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SUMMARY

Objective: The aim of this study was to look for co-
rrelations between nuclear DNA content of colo-rectal
tumors, and such clinical parameters as age, sex, loca-
tion, CEA, histological grade and Duke’s stages.

Experimental design: A prospective study is carried
out on surgical patients, subjected to standard criteria

of radicality. Nuclear DNA content was quantified in

tumoral cells by microcytophotometric techniques.

Patients: 106 patients with colo-rectal cancer. Pa-
tients with colonic perforation, other concomitant
neoplasia, non-curative surgery or receiving adjuvant
therapies were excluded from the study. Five patients
died during the postoperative period and one was lost.

Results: Histological grade: 28% G1, 35% G2 and
37% G3. Dukes” 8% A, 40% B, 32% C and 20% D. DNA
quantification has rendered 45% as euploid and 55%
as aneuploid.

There was no statistical correlation between ploidy
and location, age, sex or CEA. However, there is a clear
preponderance of euploid tumors in G1 (23 vs. 5), while
the aneuploid tumors double the euploid ones (24 and
25 vs. 12 and 12) in G2 and G3. A similar result was
found comparing ploidy and Dukes: euploid tumors
reach 77% both in stages A and B, while they drop to
24% and 14% in stages C and D. It has also been found
that euploid tumors show a longer period of survival
free of recurrence.

Conclusions: Evidence has been found supporting a
prognostic value for tumoral DNA quantification in
colo-rectal cancer. A longer follow-up is required to
study absolute survival of the patients.
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RESUMEN

Objetivo: Establecer correlaciones entre contenido de ADN
de tumores colorrectales y parAmetros clinicos: edad, sexo, lo-
calizacién, CEA, grado de diferenciacién y estadios de Dukes.

Disefio experimental: Estudio prospectivo de pacientes
intervenidos quirirgicamente, segin pautas habituales de ra-
dicalidad. Cuantificacién del ADN nuclear por microespectro-
citofotometrfa.

Pacientes: 106 pacientes con cancer de colon. Se excluyen
pacientes con perforacién colénica, sometidos a tratamientos
coadyuvantes a la cirugfa, afectos de otros tumores y aquéllos
con resecci6n incompleta, tras control anatomopatolégico. Un
paciente perdido y 5 fallecidos en postoperatorio.

Resultados: Grado de indiferenciacién: 28% G1, 35% G2
37% G3. Estadiaje de Dukes: 8% A, 40% B, 32% Cy 20%.
El45% de los tumores son euploides, y el 55% aneuploides.
No existe correlacion estadistica entre ploidia y localizacién,
edad, sexo o CEA. Sin embargo, hay claro predominio de tu-
mores euploides en G1 (23 vs. 5), duplicando los aneuploi-
des a los euploides en G2 y G3 (24 y 25 vs. 12y 12). Algo
similar se observa al relacionar ploidfa y estadio de Dukes: los
tumores euploides alcanzan el 77% en los estadios A y B, mien-
tras que bajan al 24% y 14% en los estadios C y D. Ademas,
los tumores euploides han demostrado una mayor superviven-
cia libre de enfermedad.

Conclusiones: Estos resultados apoyan el valor pronéstico
de la cuantificacién del DNA en el cancer colo-rectal. Sin em-
bargo, se requiere un seguimiento més prolongado de los en-
fermos antes de poder analizar su relacién con la supervivencia
absoluta de los pacientes.

PALABRAS CLAVE: Citometria, ADN, tumores colorrectales,
ploidia.
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INTRODUCCION

El cdncer colorrectal es una neoplasia de aparato digestivo
que, segin estimaciones recientes, ha aumentado su inciden-
cia en todo el mundo occidental de modo considerable, so-
brepasando en frecuencia al cancer gdstrico (1). Este hecho
ha incrementado la atencién sobre el mismo, tanto en cam-
pos investigacionales como terapéuticos y preventivos.

En su contexto terapéutico se plantean diversos problemas.
Unos estén relacionados con la oportunidad o eficacia del tra-
tamiento adicional o coadyuvante a la cirugifa, segun que su apli-
cacién sea pre/postoperatoria, 0 bien que ésta sea beneficiosa
a todos los pacientes o sélo a aquéllos cuyos tumores presenten
especiales caracteristicas. Otras incégnitas estdn relacionadas
con el pronGstico, establecido habitualmente por el sistema de
estadios de Dukes y sus modificaciones (2, 3), o por el grado
de diferenciaci6n; sistemas no carentes de problemas, lo que pro-
voca intentos de nuevas clasificaciones histologicoclinicas (4).
A pesar de haberse confirmado que los estadios de Dukes tie-
nen un claro valor predictivo (5), pacientes con estadios B, tienen
una supervivencia menor que otros con estadios C,. El estable-
cimiento del grado histolégico, por otro lado, puede estar in-
fluenciado en gran medida por la experiencia del pat6logo o la
variabilidad histolégica tumoral (6), lo que hace que su aplica-
bilidad prondstica no sea siempre ficil y universal.
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FIG. 1.—Los dos modelos de histogramas de frecuencias correspon-
dientes a los controles (mucosa colénica normal). Se observan al-
gunos controles con poblacion celular 3c relativamente alta.

