrones:

a) tipo “oat-cell”,

b) de células intermedias,

¢) de patréon combinado.

El tipo de célula pequeiia (oat-cell) es similar al del pulmén, con mitosis y necrosis frecuentes, asi como con
invasion vascular y linfatica. La THQ es 1til ya que el tumor es siempre queratina positivo (AE1-AE3 y CAM 5.2)
con patréon de tincion punteado (dot-like). Es muy agresivo y letal con una tasa de supervivencia del 5% a los 5
afios (22). En el diagnostico diferencial, al igual que en el de pulmon, las caracteristicas nucleares son las que
permiten diferenciar si son o no neuroendocrinos (23).

Paraganglioma.
Es una neoplasia rara, la tinica de predominio femenino. Crece en la supraglotis, en el pliegue aritenoepiglotico y

en la banda. Presenta el tipico patron organoide (zellballen). Es imposible predecir su comportamiento biolégico,
basandonos en pardmetros histoldgicos. Expresan marcadores neuroendocrinos y a veces S-100 en las células
sustentaculares, pero no reaccionan frente a las queratinas , calcitoninay CEA (24).

II1.- CARCINOMAS TIPO DE GLANDULA SALIVAL.

Son muy raros; representan menos del 1% de los tumores malignos epiteliales de la laringe (25). Crecen en las
zonas subglotica y supraglotica. EI mas frecuente es el carcinoma adenoide quistico (CAQ), que representa el
0,25 % de los carcinomas de laringe y afecta por igual a ambos sexos sobre todo en la 6* década. El carcinoma
mucoepidermoide, es mas comun en varones, crece en el area supraglotica, y desarrolla metastasis ganglionares
cervicales en el 45% y a distancia en el 10% de los casos. Los tumores mucoepidermoides de alto grado semejan
a los carcinomas adenoescamosos poco diferenciados (24). La supervivencia global para todos los grados es del
75-80% alos 5 afios (3). Carcinoma adenoescamoso, descrito por Gerughty y cols el afio 1968 (26), s6lo se han
descrito 20 casos en la laringe (27). Crece sobre todo en la region supraglética, es muy agresivo, y origina metas-
tasis ganglionares en el 25% vy a distancia en el 5% de los casos. La supervivencia a los cinco anos es del 22% .
Presenta un patron con areas de carcinoma epidermoide en superficie y de adenocarcinoma en las zonas invasi-
vas profundas. Otros tumores: Se han comunicado una miscelanea de casos de otros tipos de tumores de las sali-
vales como carcinomas de células acinares, mioepiteliomas, carcinoma epitelial-mioepitelial, carcinoma de
células claras, carcinoma del ducto salival, adenocarcinoma oncocitico y adenocarcinoma papilar y mucoi-
de.
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NUEVA CLASIFICACION DE LAS LESIONES PREMALIGNAS LARINGEAS

Lucia. Alos
Departamento de Anatomia Patoldgica, Hospital Clinic, Universidad de Barcelona.

INTRODUCCION

El diagnostico, prondstico y tratamiento de las lesiones premalignas laringeas estan relacionados con las altera-
ciones histologicas del epitelio escamoso. Por ello, con la finalidad de clasificar las lesiones hiperplasicas y displa-
sicas de esta region, que nos referiremos como lesiones hiperplasicas laringeas (LHL), es preciso una evaluacion
histologica precisa de las mismas (1). Durante las ultimas tres décadas han sido propuestas multiples clasificacio-
nes para estas lesiones, pero con falta de uniformidad en la terminologia y en el valor pronostico (3-6). La mayor
parte de estas clasificaciones estan basadas en criterios similares a los utilizados para la clasificacion de lesiones
intraepiteliales escamosas del cérvix uterino (2). De hecho, la clasificacion de la OMS para las lesiones escamosas
premalignas de la laringe incluye tres grados de displasia (CIN I, CIN II y CIN III) y carcinoma “in situ” (5).

Sin embargo, estudios recientes han revelado que la epidemiologia y la biologia molecular del carcinoma esca-
moso son distintas en estas dos localizaciones. Mientras que en el cérvix uterino, el carcinoma escamoso se rela-
ciona en mas del 90% con el virus del papiloma humano (HPV) (7), en el cancer laringeo parece que el HPV no
juega un papel determinante (8-12). En cambio, otros factores se han establecido mas importantes en la etiologia
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del carcinoma laringeo, como es el tabaco, el alcohol y la exposicion a irritantes fisicos y quimicos. Estos carcino-
genos actuan a nivel molecular, siguiendo una via distinta a la carcinogénesis establecida en el cérvix uterino.

La necesidad de establecer el prondstico de las lesiones precancerosas resulta de mayor relevancia en la laringe,
un 6rgano menos accesible a controles periddicos citologicos y bidpsicos. Ademads, debido a la anatomia del
organo, no se ha podido disefiar una intervencidn similar a la conizacion del cérvix uterino, con extirpacion de la
totalidad de la lesién premaligna.

Todo ello hace imperiosa la necesidad de establecer criterios precisos de diagnostico de las LHL, distinguiendo
aquellas que tienen riesgo de malignizarse de las que no lo tienen. Con estos objetivos, se cre6 una nueva clasifi-
cacion, presentada en la Conferencia Internacional sobre Lesiones Laringeas Epiteliales Hiperplasicas en Ljubljana
en 1996. Esta clasificacion se discutio entre los miembros de la Sociedad Europea de Patologia, en diversas reu-
niones, estableciendose el valor prondstico y la reproducibilidad de la misma (13,14) .

CLASIFICACION DE LJUBLJANA

En las lesiones laringeas hiperplasicas el epitelio esta engrosado ya sea de forma uniforme o bien irregular.
Frecuentemente hay cambios de hiperqueratosis. En todos los casos la membrana basal estd preservada y no se
evidencian signos de invasion. La clasificacion es la siguiente:

HIPERPLASIA SIMPLE:

Definicion: hiperplasia del epitelio escamoso laringeo, con conservacion de la arquitectura y patrén histologico
del mismo.

Criterios: el epitelio escamoso esta engrosado a expensas fundamentalemente del estrato espinoso. Las capas
basal y parabasal estan inalteradas. No hay atipia celular.

HIPERPLASIA ANORMAL

Definicidn: el epitelio escamoso estd engrosado, a expensas de las capas basal y parabasal. Estas capas expresan
el antigeno Ki-67 (anticuerpo MIB-1), asi como las citoqueratinas de células basales (CKs 5, 14, 17, 19).

Criterios: El epitelio escamoso mantiene su ordenacion. Las capas de células basales y parabasales se disponen
en capas, de forma perpendicular a la membrana basal, pudiendo alcanzar mas del 50% del grosor epitelial. No
existe atipia celular.

Las hiperplasias simple y anormal son lesiones benignas, a partir de las cuales el desarrollo de carcinoma es-
camoso acontece en aproximadamente un 1% de los casos. Por tanto, en este grupo de pacientes no hace falta
ningun tipo de terapeutica.

HIPERPLASIA ATIPICA

Definicion: alteraciones displasicas del epitelio escamoso, sin alcanzar el grado de carcinoma “in situ”. Se con-
sidera una lesion premaligna, a partir de la cual puede desarrollarse un carcinoma escamoso.

Criterios: la estratificacion esta preservada, pero se evidencian signos de atipia celular: nicleos aumentados de
tamafo, de contornos irregulares, cromatina irregular, generalmente con nucleolos prominentes. Las mitosis estan
aumentadas, si bien no suelen ser muy numerosas y se sitlian en los dos tercios inferiores del epitelio. Las células
disqueratosicas son frecuentes y se identifican células epiteliales escamosas apoptoticas (cuerpos de Civatte), con
citoplasma eosinéfilo hialino y nicleos picnéticos.

En los pacientes con hiperplasia atipica, un 11% desarrollan carcinoma escamoso. Para este grupo de pacientes
es aconsejable un estrecho seguimiento clinico y repeticion de tomas bidpsicas, para descartar progresion de la
enfermedad (desarrollo de carcinoma “in situ” o invasivo).

CARCINOMA “IN SITU”

Definicidn: lesion que presenta las caracteristicas propias de un carcinoma escamoso, pero sin signos de inva-
sion.

Criterios: las células exhiben atipia, y abundantes figuras de mitosis que suelen afectar la totalidad del grosor
epitelial. Pueden verse células escamosas apoptdticas. A diferencia de la hiperplasia atipica, aqui existe pérdida de
la estratificacion del epitelio escamoso.

El carcinoma “in situ” precede el carcinoma invasivo, por lo que debe ser tratado, mediante tratamiento quirtrgi-
co o radioterapico.
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PATOLOGIA MOLECULAR DEL CARCINOMA DE LARINGE

Antonio Cardesa, Alfons Nadal*, Pedro L. Fernandez, Elias Campo.
Hospital Clinic y Hospital Casa de Maternitat*, Barcelona.

Introducciéon

Las alteraciones moleculares relacionadas con la aparicién y el desarrollo del proceso neoplasico pueden
resumirse en dos grandes grupos: La activacion de los proto-oncogenes (que se convierten en oncogenes) y la
inactivacion de los genes supresores.

Oncogenes

bcl-1/CCND1

En realidad, bcl-1 no es un gen, sino una region localizada en 11ql13, que participa de fenomenos de
reordenamiento génico observados en linfomas. En esta region se localizan, entre otros, los genes int-2 y hst-1. Se han
demostrado amplificaciones de éstas secuencias en tumores y lineas celulares de cancer de cabeza y cuello, pero no se
ha podido demostrar la expresion de ninguno de ellos, asi que no parece muy probable que €stos genes sean la diana
del fenémeno de amplificacion. Sin embargo, en esta region se encuentra también el gen PRAD-1, descrito asociado a
un reordenamiento caracteristico de los adenomas de paratiroides (de ahi su nombre, de parathyroid adenoma).
PRAD-1 codifica a la ciclina D1. Las ciclinas son una familia amplia de proteinas relacionadas con el control del ciclo
celular y deben su nombre a la variacion ciclica de su expresion. Ciclina D1 es la subunidad reguladora del complejo
ciclina-kinasa dependiente de ciclina (en concreto ciclina D1 se une a cdk4), el cual incluye a p21"V*"' y PCNA. Este
complejo, mediante su actividad kinasa, regula el estado de fosforilacion de la proteina del gen del retinoblastoma y
provoca la liberacion de los factores de transcripcion necesarios para avanzar a lo largo del ciclo celular, desde la fase
G a la fase S, entre los que se encuentra c-myc.
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Nuestro grupo ha podido demostrar que CCNDI1 (este es el nombre propuesto para el gen de la ciclina D1) se
encuentra amplificado y sobreexpresado en carcinomas escamosos de laringe, de modo que el mecanismo que explica
la sobreexpresion del gen es la amplificacion del mismo. Ademas hemos observado que tanto la amplificacién como la
sobreexpresion de CCND1 se producen con mas frecuencia en casos avanzados, sugiriendo que éstos son fendmenos
tardios en el proceso neoplasico.

Genes supresores
p53

Desde su descubrimiento en 1979, p53 se ha convertido en la molécula con mayor implicacion en el
desarrollo de neoplasias humanas. La deteccion inmunohistoquimica de p53 en tumores pero no en tejidos normales
abono la creencia de que se trataba de un oncogen. Al profundizar en el conocimiento del gen, se descubrid que la
proteina acumulada en los tejidos tumorales se debia a la presencia de un mutacion del gen de TP53 que estabilizaba la
proteina, alargando su vida media, permitiendo su acumulaciéon en el nucleo celular y su deteccion
inmunohistoquimica.

pS3 participa en el control del ciclo celular, la reparacion del ADN, la apoptosis y la conservacion de la
integridad gendmica, interaccionando con el ADN en forma de tetrameros e induciendo la transcripcion de varios
genes (p21"*"!, MDM?2, bax, GADD45). El aumento de la proteina nativa conlleva la parada del ciclo celular antes de
entrar en la fase se sintesis del ADN (a través de p21"**"), permitiendo la reparacién del material genético dafiado, o,
alternativamente, induciendo los mecanismos que llevan a la muerte celular por apoptosis. Asi pues, TP53 es un gen
con actividad supresora tumoral. Aunque los genes supresores se consideran de caracter recesivo (en el sentido de que
es necesaria la inactivacion de los dos alelos para que se manifieste la pérdida del efecto supresor) algunas mutaciones
de TP53 acttian de forma dominante, ya que al unirse proteinas mutantes a proteinas con la estructura nativa, los
tetrameros formados resultan inactivos.

Globalmente, se han detectado mutaciones de TP53 en el 50% de los canceres humanos. En el carcinoma
escamoso de laringe, la prevalencia es del orden del 28 al 40% segun los autores. La mutacion no es el {inico
mecanismo de inactivacion de p53. Proteinas celulares como MDM2 y las proteinas E6 de los virus del papiloma
humano (HPV) son capaces de inducir la degradacion de p53 con diversos grados de eficacia, segun el tipo especifico
de HPV. Las observaciones de diversos grupos, entre ellos el nuestro, sugieren que las alteraciones de p53 son un
fenémeno temprano en la transformacion neopléasica en los carcinoma escamosos de laringe. Existe una falta de
correlacion con los grados de diferenciacion o extension tumoral, a lo que se aflade que lesiones preneoplasicas
también son portadoras de alteraciones de p53. Hasta la fecha no se ha podido demostrar valor pronéstico de las
alteraciones de p53 en el carcinoma escamoso de laringe. Ademas, es necesario tener en cuenta que la acumulacion de
proteina no es un marcador seguro de mutacion de TP53. En nuestra experiencia, casos de carcinoma de laringe con
mutaciones de p53 que destruyen la estructura de la proteina (mutaciones en que cambian el patron de lectura o
mutaciones sin sentido) y delecion alélica no muestran sobreexpression de pS53. Asi, una inmunohistoquimica
negativa, que se interpretaria como una p53 normal, puede esconder en realidad un caso en el que la funcion de p53
esta completamente anulada. Reciprocamente, hemos encontrado casos con intensa sobreexpresion de p53 en los que
la secuencia del gen en las regiones conservadas (exones 5 a 9) no ha mostrado mutacion alguna. En este sentido,
recientes estudios han demostrado acumulacion de p53 sin evidencia de mutacion subyacente en linfomas, gliomas y
carcinomas escamosos de cabeza y cuello, incluidos casos de laringe.

Inhibidores de las kinasas dependientes de ciclinas (CKI)

p2 ] WARVCIPUCAP2OSDIL 6 15 primera CKI identificada, como un componente de los complejos cuaternarios de
ciclina/CDK/PCNA regulado por p53, con actividad inhibidora de las kinasas dependientes de ciclinas y de PCNA.
Posteriormente se demostrd que existen vias de activacién de p21™AF' distintas de p53 y que su expresion se
correlaciona con diferenciacion terminal en diversos tejidos. Estudios recientes han demostrado la capacidad supresora
tumoral de p21™*™'. Sin embargo parece que la mutacion de p21VA"! en tumores humanos es un fendémeno poco
menos que excepcional.

Nuestro grupo ha estudiado la expresion de la proteina p21"*"' mediante inmunohistoquimica y de su ARN

mensajero mediante analisis de Northern blot en los carcinomas escamosos de laringe. Los resultados fueron
sorprendentes, ya que la mayor parte de los tumores expresan tanto la proteina com el ARNm de p21™V**! en
cantidades similares o incluso superiores (en ocasiones, muy superiores) a los de la mucosa no tumoral. Esta expresion
¢és independiente de p53 ya que se detecta en casos con anulacion completa de p53, pero muestra una clara asociacion
con el fendmeno de la diferenciacion tumoral, ya que los tumores pobremente diferenciados (grado IV de Broders) no
expresan p21“A"', ¢ incluso en los tumores que si espresan, las areas mas pobremente diferenciadas tienden a ser
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1WA 16 tiene una

negativas. Estos resultados nos hacen pensar que en contexto del carcinoma escamoso de laringe, p2
funcién de gen supresor o, que la via supresora en la que se encuentra no es funcional.
1 WAF1

71(_[Pl 7KIP2

La familia de p2 se completa con p2

p1EMNKMISI 5] SINKADMTS2 1 y pl constituyen una familia distinta de inhibidores de CDK,
especificos para CDK4/CDK®6. Tienen actividad supresora tumoral (de ahi su nombre de MTS, de "Multiple Tumor
Supressor'") y nuestro grupo ha fijado su interés en p16™**, el miembro mejor caracterizado y estudiado de la familia,
como continuacion logica del trabajo sobre CCND-1.

ypS que comparten homologia y funciones.

INK4 INK4d
g 9

Se ha estudiado la presencia de mutaciones por PCR-SSCP no radioactivo, seguida de secuenciacion de los
casos positivos, y la existencia de deleciones alélicas mediante analisis de pérdida de heterocigosidad de microsatélites
vecinos al gen de p16™%*. A diferencia de p21V*"', el comportamiento de p16™** si resulta el esperado para un gen
con actividad supresora tumoral. En todos los casos con mutacion de p16™<*, esta se acompaiia de delecion del otro
alelo, de acuerdo con el modelo de inactivacion de los genes supresores propuesto por Knudson. Se detecta pérdida de
heterozigosidad en un niimero superior de casos al de los que muestran mutacion, lo que nos lleva a creer que en el
proceso de inactivacion de p16™<*, la delecion alélica precede a la mutacion.

Existen otros mecanismos conocidos de inactivacién de pl6™<* como son la delecion homozigota
(especialmente frecuente en lineas celulares y la hipermetilacion del promotor. Hemos analizado la prevalencia de
estas alteraciones en los carcinomas escamosos de laringe, en los que el principal mecanismo de inactivacion de
p16™** es la mutacion acompaiiada de delecion alélica, seguida de la delecién homozigota y de la hipermetilacion del
promotor (acompafiada tambien de delecion del otro alelo). La correlacion con la expresion proteica y del ARNm de
p16™54 es excelente en los casos de delecion homozigota y de hipermetilaciéon del promotor, pero lo casos mutantes
pueden mostrar sobreexpresion o pérdida de expresion (tanto en el andlisis de Western-blot como en el de Northern-
blot), por lo que los anélisis limitados a la expresion de pl6™<* (por ejemplo mediante inmunohistoquimica) pueden
ser causa de falsas interpretaciones.

El descubrimiento de que el locus del gen de pl16™** incluye a dos transcritos distintos segun el proceso de

maduracion del ARNm, por empalme alternativo de exones 1o (que da origen a p16™<*) o 1B (que da origen a p19**F
en el modelo murino) con los exones 2 y 3 de p16™<*, unido al hecho que p19™*" muestra actividad supresora tumoral
mediante su interaccion con p53 ha venido a cuestionar cudl sea el verdadero responsable de la actividad supresora
tumoral del locus de p16™**,

Retinoblastoma

Como ya se ha descrito previamente, la proteina del gen del retinoblastoma juega un papel central en el
control de la progresion a lo largo del ciclo celular, en el paso entre Gy y la fase S. El gen del retinoblastoma se
localiza en 13q14 y codifica una proteina (pRb) de 105 kd, que en estado de hipofosforilacion secuestra factores de
transcripcion necesarios para la entrada en la fase S del ciclo celular. La fosforilacion de pRb, mediada por los
complejos de ciclina D1 libera a los factores de transcripcion y permite la progresion. A este gen corresponde el honor
de ser el primer gen con actividad supresora descrito.

Se han descrito pocas mutaciones del gen del retinoblastoma, ya que su enorme tamafio (consta de 27 exones
repartidos a lo largo de mas de 200 kb y su ARN mensajero mide 4,5 kb) dificulta mucho su estudio. Por contra, se
han estudiado las delecciones, presumiendo que estas acompaian a alteraciones del alelo restante. En carcinomas de
laringe, los estudios de pérdida de heterocigosis de marcadores relacionados con el gen del retinoblastoma han dado
como resultado que la deleccion ocurre entre un 15-60% de los casos. Las discrepancias observadas impiden una
valoracion de cual pueda ser el auténtico papel del gen del retinoblastoma en la oncogénesis del carcinoma escamoso
de laringe.

Nosotros hemos encontrado expresion inmunohistoquimica de pRb en 36 de 37 carcinomas escamosos de la
laringe (un 97%). Dada la dificultad que implica un analisis genético de Rb, los resultados de expresion indican que la
prevalencia de las alteracions de Rb en estos tumores debe ser baja.
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PATOLOGIA ONCOLOGICA OSTEOARTICULAR.

AVANCES EN EL DIAGNOSTICO DE LOS TUMORES DE LOS TEJIDOS BLANDOS

Ricardo Gonzélez Campora. Hospital Universitario V. Macarena. Facultad de Medicina. Universidad de Sevilla.

TUMORES MALIGNOS DEL TEJIDO ADIPOSO

El liposarcoma (LP) actualmente se considera el sarcoma mas frecuente del adulto.En los ultimos afios
se han realizado importantes avances en la categorizacion de estas lesiones. Por un lado, la Biologia Molecular ha
permitido reconocer dos formas basicas de LP: LP mixoide/ de células redondas -t (12; 16)(q13;pl1) y t(12;
22)(q13;q11-22)- y LP bien diferenciado - ampliacion de un gen situado en el cromosoma 12p, que se expresa en
forma de cromosomas gigantes, cromosomas en anillo o cromosomas doble minutos- . El LP pleomoérfico se con-
sidera un grupo heterogéneo, con cariotipo complejo, que puede corresponder a formas extremas de
desdiferenciacion de los otros dos tipos de LP (1).

Por otro lado, los estudios clinico patologicos han descrito dos formas adicionales de LP bien diferencia-
do: LP inflamatorio, que casi siempre es retroperitoneal y que se confunde con el pseudotumor inflamatorio (2),
y el LP de células fusiformes, que suele ser una lesion superficial facilmente confundible con un sarcoma de
vainas neurales (3). Ademads, se ha ampliado el concepto de LP desdiferenciado para dar cabida a las denomina-
das lesiones secundarias y se ha introducido el concepto de componente desdiferenciado de bajo grado. Esto, en
parte, ha conducido a que el LP desdiferenciado sea actualmente una lesion relativamente comun (4-6).

II.- TUMORES VASCULARES DE MALIGNIDAD INTERMEDIA

El término hemangioendotelioma ha sido redefinido. Actualmente se utiliza para lesiones con hallazgos
histologicos y comportamiento clinico intermedio entre los hemangiomas y los angiosarcomas. Su utilizaciéon
debe ir siempre acompaiiada de un calificativo, puesto que el significado intermedio en estos tipos de tumores
conlleva una gran variedad de situaciones clinicas y de comportamiento biologico.

Hemangiendotelioma de células fusiformes. Inicialmente se interpreté como un tumor de malignidad
intermedia por las frecuentes recidivas y multicentricidad. Hoy se considera una lesion benigna, aunque no esta
claro si de naturaleza neoplasica, reactiva o hamartomatosa y se denomina angioma de células fusiformes (7).

Hemangioendotelioma epiteliode. En 1982 se sefial6 que esta lesion ocupaba una posicion intermedia,
entre el angioma epiteliode y el angiosarcoma. Actualmente se considera un tumor maligno, aunque con mejor
pronostico que el clasico angiosarcoma epiteliode. En los tejidos blandos, las dos series mas importantes indican
una tasa de metastasis del 20-30% y una mortalidad del 13-17%. Histolégicamente se ha pretendido distinguir las
lesiones agresivas (pleomorfismo, alto indice de mitosis) y no agresivas (uniformidad celular, ausencia de mito-
sis), pero dentro de esta ltima categoria no hay datos que permitan predecir la evolucion (8).

Hemangioendotelioma retiforme. Es una de las pocas lesiones que se consideran verdaderamente de
malignidad intermedia. Se caracteriza por mostrar un crecimiento lento pero con una alta tasa de recidivas locales.
Aunque se ha referido metastasis ganglionares regionales en un paciente en ninguno se ha descrito metastasis
sistémicas. Clinicamente se presenta en gente joven y muestra predileccion por los tejidos superficiales de las
partes distales de las extremidades. Histologicamente estd constituido por canales vasculares largos y ramificados,
con paredes delgadas tapizadas por células en tachuela. Es de destacar que, a pesar del claro patron infiltrativo que
se observa en la dermis e hipodermis, existe muy poca destruccion tisular (9). Las células endoteliales en tachuela,
peculiares de esta entidad, no son exclusivas de la misma, también estan presentes en el tumor de Daska, heman-
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gioma de células en tachuela y, mas eventualmente, en los hemangioendotelioma polimorfo, hemangioendotelio-
ma epiteliode y el angiosarcoma convencional (10).

Hemangioendotelioma kaposiforme. Se considera una lesién de malignidad intermedia porque en algu-
nos pacientes ha sido causa indirecta de muerte, bien por su localizacién (en retroperitoneo) e imposibilidad de
reseccion o bien por la coagulopatia que a veces asocia. No se han descrito casos con metéstasis, pero las recidivas
por extirpacion incompleta son frecuentes. Esta lesion es mas comun en la infancia que en la edad adulta y se
localiza en retroperitoneo, pared toracica, extremidades, cabeza y cuello. Tanto la expresion clinica como la mor-
foldgica tienen un gran parecido con el sarcoma de Kaposi (11).

Hemangioendotelioma polimorfo. Lesion extraordinariamente rara, descrita inicialmente en los gan-
glios linfaticos pero que puede afectar a los tejidos blandos. Se considera una neoplasia intermedia por su tenden-
cia a ser multicéntrica y a presentar recidivas locales. Sin embargo, el tiempo ha demostrado que puede metastati-
zar (se ha sefialado un caso con metastasis pulmonares que muri6 por la enfermedad) y ser fatal, de ahi que sea
mejor considerarlas como malignas de bajo grado. Histologicamente combina diferentes patrones: areas solidas
mezcladas con componente angiomatoso y irregulares tapizados por células en tachuela sin atipia nuclear marcada
ni actividad mitotca aumentada (12).

IIL.- TUMORES FIBROBLASTICOS MALIGNOS

En los ultimos afos, el fibrosarcoma (FS) ha vuelto a estar de actualidad debido al reconocimiento de nuevas
variedades y a la caida, atin no todo lo definitivamente deseable, del concepto de histiocitoma fibroso maligno.

El tumor miofibroblastico inflamatorio extrapulmonar se presenta en los tejidos blandos y cavidad
abdominal de nifios y adolescentes, preferentemente del sexo femenino. Esta lesion se ha referido en la literatura
bajo diversos términos: pseudotumor inflamatorio, granuloma de células plasmaticas, hamartoma mixoide omen-
to-mesentérico y FS inflamatorio. Aunque las recidivas son relativamente frecuentes (10-25 %), las metasasis son
inusuales (5%). El término sarcoma sélo es debe aplicarse a los casos que han presentado metastasis. Histologi-
camente los tumores son bastante celulares. Las células se disponen en un patron fascicular y se acompafian de
infiltrado inflamatorio crénico prominente, particularmente de células plasmaticas. Rara vez se descubren signos
de malignidad, generalmente de distribucion focal, en forma de células grandes histiocitoides o células fusiformes
bizarras. Los estudios de citogenética han revelado aberraciones genéticas que tipicamente afectan al cromosoma
2p, resultando una redistribucion del gen ALK (al igual que en el linfoma anaplasico). Las lesiones descritas como
pseudotumor fibroso calcificante representan ejemplos de esta neoplasia que muestran marcada hialinizaciéon y
calcificacion distréfica (13-15).

Con el término de sarcoma miofibroblastico de bajo grado se ha individualizado otro grupo de lesiones
miofibroblasticas, hasta entonces consideradas como fibrosarcoma de bajo grado o fibromatosis desmoide., que
se presentan en jovenes y adultos de edad media de ambos sexos. El 20-25% de los casos asientan en el cuello y
cabeza (cavidad oral y lengua, preferentemente). Las recurrencias locales son frecuentes y en casos de seguimien-
to prolongado también se han sefialado metastasis. El cuadro histologico, en general, se asemeja al de la fibroma-
tosis, salvo en los siguientes hechos: son difusamente hipercelulares, presentan, al menos focalmente, atipia nu-
clear leve y, con frecuencia, tienen un patréon infiltrativo difuso dentro del musculo (16,17).

