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SUMMARY

DNA quantification in transitional cell carcinoma of bladder by means of image cytometry on
tissue sections. A methodologic proposal.

DNA ploidy has proved to be an objective, reliable and reproducible prognostic factor, -most of
studies using flow cytometry as method for DNA quantification. However, comparative studies
between flow and image cvtometry has shown more sensitiviry for DNA-aneuploidy detection using
the last one. Furthermore, image cytometrv on tissue sections is the only method for DNA
quantification when the lesion is small or locared (small biopﬁies). In this study. we try to establish
the utility of image cytometry on tissue sections of transitional cell carcinomna of bladder and to
propose a standardised method of measurement and definition of DNA-aneuploidy. In order to verify
reliability, we have compared the results using this method with those flow cytometry of | fresh tissue.
Of 97 cases, 84,9% of diploids and 90,3% of aneuploids were concordant by both methods. nage
cytometry detected more aneuploids cases (12) that flow cytometry. In conclusion, image cytometry
on tissue sections and flow cytometry provide similar results in assessmenr of DNA-ploidy of
transitional cell carcinoma of the bladder, bur image cytometry has shown more sensitivity for
detecting DNA-aneuploid tumours. Furthermore, this method permits to asses ploidy in a consecutive
section to the used for diagnostic or staging purpose.
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INTRODUCCION

La ploidia de ADN ha demostrado ser, un factor
prondstico objetivo, fiable y reproducible , en una amplia
gama de tumores humanos (1-7). Aunque la mayoria de
los estudios utilizan la citometria de flujo (CF) como
técnica de referencia, son cada dia mas numerosos los
investigadores que estdn poniendo de relieve la mayor
capacidad de la citometria de imagen (CI) enla deteccidn
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de lineas celulares aneuploides -utilizando improntas o
nicleos disgregados de bloques de parafina-aludiendo a
las posibilidades de seleccién y alamenor dilucién de la
muestra, como los elementos mds justificadores. Sin
embargo, ninguna de las técnicas mencionadas preserva
la arquitectura tisular ni permite mediciones de lesiones,
muy localizadas o escasamente representadas (pequefias
biopsias), lo que s6lo es posible medir mediante CI en
cortes histolégicos.

Las principales objeciones a la CI en secciones
tisulares -presencia de nucleos seccionados, controles
inadecuados, dificil interpretacién de los histogramas y
tiempo consumido en su realizacidén- se centran en
hechos que son controlables con los medios disponibles
actualmente (8,9). En estos momentos existe, ademas,
una gran tendencia a la estandarizacién de los resultados
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obtenidos. Porello, probablemente en un futuro préximo
y como consecuencia de la simplificacién metodoldgica
y reproducibilidad de valoraciones, la CI retome su
pujanza, ahora con mds solidez, con la gran ventaja
afiadida que supone -al menos, para el patélogo- la
preservacién de la arquitectura tisular (10).

En consecuencia, enel presente estudio se pretente
determinarlautilidad de la CI en cortes tisulares de CCT
de vejiga, asi como proponer un sistema estandarizado
demedicién ydefinicion de aneuploidia. Paracomprobar
su efectividad hemos correlacionado los resultados
obtenidos mediante CI con la ploidia de ADN
determinada por CF en material en fresco (técnica
generalmente considerada de referencia).

MATERIAL Y METODOS

Hemosestudiado 100 casos consecutivos de CCT,
entre los afios 1992 ¥ 1994, obtenidos de los Servicios de
Urologia y Anatomia Patoldgica de 1 Hospital

Universitario de Malaga.
Citometria de flujo (CF)

Obtencion y tratamiento de las muestras

Se obtuvieron suspensiones celulares a partir de
material en fresco, tras la recepcidn inmediata -en suero
fisiolégico- de la lesion extirpada, separada en dos
frascos: 1) Lesion y 2) base de la lesi6n; del primer
recipiente se tomaron pequefias muestras de dreas
identificadas macroscépicamente como tumorale\ A
continuacion se procedid ala disgregacién mecanica del
material (con pinzas) que se depositd en un tubo de
ensayo con Scc. de tampdn citrato, y se congeld
inmediatamente en nitrégeno liquido a -180°, para su
almacenamiento hasta la medicidn.

Delas suspensiones nucleares preparadas, y previa
descongelacion, se tomaron 400 i por caso que fueron
procesadas segtin el protocolo de Vindelov (11).
simplificado (Cycletest DN A, Becton Dickinson).

Medicién del contenido de ADN

Las mediciones con citometria de flujo (CF) se
realizaron con un citémetro de flujo FACScan equipado
con ldser de argén de 488 nm. La fluorescencia se
cuantificé enp un minimo de 10.000 nicleos; tras
calibracién del canal 2¢, utilizando como control diploide
linfocitos humanos de ganglio linfético, teﬁidos con
1oduro de propidio (2c).

Conelmédulo discriminador de doblétes (DDM),
incluido en el software del FACScan, ¢liminamos
dobletes y tnpletes mediante la activacion adccuada de
ventanas o “gates’ de'seleccién.

Interpretacion de histogramas

La evaluacién del ciclo celular fue realizada,
preferentemente, siguiendo el modelo matematico RFIT
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(12). Aquellos histogramas con fase S elevada, fueron

evaluados mediante el modelo SFIT. y en aquellos casos |

con: dos poblaciones perfectamente definidas, se utilizo |

el modelo polinomial.

Se defini6 histograma como diploide cuando

s6lo presentaba un pico en la misma localizacién que el

pico control, con indice de ADN= 1. Se consideraron

tetraploides los casos en Tos que habia un pico anormal
en la region tetraploide (4c) conteniendo més del 15%
del total de las células y como aneuploides aquellos
casos que presentaban dos o mds poblaciones. Se
consideré como poblacién diploide el primer pico

definido -mds del 10% del total de células medidas- que . :

aparecia en el histograma (que podfa ser comprobado

afadiendo células control, en casos dudosos); y como

poblacién(es) aneuploide(s) el(los) pico(s) restante(s). .

,  Todos aquellos histogramas en los que el
coeficiente de variacién del pico principal fue superior
a 5% se clasificaron como no valorables.

Citometria imagen (CI) en cortes tisulares.

. Para la cuantificacién de ADN nuclear se
realizaron cortes de 4-5 micras, consecutivos a los
realizados para el estudio histolégico. Los nicleos se
tifieron con Feulgen (13}, utilizando el kit para
cuantificacién de ADN de Becton Dickinson (CAS
DNA Staining, Becton Dickinson, Cellular Imaging
Systems. Illinois, USA) con azul de tionina como
crofnégeno.

Lamedicién del ADN serealizé conel sistema de
andlisis de imagen CAS-200 (Becton Dickinson)
utilizando el programa QDA (Quantitative DNA
Analysis) versién 3.0, que permite un analisis rdpido de
las imagenes mediante el uso de filtros preestablecidos
y modificaciones de la medicién del ADN nuclear en
funcién del espesor del corte, de especial importanciaen
casos de tumores con grandes niicleos y alta probabilidad
de ser seccionados (8).

El principio bdsico del sistema es simple: la
cantidad de tincidn es proporcional a la cantidad de
ADN presente en la célula. No obstante, el sistema CAS
hade ser calibrado previamente con células que contengan
una cantidad conocida de ADN; en nuestro caso,
utilizamos hepatocitos de ratas, suministrados con el

“kitde ADN”. que se incluyeron en el proceso de tincién

junto con cada grupo de muestras.

a) Calibracion
La calibracion consiste en generar una ecuacion
lineal que relacione el ADN en picogramos con la

densidad 6ptica. Se miden un minimo de 20 hepatocitos -

de rata, a partir de los cuales se obtiene un sumatorio de

densidad 6ptica y se calcula el valor modal de dicho . .
sumiatorio. Este valor modal, es un pardmetro variable |
que, relacionado con la constante conocida de 13.35 pg .
de ADN de los niicleos tetraploides de rata permite
obtener el punto de calibracién (que relacionard la