Sarcoma fibromixoide de bajo grado. Afecta preferentemente a gente joven en la 3-5* década. Aunque
su distribucion anatéomica puede ser muy variada, la mayoria tienen preferencia por la cintura pélvica. Histologi-
camente son neoplasias con poca atipia celular, compuestas por células fusiformes bastante uniformes, dispuestas
en un patroén en remolino en el seno una matriz mixoide o con hialinizacion. Los vasos, al igual que las mitosis,
son escasos. A pesar de su aspecto banal, el 50% de los casos metastatizan y tienen un curso fatal en un periodo de
10-30 afios (18).

Tumor de células fusiformes hialinizante con rosetas gigantes. Lesion muy relacionada con la ante-
rior, de la cual se diferencia por la existencia de noédulos hialinizados rodeados, a modo de rosetas, por células
tumorales, mas redondeadas, dispuestas con distribucion axial. Eventualmente se han descritos metastasis (19).

FS epiteliode esclerosante. Variante inusual que interesa a adultos jovenes y de edad media y asienta
preferentemente en los tejidos profundos del tronco y extremidades. Aproximadamente el 50% de los casos pre-
sentan recurrencias locales y metastasis, pero su diseminacion sistémica suele retrasarse 5 o mas afios. Histologi-
camente, se reconoce por su patron arquitectural y por la morfologia de las células. Estas son pequefias, con habito
epiteliode, y se disponen en nidos, cordones y cintas en el seno de un estroma abundante y colagenizado. No
deben confundirse con carcinomas metastasicos (20).

Sarcoma fibroblastico mixoinflamatorio acral. También conocido como tumor mixo-hialino inflama-
torio, ocurre principalmente, aunque no exclusivamente, en las partes distales de las extremidades, particularmente
en la mano de los adultos. Se caracteriza por presentar frecuentes recidivas, que a menudo conducen a una
amputacion, y metéstasis muy ocasionales. Histologicamente es muy parecido al mixofibrosarcoma. Se diferencia
de él por la presencia de areas fibrosas compactas, infiltrado inflamatorio mixto prominente y células epiteliodes
grandes con nucleo bizarro y nucléolo prominente, tipo inclusion (21, 22).
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Mixofibrosarcoma. Clinicamente presenta una distribucion por edades muy amplia, pero la mayoria de
los casos se presentan entre 6-8 década. No se han referido casos en menores de 20 afios. Aproximadamente 2/3
de los casos se desarrollan en el tejido celular subcutaneo de las extremidades y muestran marcada tendencia a la
multinodularidad y al crecimiento infiltrativo con limites mal definidos. La supervivencia global a los 5 afios es
del 60-70%. Las lesiones de bajo grado no tienen capacidad metastatizante pero pueden transformarse en alto
grado y dar metéstasis en las recurrencia. Las neoplasias de alto grado (equivalentes al histiocitoma fibroso malig-
no mixoide) muestran notable tendencia a presentar metéstasis ganglionares, pulmonares y dseas.

El hallazgo comun en todas los mixofibrosarcomas, con independencia del grado de malignidad, es la
existencia de areas hipocelulares con vasos de paredes delgadas y curvilineas y células fusiformes o estrelladas, a
veces, con citoplasma vacuolado. La celularidad y el grado de pleomorfismo se relacionan con el grado de malig-
nidad histologico (23).

Referencias
1.- Fletcher CDM et al. Correlation between clinicopathological features and karyotype in lipomatous tumors.
Am J Pathol 148:623,1996.
2.- Kraus MD et al. Well-differentiated inflammatory liposarcoma. Am J Surg Pathol 21:518, 1997.
3.- De Tois AP et al. Spindle cell liposarcoma. Am J Surg Pathol 18:913, 1994.
4.- Hendricks WH et al. Dedifferentited liposarcoma. Am J Surg Pathol 21: 271, 1997.
5.- McCornick D et al. Dedifferentiated liposarcoma. Am J Surg Pathol 18:1213,1994.
6.- Nascimento AG et al. Dedifferentiated liposarcoma: a report of nine cases with a peculiar neurallike whorling
pattern associated with metaplastic bone formation. Am J Surg Pathol 22:945, 1998.
7. -Perkins P, Weiss SW. Spindle cell hemangioendothelioma. Am J Surg Pathol 20:1196, 1996.
8.- Mentzel T et al. Epitheliod hemangiendothelioma. Am J Surg Pathol 21:363, 1997.
9.- Calonje E et al. Retiform hemangioendothelioma. Am J Surg Pathol 18:115, 1994.
10.- Guillou L et al. Hobnail hemangioma. Am J Surg Pathol 23:97, 1999.
11.- Mentzel T et al. Kaposiform hemangioendothelioma in adults. Am J Surg Pathol 18:450, 1994.
12.- Nascimento AG et al. Polymorphus hemangioendothelioma. Am J Surg Pathol 21:1083, 1997
13.- Meis- Kindblom JM et al. Inflammatory fibrosarcoma. Semin Diagn Pathol 15:133,1998.
14.- Su LD et al. Inflammatory myofibroblastic tumors: cytogenetic evidences supporting clonal origin. Mod
Pathol 11:364,1998.
15.- Lawrence B et al. TPM3-ALK and TPM4-ALK oncogenes in inflammatory myofibroblastic tumors. Am J
Pathol 157:377,2000
16.- Mentzel T et al. Low grade myofibroblastic sarcoma. Am J Surg Pathol 22: 1228, 1998.
17.- Montgomery EA et al. Myofibrosarcoma. Am J Surg Pathol 25:219, 2001.
18.- Folpe AL et al. Low-grade fibromyxoid sarcoma and hyalinizing spindle cell tumor with giant rosettes. Am J
Surg Pathol 24:1353,2000.
19.- Lane KL et al. Hyalinizing spindle cell tumor with giant rosettes: a distintive tumor closely resembling low-
grade fibromyxoid sarcoma. Am J Surg Pathol 21:1481, 1997.
20.- Meis- Kindblom JM et al. Sclerosing epitheliod fibrosarcoma. Am J Surg Pathol 19:979,1995.
21.- Meis-Kindblom JM, Kindblom LG. Acral myxoinflammatory fibroblastic sarcoma. Am J Surg Pathol
22:911,1998.
22.- Montgomery EA et al. Inflammatory myxohyaline tumor of distal extremities with virocyte or Reed Stern-
berg-like cells. Mod Pathol 11:384,1998.
23.- Mentzel T et al. Myxofibrosarcoma. Am J Surg Pathol 20:391, 1996.

VALOR DIAGNOSTICO DE LA PATOLOGIA MOLECULAR EN EL DIAGNOSTICO DE LOS TUMO-
RES DE HUESO Y TEJIDOS BLANDOS.

Enrique de Alava.
Clinica Universitaria de Navarra. Universidad de Navarra. Pamplona.

Sarcomas, translocaciones, y otros tipos de mutaciones.

Ciertos tipos de sarcomas se caracterizan por la presencia de translocaciones especificas, y es en este grupo de
sarcomas donde se han realizado mayores avances tanto en aspectos clinicos como en el conocimiento de su pato-
genia.

Desde el punto de vista de la patogenia las translocaciones han dado mucha informacién relevante en algunos
tipos de sarcomas, informacion de la que carecemos en otros tipos. Las fusiones génicas originadas a partir de las
translocaciones son acontecimientos iniciadores de la sarcomagénesis, necesarios, y quizas suficientes en algin
tipo tumoral. Las proteinas quiméricas originadas son factores de transcripcion quiméricos, aberrantes (ver tabla
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1). Las dos unicas excepciones son la fusion COL1A1-PDGFB del dermatofibrosarcoma protuberans, que es un
factor de crecimiento autocrino, y la fusion ETV6-NTRK3 del fibrosarcoma congénito, que es una tirosin-quinasa.

Hay otros hallazgos moleculares especificos en sarcomas que no son translocaciones, como por ejemplo las muta-
ciones activadoras del gen KIT en los sarcomas del estroma gastrointestinal, o las mutaciones inactivantes del gen

supresor tumoral hSNF5/INI1 en los tumores rabdoides.

TABLA 1. ALTERACIONES MOLECULARES CON VALOR DIAGNOSTICO EN SARCOMAS.

das

Tumores mesenquimales benig-

Alteraciones 12q15

Dermatofibrosarcoma protuberans  t(17;22)(q22;q13) COL1A1-PDGFB
Fibrosarcoma congénito /Nefroma t(12;15)(p13;q25) ETV6-NTRK3
mesoblastico celular

Sarcoma alveolar de partes blan- der(17)t(X;17)(p11;q25) TFE3-ASPL

Alteraciones HMGI-C

Tipo tumoral Alteracion citogenética Alteracion molecular Prevalencia

Tumor de Ewing t(11;22)(q24;q12) EWS-FLI1 95%
t(21;22)(q22;q12) EWS-ERG 5%
t(7;22)(p22;q12) EWS-ETV1 <1%
1(2;22)(q33;q12) EWS-E1AF <1%
t(1;22)(q42;q12) EWS-? <1%
1(2;22)(q33;q12) EWS-FEV <1%
t(17;22)(q12;q12) EWS-ETV4

T. desmoplasico de células peque- t(11;22)(p13;q12) EWS-WTI 100%

fas y redondas

Liposarcoma mixoide/de células t(12;16)(q13;p11) TLS-CHOP 95%

redondas
t(12;22)(q13;q12) EWS-CHOP 5%

Condrosarcoma  mixoide  ex- 1(9;22)(q22;q12) EWS-CHN(TEC) 75%

traesquelético t(9;17)(q22;q11) hTAFII68-CHN(TEC) ?

Sarcoma de células claras t(12;22)(q13;921) EWS-ATF1 ?

Sarcoma sinovial t(X;18)(p11.23;q11) SYT-SSX1 65%
t(X;18)(pl1.21;q11) SYT-SSX2 35%
t(X;18)(pll;qll) SYT- SSX4

Rabdomiosarcoma alveolar t(2;13)(q35;q14) PAX3-FKHR 75%
t(1;13)(p36;q14) PAX7-FKHR 10%

nos* Alteraciones 6p21 Alteraciones HMGI(Y)
* Lipoma, hamartoma condroide pulmonar, adenoma pleomorfo, fibroadenoma de mama, leiomioma uterino, pdlipo endo-
metrial, angiomixoma.

Como detectar las translocaciones

La RT-PCR, realizada a partir de RNA, es el método de eleccion para su deteccion. Los puntos de rotura de
las translocaciones tienen lugar habitualmente en ciertos intrones; sin embargo el lugar dentro de cada intréon
donde tiene lugar dicha rotura es muy variable. El resultado de este hecho es que la estructura de la fusion a
nivel del DNA gendmico es bastante menos predecible que a nivel del RNA, donde tiene un niimero mas
constante de exones de cada uno de los genes implicados en la fusion. Por eso hacemos tanto hincapié para
que se congele material de todos los sarcomas, porque la mejor fuente para conseguir RNA de calidad es el
material congelado.

Otros métodos diagndsticos incluyen la citogenética convencional, el FISH, y probablemente la inmunohis-
toquimica. De todas ellas la méas prometedora es el FISH, realizado en interfases tumorales. Las transloca-
ciones se visualizan gracias a sondas especificas que flanquean los puntos de rotura, y que estdn marcadas
con fluorescencia.
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(Se pueden detectar dichas translocaciones en material fijado en formol e incluido en parafina?. Si es posible
en aproximadamente el 50% de los casos, extrayendo el RNA con un tratamiento proteolitico mas largo del
habitual y empleando primers que delimiten un producto de PCR muy corto.

Algunos (pocos) tipos de fusiones se pueden detectar con inmunohistoquimica. Por ejemplo en el tumor
desmoplésico de células pequefas y redondas, en el que se detecta una fusiéon que incluye el extremo amino-
terminal de EWS y el carboxiloterminal de WT1, se puede realizar inmunohistoquimica con anticuerpos
dirigidos al dominio amino y carboxilo terminal de WT1. La intensa inmunorreactividad con éste tltimo, y la
ausencia con el primero ayudan a detectar la fusion. EI método es andlogo al que usamos en los linfomas
anaplasicos de células grandes (y algunos seudotumores inflamatorios) con fusion NPM-ALK, en los que
detectamos la sobreexpresion del dominio carboxilo de ALK con un anticuerpo especifico. Aunque en la
practica es dificil encontrar los epitopos especificos, esta sistematica podria emplearse con todas las translo-
caciones de los sarcomas.

Coémo las translocaciones han ayudado a clasificar algunos sarcomas.

1. Hoy aceptamos que el sarcoma de Ewing y el Tumor neuroectodérmico primitivo periférico (TNEP) de
hueso y tejidos blandos son la misma entidad, con un grado variable de diferenciacion neural, debido,
fundamentalmente, a que comparten una misma fusion EWS-FLI1 (por citar la mas frecuente).

2. Las fusiones TLS-CHOP estan presentes tanto en el liposarcoma de células redondas como en el liposar-
coma mixoide, lo que confirma que se trata de la misma entidad, algo que ya era de suponer puesto que
muchas veces se ven tumores que contienen areas con los dos patrones.

3. La mayoria de los condrosarcomas mixoides extraesqueléticos tienen la fusion EWS-CHN, que esta
ausente en los condrosarcomas mixoides 6seos. Este hecho, unido a ciertas diferencias clinicopatologi-
cas sugiere que se trata de entidades diversas.

4. Algunos rabdomiosarcomas indiferenciados, con un patréon de crecimiento solido, que podrian ser diag-
nosticados como embrionarios, aparecen en localizaciones y grupos de edad tipicos del rabdomiosarco-
ma alveolar. Tienen ademas la fusion PAX3-FKHR, tipica de este ultimo, y representan probablemente
la variante sélida del rabdomiosarcoma alveolar.

5. El tumor desmoplasico de células pequenas y redondas, ademas de aparecer caracteristicamente en for-
ma de nodulos peritoneales en adolescentes varones, y de tener un inmunofenotipo divergente, tienen
una fusién caracteristica EWS-WTI, descrita practicamente a la vez que la entidad tumoral.

Coémo ayudan al diagnostico, especialmente en determinadas ocasiones

1. Tumor de Ewing, especialmente cuando aparece en localizaciones anémalas (rifion, piel, pancreas, cér-
viX) o en pacientes mayores.

2. Rabdomiosarcoma, especialmente la variante solida del alveolar, que a pesar de su aspecto similar al
rabdomiosarcoma embrionario tiene un pronoéstico mucho peor que éste.

3. Tumor desmoplasico de células pequenas y redondas, especialmente aquellos casos, poco comunes, en
los que surge en pacientes adultos, en localizaciones no habituales (tejidos blandos, parétida) o no se ob-
serva desmoplasia.

4. Diagnéstico diferencial de sarcomas con fenotipo epitelioide, especialmente para diferenciar el sarcoma
sinovial, el tumor maligno de las vainas de los nervios periféricos, del sarcoma epitelioide. Y también
para identificar sarcomas sinoviales hallados en lugares poco comunes, como la prostata, el rifion, o la
pleura.

5. Diagnostico de tumores fibroblasticos infantiles. El fibrosarcoma congénito contiene la fusion ETV6-
NTRK3, ausente en las fibromatosis congénitas o en los fibrosarcomas de tipo adulto.
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,Qué hacer con los resultados inesperados?

Aunque la correlacion entre tipos tumorales y tipos de fusiones es la regla, de vez en cuando se encuentran articu-
los en los que se informa de la deteccion inesperada de cierta fusion génica en cierto tipo tumoral. Ante un hallaz-
go de este estilo las siguientes preguntas pueden ayudar a evaluarlo criticamente.

1. ¢Se ha utilizado la técnica molecular adecuada?. Me refiero especialmente al uso de los controles positivos y
negativos adecuados que descarten una contaminacidon. Por ejemplo al realizar una RT-PCR conviene, ade-
mas de emplear un control en el que se incluya agua en lugar de muestra, otro control en el que estén presen-
tes todos los componentes necesarios excepto los enzimas necesarios para la amplificacion.

2. ¢Se confirma el hallazgo mediante el empleo de varias técnicas alternativas?. Es aconsejable, si hay material
disponible, el confirmar los resultados de una PCR que muestre resultados inesperados realizando un FISH.

3. (Cuales han sido los criterios empleados para realizar el diagnéstico?. Especialmente en tumores poco
frecuentes los criterios pueden variar entre diversas instituciones o grupos de trabajo.

4. (Cual es el significado bioldgico de la deteccion de dichas fusiones?. Especialmente cuando se utilizan técni-
cas muy sensibles el investigador puede estar empleando un umbral de deteccion demasiado bajo para que los
resultados tengan valor bioldgico.

5. (Existe una confirmacion independiente de los hallazgos por parte de otro grupo?. Este es un criterio de gran
relevancia.

La presencia de un resultado negativo inesperado puede deberse a la mala calidad del material, con extensa necro-
sis, por ejemplo, o a la presencia de inhibidores tisulares de la reacciéon de PCR, o a que las translocaciones tengan
un patréon complejo, que se detecte mejor mediante citogenética o FISH.

Futuro

1. La gendmica, empleando microarrays de cDNA, tiene potencialmente un gran interés. Aunque a medio plazo,
idealmente, se pueda llegar a una clasificacion molecular de los sarcomas basada en los patrones de expresion
de ciertos genes, a corto plazo lo més probable es que ayude a encontrar factores moleculares de interés pro-
noéstico, o0 moléculas importancia clave en la patogenia tumoral, como por ejemplo los genes diana de las fu-
siones génicas, o genes susceptibles de convertirse en dianas terapéuticas.

2. La PCR cuantitativa en tiempo real permite conocer el numero de copias de determinado DNA o transcrito y
tiene utilidad potencial para validar las diferencias de expresion génica halladas en los estudios de gendmica,
o para cuantificar la enfermedad residual en pacientes con sarcomas tratados con quimio o radioterapia.

Conclusiones

Un buen nimero de sarcomas de alto grado tienen alteraciones moleculares especificas, lo que permite integrar su
deteccion en la rutina diagnostica como una prueba complementaria. Dado que algunos de dichos tumores tienen
pautas de tratamiento especificas, cualquier técnica util para su diagnostico redunda en un tratamiento mas ade-
cuado. La deteccion de alteraciones moleculares en sarcomas ha ayudado a delimitar mejor algunas entidades
porque, en general, muestra una buena correlacion con los tipos tumorales previamente descritos.
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RECENT ADVANCES IN PATHOLOGY OF BONE TUMORS

Franco Bertoni,MD
Universita degli Studi di Bologna — Istituto Ortopedico Rizzoli Bologna Italy

Major advances in bone tumors are due to molecular biology techniques applied to bone tumors. In some
tumors, genetic changes are distinctive. Reverse-transcriptase-polymerase chain reaction (PCR) analysis for the
characteristic translocation products provide valuable biological information and serve as an important diagnostic
and prognostic tool(1-4).

New studies cover the area of osteosarcoma (Ogs), spindle cell sarcoma and other rare varieties of spindle cell
tumors. In the recent years several studies have brought up some “ varieties” in the complex chapter of the Ogs
.More than clinico-pathologic varieties they are tumors in which the histologic features can be confused with be-
nign tumors, so it is important to recognize them in order to achieve the right treatment (chondroblastoma-like
Ogs, Giant cell rich-Ogs)(5-6). Occasionally in Ogs the proliferating cells have an epithelioid appearance (“epi-
thelioid Ogs™)(7).1t is necessary to recognize these features in Ogs because they have to be differentiated from
metastatic carcinoma. This is particularly true for adults patients.

In the spindle cell sarcoma of the bone the leiomyosarcoma is well- recognized and the extensive research at
the Sloan Kettering Cancer Center was reported recently(8).

Solitary fibrous tumor of the bone are rarely reported, but this entity is described in a variety of sites and the bone
is no exception.

In giant cell tumors (GCT) extracellular matrix is unusual. GCT of the bone with matrix production was reported
in 9% of the cases in a Mayo Clinic series(9). The presence of osteoid, chondroid or cartilage matrix usually
means either that there is an associated fracture, there has been previous surgery or the lesion may not be a GCT.
It is important not to confuse matrix production in GCT of the bone with other bone-forming tumors, particularly
OGS.
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PATOLOGIA ONCOLOGICA GINECOLOGICA.

NUEVOS MARCADORES DE RECEPTIVIDAD ENDOMETRIAL

Jaume Ordi
Servicio de Anatomia Patoldgica
Hospital Clinic. Barcelona

La adecuada preparacion de la mucosa endometrial es un factor fundamental para la implantacion del
concepto '. Esta bien establecida la existencia tras la ovulacién de un periodo bien definido de receptividad
uterina o “ventana de implantacion”, dentro del cual la implantacion del blastocisto resulta exitosa . En el
momento actual, y gracias al estudio con donaciéon de ovocitos parece claro que los limites de la ventana de
implantacién van desde el dia 6 al 10 postovulacion (dias 20 al 24 del ciclo tipo). Los estudios de
experimentacion animal sugieren ademas que la fase de receptividad uterina se sigue siempre de un periodo
de no receptividad en el que el medio ambiente uterino resulta hostil para el blastocisto. Por otra parte,
parece ser que solo es el embrion de 7 dias el que es capaz de implantarse. Por tanto, debe existir una buena
sincronia entre el desarrollo embrionario y la aparicion de la ventana de implantacion para que el embarazo
se instaure con éxito *. Como es sabido, la maduracion de la mucosa endometrial y, por tanto, el desarrollo
de una adecuada fase de receptividad uterina, depende de una adecuada accion de estrogenos y progesterona
sobre el endometrio.

Por todos estos motivos resulta 16gico que la valoracion de la funcion luteinica se considere un
requisito indispensable en la valoracion de la paciente estéril. El cuerpo luteo tiene una doble mision
fundamental: preparar el endometrio para la implantaciéon y, una vez esta se ha producido, favorecer la
evolucion del embarazo. Estas acciones son debidas a la produccion de progesterona, la cual necesita a su
vez de un adecuado estimulo estrogénico previo para poder actuar sobre el endometrio. Por todo ello, y dado
que el endometrio es la principal diana de estos estimulos hormonales, desde hace afos la biopsia
endometrial (BE) se ha considerado como el “gold standard” para valorar la funcién luteinica °.

La BE se valora clasicamente siguiendo los criterios de Noyes ® que permiten establecer, mediante la
valoracion de datos de microscopia Optica, un datado del endometrio con un error de £ 1 dia, el cual se
compara con el dia cronoldgico del ciclo que se establece, bien de acuerdo con el primer dia de la regla
siguiente (que se considera como dia 28 del ciclo), o bien atendiendo a la ovulacion (dia 14 del ciclo)
valorada mediante alguno de los métodos diagnésticos establecidos (temperatura basal, pico de LH,
ecografia). Cuando el datado histologico muestra un retraso mayor de 2 o 3 dias (segun los diferentes
autores) con respecto al datado cronologico, se considera que el endometrio esta “fuera de fase” y se supone
que no es adecuado para la implantacion, considerandose sindnimo de fase lutea deficiente. Es interesante el
hecho de que Noyes, en su articulo original de 1950, demostré tinicamente que el datado histologico y el
datado cronoldgico coinciden en + 1 dia en aproximadamente el 80% de los ciclos, pero nunca pretendio
discriminar entre fase lutea adecuada y deficiente. Sus criterios, sin embargo, han sido ampliamente
aplicados al estudio de la fase lutea, sobre la base de que el endometrio, como 6rgano diana, deberia reflejar
fielmente la accion hormonal del ovario, especialmente en fase premenstrual inmediata, cuando ha recibido
todo el influjo de la progesterona. Por ello, se ha venido practicando la BE de forma rutinaria entre los dias
24 a 27 del ciclo tipo, es decir, pasada la fase de receptividad uterina *’. La BE en fase latea media se ha
considerado un mal predictor de la calidad de la fase lutea. Sin embargo, muchas pacientes estériles con
biopsia premenstrual normal presentan un retardo madurativo evidente en la fase litea media, cuando la
implantacién del blastocisto se deberia producir *.

En los ultimos afios diferentes estudios han puesto en duda la utilidad de la biopsia endometrial
valorada mediante los criterios histolégicos Opticos clasicos como método de valoracion de la funcidn lutea y
de la receptividad endometrial. Asi, el 85-100% de las mujeres con BE deficiente presentan niveles
plasmaticos de progesterona normales '. Los resultados de la BE no guardan relacion con la fertilidad de la
mujer, de manera que la incidencia de defectos luteinicos diagnosticados por BE es la misma en mujeres
estériles que en mujeres con hijos, y el tratamiento del defecto luteinico en pacientes estériles no influye
sobre la consecucion del embarazo ni sobre su evolucion (a término o aborto), comparado con los controles
no tratados ®’. Por ultimo, existe una notable variabilidad inter e intraobservador en la valoracion de dichas
biopsias, con numerosas implicaciones en el diagnostico °.
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A pesar de estas notables limitaciones de la biopsia endometrial, parece claro el importante papel de
una adecuada preparacion de la mucosa endometrial para la implantacion del concepto y la relacion de esta
maduracidén con los estimulos hormonales. Por todo ello, en los ultimos afios se han buscado nuevos marca-
dores que permitan establecer la potencial receptividad del endometrio para la anidacion del blastocisto '
Entre los posibles marcadores de receptividad endometrial mas esperanzadores se encuentran las moléculas
de adhesion (esencialmente las integrinas) y los pinopodos.

Las integrinas son moléculas ampliamente distribuidas en las diferentes células. Tienen una
localizacion transmembranosa y actiian principalmente como receptores de adhesion. Su estructura es
heterodimérica, conformada por dos subunidades o y 3, de cada una de las cuales existen varios subtipos que
combindndose entre si forman las diferentes moléculas completas. Estas diferentes integrinas presentan una
distribucion tisular particular y funciones especificas. Ademas de actuar en los mecanismos de adhesion
célula-célula, estas moléculas participan en los procesos de interaccion celular, crecimiento y migracion, por
lo que es probable que desempefien un importante papel en la interaccion entre la mucosa endometrial y el
embrion. Algunas de estas integrinas se expresan de modo peculiar en las distintas fases del ciclo
endometrial, respondiendo probablemente a influjos hormonales. Asi, mientras algunas integrinas parecen
expresarse principalmente en la fase proliferativa, otras aparecen de forma exclusiva en la fase secretora.
Algunos autores han propuesto incluso que algunas de estas integrinas, en particular las subunidades a1, a4
y B3, se expresarian de forma especifica y exclusiva durante la ventana de implantacion '3, y estarian
alteradas en diferentes defectos implantatorios endometriales como los defectos de fase Ilutea, la
endometriosis y en las mujeres con hidrosalpinx. No obstante, en estudios efectuados por nuestro grupo
hemos evidenciado que aunque la expresion de dichas integrinas, en particular de la av33, esta claramente
relacionada con la maduracién endometrial, ya que aparece hacia el dia 6 post-ovulatorio, no existe relacion
entre su expresion o no, con la fertilidad ni con la endometriosis '*'”.

Por otro lado, diferentes estudios realizados con microscopia electronica de barrido han revelado la
existencia de cambios ciclicos muy bien definidos en la superficie luminal del endometrio. Asi, la aparicion
en las células epiteliales del endometrio de unas peculiares prolongaciones apicales denominadas pindpodos,
caracteriza un breve periodo de la fase secretora media. Aunque bien descritos desde el punto de vista
morfologico, se desconoce su funcion exacta y los mecanismos bioldgicos responsables de su aparicion.
Tanto en estudios experimentales realizados en ratas o conejos, como en estudios realizados en mujeres en
programas de fecundacion in vitro, se ha evidenciado que dichos pindpodos aparecen y desaparecen
fugazmente, pudiendo delimitar quizas el periodo de méaxima receptividad endometrial '**2. Estudios de
nuestro grupo, en curso en la actualidad, parecen indicar que tampoco existen diferencias en cuanto a este
marcador ultraestructural entre las mujeres fértiles y las pacientes con diferentes tipos de esterilidad.

Existen ademas varias moléculas expresadas por el endometrio de forma mas o menos selectiva en la
fase secretora y que se han querido relacionar con los defectos de receptividad, entre las que cabe destacar
MUC-1, LIF (leukemia inhibitory factor) o EGF (epidermal growth factor) ****, aunque tampoco esta claro
que permitan identificar a mujeres con defectos de implantacion. Por ultimo, se ha demostrado que en la
mucosa endometrial tienen lugar una serie cambios en las poblaciones linfocitarias, en particular de las
células NK (natural killer) =, y en las respuestas inmunes, con un predominio de las respuestas de tipo
humoral sobre las respuestas celulares 26,27 que han sido relacionadas por algunos autores con algunos
defectos de implantacion.

En conclusion, la morfologia dptica de la mucosa endometrial, parece no aportar datos clinicamente
utiles en el estudio de la esterilidad. En los ultimos afios hemos ampliado notablemente nuestros
conocimientos sobre los mecanismos implicados en la implantacion embrionaria. Aunque hasta el momento
no existen marcadores que nos permitan identificar de forma clara a las mujeres con defectos de
implantacion, la mayor comprension de dichos fendomenos puede mejorar en un futuro préoximo nuestra
aproximacion al diagnostico y tratamiento de la pareja estéril.
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VALOR PREDICTIVO PRONOSTICO DE LA APOPTOSIS Y FACTO-
RES BIOLOGICOS INVOLUCRADOS EN LA REGULACION DEL CI-
CLO CELULAR EN LAS NEOPLASIAS OVARICAS DE TIPO EPITE-
LIAL.

Angel Garcia. Hospital Valle de Hebron. Barcelona

El carcinoma de ovario primario representa el tumor ginecoldgico mas letal, siendo su mortalidad practi-
camente similar a la de todos los tumores ginecoldgicos juntos; de manera que en Estados Unidos se pro-
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ducen 21.000 casos nuevos por afio y 14.000 muertes / afio por su causa. Su frecuencia parece ir en au-
mento en los paises desarrollados, entre otras causas, por la prolongacion de la esperanza de vida de las
mujeres, ya que la aparicion de este tipo de cancer suele ser mas frecuente en la menopausia. La elevada
tasa de mortalidad se debe, fundamentalmente, a que el 70 % de los casos se detecta en un estadio muy
avanzado (estadios III 6 1IV), dado que es un tumor intra abdominal y que crece silenciosamente, no
habiendo hasta el momento ningin método diagnostico que pueda ser usado como "screening" para de-
tectar las pacientes en estadios tempranos. Las pacientes diagnosticadas en estadios I y II presentan una
supervivencia a los 5 afios superior al 70 % frente al 12 % de los casos avanzados, siendo la tasa de
supervivencia global de 25-30 %. El coste de la realizacion de pruebas de cribaje en el total de la
poblacion resultaria de proporciones incalculables. Por lo general se usan los procedimientos
diagnosticos si hay sintomas que los hagan necesarios o si la paciente presenta factores de riesgo
importantes como son la ecografia, doppler, deteccion del Ca 125, u otros marcadores, exploraciones
radiologicas, etc. Sin embargo, debe existir una confirmacion histologica.

Uno de los mejores avances para el manejo de las pacientes con patologia ovarica oncologica, es el estu-
dio de la pieza quirtrgica para el conocimiento del pronéstico de la paciente y precisar si sera necesario
un tratamiento adicional a la cirugia mas o menos agresivo. En 1985 la F.I.G.O. adopt6 una clasificacion
de estadio patoldgico-quirurgico, en el que se incluyen parametros relacionados con el riesgo de recidiva
y por tanto con el prondstico de supervivencia, tales como rotura de la capsula ovarica, presencia de tu-
mor en la superficie ovarica, células malignas en el liquido ascitico, extension y/o implantes en ttero,
trompas, u otros tejidos pélvicos ademas de las metastasis regionales o a distancia.

A pesar de la importancia del estadio en la evolucion y prondstico de las pacientes, la investigacion basi-
ca sobre el carcinoma de ovario nos ha permitido utilizar otros hallazgos morfoldgicos que han demos-
trado ser muy validos en la evaluacion de la agresividad y comportamiento de estos tumores. Entre éstos
se encuentran el tipo y el grado histolégico, invasion de los espacio linfo-vasculares, atipia celular, indi-
ce mitotico, grado de necrosis, reaccion inflamatoria y los caracteres del tejido ovarico no tumoral. Por
otro lado, en los ultimos afios el avance de la biologia molecular ha dado algunos frutos para el entendi-
miento de los acontecimientos dirigidos a la génesis y la biologia del cancer de ovario con el objeto de
encontrar algunos marcadores que nos aproximen al diagnostico precoz.

En cuanto a los diferentes tipos histologicos se caracterizan por poseer diferentes alteraciones molecula-
res:

Ca serosos: Sindrome familiar de Carcinoma ovario-mama=> Mutaciones en BRCA1 y 2. Esporadicos
= LOH en la region que incluye el BRCA 1 en Crl7.

Ca mucinosos: Mutaciones en K-ras.

Ca Endometrioides: Mutacion en PTEN y [3 catenina e inestabilidad de microsatélites.

La investigacion para luchar contra el cancer de ovario se estd centrando en el entendimiento del meca-
nismo exacto de la transformacion maligna, estudiando la biologia de estos tumores, con el fin de propor-
cionar métodos de diagnostico precoz eficaces, asi como objetivos para nuevas estrategias terapeuticas.
Hasta ahora los trabajos se han centralizado en la proliferacion celular del crecimiento tumoral, demos-
trandose ciertas alteraciones en el contenido del ADN, la sobreexpresion de ciertos oncogenes, la altera-
cion en la funcion de los genes de supresion tumoral o la adquisicion de resistencias a la quimioterapia,
que harian que la célula se comporte bioldgicamente en un amplio espectro de posibilidades yendo desde
la benignidad a la mas alta malignidad. Por otra parte, también se sabe que el crecimiento tisular depende,
no soélo de la proliferacion celular, sino también de la falta de muerte celular programada. La apoptosis es
por tanto un factor importante en la regulacion de la densidad de la poblacion celular normal, y pudiendo
ser un mecanismo de supresion de células anormales que han sido lesionadas por toxinas, radiacion y
otros estimulos, por lo que su inhibicion permitiria la permanencia de las células mutadas en el tejido
siendo determinante para el crecimiento del tumor.

Apoptosis

La apoptosis es un proceso de vital importancia en la homeostasis tisular que esta involucrada en dife-
rentes procesos fisiologicos y patologicos, entre los que destacaria el cancer. En cuanto a la cinética ce-
lular tumoral se ha basado durante mucho tiempo en los indices de proliferacion, sin embargo, los mo-
delos experimentales sugieren que el crecimiento tumoral estd determinado por, tres factores principales:
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a) la duracion del ciclo celular; b) el porcentaje de células proliferantes y c) el porcentaje de pérdida celu-
lar. Un punto importante seria la relacion entre la proliferacion y la apoptosis. En este sentido el indice de
renovacion (mitosis y apoptosis en 10 campos de gran aumento) parece ser de utilidad en el analisis de
los linfomas y en relacion con factores prondsticos en algunos tumores sélidos como el carcinoma de
prostata.

La apoptosis parece jugar un papel importante en las neoplasias por: 1- la destruccion de células preneo-
plasicas. 2- estar presente en los tumores ya establecidos, como resultado de procesos intrinsecos de las
células tumorales, o por factores externos que tienen lugar en el tejido tumoral. 3- ser necesaria para la
respuesta terapéutica. A tal efecto, Stauton mostré que el indice apoptotico en los diferentes tipos de
tumores humanos tenia una variabilidad mucho mayor que la mostrada en los estudios experimentales, en
la que era relativamente pequefio y se mantenia en un estrecho y constante margen. Ello sugiere que los
diferentes tipos de tumores diferirian en su inherente susceptibilidad hacia la apoptosis.

El estudio de la extension de la apoptosis a los diferentes tumores seria una medida util para el entendi-
miento de la cinética de las células tumorales y el comportamiento bioldgico de las misma, para entender
asi el porqué muchos tumores son resistentes a los efectos terapeuticos de la radiacion y la quimioterapia.

Con estos datos puede establecerse que los genes que regulan la apoptosis, son tan importantes en la pa-
togénesis molecular y genética de la neoplasia, como lo son los oncogenes y los de supresion tumoral.
Entre los mas importantes caben destacar a:

El gen bel-2 (B-cell Lymphoma 2) se identifico hace mas de una década, con el analisis y descubrimien-
to de la translocacion 14;18 (q32,q21), en el cromosoma 18. La aberracion cromosémica mas comun en
los linfoma no Hodgkin (30 %), alcanzando el 70-80 % en los linfomas foliculares. Codifica una protei-
na de 26 KDa que se localiza principalmente en la membrana externa de la mitocondria, aunque tam-
bién en la nuclear, y en el citosol a nivel del reticulo endoplasmico liso. Entre los miembros de la familia
de genes bcl-2: Los antiapoptoticos son bel-2, bel-x L, bel-W , Mcl 1, A1, NR-13, BHRF 1, DRF 16,
mientras los que promueven la apoptosis son Bax, bcl-x s, Bok y Bak, entre otras. La proteina codificada
bel-2 cuatro dominios (BH1, BH2 , BH3 y BH4) y la bax, contienen tres dominios (BH1, BH2 y BH3)
homologos. Los miembros de la familia pro y anti-apoptotica pueden formar homodimeros, y si son dife-
rentes heterodimeros. La apoptosis estaria regulada por el balance entre los miembros anti y pro apopto-
tico. Si contienen dos proteinas anti-apoptosis 0 una anti y otra proapoptosis se bloquea la muerte celular
al no liberarse el citocromo c.

Las proteinas pro-apoptosis favorecen la formacion de poros PTP mitocondriales, alterando asi el equili-
brio idnico entre la matriz y el espacio intermembrana, que rompe la membrana externa y libera hacia el
citosol proteinas activadoras de las caspasas.

El citocromo c, se une aun cofactor denominado Apaf-1 (Apoptotic proteasa activating factor 1) y a la
procaspasa — 9, formando un complejo denominado apoptosoma, que es el encargado de activar la casca-
da de las caspasas produciendo la ejecucion de la célula.

Para tumores s6lidos, en general, la correlacion entre la expresion de bel-2 y un mejor prondstico, parece
ser la regla, con la excepcion de los adenocarcinoma de prostata. Las células tumorales que expresen bcl-
2 podrian sobrevivir a altas dosis de agentes quimioterapicos, a pesar de tener un dafio genético signifi-
cativo. De hecho se ha demostrado que estas drogas pueden inducir una parada del ciclo celular cuando el
bcl-2 esta sobreexpresado, por lo que de esta manera el bcl-2 podria convertir una droga citotéxica en ci-
tostatica.

La proteina p53 induce un incremento de Bax, dando lugar a heterodimeros BAX-BAX. Bax esta mutado
en neoplasias gastrointestinales y algunas leucemias.

El gen de supresion tumoral p53: fue identificado y descrito, por primera vez, en 1979. En condiciones
normales actua como “guardian del genoma” Esta funcion es realizada por la proteina p53 normal (“wild
type”) que recibe ese nombre por ser una fosfoproteina nuclear de 53 KDa constituida por 393 aminoa-
cidos. Contiene tres dominios. El dominio central es la region por la que se une la proteina como tetra-
mero, a la secuencias dianas de los genes en el DNA. Esta zona estd muy conservada entre las especies y, es
donde se encuentran la mayoria de las mutaciones en tumores humanos. La p53 se activa por dafio en el DNA,
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que paraliza el progreso del ciclo celular, hasta que este dafio no es reparado. Una segunda via se lleva a
cabo por la expresion de oncogenes como Ras o Myc, en ausencia de dafio de DNA. Se inhibe la degra-
dacion de la proteina p53, estabilizandola a altas concentraciones.

Inhibicién del ciclo celular: La p53 se une a secuencias especificas del DNA inhibiendo la transcripcion
de genes reguladores del ciclo celular. Estos ejercen un control negativo paralizando el ciclo celular en
G1 y bloqueando la entrada en fase S, que es donde se sintetiza el DNA. Con esta interrupcion del ciclo,
se permite a los mecanismos reparadores celulares actuar antes de la replicacion de ADN.

Apoptosis: Si el dafio es extenso e irreparable, entonces, la p53 activa la transcripcion del gen bax
(NOXA y P53AIP1), como mecanismo de defensa, para proteger la propagacion y proliferacion de célu-
las que han sufrido la mutacion. Sin embargo p53 parece tener una funcién pivote en la carcinogénesis
humana, ya que el gen se encuentra mutado en mas del 80 % de los tumores.

El mecanismo mas frecuente para la inactivacion de p53 responde a una sustitucion de una base en la se-
cuencia codificante de p53 que, cambia un aminoacido en el dominio central. El resultado de esa muta-
cion es la sintesis de una proteina con cambios en su conformacion, una vida media mas prolongada y
una funcion alterada.

Los anticuerpos monoclonales utilizados en inmunohistoquimica, reconocen tanto la proteina “wild type”
acumulada ante situaciones de dafio genémico, como la proteina mutada que sobreexpresada.

Con estos conocimientos, se ha realizado un estudio con 130 casos de carcinomas de ovario, donde se
han valorado tanto los factores clinicos (edad, paridad, antecedentes, tipo de cirugia, radioterapia o qui-
mioterapia); morfologicos (tipo y grado histolégico, estadio FIGO, necrosis) indice mitotico e indice
apoptético, (tanto por H/E como por método de TUNEL); inmunohistoquimicos (p53, bcl-2; bax). Por ul-
timo se ha evaluado la relacion entre los factores anteriores y el prondstico (supervivencia y periodo libre
de enfermedad). Con todo ello se han obtenido unos resultados preliminares:

1) Tumores de alto grado histologico y estadios avanzados: expresan un alto indice mitdtico y de re-
cambio celular (apotdtico); con porcentajes altos de p53 y Bax y bajos para la proteina bel-2.

2) Tumores Borderline. Varian seglin se trate de serosos o mucinosos. En el primero de los casosexpre-
san p53 y Bax, siendo el bcl-2 moderado o bajo. Los mucinosos suelen expresar mas bel-2 que los sero-
sos. En éstos, la p53 es facil de valorar mientras que el Bax y bcl-2, que son de expresion citoplasmatica,
el estudio es mas complejo habida cuenta entre otros porque el citoplasma suele estar ocupado por moco,
3) Adenocarcinomas serosos: muestran un patrén inmunohistoquimico comun, similar al de los
tumores indiferenciados y de estadios avanzados, con aumento del indice mitdtico y apoptotico y
porcentajes altos de p53, Bax y bajos de bcl-2.

4)  Adenocarcinomas de células claras y endometriodes: presentan un patron inmunohistoquimico simi-
lar. La expresion de p53, a diferencia de los serosos papilares que es uniforme, muestra una distribucion
heterogénea, mientras que el Bax suele ser positivo de forma homogénea.

Agradezco la valiosa participacion del Dr. Javier de la Torre Ferndndez de Vega, autor maxime
del presente estudio de investigacion.
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PATOLOGIA MOLECULAR DEL CANCER DE ENDOMETRIO.

José Palacios Calvo. Programa de Patologia Molecular. CNIO. Madrid.

En los ultimos afios, se ha desarrollado el concepto de que existen, al menos, dos tipos de carcinoma de
endometrio (1). El tipo A, relacionado con hiperestronismo, suele ser del tipo histologico endometrioide, es nor-
malmente de bajo grado y estadio, con frecuencia se asocia a hiperplasia, presenta positividad para receptores
hormonales y su pronodstico suele ser bueno. Por el contrario, el tipo B, no asociado a estimulacién estrogénica,
suele tener como lesion precursora el denominado carcinoma intraepitelial, no expresa receptores hormonales y su
prototipo histoldgico es el carcinoma seroso. Estos tumores, aun en estadios bajos suelen tener mal pronostico.
Obviamente, este punto de vista puede ser una simplificacion, ya que algunos tumores no pueden encuadrase
claramente en estas dos categorias y, ademas, en algunos casos es probable que durante la progresion tumoral,
algunas neoplasias del tipo A, adquieran caracteristicas propias del B.

El mecanismo molecular implicado en la iniciacion de los carcinomas serosos de endometrio parece ser
la mutaciéon de p53, que esta presente en la mayor parte de las lesiones, incluido el carcinoma intraepitelial. Si
embargo, las alteraciones moleculares implicadas en el desarrollo de los carcinomas endometriodes (CE) parecen
ser mas heterogéneas y estudios recientes han apuntado la participacion de diferentes vias: inestabilidad de micro-
satélites y mutaciones de RAS, PTEN y []-catenina.

Inestabilidad de microsatélites (IM). En mujeres con carcinoma colo-rectal hereditario no asociado a
poliposis, el carcinoma de endometrio es el segundo en frecuencia después del de intestino grueso. En este sin-
drome, el 90% de los pacientes presentan mutaciones germinales de los genes hMSH2 o hMLH1, genes implica-
dos en la reparacién del ADN durante la replicacion. Como consecuencia, los tumores muestran un fenotipo ca-
racterizado por inestabilidad de microsatélites. Los microsatélites son secuencias repetitivas cortas de ADN que
ocurren a lo largo del genoma, tanto en regiones codificantes como no codificantes. Debido a su caracter repetiti-
vo, los microsatélites presentan una susceptibilidad aumentada a las mutaciones durante los procesos de replica-
cioén del ADN. En condiciones normales, estas mutaciones son corregidas por una familia de enzimas codificadas
por “DNA mismatch repair genes”. Aproximadamente el 20% de los carcinomas endometrioides de endometrio
tienen mutaciones en multiples microsatélites atribuibles a inactivacion de genes reparadores (2-4). Sin embargo,
las mutaciones de hMSH2 o hMLH1 ocurren en menos del 10% de estos tumores. Estudios recientes han demos-
trado que la inestabilidad de microsatélites en la mayor parte de estos casos (90%) se debe a la inactivacion del
gen hMLH]1 por hipermetilacion de su promotor. Este mecanismo esta también presente en el 30% de las hiper-
plasias atipicas de endometrio. En el 50% de estas hiperplasias, la hipermetilaciéon no se acompaia de MI, lo que
sugiere que es una alteracion molecular muy precoz (5). De hecho, se ha sugerido que la hipermetilacion de
hMLHI1 pudiera ser un evento secundario en un proceso mas global de hipermetilacion, que afectara a promotores
de distintos genes supresores como pl4, pl16, E-cadherina, etc. Se ha sugerido que la progresion de tumores con
IM depende de la mutacion de microsatélites incluidos en secuencias codificantes de diferentes genes que partici-
pan en procesos relacionados con cancer, tales como apoptosis, diferenciacion, adhesion o reparacion del ADN.
Algunos de los genes dianas mutados en carcinomas de endometrio con MI son: BAX (17-45%), TGF[J-RII (0-
24%), IGFRII (12-22%), MSH3 (13-25%) y MSH6 (0-26%). (6-7)

Mutaciones de RAS. La familia RAS esta formada por tres genes muy relacionados: H-RAS, K-RAS y
N-RAS. Las proteinas p21 codificadas por estos genes se localizan en la porcién interna de la membrana celular,
tiene actividad GTPasa y participan en la transduccidon de sefiales en la célula normal. Las mutaciones puntuales
en los codones 12, 13 y 61 de estos genes conlleva la pérdida de la actividad GTPasa de p21 y su activacion. Las
mutaciones observadas en cancer de endometrio afectan fundamentalmente a los codones 12 y 13 de K-RAS,
aunque se han descrito ocasionalmente mutaciones en N-RAS y el codon 61 de K-RAS. Las mutaciones de K-Ras
ocurren en el 10-30% de los CE y en menos del 5% de los carcinomas serosos (8-10). En Espafia. Lagarda et al.
(2001) observan una frecuencia del 23% en una serie de 46 carcinomas endometriodes (11), similar al porcentaje
(20%) encontrado en nuestra serie de 50 carcinomas endometrioides. No existe una clara correlacion entre las
mutaciones de K-RAS y otras caracteristicas clinicopatologicas, a excepcion del tipo histologico. Si bien algunos
autores las consideran mas propias de tumores de bajo grado asociados a hiperplasia, en otras series se observa
correlacion con un mal prondstico en mujeres postmenopausicas (12). No obstante, estd claro que las mutaciones
de K-RAS son una alteracion precoz en el carcinoma de endometrio, ya que se detectan incluso en hiperplasias
(8). En lo que se refiere a su asociacion con otras alteraciones moleculares, Lagarda et al (2001) han comunicado
una mayor incidencia de mutaciones de K-RAS en carcinomas endometrioides con MI (11), asociacién que no se
ha observado en otras series (10,13). En la serie de Lagarda, ademas, se encontrd que el tipo de mutacion diferia
entre los casos con y sin MI, predominando las transiciones en el primer grupo, frente a las transversiones en el
segundo.
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Mutaciones en PTEN/MMACI. El gen supresor de tumores PTEN/MMACI (phospatase, tensin homo-
logue/mutated in multiple advanced cancers) se localiza en la region cromosdémica 10g23 y se encuentra inacti-
vado en diversos tipos de tumores, como el endometrio, SNC, mama, rifidén y prostata. Ademas, las mutaciones
germinales en el gen PTEN/MMACI estan relacionadas con la enfermedad de Cowden y el sindrome Bannayan-
Zonana (14). Diferentes estudios han demostrado que el gen PTEN/MMACI es el mas frecuentemente mutado en
carcinomas endometrioides de endometrio, oscilando entre el 33%-85% (14-16). Las mutaciones de
PTEN/MMACI ocurren so6lo en el 5% de los carcinomas no endometrioides (15). En CE, las mutaciones de PTEN
son mas comunes en estadios precoces (55% en estadio Ia frente a 19% en estadios III/IV) (15). El papel de la
inactivacion de PTEN/MMACI en la iniciacion del CE de endometrio se pone de manifiesto también porque el
22-55% de las hiperplasias tienen mutaciones (16). Las mutaciones de PTEN/MMACI no s6lo se asocian a CE en
estadios precoces, sino también a tumores sin metastasis y con mejor supervivencia. Incluso en pacientes con
estadios avanzados (estadios I1I/IV), los casos con mutaciones PTEN/MMACI tienen mejor pronostico (17). En
pacientes con CE en estadio avanzado (III/IV) el porcentaje de mutaciones en PTEN/MMACI difieren
significativamente entre mujeres de origen caucasico y africano, siendo del 26% en el primer grupo y del 8% en el
segundo (17).

Una caracteristica interesante de las mutaciones de PTEN/MMACI en carcinomas de endometrio es la al-
ta proporcion de mutaciones tipo frameshift (60%), si se comparan con otros tipos tumorales como el glioblastoma
(37%). La mayoria de estas mutaciones son inserciones o delecciones de 1-4 pb y se localizan predominantemente
en la region N-terminal del gen o en los exones 7 y 8. En estos exones, afectan a secuencias (A)g entre los codo-
nes 256-257 y 321-323 respectivamente (14). Este tipo de mutaciones ocurre predominantemente en tumores con
MI, grupo en el que las mutaciones de PTEN son especialmente frecuentes (18). Por el contrario, el 77% de las
mutaciones missense se localizan en el ex6n 5 y el 45% de las nonsense en el exon 7 (14).

Mutaciones deB-Catenina B-Catenina es una molécula implicada en adhesion celular, que forma parte
de los complejos cadherina-catenina. Si embargo, estudios en desarrollo embrionario han demostrado que también
participa en sefializacion celular en la via Wnt/APC/B-catenina/Tcf. En 1997 se describid por primera vez que 8-
catenina podia ser considerada una oncoproteina, ya que mutaciones heterozigotas en su gen tenian un efecto
similar a la inactivacion de APC en el desarrollo del carcinoma de colon (19). Las mutaciones de B-catenina ocu-
rren en diversas neoplasias humanas con una frecuencia que varia segun los tipos tumorales, por ejemplo, en can-
cer de colon ocurren en el 10% de los casos, mientras que en los pilomatrixomas llegan a producirse en el 75% de
los tumores. Las mutaciones ocurren normalmente en el exén 3 y afectan a los aminoacidos implicados en la fos-
forilacion por GSK-3[(necesaria para la degradacion de la proteina)que son las serinas localizadas en las posicio-
nes 33, 37 y 45 y la treonina 45. Mutaciones que afecten a aminoacidos adyacentes, en especial en la posicion 32 y
34, son también importantes ya que producen cambios conformacionales de la proteina que impiden la fosforila-
cion de los aminoacidos diana. Las mutaciones de B-catenina producen un exceso de proteina citoplasmatica y
nuclear que se puede poner de manifiesto inmunohistoquimicamente (20).

En carcinomas de endometrio, las mutaciones de B-catenina afectan al 13-44% de los casos y son carac-
teristicas de los tumores endometrioides (21-23). Se han descrito ocasionalmente en hiperplasias atipicas (23). En
carcinomas de ovario, las mutaciones de B-catenina son muy especificas de los carcinomas endometrioides y
ocurren en el 30-40% de los tumores de este tipo histologico (20). Sin embargo, no han sido descritas en carcino-
mas serosos ni mucosos. Un hecho de interés es que todos los carcinomas de colon con mutaciones en -catenina
tienen ademas inestabilidad de microsatélites (MI). Sin embargo, esta asociacion no ocurre en carcinomas de ova-
rio ni de endometrio (23); asi entre los 50 casos analizados en nuestra serie, 8 presentaban mutaciones de B-
catenina, pero s6lo uno mostraba ademas MI. Las mutaciones de este oncogén parecen estar asociadas mas co-
munmente a carcinomas en estadios precoces (21).

Mutaciones de p53. Las mutaciones de p53 ocurren en el 53%-90% de los carcinomas serosos de endo-
metrio (24,25) y son alteraciones precoces detectadas en el 70% de los carcinomas intraepiteliales (24). Por el
contrario, se detectan solo en el 10-20% de los CE y ocurren mas frecuentemente en tumores de alto grado y esta-
dio, siendo excepcionales en las hiperplasias. Existe una concordancia del 80% entre sobreexpresion inmunohis-
toquimica y mutacion (26).
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PATOLOGIA ONCOLOGICA UROLOGICA.

TRASLACION DE LA INVESTIGACION BASICA A LA PRACTICA MEDICA

F. Algaba. Fundaci6 Puigvert- Universitat Autonoma de Barcelona

Al igual que en otros conocimientos humanos, que han evolucionado de lo préximo al observador a lo alejado a él,
el desarrollo de la anatomia patoldgica ha discurrido por el mismo camino, y asi desde su nacimiento (historica-
mente ligado a Morgagni-siglo XVII), hasta nuestros dias no se ha cesado de ahondar en estructuras morfolégicas
cada vez mas pequeias (alejadas de la observacion directa), pasando desde los estudios necrdpsicos, a los celula-
res, gracias a los cambios conceptuales inducidos por los avances técnicos.

Fue tan enorme el progreso que significo la introduccion de la teoria celular en la anatomia patologica, que condi-
ciono su progreso mas alla que lo que lo hicieron otras disciplinas médicas en aquel momento, por lo que se expli-
ca que se pasara por un periodo de relevancia tal que muchos anatomo-patdélogos consideraron que eran los
poseedores del fundamento cientifico de la Patologia. Esta situacion explica que ciertos profesionales
minimizaran las aportaciones bioquimicas y genéticas que se empezaron a hacer en los afios cincuenta, y que se
acomodaran a lo preestablecido, lo que comportd en la década de los ochenta la critica del médico que
desarrollaba su actividad frente al enfermo, echandole en cara que habia nuevos métodos, supuestamente mas
precisos y reproducibles, que no se definian suficientemente criterios estrictos (tanto diagnosticos como
prondsticos), y que la experiencia debia ser sustituida por el aprendizaje de las nuevas técnicas.

Como es natural ambas partes tenian razones, y equivocos.

Por un lado, por muchos avances que haya, hoy por hoy, ninguno de ellos sustituye a las técnicas anatomopatold-
gicas previas (incluidas las que describiera Morgagni), sino que se complementan y mejoran, sino ;/,cOmo se po-
dria llegar a conocer la auténtica funcion y consecuencias del mas recondito gen, si no se supiera localizar (macro-
microscopicamente) el exacto origen y estado patologico del que procede el tejido estudiado?, eliminando elemen-
tos de distorsion tales como el tejido normal adyacente, el estroma del tumor, las lesiones que parecen canceres y
no lo son...