CUANTIFICACION DE ADN EN CARCINOMAS DE CELULAS TRANSICIONALES DE VEJIGA MEDIANTE ...; L. Hierro et al.

densidad 6ptica, en unas condiciones de tincién y ajuste
de luz del microscopio dadas, a una masa de ADN en
picogramos). Los niicleos medidos se representan en un
histograma cuyo coeficiente de variacién ha de ser
menor del 3%. ‘

b) Control interno y configuracion de filtros

Uno de los aspectos mds problematicos de la
cuantificacién de ADN por citometria de imagen es la
utilizacién de un control interno adecuado.: El uso de
linfocitos normales fijados (como control: interno o
externo) constituye, frecuentemente, un estandar diploide
inadecuado; esto es debido a que la alta concentracién
del ADN linfocitario provoca valores de absorcién
menores de lo esperado. Los linfocitos en preparaciones
secadas al aire resultan ser mejor control porque la
cromatina estd mas dispersa. Lo mds adecuado es el
andlisis simultdneo de células normales del mismo origen
que la muestra problema, lo que resulta bastante dificil,
sobre todo en preparaciones obtenidas de tumores
malignos. ‘

Partiendo de esta premisa y utilizando la opcién
de elaboracion de filtros del QDA, procedimds arealizar
un filtro propio, a partir de los valores de area, factor de
forma, contenido de ADN en picogramos y densidad
Optica, obtenidos en mediciones del urotelio de vejigas
normales. Medimos 300 nicleos en 3 casos obtenidos de
material de autopsias, sin patologia vesical), en el que
existe, en condiciones normales, una pequefia proposcion
de células superficiales tetraploides. ‘

Con ello se establecieron los valores de la
poblacidn diploide y latetraploide, y a partir de ellos los
valores de poblaciones distintas al 2c y 4c (Tabla I).

¢) Medicion de las muestras problema

En cada caso se cuantificaron, al menos, 200
nicleos, mediante un criterio selectivo al elegirla muestra:
el proceso de medida se inicid por las dreas mds celulares
y con mayor atipia para, posteriormente, completar en
campos consecutivos el nimero total de niicleos.

Unavez concluida laadquisicién de imédgenes, se
procedid ala visualizacién de los niicleos seleccionados,
rechazando lasimédgenes inadecuadas (nicleos cortados,
superpuestos, células picnéticas, etc).

Las mediciones de los niicleos de la muestra se
representaron por el programa estadistico en un
histograma de escala variable (donde el eje x recoge el
contenido de ADN y el eje v el niimero de células).

d) Pardmetros evaluados.

El programa proporciond unestudio por dreas del
histograma (drea ABCDEF). donde el drea A corresponde
a laregién diploide, el drea B a la hiperdiploide, el drea
Calatetraploide, D hipertetraploide, etc. En cadaunade
ellas, se midieron y recogieron los siguientes pardmetros:
indice de ADN minimo y méaximo, valor modal, media,
desviacién tipica, coeficiente de variacién del pico,
porcentaje de células, y nimero de células medidas.

Un histograma fue considerado como diploide
cuando se observaba una poblacién celular cuyo pico
principal representaba mas del 75% del total de las
células medidas y suindice de ADN (I ADN)) seencontraba
entre los Iimites 0.90-1.15; se clasificaron como
aneuploides aquellos histogramas con dos poblaciones
celulares distintas, una diploide y una aneuploide que
representabamds del40% delascélulasyuni,  >1.15.
En aquellos histogramas en los que el coeficiente de
variacién excedia de 10% se establecid la aneuploidia
cuando mds del 55% de las células se encontraban en el
drea ‘aneuploide.

Estudio estadistico

Para determinar la validez de la cuantificacién
ADN por CI en cortes tisulares, se utilizaron métodos
estadisticos univariantes tipo tablas de contingencia,
aplicando el test de la Chi-cuadrado y considerando
siempre un nivel de significacién estadistica del 95%
(p<0.005). ‘

RESULTADOS

El estudio de ADN, mediante citometria de flujo
se realiz6 prospectivamente en 106 tumores. Cinco
casos, tipificados en el estudio histolégico posterior
como procesos inflamatorios, fueron diploides y sirvieron
como control interno de la técnica y un caso, etiquetado
como adenocarcinoma, resulté ser aneuploide. En los

Linfocitos  Diploide  Tetraploide  Hiperdipl. Hipertetrapl.
Area (um®)  10-20 25-60 50-300 25300 25-400
Forma 10-16 13-25 15-30 ' 13-30 10-50
gADN 647796 65796  13.5-155 797-134 155350 Tabla 1. CCT de vejiga:
Filtro utilizado para la
Densidad  0.15-0.50  0-1000 0-1000 0-1000 cuantificacion de ADN' en

0-1000

cortes tisulares.
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Variable Media DT Rango

Primer pico (100 casos) S ! ‘
Moda 0.99 0.08 0.92-1.18
Media 1.02 0.04 0.95-1.09
Ccv 7.06 1.70 0.93-10.03
e céls 55.74 23.79 4.96-99.03

Segundo pico (69 casos) ) . ‘
Moda : 129 - . 011 1.11-1.61
Media 141 0.08 1.15-1.54
cv - ‘ 11.62 I 2.06 3.03-15.68
% céls | 45.52 11.70 9.65-69.68

Tabla 2. CCT de vejiga: Results-

100 casos restantes, qué fueron finalmente el objeto de
estudio, se identificaron poblaciones clonales diploides
en 53 casos, aneuploides en 31, tetraploides en 13 y en
tres casos, los histogramas resultantes no fueron
valorables. La fase S y el indice de proliferacién se
ajustaron alos modelos matemdaticos mencionados en 85
casos, siendo la media de células en fase S de 6.99 y el
indice de proliferacion de 10.93. ‘

El estudio de estos mismos casos, mediante
citometria de imagen en cortés histolégicos, identificé
un pico diploide en 100 casos y en 69 casos demostré un
segundo pico (Tabla IT). Con este criterio se clasificaron
como ADN-diploide 49 casos (49%) y ADN-aneuploide
51 casos.(51%).

Al comparar los datos de ploidia de ADN
obtenidos mediante CF en material fresco y Cl en cortes
tisulares, correspondientes a 97 casos (en CF, 3 casos
fueron no valorables) observamos que el grado de
concordancia en la frecuencia de diploides obtenidos
con ambas técnicas fue del 84.9% y en los aneuploides
del 90.3%. Mediante CI se detectaron mayor niimero de
casos aneuploides, en concreto 12 casos (20.3%), de los
cudles, tras el estudio mediante CF, 8 (16.1%) fueron
diploides.(Tabla 3) y 3 no valorables . ‘

En cuanto a los 13 casos tetraploides obtenidos
por CF, 3 de ellos fueron diploides en CI 'y los: 10
restantes fueron dados como aneuploides (Tabla III).

DISCUSION

Aunque Ja CF es la técnica més utilizada en el
momento actual y lamas.estandarizada son cada dia mis
los trabajos que ponen de manifiesto la validez de la CI
(10, 14-16). Esta técnica ha demostrado su utilidad al
permitir la realizacién de estudios retrospectivos en
material de archivo de.pacientes con una evolucién
clinica conocida. Cuando se realiza en cortes tisulares,
presentalaindudable ventaja de preservarla arquitectura
global , y por tanto la confirmacion y seleccién visual de
los tipos celulares sujdtos a evaluacion (8). Asi, la
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dos de las variables de CI.

cuantificacién de ADN es posible en aquellos casos
concretos donde la arquitectura tisular es importante
para la identificacién de las zonas a medir (lesiones
displdsicas o carcinoma “in situ”), en muestras con
escasa celularidad, o en aquellos casos en que el tejido
no es apropiado para disgregacién (17).