Por otra parte ;como se podrian entender las actuales concepciones patologicas, sin las aportaciones hechas por la
microscopia electronica y la citogenética (de los afios 60), la inmunohistoquimica (introducida en los setenta), y
los resultados de las hibridaciones “in situ” iniciadas en los afios ochenta.

Esta compleja situacién ha llevado a una progresiva incorporacion de ciertas técnicas, y a la definicion de las
subespecialidades, para poder incorporar lo mas rapidamente posible los avances de las especialidades médicas.
La subespecializacion dentro de la anatomia patoldgica aporta beneficios, el mas importante es la estrecha comu-
nicacion con los clinicos, y desventajas, como el costo, una cierta criptografia del 1éxico, y la vulnerabilidad a las
influencia de los clinicos; y a su vez parece como si se alejara del patélogo general.

Independientemente de todas estas consideraciones, lo que si que es irreversible es la progresiva incorporacion de
nuevas técnicas biologicas en la Medicina, lo que estd acufiando la denominacion de Biomedicina, y asi en los
noventa se han introducido las técnicas de PCR y de FISH, y en la década actual se esta vislumbrando la introduc-
cion de las técnicas de analisis secuencial de la expresion genética del reordenacién del ADN (biochips). Frente
a esta circunstancia es necesario que el médico en contacto con el enfermo tenga una informacion veraz y realista,
exenta de las manipulaciones de grupos de interés, que a veces presentan ciertos logros como ““verdades funda-
mentales™ ““marcadores esenciales” o “métodos totalmente objetivos™, y este papel puede ser desarrollado en
parte por el patdlogo.

El patélogo, por la misma naturaleza de su especialidad, tiene una serie de conocimientos que le permiten ejercer
de puente entre la investigacion basica y la aplicacion clinica de sus resultados, en ambas direcciones, ya que
puede trasladar los hallazgos de la biologia “traduciéndolos” e incorporandolos a la morfologia clasica (Morfo-
biologia), y a su vez ayudar al bidlogo a definir las series de pacientes en los que buscar las acciones de los genes
y sus productos; con lo que se podran definir mejor los test mas utiles, el desarrollar los paneles de marcadores
que controlen vias de accion sobre las células, determinar las areas de microdiseccion, elaborar conjuntamente
bancos de tejido para ulteriores comparaciones, en dos palabras: conseguir colaboracion y sistematizacion en los
estudios; y todo ello limara diferencias, evitara actitudes generacionales y de arrogancia por todas las partes.
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CLASIFICACIQN ACTUAL DE LOS TUMORES EPITELIALES RENALES: BASES
MORFOBIOLOGICAS

J. Fernando Val Bernal
Departamento de Anatomia Patologica, Hospital Universitario Marqués de Valdecilla, Facultad de Medicina,
Universidad de Cantabria, Santander

En los pasados 15 afios se han producido considerables avances en la comprension de las anormalidades genéticas
que conducen al desarrollo de los tumores renales. Los estudios han mostrado una gran correlaciéon entre la apa-
riencia histologica y las alteraciones genéticas de estos tumores. Estos estudios han desembocado en la formula-
cion de una nueva clasificacion patologica que se basa en los cambios genéticos de las células tumorales, pero que
puede ser implementada por el uso de los métodos anatomopatolégicos convencionales. Esto quiere decir que en
la gran mayoria de los casos el diagnostico certero puede alcanzarse por el uso de los métodos habituales disponi-
bles en los laboratorios convencionales de anatomia patologica, sin necesidad de usar técnicas sofisticadas de
patologia molecular.

Las clasificaciones de Heidelberg en 1996 (1) y de Rochester en 1997 (2) dividen los tumores renales epiteliales

en benignos y malignos, con subdivisiones patologicas dentro de cada una de estas categorias (Tabla 1).

Adenoma papilar

En la clasificacion de consenso el adenoma renal se reconoce y se define con los siguientes criterios:

1. Arquitectura papilar, tubular, o tubulopapilar

2. Diametro igual o menor de 5 mm.

3. Ausencia de parecido histologico con los carcinoma de células claras, de células cromofobas, o de los con-
ductos colectores.

Inmunohistoquimicamente las células son EMA+, CK de BPM+, CK de APM+, CK7+ y vimentina + 6 -.

Citogenéticamente se define por las alteraciones limitadas a +7, +17,y -Y.

La frecuencia de este tumor se incrementa con la edad y se encuentra aproximadamente en el 40% de la poblacién

por encima de los 65 afios. Los adenomas papilares son mas frecuentes en pacientes hemodializados por largo

tiempo, en rifiones con angioesclerosis y en fumadores. La mayoria son solitarios, pero ocasionalmente son multi-

ples y bilaterales. Cuando muestran un cuadro miliar se habla de adenomatosis renal.

Adenoma metanéfrico

Se compone de pequeiios tubulos densamente agrupados en una matriz laxa. Las células son cuboides con escaso
citoplasma. El pleomorfismo celular es minimo y las mitosis escasas. Existen ocasionales areas papilares con
papilas cortas provistas de un estroma fibrovascular. Inmunohistoquimicamente las células epiteliales son CK7+.
Sus caracteres citogenéticos son similares a los del adenoma papilar.

Adenofibroma metanéfrico

Es un tumor compuesto por nédulos de epitelio tumoral idénticos a los del adenoma metanéfrico incluidos en un
crecimiento difuso de células fusiformes de densidad celular moderada. Pueden existir cambios mixoides y areas
hialinas. No contiene blastema.

Oncocitoma

Es el tumor renal benigno mas frecuente en patologia quirurgica. Se reconoce por estar bien circunscrito, de color
caoba, con una cicatriz estrellada central. Se compone de nidos, masas o tibulos de células cuboides de citoplas-
ma intensamente granular y eosinodfilo. El pleomorfismo nuclear es minimo. Sin embargo en las zonas isquémicas
en la vecindad de la cicatriz central las células pueden mostrar pleomorfismo. No presenta mitosis. General mente
es un tumor solitario. En los casos multiples se habla de oncocitomatosis. Con el microscopio electronico se de-
muestra que las células estdn cargadas de mitocondrias, que son las responsables de la granularidad del citoplas-
ma.

Las células tumorales son vimentina - .

Genéticamente los oncocitomas presentan pérdida de los cromosomas Y y 1. Unos pocos contienen una trasloca-
cion que afecta el cromosoma 11. Algunos han sugerido que la mutaciéon en el ADN mitocondrial conduce a la
proliferacién de mitocondrias y de células, pero no se ha comprobado.
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Carcinoma de células renales (CCR) de tipo convencional o de células claras.

Es el carcinoma renal mas frecuente. Representa mas del 70% de los casos en la mayoria de las series. Su aspecto
macroscopico es caracteristico: bien circunscrito con pseudocapsula fibrosa, blando, amarillento, con zonas de
necrosis, de hemorragia y de fibrosis. El tumor puede estar compuesto solamente de células claras, de una mezcla
de células claras con células granulares, o raramente casi exclusivamente de células granulares. Las células son
cuboides agrupadas en el seno de una rica arquitectura vascular sinusoidal. En las formas de alto grado el patron
citologico y vascular se pierde. Frecuentemente se observan algunos quistes macroscopicos 0 microscopicos que
reflejan un proceso degenerativo del tumor. La clasificacion en grados nucleares de Fuhrman es unicamente apli-
cable a este tipo tumoral.

Inmunohistoquimicamente las células tumorales son vimentina+, CK de BPM+, y EMA+. Un dato que ayuda a
separar este tumor del carcinoma de células renales papilar es la reaccion negativa a la CK7.

Aproximadamente el 95% de los carcinomas de células renales convencionales muestran pérdida del brazo corto
del cromosoma 3. Esta pérdida se acompaiia de la mutacion somatica o de la pérdida de funcién del gen VHL (por
hipermetilacion y suspension de la transcripcion). El gen se localiza en 3p25. Otro gen localizado en el brazo
corto del cromosoma 3 (en 3pl4) es el gen de la triada fragil de histidina (FHIT) Este ha sido involucrado en el
carcinoma convencional familiar y en la progresion del esporadico.

CCR papilar (croméfilo)

Se observa en el 10-15% de las series de nefrectomia radical. Es mucho mas comiin en varones. Es un tumor bien
circunscrito, globular, de color pardo. Frecuentemente muestra hemorragia y necrosis prominentes y la superficie
de corte es friable o granular. Para su diagnostico es preciso que al menos el 70% del tumor tenga estructura papi-
lar o tubulopapilar. Existen variantes con papilas colapsadas o con estructuras “sélidas”. Las células de las papilas
o los tabulos son cuboidales (tipo 1) o columnares (tipo2). Los tumores compuestos por células de tipo 2 se
presentan en estadio mas avanzado, son de mayor grado nuclear y tienen peor pronostico que los compuestos por
células de tipo 1 (3). Predominan los casos de bajo grado nuclear (tipo 1). El CCR papilar frecuentemente presen-
ta abundantes macréfagos espumosos, cuerpos de psammoma, hemorragias recientes y antiguas con hemosiderina,
y necrosis con cristales de colesterol. En el cortex pueden observarse adenomas papilares asociados. El CCR papi-
lar es el tipo de tumor renal mas cominmente asociado con enfermedad quistica renal adquirida en relacion con
hemodialisis.

Este tumor es EMA+, CK de BPM+, CK de APM+, CK7+ y vimentina + 6 -.

Genéticamente se asocia con trisomias de cromosomas 7, y 17 y pérdida de Y. Presenta mutacion somatica del c-
met oncogene, que regula el receptor para el factor de crecimiento hepatocitario localizado en el cromosoma 7.
Otras anomalias cromosdmicas acompafian a la progresion tumoral.

CCR croméfobo

Constituye aproximadamente el 5% de los tumores renales. Es bien circunscrito, globular, s6lido (sin quistes), de
color pardo o gris uniforme. Presenta un patrén de crecimiento sélido en “pavimento” o “adoquinado”. Las células
muestran gran numero de vesiculas intracitoplasmicas diminutas que imparten un aspecto palido o reticular al
citoplasma. Los nucleos son vesiculares o angulados, localizados centralmente y raramente exhiben pleomorfismo
marcado. Caracteristicamente se observan halos perinucleares. Frecuentemente existen células binucleadas. Las
membranas aparecen reforzadas por la condensacion periférica del citoplasma. La variante eosinofilica de este
tumor se compone de células con citoplasma intensamente eosindfilo y granular. estas células recuerdan las del
oncocitoma. Los tumores suelen ser de bajo grado nuclear. Las mitosis son infrecuentes. El citoplasma se tifie con
azul alcian o hierro coloidal de Mowry. El perfil inmunohistoquimico de estos tumores es CK+ focal, EMA+
focal, vimentina-. El estudio citogenético y molecular ha revelado que el CCR croméfobo exhibe multiples mono-
somias y patrén subdiploide con citometria de flujo. La mutacion del p53 es mas frecuente (alrededor del 30%)
que en otros tumores renales. También existealteracion en el ADN mitocondrial.

La mayoria de los CCR croméfobos tienen mejor prondstico que el CCR convencional.
Carcinoma de los conductos colectores

Es un carcinoma renal infrecuente que comprende aproximadamente el 1% en las series quirtrgicas. Generalmen-
te se situa centrado en la médula renal con bordes infiltrantes. Es blanquecino o grisdceo con necrosis central.
Tiene una arquitectura tubular, ductal y papilar con respuesta desmoplasica del estroma. Los conductos infiltrantes
muestran una sola capa de epitelio con marcado pleomorfismo, mitosis y nicleos con nucleolos prominentes. Las
células pueden ser columnares, cuboideas, o en tachuela. A veces los conductos muestran microquistes. La varian-
te conocida como carcinoma medular presenta un patrdn reticular o microquistico con areas pobremente diferen-
ciadas de crecimiento en sabana. Se prenta en pacientes con anemia de células falciformes. Se ha propuesto otra
variante compuesta por multiples microquistes de epitelio anfofilico o eosinofilo de bajo grado de malignidad.

El carcinoma de conductos colectores aparece en edad mas temprana que otros carcinomas renales. El tumor es
positivo para CK APM y UEA-1 lectina y es vimentina-.No presenta un patréon consistente cromosdémico. Las
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alteraciones genéticas no estan definidas. La importancia de su reconocimiento reside en su mal prondstico. Es un
tumor muy agresivo, de modo que el 90% de los pacientes fallecen como consecuencia de este tumor.

Carcinoma renal sarcomatoide

No es un tipo especial de carcinoma renal. Indica progresion tumoral a partir de cualquiera de los otros tipos. Por
lo tanto su presencia empeora el pronostico y debe ser incluida en el informe patologico (4).

CCR inclasificado

Se incluyen en este apartado los tumores que no pueden ser clasificados con el esquema anterior. Estos pueden ser
casos con una mezcla de componentes, con arquitectura o patrén citoldégico no reconocible, o carcinoma sarcoma-
toide sin componente epitelial identificable.
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Tabla 1. Categorias diagnosticas de los tumores epiteliales renales

A. Benignos

Adenoma papilar
Adenoma metanéfrico
Adenofibroma metanéfrico
Oncocitoma

B. Malignos

Carcinoma de células renales convencional (o de células claras)
Carcinoma de células renales papilar (o croméfilo)

Carcinoma de células renales croméfobo

Carcinoma de los conductos colectores

Carcinoma de células renales inclasificado

C. De potencial maligno indeterminado

Carcinoma de células renales quistico multilocular

PATOLOGIA DEL CANCER DE LA VEJIGA URINARIA. ASPECTOS BIOMOLECULARES

Antonio Lopez Beltran
Facultad de Medicina y Hospital Universitario “Reina Sofia”. Cérdoba

INTRODUCCION

En el momento del diagndstico, aproximadamente 75% de los canceres de vejiga pertenecen al grupo de los de-
nominados “superficiales”, esto es no invasivos(Ta), y tumores que invaden lamina propia(T1). El 20% restante
son musculo invasivos, presentando enfermedad metastasica un 5%. Tras el tratamiento quirrgico, hasta un 70%
de los tumores superficiales recidivardn, mientras que un 15% de estos progresaran a mayor estadio. La mayor
parte de estos tumores presentan un crecimiento papilar. El carcinoma in situ plano(CIS), a pesar de ser una lesién
“superficial”, presenta un comportamiento a agresivo con progresion de hasta un 80%, por lo que se recomienda
no incluirlo con los tumores superficiales Ta/T1. Los factores convencionales predictivos de recidiva y progresion
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en tumores superficiales incluyen alto grado, multifocalidad, invasion en la lamina propia, CIS asociado, tamafio
tumoral mayor de 3 cm, e historia previa de tumores uroteliales.

Las marcadas diferencias de comportamiento observadas en los tumores vesicales, para una morfologia similar,
hacen de este tipo tumoral un terreno adecuado para investigacién de posibles factores biomoleculares que nos
permitan establecer subgrupos pronoésticos, en especial referidos a marcadores de progresion tumoral.

Hasta el presente, un importante numero de marcadores biologicos y moleculares han sido investigados, aunque,
hasta el momento ninguno ha sido incluido como estudio de rutina en la practica diaria. Los marcadores biomole-
culares mas relevantes ensayados hasta el momento se revisan en esta presentacion, con especial énfasis con su
posible aplicacion como factores predictivos de recidiva y/o progresion en neoplasias uroteliales de la vejiga uri-
naria.

PERDIDAS ALELICAS

La identificacion de perdidas alelicas mediante citogenética o perdida de heterozigosidad (LOH) son aproxima-
ciones validas para la identificacion de genes supresores. Como se observa seguidamente(% cambios en relacion
con estadio), el nimero de alteraciones alelicas en cancer de vejiga es importante:

Estadio 9p 9q 3p 11p 17p 18q
Ta 33 45 8 18 15 2
T1 42 62 27 33 45 2
T2-T4 40 58 43 42 50 33

LOH del cromosoma 9 es la alteracidn mas comuln en tumores papilares de vejiga. Deleciones en el
cromosoma 9 ocurren en mas del 60% de los carcinomas papilares. Estas deleciones pueden consti-
tuir la dnica anormalidad genética presente en ciertos tumores. La region 9p21 alberga 3 conocidos
genes supresores:pl4,pl5, y pl6. En la regién 9q, se hallan los genes de los grupos sangui-
neos(9q34.1-34.2) cuya expresion esta reducida en bastantes tumores vesicales. Ocasionalmente, se
han observado deleciones parciales del cromosoma 9p en urotelio normal adyacente a tumores super-
ficiales.

Perdidas alelicas del cromosoma 17p representan la segunda mas frecuente anomalia cromosomica en cancer de
vejiga. Se observa principalmente en tumores musculo invasivos y en CIS. Esta region alberga el gen supresor
p53.

Otros genes envueltos en la carcinogenesis vesical se encuentran en regiones cromosdmicas tales como 11p,
3p,18q, 13q(RB), y 8p(Nacetyltransferasa) entre otros.

INESTABILIDAD DE MICROSATELITES

Microsatelites son secuencias de di, tri, o tetranucleotidos que se repiten en el genoma y que son generalmente
estables en el urotelio normal. Inestabilidad puede verse en cancer de vejiga, y esta es cromosoma-especifica. Se
ha comunicado inestabilidad en el cromosoma X de la region del receptor androgenico, y en cromosoma 2 y 9p.
Se ha observado un alta sensibilidad y especificidad(100%) en la identificacion de recidiva temprana de carcino-
ma vesical en citologia de orina, superior incluso a la observada para el diagnostico citolégico. Métodos basados
en la deteccion de anomalias en microsatelites podrian estar disponibles en un futuro préximo para el diagnostico
de tumores vesicales recidivantes.

GENES SUPRESORES DE TUMOR

Los genes supresores actian a nivel del ciclo celular donde inducen detencion como mecanismo de control y
coordinacion de la proliferacion celular. Su inactivacion requiere la alteracion en ambas copias del gen, aunque la
alteracion de una sola de las copias, es generalmente suficiente para cambiar su funcion. Los genes supresores
pueden ser inactivados mediante mutacion, delecion, o metilacion. La metilacion puede inactivar el promotor de
un gen supresor silenciando la transcripcion del gen.

p53

Es el gen supresor que con mayor frecuencia se altera en cancer de vejiga, ya que el 50% de los tumores mues-
tran anomalias en el mismo. p53 interviene en el ciclo celular a nivel de la fase G1 y determina si la células entra
en fase S, o bien progresa hacia apoptosis. p53 interacciona con otros genes como el MDM?2 y el p21WAF. p53
se localiza en el cromosoma 17p13 y tiene 11 exones con diferentes funciones. Deleciones y mutaciones son los
mecanismos mas frecuentes de inactivacion del p53, y suelen conllevar perdida de la habilidad para regular la
transcripcion. Mediante inmunohistoquimica, la proteina p53 ha sido extensamente evaluada como marcador de
progresion. Mutaciones en el pS3 aumenta la estabilidad de la proteina y la hace detectable por inmunohistoqui-
mica. La mayor parte de estudios encuentran una asociacion significativa entre acumulo de p53 y grado/estadio
patolégicos, principalmente en tumores de altos grado y estadio. Entre los factores de variabilidad de resultados,
se hallan el tipo de anticuerpo utilizado, el nivel de positividad, y el tipo de muestra utilizada. La determinacion
inmunohistoquimica de la p53 es el candidato mas firme para su deteccion rutinaria en carcinomas vesicales.
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CANDIDATOS PARA GENES SUPRESORES DE TUMORES DE LA VEJIGA

Recientemente, se han propuesto diferentes candidatos s a genes supresores de tumores vesicales. Quizas los 2
mas prometedores en este momento son DBC1(deleted in bladder cancer) que se encuentra en la region 9q32-33,
y TEREl(transitional epithelial response) situado en la regién 1p36. Ambos parecen ser importantes en tumores
musculo invasivos.

REGULADORES DEL CICLO CELULAR(p14,p16,p21WAF1,p27,pRB, ciclina D1)

pl4 y pl6 se localizan en el locus INK4 del cromosoma 9p21, y ambos regulan el ciclo celular. p14 estimula la
expresion de p53 e indirectamente la inhibe via MDM2. p53 estimula p21WAF1 el cual inhibe la fosforilacion de
pRB, lo que conlleva detencion del ciclo en fase G1. Cuando pRB se fosforila la célula sigue hacia delante con el
ciclo. P16 tiene un efecto similar sobre la fosforilacion de pRB.

La expresion del gen RB esta alterada en 1/3 de los canceres de la vejiga. Disminucion de la pRB se ha observado
en 34% de tumores musculo invasivos, y 1% de tumores superficiales. Pacientes con p53 positivo(>20%) y pRB
negativo tienen riesgo de progresion 10 veces superior. Sobrexpresion de pRB se ha relacionado con agresividad
elevada en tumores T1. Las mutaciones en p21 WAF1 son raras, pero su mRNA esta disminuido en tumores
musculo invasivos. Mediante inmunohistoquimica se ha demostrado que p21 es un factor independiente de
recidiva y supervivencia en estudios multivariados. p21 se relaciona con el estado de p53 de tal manera que
pacientes con p53 alterado y p21 negativo, tiene elevado nivel de recidiva y baja supervivencia..

Sobrexpresion de ciclina D1 se ha observado en 47% de carcinomas grado 1 y en 20% de grado 2, pero no en
casos de grado 3. Tumores que expresan >50% de ciclina D1 pueden recidivar rapidamente.

Entre otros marcadores estudiados se incluye ki67(MIB1) como marcador de proliferacion, el cual se ha relacio-
nado con mal pronostico en cancer de vejiga tanto en estudios uni o multivariados. HER-2/neu, al igual que el
factor de crecimiento epidérmico, podrian ser marcadores independiente de supervivencia, aunque necesitan ser
validados. Factores de crecimiento relacionados con angiogenesis, como el VEGF podrian ser marcadores pronos-
ticos en cancer de vejiga. Finalmente, la citokeratina 20 podria ser un marcador util en la diferenciacion entre
papiloma y carcinomas uroteliales papilares.

Patologia Molecular del cancer de vejiga

Urotelio normal

9q-,DBC1,9p- Displasia
pl4,p16,11q+,
Ciclina D1,VEGF 17p-,p53-
Ta/Tis Carci.noma papilar  Carcinoma papilar CIS
de bajo grado de alto grado
T1 3p-,11p-
T2-T4 17p-’p53-
EGFR+
Her2/Neu+
13q-,Rb
TERE1
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HISTORIA NATURAL DEL CANCER DE PROSTATA SU RELACION CON LA
MORFOBIOLOGIA DEL ACINO

Ferran Algaba. Fundaci6 Puigvert- Universitat Auténoma de Barcelona

Cada vez mas la interpretacion de la patologia se fundamenta en el conocimiento de la biologia y de los mecanis-
mos reguladores de la cinética celular.

La prostata es un organo con peculiaridades embriologicas (se constituye en dos fases distintas de la embriogéne-
sis), filogenéticas (va adquiriendo el aspecto de un solo érgano a medida que se asciende en la escala de los
mamiferos) y fisiologicas (secrecion de 0.5 a 2 cc al dia). Lo que explica que haya diferencias anatomicas (distin-
tas zonas) e histologicas (la estructura de los ductos y los acinos es muy similar) (1).

El acino prostatico ha sido, desde siempre, el punto de partida para la comprension del cancer de prostata. En el
momento actual el acino sigue ocupando el mismo lugar en la interpretacion del cancer, s6lo que gracias a los
nuevos conocimientos que se tienen de dicha estructura se pueden comprender algunos aspectos oscuros de la
neoplasia. Asi pues creemos de interés empezar por la revision actualizada del acino de la prostata.

Cinética celular del acino prostatico — concepcion histolégica actual

Con H&E so6lo se reconocen dos tipos celulares (las células basales y las secretoras con una relacion ba-
sal/secretora de 1/3) (2). Ya con tinciones de plata, y por supuesto con métodos inmunohistoquimicos, se han
podido demostrar, desde hace muchos afios, células neuroendocrinas.

Sin embargo el avance conceptual mas reciente se ha hecho gracias a la introduccion de los procedimientos de
doble tincidon, que demuestran simultdneamente marcadores especificos de un tipo celular. Y asi se han visto célu-
las que comparten inmunofenotipos distintos, con lo que se ha forjado el concepto de células intermedias, que
probablemente representan células basales en el proceso de transformacion, y que apoyan el modelo de “stem
cell” para comprender la citocinética del acino prostatico . Si a estos conceptos afiadimos el que existen distintos
receptores hormonales en las células, definiéndose un compartimento andrégeno-independiente, y otro andrégeno
dependiente, podemos hacer una nueva lectura de la histologia del acino prostatico.

Asi pues con un concepto morfobioldgico puede considerarse que el acino prostatico esta constituido por:

»  Células basales caracterizadas por:

- Localizarse en la porcién mas profunda del acino

- El escaso citoplasma

- Representar el 70% de las células en proliferacion.

- Expresion citoqueratinas de alto peso molecular (34-beta E12)

- Ausencia de PSA y PAP

- Expresion de EGFR (erbB23, erbB 3).

- Contener receptores de estrogenos y progesterona.

- Expresion de Bel-2

- Expresion de receptores andrpogénicos en una porcion de la poblacion celular.
Por todo ello se le ha considerado que su funcion es de ““stem cell”” (3).

*  Células intermedias, que son mas un concepto bioldgico que una realidad morfolégica, ya que microscopi-
camente son indistinguibles de las otras células (4). Se caracterizan por la expresion simultanea de:
- CK 34-beta-E12 y PSA
- 34-beta-E12 y cromogranina A
- PSA y cromogranina A
Y los receptores hormonales también son variables.

e Células secretoras (5) de citoplasma amplio y claro de localizacion adluminal y que representan el volumen
celular mas importante del acino (75%), con un indice proliferativo de sélo el 10%, y que se caracterizan por:
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- Expresar CK 8 y 18.
- Secretar PSA, PSMA y PAP.
- Expresar Bcl-x y carecer de Bel-2.
- Contener la mayoria de los receptores androgénicos.
e Células neuroendocrinas de localizacién basal, la mayoria de ellas sin comunicacion con la luz acinar, ex-
tension hacia las células de alrededor, y con expresion de :
- Cromogranina A, sinaptofisina, serotonina
- Polipéptidos diversos (bombesina, PTH-like, calcitonina-like, etc).
- Carecer de receptores androgénicos.
Ocasionalmente se pueden ver ocasionales células que expresan PSA o CK 34-beta-E12 (4).

A partir de este modelo celular puede comprenderse el modelo celular del cancer de prostata

Origen celular del adenocarcinoma prostatico acinar

El fenotipo mas usual del adenocarcinoma prostatico es el de célula secretora (expresion de CK 8 y 18, PSA 'y
PAP, receptores de andrdgenos y de 5-alfa reductasa 1y 2) (6). Este hecho condujo a que ciertos autores conside-
raran que el carcinoma provenia de las células secretoras (7), pero esta hipdtesis no se ha podiodo probar en su
totalidad, ya que las células basales pueden perder su fenotipo y adquirir otro durante su transformacion (8).

Otra caracteristica fenotipica de las células prostaticas malignas es el alto indice proliferativo, con inversion del
compartimento de proliferativo y expresion de Bel-2 (6). La prolongacion de la vida celular por la andmala expre-
sion de Bcl-2 puede predisponer al acimulo de anomalias genéticas, con incremento de su inestabilidad, y por lo
tanto con incremento de la agresividad.

El otro aspecto fenotipico que puede adquirir el cancer de la prostata es el de célula neuroendocrina. A las célu-
las neuroendocrinas normales no se les ha demostrado capacidad proliferativa (9), pero en modelos experimenta-
les de tumores humanos, deprivados de androgenos (PC-295) se ha podido constatar proliferacion de las células
neuroendocrinas, poco después de la deprivacién hormonal, con células postmitoéticas de fenotipo mixto (secretor
y neuroendocrino) (10). Este hallazgo, junto a la existencia de células anficrinas, sugiere que las células malignas
neuroendocrinas podrian proceder de células secretoras (exocrinas) transformadas durante el proceso de progre-
sion (4).

Asi pues el modelo de “stem cell” puede explicar el abigarrado aspecto fenipico (dptico e inmunohistoquimico)
que pueden llegar a tener estas neoplasias (11).