Sin embargo, la realizacién de estudios de
cuantificacion de ADN en secciones de tejido plantea
ciertas consideraciones. Es preciso establecer el grosor
del corte adecuado y rechazar histogramas con
coeficientes de variacién superiores al 20% (18). En
cortes finos (menos de 5 um) existe el riesgo de seccionar
los niicleos, con 1o que el valor relativo del contenido
de ADN obtenido es menor que el real, por lo que se
precisa medir un nimero elevado de niicleos (200-500)
para obtener un valor medio de ADN adecuado. En
cortes gruesos, se obtienen imdgenes de niicleos
solapados que dificultan la medicién. Aunque las
opiniones al respecto son controvertidas, autores como
Dorman (19)y Montironi (17) proponen como alternativa
utilizar un grosor estandar de 5 pum asumiendo que, de
esta forma, se puede obtener informacidn titil sobre el
ADN en ciertos tumores, especialmente en aquellos que
muestren clara separacién histoldgica de sus nicleos
como es el caso de la vejiga. En un intento de corregir el
efecto del grosor de corte se han establecido algoritmos
destinados a compensar la pérdida nuclear producida
por la seccién. Sin embargo, su utilidad se reduce
précticamente a tejidos con niicleos esféricos y pequefios,
yaqueenlos histogramas de cortes tisulares de neoplasias
pleomorficas el efecto del grosor del corte entero no
suele ser bien corregido (20).

+ El tejido incluido en parafina puede ser también
procesado parala obtencion de preparaciones citolégicas,
utilizando una modificacién del método propuesto por
Hedley (21). Desde que Hedley publicara en 1983 el
método original para la obtencién de suspensiones
nucleares a partir de tejidos incluidos en parafina, esta
técnica ha sido ampliamente difundida y aplicada. El
método, permite estudios retrospectivos, examen
microscépico y seleccién del tejido tumoral con
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Variable Ploidia. CF
Ploidia CI Diploide Aneuploide Tetraploide p
N° casos N° casos N° casos
(%) (%) (%)
Diploide 45 3 3
‘ (84.9) ©.7) (23.1)
‘ ‘ 0.000
Aneuploide 8 28 10 . Tabla 3. CCT de vejiga: Com-
‘ (16.1) (76.9‘) paracién de la ploidfa de ADN

(90.3)

en CF conlaploidiade ADN por
CL

histomorfologia definida y facilita estudios de control y
comparaciones inter e intrainstitucionales. En material
disgregado los nicleos representan predominantemente
nicleos completos; sin émbargo, los micleos de pequefios
focos tumorales, pueden ser dificiles de identificar tras
la tincién con Feulgen. Ademas, atin en el mds adecuado
de los protocolos de disgregacion, es inevitable una
pequefia pérdida de material debido a lo agresivo del
método-en si mismo. Entre los factores criticos del
proceso.de disgregacién enzimaética cabe destacar el tipo
de enzima utilizado, concentracion del enzima y tiempo
deincubacién. Estos tres pardmetros modifican la calidad
delasuspension celular obtenida y difieren seginel tipo
de tejido. A pesar de lo anteriormente expuesto, el mayor
inconveniente de los métodos de disgregacién es el
tiempo necesario para el procesamiento de cada muestra
(3-4 horas), lo que hace lenta y engorrosa la preparacién
de una extensién adecuada para aplicar citometria de
imagen de ADN.

Trabajos recientes (9) demuestran que, la Cl en
cortes de tejido (de 5-7 um), puede considerarse un
método fiable y reproducible para la determinaciénde la
ploidia de ADN siempre y cuando se controlen de
manera estricta procesos decisivos como la tincién v
ajustes del sistema de analisis deimagen paraevaluacion
de la muestra. Sin embargo, los estudios comparativos
que evaluan la correlacion existente entre la ploidia de
ADN determinada mediante CF y CI difieren en sus
conclusiones. En nuestro estudio, el grado de
concordancia en la frecuencia de casos ADN- diploides
obtenidos con ambas técnicas fue del 84.9% y en los
ADN-aneuploides del 90.3%.