Morfobiologia de la invasién local en el cincer de prostata

La invasion estromal precisa de una serie de procesos escalonados que llevan a que las células malignas se despe-
guen entre si y de las membranas basales, que estas ultimas se degraden, y que las células afdquieran la capacidfad
de crecen en un ambiente de estroma.

De una forma académica podriamos sistematizar estas fases de la progresion local de la siguiente forma:

e Pérdida de la adherencia intercelular: En la membrana celular hay un complejo sistema de moléculas de
adhesion, entre las que destacan las E-cadherinas y las alfa-cateninas, que estdn unidas a microfilamentos del
citoesqueleto (actina). Las anomalias nucleares disrregulan la expresion de estas moléculas, correlacionando-
se su anomala expresion con el grado de indiferenciacion (12), y asi se ha podido ver con inmunohistoquimi-
ca, que la expresion de E-cadherina es intensa en un 64'3% de los tumores con score Gleason menor a 7, pero
s6lo se expresa en el 25% de los carcinomas con un score superior (13).

« Pérdida de la adherencia célula-estroma: La pérdida de la diferenciacion de las células basales va acompa-
fiada de la pérdida de la formacion de hemidesmosomas aspociadas a las moléculas de adhesion intercelular,
incluidas la colagena VII, laminina 5 y algunas integrinas (14).

e Destruccion de la membrana basal: La pérdida de la membrana basal se corresponde, muy estrechamente,
con el grado de indifereciacion celular del adenocarcinoma. La renovacién de la membrana basal normal esta
regulada por metaloproteinasas, y su accion proteolitica es inactivada por inhibidores (TIMPs). La inadecuada
expresion de estas TIMPs por parte de las células malignas permite su acceso a la estroma (15).

e Disminucién de la unién normal célula-estroma, y aparicion de las nuevas uniones entre célula maligna y
estroma: Las células normales necesitan de la union con la membrana basal para poder proliferar, pero las cé-
lulas malignas proliferan habiéndolo perdido. Esta independencia con capacidad proliferativa (uniones inde-
pendientes9 lo hace a través de la emision de “falsos mensajes” por parte del niicleo, como si estuviera ad-
herida a la membrana basal, cuando en realidad no lo esta (16). Este mensaje probablemente es enviado a tra-
vés de la sintesis de una nueva membrana basal, por parte de la célula maligna, a la que le fasta la laminina-5
asociada a los hemidesmosomas, la colagena VII y la IV (2). Las células malignas producen distintos tipos de
membrana basal pericelular, con expresion simultdnea de receptores de laminina y de colagena (17). Esta ne-
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omembrana basal incrementa con la progresion tumoral, y esto podria explicar la sobreexpresion de la la tai-
lin (molécula de adhesion célula-estroma) paralela al incremento del score de Gleason (13).

« Angiogénesis: Aparentemente para que las células neoplasicas se extiendan mas alld de 2 mm es necesaria la
aparicion de nuevos capilares, por ello se consideran cruciales para la invasion estromal los factores angiogé-
nicos. Estos factores son secretados por las células malignas. Los factores angiogénicos pueden ser activado-
res (VEGF, basic-FGF) e inhibidores (tromboespontin y angiostatin). Las células del adenocarcinoma produ-
cen angioestatin, lo que puede explicar la evolucion relativamente indolente de algunos pacientes; por otra
parte las células neuroendocrinas pueden activar al VEGF y asi explicar la mayor agresividad de las neopla-
sias con esta diferenciacion (18).

Morfobiologia de la progresion del adenocarcinoma prostatico
La progresion del cancer esta definida por la adquisicion de la capacidad metastatica y la independencia de los
androgenos.

e Capacidad metastatica:En el momento actual se considera que ésta se adquiere por la acumulacion progresi-
va de alteraciones cromosomicas (19). Esta acumulacion de alteraciones cromosomicas se expresa a través de
la anisocariosis y de la evaluacion de las alteraciones del control delciclo celular la proliferacion y la apopto-
sis.

- Grado: Sigue siendo el patrén de comparacion para todos los nuevos métodos (20).

- Control del ciclo celular: Los estudios que se estan realizando apuntan, cada vez mas, que
para poder llegar a correlaciones con la evolucion de los tumores, posiblemente se han de
estudiar varios marcadores interrelacionados, tal como la p53 y la p21 WAF1 (21).

- Control de la proliferacion y la apoptosis: La expresion de Mib 1 (Ki67) y la de Bcl-2 son
factores correlacionados con la agresividad de los adenocarcinomas prostaticos (22 y 23).

- Genes controladores del fenotipo metastatico: Siempre ha llamado la atencion la peculiar
afinidad de los adenocarcinoma de prostata por el hueso. La explicacion actual de tal hecho
sugiere la existencia de moléculas de adhesion con un codigo de area (OB-cadherinas y alfa
2 beta l-integrina) (24).

¢ Independencia androgénica: Todos los carcinomas de prostata son andrégeno-dependientes en su inicio,
pero incluso cuando se vuelven androgeno insensibles siguen teniendo receptores para los andrégenos, pero
desarrollan mas los receptores estrogénicos, con lo que pueden proliferar sin androgenos (14). Otros meca-
nismos implicados en la hormonoindependencia son la Bcl-2, la diferenciacion neuroendocrina y la amplifui-
cacion del receptor androgénico Xql1-q3.
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PATOLOGIA ONCOLOGICA LINFOIDE.

NUEVAS TECNICAS DE CITOGENETICA. DEL CARIOTIPO A LA MATRIZ DE EXPRESION

Dr. Juan C. Cigudosa
Unidad de Citogenética. Departamento de Genética Humana. Programa de Patologia Molecular. Centro Nacional
de Investigaciones Oncoldgicas Carlos I1I. Madrid

INTRODUCCION

El analisis citogenético de las células tumorales ha revelado la presencia de alteraciones cromosomicas clonales en
mas de 30.000 neoplasias humanas [1]. Hoy sabemos que la presencia de alteraciones cromosémicas aporta in-
formacién importante para los dos &mbitos mas esenciales de la salud publica: por un lado tienen valor diagndsti-
co y prondstico y, por otro, sefialan el camino a seguir para descubrir los oncogenes, responsables ultimos de la
enfermedad neoplasica. El conocimiento de la alteracion cromosémica asociada a un determinado diagnéstico
permite hacer un seguimiento de la evolucion de la enfermedad, valorar la respuesta a tratamiento y detectar y
cuantificar la enfermedad minima residual (EMR). Cada vez en mas protocolos clinicos, especialmente en neopla-
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sias hematologicas y sarcomas, las decisiones terapeuticas estan basadas, entre otros parametros, en el analisis
genético de las células neoplasicas [2-4].

En neoplasias hematoldgicas, gracias las grandes series publicadas, existe abudante informacién no sélo de las
alteraciones cromosdmicas que se asocian especificamente a un determinado tipo de leucemia y linfoma (Tablas 1)
[5], sino también del valor prondstico de las mismas [6,7]. Por ejemplo, la presencia en el cariotipo de un translo-
cacion t(8;14) (oncogen c-MYC) en un paciente con linfoma, confiere un pronoéstico muy desfavorable. Esta ob-
servacion llevaria a una actitud terapettica distinta y mas agresiva que si se detectara en el mismo diagnéstico una
alteracion cromosdmica de buen pronéstico, como por ejemplo un cariotipo hiperdiploide u otras translocaciones.
De hecho, en los linfomas, el analisis citogenético convencional presenta mas dificultades que en las leucemias:
los cariotipos tienden a ser mas complejos, el acceso al tejido implicado es mas limitado y la informacion recogida
hasta la fecha esta basada en clasificaciones histopatoldgicas no uniformes que dificultan su interpretacion. Sin
embargo, los estudios que han correlacionado los marcadores citogenéticos con el prondstico sugieren que, al
igual que en las leucemias, algunas alteraciones cromosomicas en linfomas tiene significacion pronostica inde-
pendiente [8].

En el caso de los tumores solidos hay factores, fundamentalmente metodoldgicos, que han frenado la incorpora-
cion del andlisis citogenético convencional a la rutina diagnostica, que pudiera complementar al diagndstico ana-
tomo-patologico. Entre los obstaculos técnicos para obtener metafases analizables a partir de muestras de tumor
caben destacar, entre otros: baja viabilidad celular debido a la necrosis de la muestra; necesidad de disgregacion
enzimatica de la muestra; contaminacion microbiana; “contaminacién’” con células normales y, por ultimo, debido
al tiempo de manifestacion clinica de la mayor parte de los tumores, la ocurrencia de alteraciones cromosomicas
muy complejas y variables que hacen dificil determinar el cambio cromosémico primario asociado con un tipo de
tumor [9]. En la actualidad se han descrito unas 100.000 alteraciones en mas de 30.000 neoplasmas, de los que
aproximadamente 21.000 son leucemias, 3.000 linfomas y 8.100 se refieren a tumores solidos [10]. Todas las
alteraciones cromosomicas descritas en cancer pueden ser consultadas en la base de datos del Proyecto de Altera-
ciones Cromosomicas en Cancer (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/CCAP).

La descripcion de alteraciones cromosdmicas asociadas especificamente a un tipo de cancer se ha constituido
como un paso previo a la deteccidon y localizacion de los genes implicados en la génesis tumoral. Se han identifi-
cado hasta el momento 1.800 puntos de rotura en las alteraciones cromosdmicas asociadas a neoplasias. Muchos
de ellos han sido ya caracterizados a nivel molecular lo que ha permitido la identificaciéon de nuevos oncogenes y
genes supresores de tumores [5,11]. Existen bases de datos actualizadas que permiten consultar informacion deta-
llada acerca de los aproximadamente 100 genes identificados hasta el momento en las 600 reordenaciones cromo-
somicas equilibradas y recurrentes asociados a neoplasias ~ humanas: http://www.ncbi.nlm.gov/CGAP y
http://infobiogen.fr/services/chromcancer.

Asi, cada dia son mas conocidas las alteraciones citogenéticas responsables de la transformacion neoplasica, y los
mecanismos moleculares que subyacen. En los linfomas, las translocaciones t(8;14), t(14;18), t(11;14) asociadas
a linfomas de Burkitt, folicular y manto, respectivamente, han permitido localizar y aislar los oncogenes implica-
dos en estas patologias: c-MYC, BCL1 y BCL2. En estos casos, el mecanismo molecular subyacente consiste en la
activacion de estos protooncogenes por yuxtaposicion con secuencias reguladoras de un gen de la cadena pesada
de las inmunoglobulinas (IgH), provocando una sobreexpresion de la proteina codificada por el protooncogén.

HERRAMIENTAS DE CITOGENETICA MOLECULAR Y SU APLICACION AL DIAGNOSTICO DE PRO-
CESOS NEOPLASICOS LINFOIDES
Hibridacion in situ con fluorescencia. FISH
Los dos componentes principales de la técnica de FISH convencional son la sonda de ADN marcada con fluo-
rescencia y la secuencia diana en la muestra tumoral para la cual es especifica. Es muy importante destacar que
no es una técnica de busqueda de nuevas alteraciones cromosomicas, sino que detecta tinicamente aquello que
buscamos, el resto del genoma permanece oculto. Podemos utilizar sondas de ADN de distintos tipos: centromé-
ricas (marcan unicamente las zonas centrémericas), de pintado cromosémico (marcan todo un cromosoma) o de
secuencias especificas de locus (marcan regiones cromosémicas de secuencia unica). Esta técnica complementa
perfectamente a la citogenética convencional en todas aquellas situaciones en las que no ha sido posible realizar
un cariotipo: disponer de metafases de poca calidad, o no haber obtenido metafases, o bien en los casos en los
que las alteraciones cromosomicas asociadas a un diagnostico son cripticas no visibles en el cariotipo. Entre las
demas ventajas de esta técnicas estarian:
*  Puesto que no es imprescindible analizar metafases, permite emplear ademas de tejidos frescos, muestras
congeladas y parafinadas, lo que hace esta técnica muy ttil en estudios retrospectivos de tumores solidos.
Es una técnica rapida (24h) y permite analizar un gran niimero de células en poco tiempo.
Detecta anomalias cromosémicas numéricas y estructurales siempre que dispongamos de las sondas.
Permite monitorizacion: seguimiento de una terapia antitumoral, deteccion de enfermedad minima residual,
deteccion temprana de recaidas y cuantificacion de células genéticamente alteradas.
Permite la deteccion de deleciones y amplificaciones génicas.

90



Al margen de sondas de “fabricacion propia”, existen en el mercado sondas de FISH para un gran nimero de
translocaciones en linfomas. Estan sefialadas en la Tabla 1.

Tabla 1. Translocaciones cromosémicas recurrentes en Linfomas no Hodgkin y genes implicados”
Alteracion citogenética Genes implicados Diagnéstico FISH
LNH-B:
Burkitt t(8;14)(q24;932) MYC-IGH Disponible 2001
t(2;8)(p11;q24) IGK-MYC
(8;22)(q24;q11) MYC-IGL
Folicular t(14;18)(q32;921) IGH-BCL2 Disponible
t(2;18)(p12;q21) IGK-BCL2
t(18;22)(q21;q11) BCL2-IGL
t(1;22)(q22;q11) FCGRIIB-IGL
DCG t(3;22)(q27;932) BCL6-IGL Disponible 2001
t(3;14)(q27;932) BCL6-IGH
t(2;3)(p12;q927) IGK-BCL6
t(14;15)(q32;q11-q13) IGH-BCLS8
t(10;14)(q24;932) NFKB2(LYT10)-IGH
t(14;18)(q32;q21) IGH-BCL2
t(8;14)(q24;q32) MYC-IGH
t(6;14)(p21;q32) CyclinD3-IGH
t(1;14)(q21;q32) MUC1-IGH
Manto t(11;14)(q13;932) BCL1(CyclinD1)-IGH  Disponible
Marginal:
Linfoplasmocitoide  t(9;14)(p13;q32) PAX5-IGH
Malt t(11;18)(q21;921) API2-MLT
t(1;14)(p22;q32) BCL10-IGH
Linfocitico (small)  t(14;19)(q32;q13) IGH-BCL3
Esplénico velloso t(7;14)(q21;q32) CDK6-1GH
t(2;7)(p12;q21) IGK-CDK6
Otros t(11;14)(q23;q32) PAFAH2-IGH
t(11;14)(g23;932) RCK-IGH
t(12;14)(q24;932) BCL7A-IGH
t(12;22)(q24;932) CyclinD2-IGL
LNHT:
Anaplasico K1+ t(2;5)(p23;q35) ALK-NPM Disponible
(ToB)
variable T t(10q24) NFKB2(LYT10)
t(7;14)(q35:q11) TRCB-TRCA/D
t(7;14)(p15;q11) TCRG-TCRA/D
t(7;7)(p15;q11) TCRG
t(11;14)(p13;q11) RBTN2-TRCD
inv(14))(q11q32) TCRA-TCLI1
t(14;14)((q11;932) TCRA-IGH
* La lista completa de alteraciones cromosémicas y genes implicados linfomas puede ser consultada en:
(http://www.ncbi.nlm.gov/CCAP)

Hibridacién genémica comparada (CGH)
Como se ha mencionado anteriormente, uno de los mayores problemas al que se enfrenta la citogenética con-
vencional es la ausencia de metafases. Una opcion adecuada ante este problema es el empleo de la CGH, una
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técnica que emplea ADN del tumor y obvia, por lo tanto, la necesidad de células en crecimiento. Ha sido utilizada
con éxito en linfomas y otros tumores solidos [12,13].
Esta técnica se basa en la hibridacion competitiva de dos ADN (tumoral y de refencia o normal), marcados con
distintos fluorocromos, sobre cromosomas normales. En condiciones normales, como la cantidad de ADN dispo-
nible de tumor y de referencia es la misma, el resultado de la hibridacién es un cromosoma de color homogeneo.
En condiciones patoldgicas, si el tumor contiene una ganancia cromosémica la cantidad disponible de ADN tumo-
ral es superior y la hibridacion marcara una desviacion hacia uno de los fluorocromos. Si en el tumor hay dele-
cion, la desviacion de color ird en sentido contrario. El software adecuado elabora un perfil medio para cada cro-
mosoma y el resultado final nos indica cuales son las zonas cromosomicas amplificadas o delecionadas para cada
paciente.
Las ventajas de esta técnica son:

No necesita células en cultivo del paciente (puede utilizarse ADN extraido de la muestra fresca o

simplemente del bloque de parafina)

Se puede trabajar con pequefios grupos celulares obtenidos por microdiseccion.
La principal desventaja es que con esta técnica no se pueden detectar translocaciones (solo se detectan ganancias y
pérdidas cromosdmicas).
La CGH ha contribuido significativamente al conocimiento actual de las alteraciones gendémicas en los linfomas.
Se han caracterizado los cambios genéticos de varios tipos histologicos [14-16, entre otros].
Todas las alteraciones cromosémicas, ganancias y pérdidas, descritas en cancer por CGH pueden ser consultadas
en la base de datos actualizada de la Universidad de Helsinki (http://www.helsinki.fi/~lgl www/CMG.html).

Cariotipo multicolor. SKY
Dentro de las técnicas citogenéticas de ultima generacion que utilizan la hibridacion in situ con fluorescencia
como método de identificacion de una determinada secuencia (sonda), y compitiendo con la CGH, merece un
capitulo aparte la técnica denominada Cariotipo Espectral Multicolor, cuya abreviatura, ya comercializada, es
SKY por el término inglés Spectral Karyotype.
Esta técnica identifica con una combinacion especifica de fluorocromos el material genético de cada par cromo-
somico. Es decir, “pinta” cada cromosoma de un color. Esto hace que el SKY sea, al menos tedricamente, la
herramienta de diagnéstico perfecta para la definicion de translocaciones o para la identificacion del material
cromosdmico que compone los cromosomas marcadores, de aparicion tan frecuentes en tumores. La realidad no es
tan excitante como la teoria hace suponer ya que esta técnica también tiene limitaciones y, en la practica diaria, su
excesivo precio y la complejidad de su analisis hace que, todavia, sea una técnica citogenética complementaria al
analisis tradicional. Sin embargo, las expectativas que ha levantado desde su descripcion [15] y los resultados
obtenidos hasta la fecha en leucemias agudas y otros tumores hematologicos [16-18] son muy halagiienas y nos
hace albergar un futuro mas que prometedor para este tipo de analisis, tanto por su fiabilidad como por las aplica-
ciones diagndsticas y de investigacion que se deriven de su utilizacion.
Ventajas o aportaciones del SKY:
*  Es extraordinariamente util para determinar translocaciones que se escapan al analisis por bandas G.
Es muy util para detectar el origen de segmentos cromosémicos no identificados (marcadores como el fa-
moso 14q+ de los linfomas pueden ser identificados ahora como translocaciones y detectar que cromosomas
estan implicados).
La identificacién cromosomica es univoca ya que esta relacionada con la sequencia genetica de cada cromo-
soma.
Entre las desventajas, sefialaremos:
*  El poder de resolucion es el mismo que la citogenética convencional, es decir, al menos una banda cromo-
somica ha de estar translocada.
Es una técnica poco util para detectar alteraciones que no supongan intercambio de material genético entre
cromosomas, como deleciones o inversiones.
Necesita metafases (células en cultivo) de la muestra en estudio.

MICROCHIPS DE ¢cDNA. MATRICES DE EXPRESION

Como ultima herramienta para el estudio y clasificiacion de las neoplasias mieloides, hemos de mencionar los
analisis de expresion mediante microchips de cDNA, cDNA arrays o matrices de expresion. El propdsito de esta
ponencia es apuntar hacia las nuevas tecnologias y en este simposium existe otra contribucion que trata el tema de
microchips en profundidad. Unicamente mencionar el ya clasico trabajo de Alizadeh y cols [19] que puso de ma-
nifiesto que esta herramienta puede ser muy util para discriminar aquellos pacientes afectados de linfoma difuso
de células B con peor pronostico. Estos estudios son preliminares y, entre la discriminacion propuesta basada en
los patrones de expresion no se tuvieron en cuenta, por carecer de ellos, los datos provinientes de la citogenética
de cada tumor. Estamos convencidos de que la complementariedad de los datos citogenéticos sera de gran ayuda
en un futuro proximo para el analisis de los resultados obtenidos mediante los microchips de cDNA.
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THE IMPACT OF DNA MICROARRAY TECHNOLOGY IN THE UNDERSTANDING OF LYM-
PHOPROLIFERATIVE DISORDERS

Andreas Rosenwald, M.D., Louis M. Staudt, M.D., Ph.D.
Metabolism Branch, National Cancer Institute,
National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA

Since the initial distinction of Hodgkin’s disease from other malignant and reactive conditions, lymphoma classifi-
cations have been controversial. The most recent classification scheme, which was published in 1994 as the ‘Re-
vised European-American Classification of Lymphoid Neoplasms’ (REAL), is based on a list of disease entities,
which are defined by a combination of morphological, immunophenotypical, genetic and clinical features (1).
There is little doubt, however, that various entities in this classification still comprise lymphoma cases that show a
marked heterogeneity in their clinical behavior, e.g. in their response to chemotherapy or overall survival.

Recent technical advances made it possible to quantitate the expression of thousands of genes in parallel using
complementary DNA microarrays (2). It is hoped that genomic-scale expression profiling will elucidate many
aspects of cancer biology, cancer diagnosis, and the mechanisms underlying susceptibility and resistance to treat-
ment.

Approximately 90% of human non-Hodgkin’s lymphomas (NHL) are derived from B-lymphocytes. A major com-
ponent of the biological potential of a cancer cell is likely to be inherited from its normal counterpart and, there-
fore, each NHL subtype has been provisionally assigned to a particular stage of B-cell differentiation based on
immunophenotypical markers together with analysis of immunoglobulin gene rearrangement and mutation.

By using genome-scale gene expression profiling we wanted to address whether we could (a) generate molecular
portraits of distinct NHL subtypes; (b) identify previously not recognized clinically relevant subtypes; (c) relate
each subtype to normal stages of B-cell development. We designed a specialized microarray — termed the ‘Lym-
phochip’ (3,4) — by selecting genes that play a role in normal and malignant lymphocyte biology, immunology and
cancer. Furthermore, a large proportion of clones including thousands of EST’s from so far unknown genes was
chosen from a germinal center B-cell library (4). The ‘Lymphochips’ were used to characterize gene expression
patterns in diffuse large B-cell lymphoma (DLCL), follicular lymphoma (FL) and chronic lymphocytic leukemia
(CLL) as well as their relationships to gene expression profiles obtained from various normal stages of B-cell
development. Approximately 1.8 million measurements of gene expression from 96 normal and malignant lym-
phocyte samples were analyzed using a hierarchical clustering algorithm. Although no information on the identity
of the samples was used during the clustering process, the algorithm segregated recognized subtypes of NHL and
different stages of B-cell differentiation and activation based on similarities in their global gene expression pat-
terns demonstrating that each category has its own gene expression signature. The expression profiles obtained
from follicular lymphomas shared significant features with the patterns seen in normal germinal center B-cells,
whereas the patterns in chronic lymphocytic leukemia cells did not resemble those in germinal center cells but
instead were reminiscent of resting peripheral blood lymphocytes. As for DLCL, the initial clustering dendrogram
suggested that their expression patterns might be inhomogeneous. Clinically, about 40% of patients with DLCL
respond well to current chemotherapy regimens and have prolonged survival, whereas the remainder succumb to
the disease. We could show that there is a considerable diversity in gene expression among DLCL cases reflecting
variation in their proliferative activity, host response and B-cell differentiation stage. Based on gene expression
profiling we identified two molecularly distinct forms of DLCL which display expression patterns indicative of
different stages of B-cell differentiation. The ‘germinal center B-like DLCL’ expressed genes characteristic of
normal germinal center B-cells, whereas the ‘activated B-like DLCL’ expresses genes that are normally induced
during in vitro activation of peripheral blood B-cells. The molecular differences between these two forms of
DLCL were accompanied by a remarkable divergence in clinical behavior: 76% of germinal center B-like DLCL
patients were still alive after five years, as compared to only 16% of ‘activated B-like DLCL’ patients, suggesting
that these subgroups of DLCL should be considered separate entities (5).

In a recent study, we used ‘Lymphochips’ to further illuminate the gene expression phenotype in B-cell chronic
lymphocytic leukemia (CLL), a malignancy of mature B-cells with a characteristic clinical presentation but a vari-
able clinical course. It has been observed that the rearranged immunoglobulin (Ig) variable genes in CLL cells may
be either germ-line in sequence or somatically mutated and the lack of Ig mutations defined a distinctly worse
prognostic group of CLL patients (6,7). This finding suggests that CLL might comprise two different diseases that
have been lumped together using current standard diagnostic methods. Using genomic-scale gene expression pro-
filing we defined a common CLL gene expression ‘signature’ that is characteristic of all CLL cases, irrespective of
Ig mutational status. Nonetheless, the expression of hundreds of other genes correlated with the Ig mutational
status. These genes might provide a new molecular framework for understanding the etiology of this leukemia and
the divergent clinical courses of these patients. The differential expression of these genes was also used to build a
CLL subtype predictor that may help in the clinical classification of patients with this disease.
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INFLUENCIA DEL DIAGNOSTICO ANATOMOPATOLOGICO EN EL MANEJO CLINICO DE LOS
LINFOMAS.NUEVAS TERAPEUTICAS BIOLOGICAS EN EL TRATAMIENTO DE LOS LINFOMAS.

I Ezpeleta, A. Elésegui. Servicio de Hematologia-Hemoterapia. Hospital Virgen del Camino. Servicio Navarro de
Salud-Osasunbidea. Pamplona.

En condiciones ideales, quizas reales en el futuro préximo, cada tipo de linfoma deberia tener un trata-
miento a la carta en funcion de sus caracteristicas bioldgicas, como ya sucede con la erradicacion del Helicobacter
Pilori en el linfoma MALT gastrico, el 4cido retinoico en la Leucemia Aguda Promielocitica y con el inhibidor de
la tirosin-quinasa STI571 en la Leucemia Mieloide Crénica . Sin embargo, en la practica clinica actual, las opcio-
nes para tratar los linfomas son limitadas, y la mayoria de los pacientes reciben unas pocas opciones terapéuticas.
En su eleccion, el subtipo histoldgico del tumor es el primer aspecto que los clinicos consideramos, pero no es el
unico ni, en muchos casos, el mas importante.

El esquema mental que subyace al decidir un tratamiento comienza con el diagnostico anatomopatologi-
co, continua con el estadiaje y la obtencion de otros factores con relevancia pronostica, sigue con la consideracion
de las caracteristicas, los deseos y las expectativas del enfermo, y se puede modificar en funcion de la respuesta
y/6 la toxicidad. Esto explica el éxito entre los clinicos de la “Working Formulation for clinical usage” de 1982, y
las propuestas para establecer grupos clinicos con implicacion pronodstica y terapéutica en las nuevas clasificacio-
nes (1) (tabla 1).

Tabla 1.Clasificacion pronéstica y terapéutica de los linfomas

LINFOMAS INDOLENTES CELULAS B *DE LINFOCITOS PEQUENOS
*LINFOPLASMOCITOIDE
*DE LA ZONA MARGINAL
*CENTROFOLICULARES
CELULAS T *LINFOMAS T CUTANEOS

*LEUCEMIA DE LINFOCITOS
GRANDES GRANULARES

LINFOMAS AGRESIVOS CELULAS B *DE CELULAS DEL MANTO
*DIFUSO DE CELULA GRANDE

CELULAST *ANAPLASICO DE CELULA GRANDE
*OTROS T PERIFERICOS
LINFOMAS MUY AGRE-|CELULAS B *LINFOBLASTICO
SIVOS *BURKITT
CELULAST *LINFOBLASTICO

ENFERMEDAD DE HODGKIN
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Enfermedad de Hodgkin

En la enfermedad de Hodgkin, los diferentes subtipos histoloégicos no implican en la actualidad diferen-
cias en el estudio de extension ni en el tratamiento, con la excepcion del predominio linfocitico nodular localizado,
en los que la radiorapia de la zona afectada parece ser suficiente (2 ). El estudio de extension no difiere del de los
linfomas no Hodgkin, ya que la esplenectomia de Kaplan ha caido en desuso, por las mejores técnicas de imagen y
la generalizacion del tratamiento combinado quimio-radioterapico para estadios clinicos localizados. En ellos, se
obtiene una supervivencia global a los 10 afios del 80 %, tanto con radioterapia como con tratamientos combina-
dos quimio-radioterapicos, pero las recidivas (32,7% a los 10 afios) se reducen a la mitad al asociar quimioterapia
3).