Las discordancias surgen en el grado de
sensibilidad para la deteccién de aneuploidia. Asi,
algunos trabajos muestran mayor grado aneuploidia en
CI (22, 23) mientras que otros autores observan, con
mayor frecuencia, patrones ADN-aneuploides en CF
(24). ‘ ‘ ;

Mediante CF, lapresencia de abundantes células
inflamatorias o no Iieoplésicas diluye e-impide la
deteccién de posibles poblaciones aneuploides

peridiploides, asi como, pequeiias clonas celulares
aneuploides; en cambio, con la CI, las células
inflamatorias se excluyen visualmente v el observador
mide, por lo general, las zonas con mayor grado de atipia
nuclear. Ademds, estd demostrado que las células con
contenidos de ADN-aneuploides proximos a 4n son mas
fragiles vy soportan mal los tratamientos mecénico-
enzimaticos necesarios para CF (25).

Laincapacidad de la CI para detectar, en algunos
casos, poblaciones aneuploides se explica porel reducido
tamano de la muestra (200-400 células) y por laobtencion
de histogramas de baja resolucién y altos CV,:que
impiden distinguir las poblaciones ADN-peridiploides
vy ADN-aneuploides de las estrictamente diploides. En
nuestraserie, mediante Clen cortes tisulares se detectaron
mayor nimero de casos aneuploides que con CF,
debido sobre todo aque las muestras fueron cuantificadas
siempre de manera rigurosa, por un mismo observador
(experimentado), seleccionando un minimo de 200
nucleos celulares hasta la obtencién de un histograma
adechado con CV siempre inferior al 15%.

RESUMEN

Laploidia de ADN ha demostrado, ser un factor
prondstico objetivo, fiable y reproducible. Aunque la
mayoria de los estudios utilizan la citometria de flujo
(CF). como técnica de referencia, son cada dia mds
numerosos los investigadores' que estdn poniendo de
relieve la mayor capacidad de la citometria de imagen
(CI) en la deteccién de lineas celulares aneuploides.
Ademads. la Cl en cortes histolégicos es la unica que
permite medir lesiones, muy localizadas o escasamente
representadas (pequefias biopsias). El presente estudio
pretente determinar la utilidad de la CI en cortes
tisulares de carcinomas de células transicionales de
vejiga, asi como proponer un sistema estandarizado de
medicién y definicién de aneuploidia. Para comprobar
su efectividad hemos correlacionado los resultados
obtenidos mediante CI con la ploidia de ADN
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determinada por CF en material en fresco. Al comparar
los datos de ploidia de’ ADN obtenidos mediante CF en
material fresco y CIen cortes tisulares, correspondientes
a 97 casos (en CF, 3 casos fueron no valorables)
observamos que el gradode concordanciaenlafrecuencia
dediploides obtenidos con ambas técnicas fue del 84.9%
yenlos aneuploides del 90.3%. Mediante CI se detectaron
mayor nimero de casos aneuploides, en concreto 12
casos (20.3%), de los cudles, tras el estudio mediante
CF, 8(16.1%) fueron diploides y 3 no valorables . En
conclusién, la CI de los carcinomas de células
transicionales de vejiga (en secciones de-tejido) ha
obtenido unos resultados similares a la CF, mostrando
incluso mayor capacidad para detectar aneuploidia en
los casos que presentaron carcinoma “in situ” asociado
odisplasiade lamucosaadycente, con la ventaja afiadida
de valorar la misma muestra que es utilizada para el
microestadiaje habitual.

. .
Palabras clave: Citometria de imagen. Cortes tisulares.
Estandarizacién. Carcinoma de células transicionales.
Vejiga. ‘
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