En estadios avanzados, el tratamiento con poliquimioterapia ABVD (Adriamicina, Bleomicina, Vinblasti-
na y Dacarbacina) ha desplazado a otros tratamientos basados en el MOPP (Mostaza nitrogenada, Oncovin 6 vin-
crisul, Procabarzina y Prednisona), primer tratamiento eficaz en esta enfermedad, por su mayor eficacia antitumo-
ral, su menor capacidad de producir esterilidad y su menor poder leucemégeno al no incluir alquilantes (4 ). Otros
tratamientos mas intensos estan siendo probados en ensayos clinicos y es necesario un mayor seguimiento para
establecer su papel en esta enfermedad que, por su relativo buen pronostico, permite la aparicion de complicacio-
nes tardias del tratamiento, como las enfermedades cardiacas por la radioterapia cardiaca y las antraciclinas
(Adriamicina) y los tumores secundarios.

Linfomas no-Hodgkin muy agresivos

El tratamiento de este grupo, con protocolos basados en los empleados para las leucemias agudas linfo-
blasticas, depende de forma primordial del diagndstico anatomo-patologico de linfoma de Burkitt 6 linfoblastico,
ya que los primeros responden a dosis altas y fraccionadas de ciclofosfamida , metotrexate y citarabina (5). En los
linfoblasticos se utilizan protocolos similares a los de las leucemias agudas linfoblasticas.

Linfomas no-Hodgkin agresivos

El tto convencional de este grupo de linfomas se ha basado en el utilizado para los linfomas difusos de
celulas grande, por ser los mas frecuentes y porque, aunque se conoce que otros subtipos tienen caracteristicas y
pronosticos diferentes, no existen estudios prospectivos amplios y randomizados en los que basar un tto diferen-
ciado.

El tratamiento de los estadios localizados incluye bien radioterapia de campos afectos, a dosis entre 36 y
45 Gy, combinada con 3 ciclos de quimioterapia CHOP, 6 bien 8 ciclos de quimioterapia CHOP aislada (6).

El tratamiento convencional de los estadios avanzados se basa en la quimioterapia CHOP desarrollada
hace mas de 20 afios. Un trabajo colaborativo de fase III de varios grupos estadounidenses, que incluy6 a mas de
1.200 pacientes establecid que otros tratamientos mas intensos 6 con mas farmacos, llamados de tercera genera-
cion como ProMACE-CytaBOM (Prednisona, Metotrexate, Adriamicina, Ciclofosfamida, Etoposido, Citarabina,
Bleomicina, Vincristina) y MACOP-B (Metotrexate, Adriamicina, Ciclofosfamida, Vincristina, Prednisona,
Bleomicina) no mejoraban las respuestas ni la supervivencia, pero aumentaban la toxicidad grave del 1 al 6 % (7).
Los pacientes que alcanzan remisiéon completa y presentan factores pronésticos desfavorables, con un Indice Pro-
noéstico Internacional (tabla 2 ) alto ¢ intermedio-alto, con una edad y un estado general adecuados, reciben trata-
miento de consolidacién con quimioterapia intensiva seguida de autotransplante de progenitores hematopoyéticos,
en base a los resultados de 3709 pacientes incluidos en el estudio francés GELA-LNH-87 (8), confirmados por
otros grupos.

Tabla 2 . Indice Pronéstico Internacional.

RIESGO N° de factores desfavorables Factores desfavorables
Bajo 0-1 Edad>=60afios
Bajo-intermedio 2 LDH >normal
Alto-intermedio 3 Estadiolll-IV ~ Afectacion
Alto 4-5 extranodal >1

Estado general ECOG>=2

Linfomas no-Hodgkin indolentes.

El tto convencional de este grupo se ha basado en el utilizado para los linfomas foliculares, que son los
mas frecuentes. La reciente definicion de otros subtipos histoldgicos y su menor incidencia explican que no existan
estudios prospectivos amplios en los que basar recomendaciones terapeuticas diferenciadas, con la excepcion de
los linfomas MALT gastricos localizados que responden a la erradicacion del Helicobacter Pilori y los linfomas de
la zona marginal esplénica que responden a la esplenectomia.

El tratamiento inicial depende, en primer lugar de la extension. En estadios localizados I-1I de Ann-Arbor,
el tratamiento de eleccion es la radioterapia de las zona afectadas y adyacentes, a dosis de 30 Gy, con superviven-
cias libres de enfermedad del 40-50 % a los 10 afios (9).
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Sin embargo, la mayoria debutan en estadios avanzados III-IV y, aunque responden al tratamiento, no
son curables en la actualidad, aunque permiten una supervivencia de 6 a 12 afos, con frecuentes recidivas. Por
todo ello, el tratamiento convencional es paliativo y, se inicia cuando hay sintomas, datos de progresion, alteracion
de la hemopoyesis ¢ gran masa tumoral, manteniendo hasta entonces la actitud denominada “watch and see“ y por
otros “watch and live” (10) que no compromete la supervivencia.

Cuando es preciso iniciar el tratamiento las opciones convencionales incluyen, por orden de respuesta y
toxicidad, aunque con una supervivencia global similar: los alquilantes orales como el Clorambucil (Leukeran) 6
la poliquimioterapia de baja toxicidad tipo COP (Ciclofosfamida , Oncovin 6 Vincrisul y Prednisona) 6 de mode-
rada toxicidad tipo CHOP (COP+ Adriamicina ). Ninguno de ellos mejora la supervivencia en los grados histolo-
gicos [ y I (11). La adicion de interferon-a al tratamiento tipo CHOP prolonga la duracion de la remision, al me-
nos en algunos estudios (12). Los analogos de las purinas, como la fludarabina, s6los 6 asociados a otros citostati-
cos producen remisiones completas en un 35-89 %, pero su lugar en el tratamiento de estos linfomas esta aun por
definir (13).

NUEVAS TERAPEUTICAS BIOLOGICAS EN EL TRATAMIENTO DE LOS LINFOMAS.

A pesar de los progresos realizados en los ultimos afios en el diagnostico, la estratificaciéon pronoéstica, y
el soporte con factores de crecimiento de granulocitos, todavia muchos de nuestros pacientes fallecen por su en-
fermedad. La avanzada edad de muchos de ellos y la toxicidad de algunos tratamientos hacen deseable conseguir
alternativas mas eficaces y menos toxicas. Algunas de ellas, ya disponibles 6 en el horizonte cercano, son mencio-
nadas a continuacion.

Anticuerpos monoclonales. Una reciente incorporacion a la practica clinica es el uso de anticuerpos mo-
noclonales. El tunico disponible para uso clinico es el rituximab, un anticuerpo monoclonal anti-CD20 aprobado en
nuestro pais para los linfomas foliculares, en recidiva 6 resistentes, con la denominacion MabThera®. El antigeno
CD 20 esta expresado de forma intensa en practicamente todas las células de estirpe linfoide B, pero no en las
células madres hematopoyéticas , tiene una expresion estable, no es ocultado ¢ internalizado tras su union al
anticuerpo y, por ello es considerado como una diana ideal para los linfomas B.

El rituximab es un monoclonal quimérico, que combina la region variable de un anticuerpo monoclonal
murino especifico anti-CD 20 con las regiones constantes de inmunoglobulinas (Ig) de clase IgG1 humana, que
son las que activan la respuesta inmune. El hecho de que la regidon constante (Fc) sea humana y no murina es im-
portante porque disminuye su inmunogenicidad. Los mecanismos de accion del rituximab son la citotoxicidad
dependiente del complemento, la citotoxidad dependiente de anticuerpo y, al menos “in vitro”, la inducciéon de
apoptosis por activacion de las proteasas caspasa-3, y el aumento de la toxicidad de algunos medicamentos qui-
mioterapicos convencionales.

En el estudio que motivé su aprobacion para uso clinico, en 166 pacientes con linfoma de bajo grado en
recidiva 6 resistentes, con 4 dosis semanales de 375 mg/m” i.v. se obtuvieron respuestas objetivas en el 48 %, y
en el 6 % remisiones completas, algunas de ellas moleculares, con una duraciéon mediana de 1 afio (14). Los efec-
tos adversos mas frecuentes son fiebre, escalofrios 6 nauseas, y son muy poco frecuentes las complicaciones infec-
ciosas, mielosupresion u otras reacciones graves.

En pequeiios ensayos asociando quimioterapia CHOP se obtienen hasta 95 % de respuestas (15). Estan en
marcha ensayos clinicos de fase III que incluyen rituximab s6lo 6 con otros fArmacos en LLC, mieloma multiple,
macroglobulinemia, tricoleucemia, primera linea de linfomas de bajo grado, linfomas difusos de célula grande, de
células del manto, en el transplante de progenitores hematopoyéticos, en enfermedad de Hodgkin y en enferme-
dades autoinmunes. En los proximos afios quedara establecida su papel en el manejo de estos procesos.

Otros anticuerpos monoclonales no aprobados para uso clinico, entre ellos los anti-CD 20 conjugados con
isotopos radioactivos (*), estan recogidos en la tabla 3.

Tabla 3. Otros anticuerpos monoclonales

ANTICUERPO DIANA CELULAS ENFERMEDADES
Campath 1H CD52 Mononucleares LLC,PLL,LNH
HLL2 CD22 B maduras LNH-B
HulD10 HLA-DR B, Macrofagos, LNH-B
Dendriticas
HuM291 CD3 T maduras Psoriasis, transplante renal, LNH-T
B -tositumomab* CD20 B maduras LNH-B
IDEC-Y2B8* CD20 B maduras LNH-B
Lym-1 HLA-D B, Macrofagos, LNH-B
Dendriticas

LLC:Leucemia Linfatica Cronica; PLL:Leucemia Prolinfocitica; LNH:Linfoma no Hodgkin ; (*) combinado con
isotopos radioactivos.
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Oligonucleotidos “anti-sentido”. Son secuencias cortas sintéticas de DNA de cadena unica, complementarias del
DNA 6 RNA mensajero de un gen de expresion aberrante, que bloquean la transcripcion DNA>RNA 6 traduccion
RNA>proteina, y disminuyen la sintesis de la proteina final anomala 6 excesiva. Aunque en teoria parecen muy
interesantes, existen multiples problemas practicos para disefiarlos y para hacerlos llegar a su diana (16).

En algunos linfomas, los altos niveles de proteina bcl-2 bloquean la apoptosis y la muerte celular tras la
quimio 6 radioterapia, por lo que algunos investigadores han intentado bloquear esta proteina con oligonucleé6tidos
anti bel-2. En un estudio de fase I, se trataron 9 pacientes con linfomas refractarios y con alta expresion de protei-
na bcl-2, con infusion subcutidnea de oligodeoxinucleétido anti-bcl-2. En 2 se observo disminucion de masa tumo-
ral en TAC y, en otros 2, una disminucion del numero de linfocitos tumorales circulantes, con efectos adversos
leves. En 2 de los 5 pacientes en los que se cuantificod la proteina bcl-2, mediante citometria de flujo, se objetivo
una disminucién (17 ). Otros ensayos con bcl-2 antisentido (G3139, Genta USA) estan en marcha.

Vacunas anti-idiotipo. La secuencia de la region variable (idiotipo) de la Ig de superficie de los linfomas B, es
caracteristica de cada clon y, por tanto, un marcador especifico del tumor. La vacunacion con esta proteina, 6 con
la secuencia de DNA complementario al gen que la codifica, induce una respuesta inmune, humoral y celular,
capaz de erradicar la enfermedad minima residual en linfomas de bajo grado y en mielomas. Estdn en marcha
ensayos clinicos con vacunas anti-idiotipo proteinicas y DNA (18).

Minialotransplantes. En los transplantes clasicos, el acondicionamiento con dosis supraletales de quimio 6 de
radioterapia pretende erradicar tanto la hemopoyesis como las células tumorales del receptor. En la actualidad se
sabe que parte de su eficacia antitumoral depende del efecto injerto contra tumor (GVM), estrechamente vinculado
al efecto injerto contra huésped (GVH) y mediado por los linfocitos T del donante .

En un minialotransplante se utilizan regimenes de acondicionamiento menos intensos, mas inmunosupre-
sores que mieloablativos, que no destruyen el sistema linfohematopoyético del receptor pero evitan el rechazo del
injerto. Tras inocular el injerto, coexisten células del donante y del receptor (quimerismo mixto), se establecen
reacciones de injerto contra-huésped (GVHD en ingles), injerto contra tumor (GVM en inglés) y huésped contra
injerto (HVG en inglés) que se pueden modular mediante el ajuste del tratamiento inmunosupresor, 6 la infusion
de linfocitos del donante postransplante (19). Con esto se pretende disminuir la mortalidad del alotransplante con-
vencional y hacerlo extensible a mas pacientes.

Se estan realizando ensayos clinicos tanto en hemopatias malignas, incluyendo linfomas, como en tumo-
res solidos, inmunodeficiencias, enfermedades genéticas y autoinmunes. En la tabla 4 se recogen las caracteristi-
cas de las series mas amplias .

Tabla 4. Algunas series de minialotransplantes presentadas en el congreso de la Asociacion Americana de Hema-
tologia de 1999.

Autor n Diagnostico Donante MRT %
Dia +100
Slavin 70 LMC 19; LA 33; LNH 17;| Emparentado 54 7
MM:1 No emparentado 16
Giralt 86 LMC 27; LA 37; LNH 13 | Emparentado 46 42
No emparentado 40
McSweeney 44 LMC 8; LA 13; Emparentado 44 6,8
LLC 8; MM 8;
LINFOMAS 7.
Michellet 92 LMC 12; LA 30; LNH 19;| Emparentado 92 48
MM 14;
LINFOMAS 7.

LMC: Leucemia Mieloide Croénica; LA: Leucemia Aguda; LNH: Linfoma no Hodgkin; MM: Mieloma Multiple;
MRT: Mortalidad Relacionada con el Transplante.
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PATOLOGIA ONCOLOGICA DEL APARATO DIGESTIVO
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Se describe el es6fago de Barrett como una lesion de esofago distal estrechamente relacionada con el re-
flujo gastro-esofagico en la que se produce un reemplazamiento del epitelio normal estratificado por un epitelio de
tipo cilindrico. Este fendmeno de metaplasia esta bien documentado mediante endoscopias seriadas con tomas
bidpsicas en pacientes con esofagitis por reflujo y puede ser reproducido en animales de experimentacion. Debido
a que el epitelio columnar es mas resistente a los efectos del acido que el epitelio escamoso, el desarrollo de un
epitelio de Barrett parece constituir un mecanismo protector frente al reflujo gastroesofagico. El precio de esta
proteccion es, sin embargo, alto ya que el esdéfago de Barrett es una lesion con potencial de malignidad.

La primera referencia sobre es6fago de Barrett se realiza a principios de este siglo por el patélogo W.
Tileston, quien describi6 diversos casos de ulcera péptica en esdéfago, haciendo notar que el epitelio que rodeaba
estas lesiones guardaba estrechas similitudes con el encontrado en las ulceras pépticas gastricas. Los primeros
autores en mencionar la presencia de células caliciformes en lesiones de esdfago de Barrett fueron Bosher y Tay-
lor en 1951 y la importancia asignada a esta lesion en relacion con su potencial de malignizacion se puso ensegui-
da de manifiesto.

La media de edad de los pacientes con esofago de Barrett esta entre 55 y 65 afios con una distribucion
que parece binodal entre el nacimiento y los 15 afios y entre los 40 y los 80 afios de edad, lo que probablemente
esta en relacion con distintas etiopatogenias, habiéndose propuesto una etiologia diferente para nifios y adultos
(Wright 1996, Hassall 1993). Estudios poblacionales muestran una prevalencia de enfermedad de Barrett de 0,8%
a 3,9%, pero es mas alta en pacientes con sintomatologia de reflujo gastroesofagico en los que la prevalencia varia
entre el 2,5% al 24%. En estudios autdpsicos se ha encontrado una prevalencia de esta enfermedad 21 veces ma-
yor que la de la poblacidn sintomatica, indicando que el es6fago de Barrett puede ser asintomatico y permanecer
ignorado. Estos datos sugieren que hasta un 5% del total de la poblacion tiene esdfago de Barrett, de tal forma que
solamente una caso de cada veinte es detectado en vida (Cameron 1990). Invariablemente, las series estudiadas
muestran una mayor frecuencia en hombres cercana al 80%, habiéndose involucrado al mayor consumo de alcohol
y tabaco en este fenomeno.

Clasicamente, se ha definido el es6fago de Barrett como “la presencia de epitelio columar en mucosa de
esdfago distal, generalmente asociada a reflujo gastrointestinal”. Esta definicion excluye otro tipo de lesiones
como la heterotopia gastrica del esofago cervical y se muestra util si la lesion es extensa y endoscopicamente bien
detectable. Sin embargo, en la practica, el diagnostico de enfermedad de Barrett ha planteado y plantea problemas
de tipo técnico y conceptual atn no del todo aclarados.

En primer lugar, existen problemas de tipo practico en la identificacion de la zona de unidn entre el es6-
fago y el estobmago. Esta zona ha sido definida de diferentes formas por anatomistas, fisidlogos, radidlogos y
endoscopistas. A efectos practicos, parece que la identificacion de esta zona por los endoscopistas en el momento
de la toma bidpsica seria la mas aconsejable. En condiciones normales esta zona es facilmente identificable y
coincide con aquella zona en la que el esdéfago pierde su conformacidn tubular para continuarse con el area sacular
gastrica. Sin embargo, esta conformacion sufre variaciones fisiologicas peristalticas y de translaciones durante la
inspiracion-espiracion y, por otra parte se ve grandemente afectada en condiciones patoldgicas que frecuentemen-
te acompafian al esofago de Barrett. Asi, en muchos de estos pacientes se encuentra una hernia hiatal asociada por
lo que el esfinter esofagico distal y la llamada linea Z (unién escamo-glandular) pueden trasladarse a una posicion
mas proximal. Por otra parte, la linea Z estad normalmente situada dentro del esfinter distal esofagico que tiene una
longitud aproximada de 3 cms. De esta forma, un trayecto de mas de 2 centimetros del es6fago distal puede estar
recubierto en condiciones no patoldgicas de una mucosa gastrica de tipo cardial.

En relacion con estos problemas de tipo practico, una mas completa definicion de es6fago de Barrett fue
ampliamente establecida, como “la presencia de epitelio columar en mucosa de eséfago distal, generalmente
asociada a reflujo gastrointestinal en una lesién endoscépicamente localizada a mas de 3 centimetros por en-
cima del margen tubular distal del es6fago”. Con esta definicion se asegura que al menos hay un centimetro de
epitelio metaplasico. Sin embargo, este margen de seguridad hace que exista la posibilidad de exclusion de autén-
ticas lesiones de esofago de Barrett existentes en individuos en los que la posicion de la linea Z sea baja o incluso
normal.

100



Clasicamente, en relacion al tipo de mucosa metaplasica encontrada, se han distinguido tres tipos de
esofago de Barrett: a) cardial, cuando la mucosa mimetiza la mucosa gastrica cardial; b) fundico, cuando la muco-
sa incluye células parietales; y ¢) especializado, cuando hay presencia de células mucosecretoras de tipo intestinal
(células caliciformes y/o columnares secretoras de sialo- y/o sulfomucinas).

Los dos primeros tipos de mucosa de Barrett son indistinguibles de la mucosa normalmente encontrada
en la vecindad del cardias y ello ha hecho que muchos autores hayan limitado el diagnostico de es6fago de Barrett
a aquellos casos en los que la mucosa presenta areas de metaplasia intestinal. Por tanto, una nueva definicion hoy
ampliamente aceptada es la de “la presencia de epitelio columar con areas de metaplasia intestinal en mucosa
de esofago distal, generalmente asociada a reflujo gastrointestinal”. Al estar asociada estrechamente la metapla-
sia intestinal a un riesgo de transformacion maligna del epitelio de Barrett, esta definicion tiene la ventaja de que
solo incluye los individuos con es6fago de Barrett de alto riesgo.

Sin embargo, por su propio caracter restrictivo, esta definicion ofrece algunos aspectos negativos. En
primer lugar, parece que, especialmente en la poblacion infantil, es frecuente una verdadera mucosa de Barrett sin
fenémenos de metaplasia intestinal (Cooper 1987, Kohler 1988). Por otra parte, existen datos que sugieren que la
presencia de metaplasia intestinal en el es6fago de Barrett es un fendémeno que en cierta forma esta asociado a la
edad o a la duracion de la enfermedad (Qualman 1990). Finalmente, la ausencia de metaplasia intestinal, una le-
sion que se presenta de forma multifocal, en muchos casos esta sin duda relacionada con un simple error de mues-
treo, pudiendo de esta forma dejar de considerarse casos con esta patologia.

Por otra parte, la evidencia de un epitelio columnar con metaplasia intestinal en una biopsia de es6fago
distal no excluye la posibilidad de que esta haya sido tomada de la mucosa cardial gastrica. Los fendmenos de
metaplasia intestinal en este area son mas frecuentes de lo que se creia y se han descrito hasta en un 15-23% de
pacientes sometidos a endoscopia gastrica (Spechler 1994, Morales 1997) asi como asociadas a adenocarcinomas
del area cardial (Cameron 1995).

Parece bien establecido en la actualidad que la metaplasia intestinal, tanto sobre un es6éfago de Barrett
como sobre una gastritis cronica atrofica de antro o cuerpo gastricos, constituye una lesion precursora de cancer.
Sin embargo, si existe una lesién premaligna de este tipo en cardias, no es un hecho atn aclarado. Por ello, de
acuerdo con Spechler (1994), clasificamos la metaplasia columnar en eséfago distal y union cardioesofagica de la
siguiente forma:

Lesion Relacion con el adenocarci- Seguimiento endoscopico
noma

Esofago de Barrett con Si Si

metaplasia intestinal (cada 1-2 afios)

Esofago de Barrett sin metapla- Improbable No

sia intestinal (Si, en grupos de riesgo)

Epitelio columnar con metapla-
sia intestinal en union cardioe- Probable Probablemente si
sofagica

ADENOCARCINOMA DE BARRETT

En general, al menos un 90% de todos los canceres de esdfago corresponden a carcinomas escamosos y,
aproximadamente, un 6% son adenocarcinomas. Sin embargo, la incidencia de adenocarcinomas de esofago distal
y cardias esta incrementdndose dramaticamente en algunas regiones habiendo incluso sobrepasado en algunas de
ellas a la del carcinoma escamoso. Diversos estudios realizados en Estados Unidos y Europa han demostrado un
rapido incremento en la incidencia de adenocarcinoma de es6fago y cardias desde principios de los afios 70 (Blot
1991, Yang 1988, Powell 1990, Levi 1991, Hamson 1993, Moller 1992). Asi, entre 1976 y 1987, la incidencia de
adenocarcinoma de es6fago en hombres blancos en Estados Unidos se increment6 en un 100%, un aumento mayor
que el de cualquier otro tumor maligno. Antes de 1970 el adenocarcinoma de esdfago constituia menos del 8% de
todos los carcinomas primarios de eso6fago(NCI 1975, Raphael 1966, Hesketh 1989, Alpern 1989), mientras que el
resultado de algunos estudios llevados a cabo en la mitad de los afios 70 y 80 mostraron que este porcentaje se
habia incrementado hasta el 17-30% (Blot 1991, Hesketh 1989, Alpern 1989). Estudios similares efectuados en
Europa mostraron idéntica tendencia (Powell 1990, Moller 1992, Tuyns 1992, Sutton 1992). En Estados Unidos el
adenocarcinoma de es6fago es encontrado predominantemente en varones blancos, con una relacion blanco:negro
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de 3,1 y una relacion hombre:mujer de 7,6. La razén para este incremento en los adenocarcinomas de es6fago es
por el momento desconocida. Sin embargo, este aumento en la incidencia de estos tumores es real y no esta en
relacioén con una mejor técnica en el diagndstico endoscdpico, con variaciones geograficas o con cambios en la
clasificacion de tumores de cardias y del esofago distal.

Aunque el es6éfago de Barrett es la consecuencia de un reflujo gastroesofagico severo, todavia permanece
sin aclarar que componentes del reflujo son importantes en el desarrollo de la metaplasia intestinal y el cancer.
Algunos investigadores creen que el contenido duodenal es mas importante que el &cido o la pepsina. Estudios
experimentales en animales, con o sin la administracion de carcin6genos, muestran que el reflujo duodenogastroe-
sofagico induce la aparicion de es6fago de Barrett y de adenocarcinomas (Attwood 1992, Miwa 1994, Mirvish
1993, Seto 1991, Pera 1989). Asimismo, algunos estudios de pH-metria efectuados en humanos implican a un
incremento en el reflujo duodenogastroesofagico en la etiologia del esofago de Barrett y del adenocarcinoma
(Stein 1992, Gillen 1988, Attwood 1989). Finalmente, se ha implicado al uso de antagonistas de receptores de la
histamina (cimetidina) con el cancer de es6fago (Colin-Jones 1991). Sin embargo, los resultados de otros estudios
efectuados no apoyan esta tesis (Chow 1995, Moller 1989). Algunos autores han sugerido que la terapia médica
supresora de acido puede haber contribuido al incremento epidémico del esdéfago de Barrett y del adenocarcinoma
de eso6fago mediante la produccion de un aumento del reflujo del contenido duodenal (Attwood 1992, Mirvish
1993, Stein 1992, Miwa 1995, Pera 1993).

La asociacion entre adenocarcinoma de esoéfago distal y es6fago de Barrett fue bien establecida durante
los afios 70. Diversos autores llamaron la atencion sobre el hecho de que el epitelio que rodeaba a los adenocarci-
nomas esofagicos era de tipo columnar y que invariablemente contenian areas de metaplasia intestinal que, fre-
cuentemente, ofrecian cambios displasicos. Aunque no exenta de controversias, cada vez se fue haciendo mas
claro que la metaplasia de tipo intestinal era la lesion que mas predisponia a la aparicion de transformacion malig-
na en el esofago de Barrett. En la actualidad, esta bien establecido que la mayoria de los casos de adenocarcinoma
afectando al es6fago distal asientan sobre una lesion previa de es6fago de Barrett con cambios de metaplasia intes-
tinal, siendo esta lesion culpable del riesgo de malignizacion del esofago de Barrett.

El adenocarcinoma de Barrett es, pues, un proceso que se desarrolla en el tiempo a través de diversas
lesiones entre las que, como en otras localizaciones, el evento principal parece ser el desarrollo de una metaplasia
de tipo intestinal. En respuesta al reflujo gastroesofagico, el epitelio escamoso estratificado normal del es6fago es
ulcerado y reemplazado por un epitelio de tipo columnar metaplasico que puede sufrir cambios progresivos de
displasia y, finalmente, originar un adenocarcinoma. La secuencia de lesiones en la progresion maligna del eséfa-
go de Barrett han sido en su mayor parte inferida mediante el estudio de la mucosa que rodea a los adenocarcino-
mas. Los factores que promueven el desarrollo de displasia y adenocarcinoma son, sin embargo, pobremente co-
nocidos. Aunque se ha propuesto que el efecto continuado del reflujo gastroesofagico puede ser un factor que
interviene en este proceso de malignizacion (Smith 1984), se han descrito diversos pacientes en los que se des-
arroll6 un adenocarcinoma tras cirugia antirreflujo (Hamilton 1984), no existiendo evidencias que sustenten la
tesis de que la eliminacion del reflujo gastroesofagico reduzca el riesgo de malignizacion.

El tiempo requerido para que una lesion metaplasica desarrolle una displasia y, finalmente, un adenocar-
cinoma es desconocido y puede variar de paciente a paciente. Por otra parte, la historia natural de la displasia de
alto grado en el esofago de Barrett no es bien conocida. Esta lesion podria regresar, persistir durante un periodo
prolongado de tiempo o progresar a adenocarcinoma (Hameeteman 1989). Los resultados de algunas series qui-
rargicas muestran que alrededor del 50% de los pacientes que han sufrido esofaguectomia como consecuencia de
un diagnostico histoldgico de displasia de alto grado tenian un adenocarcinoma en la pieza quirtrgica (Skinner
1983, Altorki 1991, Hamilton 1987). Este hecho a impulsado a algunos autores a proponer la esofaguectomia en
aquellos pacientes con displasia de alto grado diagnosticada sobre material biodpsico.

Parece haber un mayor riesgo de malignizacion en hombres que en mujeres. Asi, mientras la relacion
hombre:mujer en lesiones de es6fago de Barrett es de 3:2 (Cooper 1987, Achkar 1988, Willianson 1991), esta
relacion se eleva en pacientes con adenocarcinoma de Barrett hasta un rango que varia de 5:1 hasta 29:1, segun las
series estudiadas, con una media de 10:1 (Skinner 1983, Sampliner 1985, Sanfey 1985). Algunos autores han
sugerido que este efecto estd determinado por un mayor consumo de tabaco y alcohol en hombres (Gray 1993,
Spechler 1984).

El riesgo de desarrollo de adenocarcinoma en eséfago de Barrett es dificil de valorar y, debido a la varia-
bilidad de los criterios diagnésticos utilizados en los diversos estudios, existe una gran diversidad en los resulta-
dos. La prevalencia de adenocarcinoma en es6fago de Barrett aparece definida por el porcentaje de pacientes con
adenocarcinoma de esdfago cuando el es6fago de Barrett es primeramente diagnosticado. Los resultados de preva-
lencia recogidos en la literatura son muy dispares y oscilan de un 10% a un 46% (Naef 1975, Skinner 1983. Sin
embargo, gran parte de los datos de prevalencia reportados podrian estar sobrestimados debido a que un namero
importante de individuos con lesiones de esdfago de Barrett son asintomaticos (Cooper 1987), de tal forma que
parece que solamente uno de cada 20 casos es diagnosticado (Cameron 1990). Aproximadamente un 10% de adul-
tos en Estados Unidos tienen sintomatologia de reflujo gastroesofagico y mas de un 10% de estos pacientes tienen
lesiones de esofago de Barrett, elevandose esta cifra a un 32% si existe asociada una esofagitis por reflujo (Win-
ters 1987).
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Por tanto, el método mas apropiado para averiguar el riesgo de adenocarcinoma en el esoéfago de Barrett
es a través de los datos de incidencia de esta neoplasia en estudios prospectivos de seguimiento de pacientes con
lesiones de eso6fago de Barrett. Diversos estudios de este tipo han asignado una incidencia de adenocarcinoma en
esofago de Barrett que oscila entre un caso por cada 52 pacientes/afio de seguimiento hasta 1 por cada 441 (Tabla

1.

Referencia n° de pacientes Seguimiento en afos Incidencia (cancer-paciente-aiio)
Spechler 1984 105 3,3 len 175
Sprung 1984 41 4,0 1 en 81
Cameron 1985 122 8,5 1 en 441
Sampliner 1985 25 3,7 1 en92
Achkar 1988 62 2,6 1 en 166
Robertson 1988 56 2,9 1 en 56
Van Der Veen 1989 166 4.4 len 170
Ovaska 1989 32 6,7 1en55
Hameeteman 1989 50 52 1 en 52
Willianson 1991 176 2,8 1 en 99

Tabla 1. Incidencia de adenocarcinoma de Barrett. Revision.

Los altos indices de prevalencia e incidencia de adenocarcinoma en el es6fago de Barrett, asi como la
pobre supervivencia de aquellos pacientes con presentacion de tumores sintomaticos (supervivencia media de dos
aflos, tasas de supervivencia a los 5 afios menores del 25%) hacen necesario un seguimiento endoscopico de pa-
cientes con esdfago de Barrett. La finalidad es intervenir en el periodo de la secuencia displasia de alto grado-
carcinoma no infiltrante que tienen mejores indices pronosticos. Por otra parte, la displasia de alto grado esta aso-
ciada a un carcinoma no invasivo en un 50-60% de los casos y esta considerada por muchos autores como una
indicacion de actuacion quirurgica (Pera 1992, Hamilton 1987).

Sin embargo, los programas de seguimiento en enfermos con es6fago de Barrett han suscitado gran con-
troversia, debido en gran parte a razones econdmicas (coste por enfermo detectado), pero también por los bajos
indices de deteccién en una poblacidon generalmente de avanzada edad. En un estudio de costes efectuado por
Achkar y Carey en 1988 el coste por caso detectado fue calculado en 62.000 ddlares (9.300.000 pts) y en otro
realizado por Wright en 1996 fue de 15.000 libras (3.750.000). Estas cifras parecen altas, sin embargo se relativi-
zan cuando se las compara con los costos de programas de deteccidon en otros tipos de canceres. Asi, cuando se
utiliza el test de sangre oculta en heces para la deteccion precoz del cancer colorectal, el costo por vida salvada se
ha calculado en torno a los 225.000 $ (33.750.000 pts) y en el caso de los programas de mamografia en la detec-
cion precoz del cancer de mama se ha estimado un coste superior a los 250.000.000 de pesetas (Lieberman 1995,
Baum 1995).

Deben tenerse en cuenta, sin embargo, otro tipo de consideraciones. Asi, los programas de deteccion de
cancer en pacientes con lesiones de eso6fago de Barrett deben efectuarse unicamente en aquellos pacientes que, en
su caso, sean susceptibles de una intervencion quirtirgica de esofaguectomia. Por otra parte, ha de tomarse en
consideracién que en la poblacion de edad avanzada el potencial beneficio de un aumento en la expectativa de
vida por la deteccion precoz de un adenocarcinoma de eséfago es realmente limitado. En un estudio holandés
efectuado por Van Der Burgh et al (1996), un grupo de 155 pacientes con eséfago de Barrett que no entraron en
un programa de seguimiento endoscopico efectuado entre los afios 1973 y 1986, fueron examinados en 1994. En
ese tiempo, 75 pacientes habian muerto. Dos de ellos murieron a consecuencia de un adenocarcinoma de eso6fago,
uno de metastasis y el otro de complicaciones postquirurgicas. En otros tres pacientes se detecté un adenocarci-
noma de eséfago que permanecio intratado, muriendo los pacientes de otras causas. Los autores concluyen que
este grupo de pacientes no se hubiera beneficiado de un programa de seguimiento endoscopico. Los similares
resultados de algunos de estos estudios han puesto en duda los posibles beneficios de un programa de seguimiento
en pacientes con esofago de Barrett.

Sin embargo, una aproximacion real a estos problemas podria establecer algunas limitaciones en el se-
guimiento de este tipo de pacientes, atendiendo a las siguientes consideraciones:

1. El seguimiento endoscopico debe estar dirigido a la obtenciéon de muestras bidpsicas, esen-
cialmente para la deteccién de cambios displasicos. Debido a que la displasia es una lesion invariablemente focal
y para disminuir en lo posible los fendémenos de muestreo, se aconsejan tomas bidpsicas multiples procedentes de
los cuatro cuadrantes de la lesion y obtenidas aproximadamente cada 1-2 centimetros. La realizacién de una buena
técnica endoscopica es fundamental en la optimizacion de los resultados del seguimiento.

2. Unicamente deben ser considerados a efectos de seguimiento endoscopico aquellos casos en
los que la muestra bidpsica tenga lesiones de metaplasia intestinal. Aunque carecemos de datos acerca de la im-
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portancia prondstica del tipo de metaplasia (tipo intestino delgado o coldnica), deberia hacerse constar esta en el
informe bidpsico.

3. Los pacientes de edad avanzada o aquellos que, por distintas causas, no sean susceptibles de
una eventual esofaguectomia deben ser excluidos del seguimiento.

4. Otras consideraciones que podrian ser tenidas en cuenta son el sexo masculino, alto consumo
de tabaco y alcohol, desarrollo del es6fago de Barrett a una edad temprana, cirujia gastrica previa y lesiones de
Barrett extensas.

MARCADORES DE RIESGO

Una alternativa al seguimiento indiscriminado de pacientes con esofago de Barrett seria la delimitacion
de grupos de alto riesgo a través de marcadores pronodsticos efectuados sobre material biopsico. El epitelio meta-
plasico de Barrett tiene caracteristicas histoquimicas similares a las observadas en la mucosa gastrica y las areas
de metaplasia intestinal muestran las mismas variantes de la metaplasia intestinal gastrica. El significado de la
expresion de sulfomucinas en células de tipo columnar como predictor de malignidad en el eséfago de Barrett
permanece aun en debate (Lapertosa 1992, Peuchmant 1984).

Se ha descrito una andmala expresion de antigeno Lewis a en areas de metaplasia intestinal y displasia en
pacientes de distintas areas geograficas con diferentes tasas de incidencia de cancer gastrico. Estos estudios han
mostrado una buena correlacion entre la positividad y grado de severidad de esta anomalia antigénica con la seve-
ridad de las lesiones histologicas e histoquimicas (sulfomucinas). Estudios de seguimiento han demostrado que la
simultanea expresion de antigeno Lewis a anomalo y de sulfomucinas puede ser considerada como un buen mar-
cador de progresion util en la identificacion de pacientes de alto riesgo con lesiones precursoras de cancer gastrico
(Torrado 1992; Torrado 1992; Ruiz 1994).

Estudios preliminares de ambos marcadores en lesiones de es6fago de Barrett muestran un progresivo
incremento en la prevalencia y extension de ambas anomalias en relacion a la severidad de las lesiones. Asi, la
presencia de ambas anomalias es maxima en los casos de displasia, metaplasia de Barrett asociada a adenocarci-
nomas Yy, finalmente, en las células neoplasicas. El significado prondstico de estas alteraciones en lesiones de
esofago de Barrett debe ser, sin embargo, explorado en futuros estudios de seguimiento.
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BIOLOGIA MOLECULAR EN EL ESTUDIO DE LOS TUMORES DEL ESTROMA GASTROINTESTI-
NAL

J. J. Sola Gallego. A. Panizo Santos.
Dpto. de Anatomia Patoldogica
Clinica Universitaria de Navarra.

INTRODUCCION

El término tumor del estroma gastrointestinal (GIST) se emplea para designar al tipo mas comun de tumor mesen-
quimal del tracto gastrointestinal. Estos tumores mesenquimales pueden aparecer en todo el tracto GI (desde el
esofago hasta el ano) y en ocasiones incluso en el mesenterio. Estos tumores tienen un amplio espectro clinico.
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DEFINICION

Los GIST son tumores mesenquimales fusocelulares, epitelioides o pleomoérficos en ocasiones, del tracto GI que
expresan la proteina KIT (CD117) y que es detectable mediante inmunohistoquimica. La mayoria de los tumores
mesenquimales del tracto GI son intensa y uniformemente inmunorreactivos con anticuerpos frente a la proteina
KIT. Existen sin embargo otros tumores que pueden ser inmunorreactivos frente a KIT (melanoma metastasico,
angiosarcoma, carcinoma de células pequefias de pulmon, sarcoma de Ewing, mastocitoma y seminoma) que rara
vez entran dentro del diagnostico diferencial de los GIST.

Esta definicion excluye aquellos tumores mesenquimales derivados del musculo liso (Ileiomiomas y leiomiosar-
comas), schwanomas y neurofibromas. Sin embargo, hay un pequefio grupo de tumores morfolégicamente simila-
res a los GIST pero que no expresan KIT. Estos tumores mesenquimales indiferenciados tipicamente carecen de
otros marcadores empleados en el diagnostico diferencial de los GIST (CD34, MSA, desmina y proteina S-100).
La clasificacion de estos tumores con fenotipo nulo esta abierta. Algunos trabajos los incluyen dentro de los GIST,
mientras que otros los excluyen.

EPIDEMIOLOGIA

Se estima una incidencia de 10-20 GIST por millon de habitantes. De éstos, solamente el 20 al 30 % son tumores
malignos. Los GIST son tumores tipicamente de la edad adulta (individuos mayores de 55 afios). La edad media
en los diferentes trabajos publicados oscila entre los 55 y los 65 afos. Algunos trabajos muestran un predominio
en varones, aunque segun otras series, no parece haber diferencia en cuanto al sexo. Los GIST son poco frecuen-
tes antes de los 40 afios y son excepcionales en nifios.

Los GIST son mas frecuentes en el estomago (60-70%), seguido por el intestino delgado (20-30%), colon y recto
(5%) y esofago (<5%). En algunas ocasiones se han descrito GIST en localizaciones extragastrointestinales tales
como peritoneo, mesenterio y serosa vesical.

PRESENTACION CLINICA

Los GIST de pequefio tamaiio con frecuencia se detectan de forma casual en la serosa gastrica o intestinal durante
intervenciones quirurgicas por otras patologias. Los GIST se detectan también durante estudios gastroscopicos
como nodulos submucosos.

Los GIST sintomaticos del eséfago se presentan frecuentemente con disfagia o en ocasiones como tumores me-
diastinicos. Los GIST gastricos y los localizados en intestino delgado con frecuencia se presentan con sintomas
vagos o poco especificos, aunque en ocasiones pueden debutar con hemorragia gastrointestinal alta. Los GIST
localizados en el colon pueden debutar con hemorragia gastrointestinal baja, perforacion del colon, dolor y obs-
truccion.

ESPECTRO MORFOLOGICO

Los GIST presentan un amplio rango de rasgos morfologicos dependiendo de su localizacion. El tipo morfologico
mas frecuente dentro de los GIST gastricos es el tumor fusocelular con poco o moderado coldgeno intersticial.
Algunos de estos tumores presentan un aspecto neural debido a la disposicion en empalizada de los nucleos, mien-
tras que otros muestran una vacuolizacion perinuclear destacada. Los GIST con aspecto epitelioide corresponden
a los clasicamente designados leiomioblastomas, los cueles pueden tener un patrén sélido, mixoide, paraganglio-
ma-like o carcinoide-like. Los GIST localizados en el intestino delgado con frecuencia tienen glébulos de colage-
no extracelular (fibras skenoides), descritos por Min.

MARCADORES INMUNOHISTOQUIMICOS

Aproximadamente el 60-70 % de los GIST son inmunorreactivos para CD34. Basado en estudios de aproximada-
mente 300 GIST, los tumores esofagicos y rectales son los que con mayor frecuencia son CD34+ (mas del 90%).
Parece no haber diferencias de expresion de CD34 en los GIST benignos frente a los malignos. Los GIST locali-
zados en el intestino delgado son los que expresan con menos frecuencia CD34.

Un subconjunto significativo de GIST también expresan actina muscular especifica. Esta expresion puede ser
focal o global, y de forma interesante es reciproca con la expresion de CD34: los tumores AMS+ son con frecuen-
cia CD34- y viceversa. En algunos casos la inmunorreactividad para AMS del musculo liso atrapado de la pared
gastrointestinal puede dificultar la interpretacion.

La desmina, un filamento intermedio de 53 kDa tipico de musculo liso, esquelético y cardiaco, se expresa de for-
ma excepcional en algunos GIST, y generalmente en forma de células inmunorreactivas aisladas. Algunos autores
han encontrado que aproximadamente un 5-10 % de los GIST contiene células tumorales positivas para desmina.
Esta inmunorreactividad frente a desmina es mas frecuente entre los GIST epitelioides.

Auque los GIST son tipicamente S100 negativos, un cierto porcentaje de ellos (aproximadamente un 10%) presen-
tan inmunorreactividad citoplasmatica o nuclear frente a la proteina S100, aunque generalmente de forma aislada
y con poca intensidad.

La proteina caldesmon (una proteina del citoesqueleto que se une a la actina) se expresa tipicamente en los GIST,
en los leiomiomas y en los leiomiosarcomas. Como todos los tumores mesenquimales, los GIST son tipicamente
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inmunorreactivos frente a vimentina. Son negativos para neurofilamentos y proteina fibrilar acidica glial. Segiin
algunos autores la expresion de citoqueratinas en los GIST es mucho menos frecuente que la observada en los
leiomiosarcomas, y se da especialmente en los GIST malignos epitelioides.

PROTEINA KIT E HISTOGENESIS DE LOS GIST

Los GIST se definen inmunnohistoquimicamente como tumores kit positivos. Tipicamente esta positividad es
difusa e intensa y citoplasmatica en todas las células tumorales. En ocasiones la inmunorreactividad frente a KIT
es menos intensa en los GIST con morfologia epitelioide. La proteina KIT (CD117) es un receptor transmembrana
del factor de crecimiento stem cell y pertenece a la familia de los receptores con activida tirosin-quinasa.

Los GIST presentan similitudes con las células intersticiales de Cajal y por tanto se ha sugerido que derivan de
este tipo celular. Otra posibilidad apuntada por otros autores es que estos tumores se originen de células madre
pluripotenciales.

COMPORTAMIENTO Y FACTORES PRONOSTICOS

Numerosos estudios han puesto de manifiesto que los GIST presentan un comportamiento variable segin su loca-
lizacion. En el estdbmago la mayoria son benignos, mientras que los localizados en eséfago y recto son en su ma-
yor parte malignos.

Los GIST de pequefio tamafio son en su mayoria benignos, asi como los que presentan una actividad mitotica baja
(cinco o menos mitosis por 50 campos de gran aumento). Sin embargo existe un pequefio porcentaje de GIST
mitoticamente inactivos que metastatizan. Ya que los GIST con bajo indice mitdtico y comportamiento maligno
son generalmente de gran tamario, la combinacién de bajo indice mitdtico y pequeiio tamafio (< 5 cm) puede pre-
decir con mayor precision un comportamiento benigno. Sin embargo, los GIST gastricos parecen tener un com-
portamiento menos agresivo que los localizados en el intestino delgado de tamaifio e indice mitético similar.

Los GIST con un indice mitético igual o superior a 5 por 50 cga se designan habitualmente como malignos, y los
que presentan mas de 50 mitosis/50 cga se designan como GIST de alto grado de malignidad. Estos tumores pre-
sentan un alto riesgo de diseminacion intra-abdominal y metastasis hepaticas (las dos principales vias de disemi-
nacion de los GIST malignos). Las metastasis éseas y pulmonares son raras.

Los factores pronosticos adversos clinico-patolégicos estudiados en grandes series de GIST y que se han visto que
son estadisticamente significativos incluyen: aneuploidia estudiada mediante citometria de flujo, tamafio tumoral
menor de 5-6 cm, presencia de necrosis de coagulacion, alto indice de proliferacion medido mediante el indice Ki-
67, sobreexpresion de p53, bel-2 y c-myec.

CAMBIOS GENETICOS EN LOS GIST

Mediante estudios de citogenética se ha observado que los GIST presentan con frecuencia cariotipos complejos,
con frecuentes pérdidas de los cromosomas 14 y 22. Algunos de estos cambios o alteraciones se han confirmado
con técnicas de hibridacion gendémica comparativa (CGH). Mediante esta técnica se puede comparar de forma
global los cambios en el nimero de copias de DNA en cada banda cromosomica entre el tumor y un control nor-
mal. Estos estudios pueden poner de manifiesto las areas de pérdidas que pueden contener genes supresores tumo-
rales. Las areas que contienen ganancias o amplificaciones pueden representar localizaciones de diferentes onco-
genes amplificados. Entre las pérdidas que se han encontrado tanto en los GIST benignos como malignos, desta-
can las localizadas en 14q y en 22q, que no estan presentes en el resto de los tumores mesenquimales del tracto
gastrointestinal. Estos hallazgos han hecho pensar a algunos autores que en esas zonas, en especial 14q, estaria
localizado algin gen tumor especifico implicado en el desarrollo de estos tumores. Estudios comparativos con
CGH entre tumores clasificados como benignos y malignos con los criterios tradicionales han hallado que algunas
amplificaciones en determinados loci ocurren de forma predominante en los GIST malignos, como por ejemplo la
amplificacion del cromosoma 5p o la pérdida extensa en lp, lo cual sugiere que esta técnica molecular podria
tener un valor predictivo prondstico. Un hecho frecuentemente observado es que a diferencia de otros tumores
malignos, el perfil de ganancias o pérdidas genéticas es practicamente idéntico entre el tumor primario y las suce-
sivas recidivas o las metéstasis.

Mediante estudios de pérdida de heterozigosidad (LOH), recientemente se han identificado tres areas con mayor
frecuencia de pérdidas: 14ql1.1-q12 (D14S283), 14923-q24.3 (D14S258) y 1p36.1-p36.33. Un trabajo reciente ha
comprobado como todos los GIST (benignos y malignos) presentan pérdidas de heterozigosidad en 14p y 14q,
mientras que Unicamente los tumores malignos presentaban LOH en 22q, 9p y 9q. Otro trabajo ha confirmado
como aquellos paciente son GIST que mostraban LOH en 1p36 tenian una supervivencia significativamente me-
nor que aquellos pacientes cuyos GIST no mostraban esta alteracion genética.

Mediante técnicas de biologia molecular se ha estudiado en los GIST la actividad telomerasa y la expresion de las
diferentes subunidades de esta enzima (hTRT y hTR), en un intento de encontrar otro factor molecular que sea util
para predecir el pronostico. Recientes trabajos han comprobado como los GIST malignos expresan actividad te-
lomerasa a niveles significativamente altos, mientras que los tumores benignos no presentan actividad de esta
enzima.
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Un aspecto que ha tomado especial relevancia en los ultimos afios por diferentes razones es el estudio de las alte-
raciones del gen Kit y sus implicaciones tanto diagnosticas como terapetticas. Las descripcciones iniciales detec-
taron en un reducido nimero de casos mutaciones que implican una activacion de la proteina en el dominio yux-
tamembranoso. Estas mutaciones afectan al exon 11 e incluyen preferentemente delecciones de 3 a 18 bases y en
unos pocos casos mutaciones puntuales. Se ha comprobado la capacidad tumorigénica de estas alteraciones en
células linfoides de raton transfectadas con el DNA complementario mutado, e incluso se ha detectado la presen-
cia de estas mutaciones en la linea germinal en pacientes de familias afectas de multiples casos de GIST. Estos
hallazgos iniciales se han ido expandiendo especialmente en lo que se refiere al numero de casos e incluso a la
presencia de alteraciones en otros exones. Asi se ha visto que las mutaciones en el exon 11 se dan preferentemente
en los casos de GIST malignos, aunque no exclusivamente. Sin embargo s6lo se detecta en un 60% de los casos de
media, con valores extremos entre el 21% y el 88%. Ademas aunque con mucha menos frecuencia se han encon-
trado alteraciones que afectan al exon 9 (5%), y al exon 13, compartiendo con la mas frecuente el caracter activa-
dor de la funcion tirosin-quinasa. Sin embargo hay todavia resultados contradictorios en lo que se refiere al posi-
ble valor pronostico de estas alteraciones. Diferentes autores, a veces del mismo pais (Japon) han encontrado tanto
diferencias significativas en la evolucion de tumores con y sin la mutacidon, como comportamientos similares en
ambos casos.

Como ya se ha comentado, practicamente todas las mutaciones traen como consecuencia la activacion de la fun-
cion tirosin-quinasa del receptor Kit. Esta actividad es comun a otros muchos oncogenes y ha sido objeto de inten-
sos estudios destinados a la busqueda de sustancias que inhiban esa actividad. Uno de ellos es el STI571, un deri-
vado fenilaminopirimidinico con capacidad selectiva de inhibicion de la actividad enzimatica de muchas tirosin-
quinasas entre las que se incluye la del c-Kit. Al dia de hoy hay varios ensayos clinicos de su efectividad en el
tratamiento de las metastasis de GIST con resultados muy prometedores.
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CORRELACION ENTRE ECOGRAFIA ENDORRECTAL Y ANATOMIA PATOLOGICA EN LA
ESTADIFICACION PARIETAL Y LINFOGANGLIONAR DEL CANCER DE RECTO.

J. Ortego, M.J. Palacios y J.M. Ramirez.
Dptos de Anatomia Patoldgica y Cirugia
Hospital Clinico Universiterio “Lozano Blesa”, Zaragoza

INTRODUCCION

La ecografia endorrectal esta considerada actualmente como la técnica mas precisa para la estadificacion
preoperatoria de los tumores de recto (uTM).

Utilizamos el patron de normalidad establecido por Beynon en 1985 (1) y la clasificacion de Hildebrant (2).
Este patron estd formado por 5 capas concéntricas que se alternan en distinta ecogenicidad. La anatomia
ecografica de la pared rectal normal se interpreta segun el siguiente esquema:
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ler. anillo: hiperecoico (blanco), corresponde a la interfase entre el agua de llenado, la pared del globo de
latex y la mucosa rectal.

2° anillo: hipoecoico ( negro), corresponde a la muscularis mucosae.

3er. anillo: hiperecoico, (blanco, anillo central) corresponde a la interfase entre mucosa y muscular propia,
es decir, a la submucosa.

4° anillo: hipoecoico (negro), corresponde a la capa muscular propia.

5° anillo: hiperecoico (blanco, el mas externo) y corresponde a la interfase entre la muscular propia y la
grasa perirrectal.

Yamashita (3) describe cuatro anillos hiperecoicos y tres hipoecoicos debiendose el incremento de dos
anillos considerados por este autor a la diferenciacion de las dos capas que constituyen la muscular propia,
entre las que habria una interfase hiperecoica. La visualizacion de estos siete anillos se debe a la utilizacion
de transductores de alta frecuencia y si hay edema en los tejidos, pero carece de relevancia clinica.

El nivel de invasion local parietal de cada tumor viene definido por la alteracion ecografica de las distintas
capas de la pared rectal. Esto da lugar a la clasificacion UICC-TNM, colocando delantede la T una “u” de
ultrasonografia (tabla 1).

Tabla 1.

Estadio Niveles de invasion parietal. Clasicacion UICC-TNM

uTl La lesion rompe la muscularis e invade la submucosa. Capa muscular propia integra

uT2 Infiltracion de la muscular propia. Tejido perirrectal no afectado. Ultima capa blanca libre
uT3 Rotura de la ultima linea blanca, con invasion tumoral de la misma

uT4 Invasion de estructuras vecinas (prostata, itero, vagina, etc.).

La ecografia permite la determinacion de la invasion de los ganglios linfaticos. Se visualizan como image-
nes redondeadas hipoecogénicas, debiendo diferenciarse los ganglios linfaticos inflamatorios de los metas-
tasicos.

Cada vez mas, el cirujano colorrectal basa la decision quirargica del cancer de recto principalmente en los
hallazgos de la ecografia endorrectal referidos a estadio de penetracion tumoral en la pared rectal e invasion
linfoanglionar.

De la informacion asi obtenida toma la decision terapéutica: cirugia local versus cirugia radical convencio-
nal, junto con otros tratamientos complementarios. Los estudios realizados coinciden en que la fiabilidad de
la ecografia endorrectal oscila entre el 80-90% para determinar la invasion parietal rectal y del 50-75% en
cuanto a la metastasis linfoglangionar.

Las principales imprecisiones se producen por sobreestadificacion y en menor medida por infraestadifica-
cion de la extension local de los tumores y por error en la interpretacion de los ganglios linfaticos. El cono-
cimiento de los posibles errores de la ecografia endorrectal y sus causas pueden ayudar a mejorar la preci-
sion de ésta.

El objetivo del estudio es evaluar de forma prospectiva la eficacia diagnodstica de la ecografia endorrectal
en la estadificacion preoperatoria de la invasion parietal por los tumores de recto y la existencia o no de
metastasis linfoganglionares, asi como analizar las causas de los errores cometidos.

MATERIAL Y METODOS:

Pacientes: Estadificamos 120 pacientes (75 varones y 45 mujeres) con carcinomas de recto, entre junio de
1996 y diciembre de 1998, mediante ecografia endorrectal. La edad media de los pacientes fue de 70 afios,
con un rango de 39-95. Todos los tumores se situaron en los 20 centimetros distales del recto.

Material: el equipo utilizado fue un ecégrafo B&K modelo 2003, con sonda 1850 que incorpora un trans-
ductor multifrecuencia de 5,7 y 10 Mhz. Este equipo proporciona una imagen sagital que girando a una
velocidad de 5 ciclos/seg permite ver una imagen de 360°.

Técnica:

Las exploraciones se realizaron ambulatoriamente. La preparacion consistioé en enema de limpieza y los
pacientes se situaron en decubito lateral izquierdo. Todas la exploraciones se registraron en papel y/o cinta
de video.

Se coloca el transductor en la punta de la sonda, se recubre con una pequefia bolsa de latex, que se rellena
con agua desgaseada evitando las burbujas. Se introduce la sonda en el recto, a través de un rectoscopio
rigido, de 20 mm de didmetro, lo que permite lograr una insercion alta segura, sobrepasando el tumor. A
partir de esta localizacion se va retirando la sonda, obteniendo asi imagenes seriadas del tumor.
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Método:

Preoperatoriamente, se realiza una ecografia endorrectal in vivo a cada paciente y se aplica la clasificacion
uTNM de Hildebrant.

Tras la extirpacion quirargica del recto, se hizo ecografia in vitro de la pieza de reseccion suspendida en un
bafio de agua (ref). Cada nodulo detectado ecograficamente in vitro, fue marcado individualmente, median-
te una serie de sefiales con hilos de sutura y agujas de distintos colores, tamafios y formas, para facilitar y
asegurar su posterior identificacion individual en el momento de la diseccion linfoganglionar.

Luego, se abrid la pieza quirargica por la cara posterior, se claveted con agujas hipodérmicas en un tablero
de corcho y sumergio en una solucion de formol tamponado al 10%. Tras fijacion de 24 a 48 horas, se hizo
la diseccion linfoganglionar, reflejando en un mapa, realizado a tamaiio natural, la ubicacion de cada uno
de los ganglios linfaticos en la situacion localizada en la ecografia in vitro.

Cada ganglio linfatico asi disecado se parti6 en dos mitades, siguiendo la linea del ecuador y se introdujo
cada uno en una cassette, de forma separada

Las piezas de reseccion fueron estudiadas por el patdlogo, desconocedor de los resultados ecograficos pre-
vios. Los tumores se clasificaron por nivel de profundidad intraparietal rectal y segtin la afectacion linfo-
ganglionar, siguiendo la clasificacion TNM.

Se compararon los resultados de la ecografia con los del informe histopatolégico de la pieza quirurgica,
excluyendo los pacientes intervenidos paliativamente y aquellos que habian sido sometidos a radioterapia
preoperatoria.

En los casos de error diagndstico, se revisaron de nuevo la pieza de exéresis, las imagenes de la ecografia
endorrectal y las caracteristicas clinicopatologica, con el fin de descubrir, si era posible, las causas de error.

Estadistica:
El analisis estadistico se llevo a cabo mediante el test de correlacion de Spearman.

RESULTADOS

41 de los 120 pacientes estudiados se clasificaron como uTis-uT1, 10 como uT2, 60 uT3 y 9 como uT4. La
correlacion entre los resultados ecograficos y la anatomia patologica fue del 90%. La ecografia y el estudio
histopatologico coincidieron en 108 pacientes. El coeficiente de correlacion de Spearman fue de 0,9.

En 31 pacientes se establecio el diagnostico ecogafrico de afectacion linfoganglionar (unl) y en 89 pacien-
tes no se detectaron ganglios linfaticos metastatizados (uN0). La correlacion ecografica-histopatologica en
la invasion linfoganglionar fue del 70% y el coeficiente de correlacion de Spearman de 0,7. Hubo 12 erro-
res en la estadificacion. 7 pacientes fueron sobreestadificados y 5 infraestadificados: 3 pacientes clasifica-
dos como uT1 correspondian histopatologicamente a PT2. 2 pacientes clasificados como uT2 eran en reali-
dad PT3, y 7 pacientes estadificados en uT3 eran PT2 (tabla 2).

Tabla 2. Analisis prospectivo de los tumores rectales estadificados
mediante ecografia endorrectal. Comparacion ecografia/patologia

pT1 pT2 pT3 pT4 Total

uT1 38 3* - - 41
uT2 - 8 2% - 10
uT3 - 7* 53 - 60
uT4 - - - 9 9
Total 38 18 55 9 120

* errores cometidos

Los ganglios linfaticos visualizados en el estudio ecografico in vivo eran siempre mayores de Smm y se
localizaban alrededor del tumor o en los 7 cm proximales al mismo, no detectandose ninguno a una distan-
cia mayor.

Estos ganglios se diferencian de otros nddulos que aparecen como imagenes peritumorales de limites im-
precisos y ecogenicidad mixta, que corresponden a satélites tumorales en mesorrecto.

La ecografia endorrectal in vitro confirmoé siempre los hallazgos del estudio preoperatorio, pero localizé un
nimero superior de ganglios situados hasta los 10 cm proximales y de un didmetro tan pequefio como
3mm.
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Discusion

La ecografia endorrectal es actualmente el método de eleccion para la evaluacion preoperatoria del cander
rectal. Su precision para determinar la invasion parietal rectal y la afectacién linfoganglionar es superior
a otros métodos como examen digital, TC y RNM.

La mayor trascendencia de conocer preoperatoriamente el nivel de extension local de los tumores de recto
esta relacionada con la eleccion de la estrategia quirtrgica.

A pesar de ser el método mas preciso en la estadificacion del cancer rectal, es posible intentar mejorar su
fiabilidad, para lo cual es conveniente conocer los errores producidos y sus posibles causas, para asi ayudar
a mejorar la técnica y en consecuencia el grado de precision.

En general, los errores en la interpretacion de las imagenes ecograficas se traducen en sobre e infraestadifi-
cacion de los tumores rectales, como consecuencia de problemas técnicos, caracteristicas del propio tumor
y dificultades en la valoracion linfoganglionar.

Es mas importante la repercusion que puede tener la infraestadificacion, porque derivaria en un tratamiento
insuficiente.

La mayor parte de los errores ecograficos son por sobreestadificacion. EI mas comun se da en la diferencia-
cion entre tumores pT2 en los que la existencia de cambios inflamatorios, desmoplasicos, hipervasculariza-
cion en zonas limitrofes al tumor, producen un imagen hipoecoica en la pared rectal, que es facilmente
interpretada como areas de carcinoma y se clasifican asi como uT3. Esta distincion es relevante clinicamen-
te, porque las acciones terapéuticas son diferentes.

La infraestadificacion se produce principalmente por infravalorar la afectacion linfatica, sobre todo en
lesiones estenodticas en que no se puede valorar correctamente los tejidos pararrectales.

Hemos analizado individualmente los casos erroneos mediante protocolo elaborado para estudiar las causas
de error (tabla 3).

Tabla 3. Analisis de las causas errores en la estadificacion de tumores rectales.

3uTl- pT2 1: Mala preparacion intestinal
2: Tumor a 18 cm de margen anal
3: Tumor estenosante y de gran tamafio
2uT2 - pT3 1: Tumor préximo a margen anal (2cm)
2: Paciente con biopsia previa
7uT3 - pT2 1, 2: Tumores proximos a margen anal (2 y 3cm)
3: Mala preparacion intestinal
4, 5: Tumores estenosantes
6, 7: Cambios inflamatorios y desmoplasicos

En nuestra serie, la sobreestadificacion se debio principalmente a la dificultad en diferenciar zonas tumora-
les de cambios inflamatorioS y desmoplasicos, y la infraestadificacion a problemas técnicos y derivados del
propio tumor.

Tres tumores muy proximos al margen anal fueron incorrectamente valorados. Dos fueron sobreestadifica-
dos, ya que fueron considerados preoperatoriamente como uT3 y eran en realidad pT2, y un tumor pT3 fue
clasificado previamente como uT?2.

Son de dificil interpretacion los tumores localizados en el propio margen anal y también los situados en la
unidn rectosigmoidea. En el primer caso porque el balén con frecuencia no puede pasar a través del esfinter
anal y tiene que ser deshinchado, por lo que las capas de la pared rectal de diferencian pobremente. La
union rectosigmoidea es especialmente conflictiva porque es dificil establecer y mantener contacto acustico
con la pared, al no tener sujecion ni fijacion del mesorrecto. Un tumor situado a 18 cm de margen anal que
fue clasificado uT1 era en realidad pT2. Para evitar este tipo de errores hay que dedicar mas tiempo a la
exploracion de estos casos e ir rectificando la posicion del paciente para cambiar la angulacion del intesti-
no.

Otras causas de error fueron la mala preparacion del intestino que motivo dos de nuestros errores. Un tumor
se sobreestadifico (uUT3—pT2) y otro se infraestadificé (uT1—pT2). También provocan errores las burbu-
jas de aire en el balon, que hay que extraer antes de insertar el transductor, los restos fecales que pueden
simular un tumor velloso, por lo que es necesario realizar siempre un enema de limpieza antes de la explo-
racion.

Otros artefactos estan determinados por los ecos producidos por clips metalicos, aire y liquido en crateres
de tumores ulcero-excavados, intersticios de masas vellosas y el aire de otros tramos del sigma.

La valoracion de los tumores vellosos es siempre dificil ya que originan una imagen de superposicion de
capas que induce a sobreestimar la invasion tumoral real. La submucosa es la clave diagnoéstica, ya que su
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integridad hace que el tumor sea clasificado como no infiltrante, es decir, benigno.

El principal problema en la valoracion ecografica lo constituyen los tumores estenosantes, siendo necesario
sobrepasar la lesion para que pueda ser evaluada correctamente, lo cual no siempre es posible.

Otros factores dependientes del tumor como hemorragia, inflamacidn reactiva y desmoplasia, originan
zonas hipoecdicas que inducen a confusion en general por sobreestadificacion.

En conclusion, corrigiendo los errores evitables la ecografia endorrectal puede proporcionar una precision
del 96,66%, en cuanto al estadio de infiltracion parietal, lo que reafirma nuestra opinién de que es la prueba
de eleccidn en la estadificacion del cancer rectal.

Los ganglios linfaticos normales no se observan, por ser su ecoestructura similar a la de la grasa perirrec-
tal. Su tamafio suele ser menor de 3 mm. Cuando en la ecografia, de un paciente con cancer rectal, no se
precian ganglios, la posibilidad de que haya metastasis linfoganglionares es muy baja.

El aumento del tamafio linfoganglionar se puede deber a inflamacion reactiva o a metastasis. Habitualmen-
te, los ganglios inflamatorios son hiperecdicos, tienen 4 mm de diametro o mas, patron homogéneo, con-
torno ovalado y margen neto.

Los ganglios metastatizados suelen tener un patréon hipoecoico irregular (mas que el tumor primario),
redondeados y de borde bien delimitado.

Se puede observar un tercer tipo de nddulos, constituido por satélites tumorales o implantes neopléasicos en
el espesor de la grasa perirrectal, no relacionados con tejido linfoganglionar conservado y que pueden co-
rresponder bien a ganglios linfaticos previos sustituidos y desbordados por la metastasis linfoganglionar, o
a implantes tumorales a distancia (satélites primarios o puros) y que no tienen por tanto connotaciones de
verdadera metastasis linfoganglionar de cara a la estadificacion, aunque sin embargo tienen serias conse-
cuencias para el pronostico y el disefio de la estrategia terapéutica del caso. Ocasionalmente, los vasos
sanguineos cortados transversalmente pueden dar lugar a falsos positivos.

En 31 pacientes se establecio el diagndstico ecografico de metastasis linfoganglionar (Unl) y en 89 pacien-
tes no se detectaron metastasis linfoganglionares (Un0). la correlacion ecografica e histologica en el dia-
gnoéstico de metéstasis lingoganglionar fue del 70% de los 12 errores de estadificacion 7 fueron por sobre
estadificacion y 5 por infraestadificacion.

La principal deficiencia que presenta la ecografia endoluminal rectal es la diferenciacidon entre ganglios
linfaticos inflamatorios y metastasicos. Se han empleado como parametros diferenciales el tamafio linfo-
ganglionar y la distinta ecogenicidad entre ellos (hipoecoico = tumoral, hiperecoico = inflamatorio). Sin
embargo, estos dos aspectos no son suficientes para lograr una fiabilidad adecuada, es por ello que estamos
actualmente estudiando una serie de parametros de las imagenes ecograficas que nos puedan permitir, tras
el oportuno analisis matematico y estadistico, la segregacion de variables ligadas especificamente a cada
una de las tres posibles situaciones a discriminar: ganglio linfatico reactivo inflamatorio, metastasis linfo-
ganglionar y satélite tumoral intrameso.

En la actualidad, el tratamiento mas adecuado del cancer de recto, que sigue siendo fundamentalmente
quirtrgico, consiste en individualizar a cada paciente ofreciendole la mejor alternativa.

La mayoria de pacientes con cancer de recto localizado en tercios medio y superior puede beneficiarse de
reseccion anterior y restauracion de la continuidad intestinal. Pero, para los tumores de tercio distal hay
distintas alternativas (cirugia radical versus cirugia conservadora) y la eleccion del una u otra se basa en
una valoracion preoperatoria adecuada del tumor, en aspectos como tamaiio, estadio de penetracion local y
afectacion linfoganglionar, y es aqui donde la ecografia endorrectal se estd mostrando como la técnica mas
eficaz para una adecuada seleccion.

Con ella se puede seguir una serie de pautas de tratamiento, dividiendo a los pacientes en cinco grupos:
Grupo 1. Estadio uT1NO: excision local.

Grupo 2. Estadio uT2NO: excision local + tratamiento adyuvante.

Grupo 3. Estadios uT2N1 y uT3NO: cirugia radical + radio y quimioterapia preoperatoria en algunos pa-
cientes.

Grupo 4. Estadio uT3N1: cirugia radical + radioterapia preoperatoria

Grupo 5. Estadios uT4NO y uT4N1: radioterapia preoperatoria.

La ecografia endorrectal tiene ademas otras indicaciones como son descartar la malignizacion de adenomas
vellosos de recto, detectar tumores susceptibles de excision local, seleccionar pacientes para tratamiento
radioterapico, seguimiento de pacientes intervenidos por neoplasias de recto y deteccion precoz de recidi-
vas y estudio de lesiones extrarrectales.
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INFECCION POR HELICOBACTER PYLORI Y CANCER GASTRICO

A.Echarri, JM Martinez-Pefiuela. Hospital de Navarra. Pamplona.

ADENOCARCINOMA GASTRICO. INTRODUCCION

En las ultimas décadas, se ha observado una disminucion global en la incidencia de cancer géstrico (CG), aunque
sigue manteniendo gran variabilidad geografica. Paises como Chile, Colombia o Irlanda presentan una prevalencia
alta, es la neoplasia mas frecuente en regiones como China o Japon, ocupando el segundo puesto en el ranking
mundial de mortalidad por cancer. (1-6)

Por otra parte, el nexo de union entre CG e infeccion por Helicobacter pylori (HP) cada vez adquiere mas relevan-
cia, planteandose la erradicacion indiscriminada o la vacunacion de la poblacion en zonas de alto riesgo (5-9)

La reduccion del ntimero de casos de CG afecta preferentemente al tipo mas frecuente, el adenocarcinoma tipo
intestinal de localizacion distal (clasif. Lauren y Ming), no siendo tan notable para el tipo difuso e incluso obser-
vandose, un aumento llamativo en localizaciones mas proximales. La clasificacion del CG como difuso o intestinal
no siempre es posible, pero parecen representar desordenes con distintos factores epidemio-etiologicos lo que
explicaria sus diferencias en incidencia. (3,10)

A la vez que disminuia el CG distal, se iba observando un incremento progresivo de casos de CG proximal y de la
union gastroesofagica, con un ritmo de crecimiento que supera a neoplasias tan frecuentes como el melanoma o el
cancer de pulmon. Se especula con el papel que HP pueda jugar en la aparicion del cancer proximal. Para algunos
actuaria como cofactor neoplasico al ascender hacia la region subcardial, bien como resultado de ineficaces tera-
pias erradicadoras o al extenderse el proceso atrofia/metaplasia. Para otros, representaria un paraddjico factor
protector, basdndose sobre todo en las experiencias de pacientes con reflujo(10—13). Tras la erradicacion de HP en
pacientes con RGE, se observa una mayor dificultad de control sintomatico con su medicacion habitual y una
mayor incidencia de complicaciones, entre ellas es6fago de Barrett que contribuiria al incremento del nimero de
canceres de esofago distal o cardial.

ASPECTOS ETIOLOGICOS DEL CANCER GASTRICO

La relacion variable entre incidencia de CG y area geografica viene determinada por la distinta exposicion a facto-
res medioambientales. Se han realizado diversos estudios epidemioldgicos para valorar los cambios de incidencia
de CG en grupos de inmigrantes, observandose que inicialmente se mantiene el riesgo de CG de la poblacién ori-
gen, asumiendo en la segunda o tercera generacion el de la poblacion de acogida, es decir que la exposicion tem-
prana, a uno o mas factores ambientales es determinante en el desarrollo del cancer. (1,2)

Dentro de los factores medioambientales que influyen en el desarrollo del CG, sefialar los distintos patrones die-
téticos. La ingesta de ahumados y salazones por su alto contenido en nitratos, favorece el desarrollo de CG. Por
accion bacteriana, se convierten en nitritos (nitrosaminas/nitrosamidas) de capacidad mutagénica y carcinogénica.
El consumo elevado de sal favorece la replicacion celular aumentando la efectividad de carcindgenos conocidos
como la N-metil-N-nitrosoguanidina. La refrigeracion y los métodos actuales de preservacion de alimentos han
contribuido a la disminucion del CG al desterrar las antiguas técnicas de salazon y ahumado. Es aconsejable po-
tenciar la ingesta de una dieta “protectora”, rica en frutas y verduras, por su alto contenido en antioxidantes
(vit. E y vit. C). (14-18)

La hipo/aclorhidria gastrica mantenida, asociada a ciertas patologias (gastritis atréfica, anemia perniciosa, situa-
ciones post-cirugia), determina un mayor riesgo para CG. El sobrecrecimiento bacteriano favorecido por esta si-
tuacion facilita la formacion de nitritos y nitrosaminas, asi como la disminucién de la concentracion luminal de vit.
C. (14-20)
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Existe cierta agrupacion familiar del CG, aunque no se han logrado definir factores genéticos concretos y, al me-
nos en parte puede estar mediada por factores medioambientales. E1 CG difuso es mas frecuente entre portadores
del grupo sanguineo A y se han observado casos en gemelos univitelinos sin haberse detectado por el momento,
asociacion con el antigeno HLA.

INFECCION POR HELICOBACTER PYLORI Y CANCER GASTRICO

ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS

Factores economicos y socioculturales influyen tanto en la prevalencia de la infeccion como en el desarrollo de
CG, siendo mas frecuentes en poblaciones de bajo nivel socioeconémico. Se han publicado distintos estudios
serologicos que confirman esta relacion y que demuestran una alta prevalencia de anticuerpos frente a HP en
zonas de elevada incidencia de CG (2)

Se han realizado numerosos estudios con el objetivo de valorar el efecto de la migracion sobre el CG que ponen de
manifiesto la influencia de factores ambientales (infeccion por HP entre otros) en las primeras décadas de la vida.
Estudios serolégicos retrospectivos que comparan la prevalencia de anticuerpos anti-HP entre sujetos con CG y un
grupo control, demuestran una asociacion significativa HP/CG, y un incremento del riesgo de CG en sujetos infec-
tados (OR=1,6-4,7). El andlisis serologico prospectivo de muestras procedentes de bancos de suero, ha mostrado
prevalencias mas altas de infeccion por HP en pacientes con CG, determinandose un riesgo 3-6 veces superior en
individuos infectados. (9,21,22)

PATOGENIA
La colonizacion de la mucosa gastrica por HP condiciona distintas lesiones inflamatorias. Inicialmente se aprecia
una gastritis superficial que puede evolucionar, a través de un prolongado proceso multifactorial hacia la atrofia y
el desarrollo de metaplasia. Esta lesion, considerada preneoplésica se asocia con un mayor riesgo de aparicion de
CG (tipo intestinal), calculandose un RR de 9.1 si se compara con sujetos sanos no infectados. La gastritis superfi-
cial inicial, supondria en si misma, un mayor riesgo para el desarrollo de carcinoma, si bien en menor medida,
calculandose un RR de 2,5. (23-28)

Se ha sugerido que la gastritis superficial se relacionaria con el CG de tipo difuso, mientras que el tipo intestinal
lo haria con la gastritis cronica atréfica, con una mayor presencia de metaplasia intestinal.

Ambos tipos de gastritis representan estadios consecutivos de una misma infeccion, por lo tanto la aparicion de
uno u otro tipo de CG se relaciona con factores ambientales que actiian en distintos niveles del proceso. El CG tipo
difuso es mas frecuente en pacientes jovenes, mientras que el tipo intestinal se observa en pacientes de mas edad y
con mayor prevalencia de gastritis atrofica, es decir que la diferenciacion del CG hacia uno u otro tipo histologico
dependera del estado evolutivo de la gastritis, de inflamacion superficial a atrofia. (26-29).

Multiples estudios demuestran que el CG tipo intestinal o endémico, es el producto final de un prolongado proceso
multifactorial desarrollado en diversas etapas y en el que el suceso clave lo constituye la aparicion de la atrofia
gastrica.

La gastritis cronica superficial puede progresar hacia una gastritis atréfica con metaplasia. No todas las areas de

metaplasia presentan un riesgo de CG similar. Las lesiones con metaplasia intestinal tipo IIB (o III), metaplasia
enteroide incompleta con predominio de sulfomucinas, son las de mayor riesgo, considerandose incluso por ciertos
autores lesiones displésicas. La gastritis cronica atroéfica con metaplasia podria evolucionar a través de la displasia
hacia adenocarcinoma, estimandose un riesgo de cancer géstrico de 3 a 6 veces superior. (25-29).
Considerando que la infeccion por HP es la principal causa de gastritis cronica, y que la evolucion histologica de
la gastritis lleva a la atrofia y a la metaplasia en un alto porcentaje de casos, podria considerarse a HP como uno de
los principales factores en el desarrollo del CG. No obstante, la progresion hacia la atrofia depende, no tanto de la
presencia de la bacteria como de otros factores concomitantes, considerandose en la actualidad, un proceso multi-
factorial mediado por factores medioambientales (entre ellos HP) y genéticos. (6,27-30).

MECANISMOS CARCINOGENICOS

Recientemente la OMS clasific6 HP como carcindgeno tipo I (factores con capacidad carcindgenica probada). No
se ha demostrado que HP produzca agentes carcinégenos lesivos que actuen directamente sobre la mucosa gastri-
ca, mas bien estan implicados diversos mecanismos indirectos que ejercen su accion durante un tiempo prolongado
de infeccion.

La infeccion por HP produce un dafio en el epitelio mucosecretor glandular que se acompafa de permeaciéon por
células inflamatorias, especialmente linfocitos, polimorfonucleares y macrofagos. Las células epiteliales tras la
adhesion bacteriana, liberan interleukina-8 que junto con factores citotoxicos del propio germen, favorecen la
activacién de PMN y la liberacién de proteasas y metabolitos reactivos de oxigeno. El estallido oxidativo
puede dafiar el ADN e inducir mutaciones en las células germinales mucosas. Si estos dafios no se reparan (altera-
ciones de la apoptosis, de proteinas reguladoras del ciclo, p53 u otros oncogenes) el proceso culminaria con la
aparicion del CG. La actividad inflamatoria incluso puede alterar el ADN de genes supresores de oncogenes
inactivandolos y favoreciendo por lo tanto el desarrollo neoplasico. (26,31-33)
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En sujetos infectados por HP se ha observado un aumento del grado de proliferacién celular mediado por facto-
res de crecimiento epidérmico (factores liberados por el germen, hipergastrinemia) que remite tras la erradicacion
bacteriana. Esta situacion podria aumentar la posibilidad de mutaciones “espontaneas”, algunas de las cuales po-
drian incorporarse de forma permanente al ciclo celular. En nuestro grupo de investigacion hemos estudiado los
indices de proliferacion celular de pacientes infectados y su relacion con la erradicacion, observando al igual que
otros autores, que tras la aparicion de determinadas lesiones —atrofia, metaplasia- la proliferacion se mantiene a
pesar de la desaparicion del germen y que esta situacion coincide con la alteracion en la expresion del p53. (34-
36).

El consumo de vit.C tiene un efecto protector frente al CG al contribuir a la neutralizacion de nitritos. La ingesta
de frutas y verduras, ricas en agentes antioxidantes, reduce el nivel de N-nitrosaminas y radicales libres. Un meca-
nismo de transporte activo consigue incrementar las concentraciones de vit.C en jugo gastrico. La infeccion por
HP puede alterarlo y producir una disminucion en la concentracion de acido ascorbico restaurable con la erradi-
cacion. (37,38)

El amoniaco, liberado por la accion ureasa se ha implicado en la accion estimuladora de la replicacion celular,
produciendo asimismo un efecto mutagénico. (39)

Estudios recientes han demostrado que HP induce autoanticuerpos contra la mucosa géstrica que pueden desempe-
fiar un papel crucial en la patogénesis de la atrofia géstrica. En cualquier caso, la totalidad de los mecanismos
carcinogénicos estaria estrechamente interrelacionada y, posiblemente, su efectividad seria interdependiente.
(40,41).

Hay que tener en cuenta que no todas las cepas de HP son igualmente patdgenas, habiéndose descrito “marcadores
de agresividad” (citotoxinas Cag A, Vac A pe) que condicionan complicaciones clinicas mas severas. Es por lo
tanto, la conjuncion de factores ambientales con las cualidades geno y fenotipicas de cada cepa en cuestion, la
condicion necesaria para el desarrollo de patologia: enfermedad ulcerosa péptica o CG, teniendo en cuenta que la
aparicion del adenocarcinoma gastrico representa tan soélo una minima parte del espectro de lesiones relacionadas
con la infeccion.(42-44).

LINFOMA MALT GASTRICO

La infeccion por Helicobacter pylori actia de manera determinante en la aparicion y desarrollo del linfoma Malt
gastrico, de tal manera que se considera de eleccion el tratamiento erradicador de Helicobacter pylori ante el dia-
gnostico de linfoma Malt consiguiéndose en estadios precoces la remision completa del mismo.

En un primer momento, los estudios epidemiologicos demostraron una prevalencia mayor de la infeccion por HP
en los pacientes diagndsticados de linfoma Malt con tasas de infeccion cercanas al 100%, habiéndose estimado un
riesgo relativo RR 80 veces superior para el desarrollo de linfoma Malt entre la poblacion infectada.(44)

En el contexto de la gastritis cronica asociada a HP es frecuente observar actiimulos de linfocitos en la mucosa
gastrica, bien en forma de foliculos linfoides o bien diseminados en lamina propia constituyendo el tejido linfoide
asociado a mucosas o tejido MALT, base del posible Linfoma MALT. Wotherspoon desarrolldo una escala de
graduacion de 1 a 6 seglin la severidad del tejido linfoide asociado, desde mucosa normal a linfoma Malt de bajo
grado, pasando por la gastritis cronica activa con formacién de foliculos linfoides y la infiltracion linfomatosa en
lamina propia(45).

La infeccion por HP directa e indirectamente presenta efectos quimiotacticos y activadores de linfocitos T y B, que
en presencia de ciertas anomalias cromosomicas (pérdida, trisomia del cr 3) favoreceria el desarrollo monoclonal
de células B, con la consiguiente aparicion de linfoma Malt. Toda esta cadena de desarrollo progresivo es depen-
diente de HP, de tal manera que al cesar el estimulo antigénico causal tras la erradicacion, se conseguiria la remi-
sion y regresion del linfoma. La aparicion de otras alteraciones cromosoémicas (traslocacion 11:14, 11:18) dotarian
al linfoma de independencia de HP, con desarrollo y crecimiento a pesar de la erradicacion o incluso de diferen-
ciacion hacia linfoma de alto grado (alteracion P53) con distintas repercusiones de pronostico y tratamien-
t0.(46,47) Por lo tanto, en un primer estadio del linfoma Malt (linfoma confinado a mucosa y submucosa), la des-
aparicion del gérmen con un tratamiento erradicador adecuado conseguiria la remision del mismo.(47)

Existen ciertas caracteristicas histologicas que nos pueden ayudar a diferenciar linfoma Malt de bajo grado e
hiperplasia folicular linfoide asociado a HP, como la presencia de lesiones linfoepiteliales caracteristicas constitui-
das por células linfoides que permean el epitelio glandular, destruyéndolo y que en un estadio final desembocan
en un importante infiltrado linfoide vacio de espacios glandulares. Se han desarrollado técnicas de inmunohisto-
quimica y PCR, para determinar monoclonalidad y facilitar el diagnéstico y seguimiento en casos dudosos.(45-47)
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