Rev. Esp. Enf. Digest.
Junio 1993

La aplicacién de técnicas de cuantificacién del ADN nu-
clear (7) mediante citometria, bien de flujo (CF) o estdtica
(CE), ha permitido, ademds de investigaciones en el campo
bioldgico, el establecimiento de patrones de anormalidad nu-
clear en los tumores. Se ha pensado, que estas anomalias nu-
cleares (aneuploidia) podrian estar relacionadas con
prondsticos mas desfavorables o con respuestas variables a
terapias adicionales. Por esta razon, se ha realizado ya un ni-
mero considerable de trabajos en torno al contenido de ADN
en las células del cdncer colorrectal y de tumores de otra lo-
calizacién (8-9). Llama la atenci6n, que los resultados en mu-
chas ocasiones son discordantes.

La mayor parte de los estudios se ha llevado a cabo con
técnicas de citometria de flujo (8-10), cuya rapidez de ejecu-
cién es indudable. Sin embargo, esta técnica presenta algu-
nos inconvenientes, ya que no permite establecer una
diferenciacién clara entre las células euploides tumorales, lin-
focitos, células infectadas y epitelio normal (6, 11); por esta
razén, los resultados obtenidos por diferentes autores no siem-
pre son coincidentes.

En este trabajo, el ADN se ha cuantificado mediante mi-
croespectrocitofotometria sobre secciones histolégicas, segin
la técnica descrita por Casperson (12), lo que ha permitido
seleccionar selectiva y exclusivamente la poblacién celular
tumoral.

El objetivo establecido para este estudio preliminar ha si-
do comprobar las relaciones existentes entre el contenido de
ADN vy el pronéstico de los pacientes, asi como con otros
pardmetros histol6gicos, biolégicos o bioquimicos. De tal ma-
nera que, segiin los resultados obtenidos, y quizds en fases
posteriores de estudio, se pudieran justificar modificaciones
en la agresividad de las técnicas quirdrgicas, asi como estu-
dios de las relaciones del contenido de ADN con la evolu-
cién tumoral, después de tratamientos radio y/o
quimioterdpicos adicionales a la cirugia. Todo ello, buscan-
do el benefido del paciente y posiblemente evitando dispen-
dios econémicos innecesarios.

MATERIAL Y METODOS
Pacientes

Desde abril de 1989 a junio de 1991, se han recogido pros-
pectivamente los datos de 106 pacientes intervenidos por cén-
cer de colon y recto. Los criterios de operabilidad y
resecabilidad fueron los habitualmente admitidos en la préc-
tica quirtirgica. En ningin caso se aplicaron tratamientos ra-
dio y/o quimioterdpicos.

Para la recogida de datos referentes a los pacientes se ha
utilizado un protocolo disefiado a tal fin. En él se han consi-
derado, los siguientes pardmetros: edad, sexo, localizacién
del tumor primario, tamafio, sintomas, complicaciones, anti-
geno carcinoembrionario (CEA), tipo de intervencion quirdr-
gica, estadios de Dukes (segin la modificacién de
Astler-Coller), y los andlisis de sangre habituales en un preo-
peratorio (hematimetria, estudio de coagulacién y perfil he-
pético). Se utiliz6 el programa SDI (Horus Hardware/Hewlett
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FIG. 2.—Histogramas correspondientes a tumores euploides: se evi-
dencian dos tipos cuyo aspecto es muy similar a los controles.

Packard Espaiiola) como base de datos y como paquete esta-
distico.

Los criterios de inclusién fueron:
— ausencia de cualquier otro tumor distinto al de colon;

— excision completa del tumor primario, determinada por
el anatomopatélogo como mdrgenes de reseccion libres de
tumor;

— pacientes con tumor sincrénico de colon/recto y trata-
dos en el mismo acto quirdrgico; ausencia de colitis ulcerosa
o poliposis familiar.

Como criterios de exclusion se establecieron:
— cualquier tratamiento anterior de carcinoma colénico;

— pacientes con perforacion a peritoneo libre o localiza-
do, como complicacién tumoral.

El punto final para considerar la evolucion de los pacien-
tes operados lo hemos colocado en mayo de 1992. Por lo
tanto, para este trabajo, el seguimiento mdximo ha sido de
36 meses. Los controles postoperatorios han sido efectua-
dos al tercer mes de la intervencion, a los seis meses y
al afo. A partir del primer afo, se han realizado controles
anuales. Ademds del examen clinico, se solicitan andlisis
de sangre (hematimetria, CEA, perfil general y hepitico).
La sospecha de recidiva y/o metdstasis se comprueba me-
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diante ecograffa, TAC y endoscopia. Los failecimientos se
han determinado por objetivacién directa o por contactos
con familiares.

Preparacion de las piezas

De cada tumor, se tomé un fragmento en forma de sector
de circulo, con vértice hacia el centro del tumor. En 10 pa-
cientes elegidos al azar se tomé un fragmento de mucosa, ma-
croscOpicamente sana, situada a mds de 20 cm del borde
tumoral, para ser usado como control en el establecimiento
de euploidia colénica.

Los fragmentos de tumor o de epitelio sano fueron fijados
en paraformaldehido al 10% e incluidos en parafina, segin

2¢ 4c 6¢c 8c

FIG. 3.—Histogramas correspondientes a tumores aneuploides. Se

describen tres tipos de posibles distribuciones de las poblaciones

celulares: 3¢ predominante (tipo Ill), 4c predominante (tipo IV) y
sin claro predominio de ninguna poblacién celular (tipo V).
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TABLA 11
Relacién entre la ploidia y la localizacién de los tumores

TABLA 1
Tipos de tumores segiin ploidia
Euploides Tipo 1 27 (26%)
Tipo 11 21 (20%)
Aneuploides Tipo I 37 35%)
Tipo 1V 10 9%)
Tipo V 11 (10%)

Localizacién Euploide  Aneuploide Total
Derecho 11 10 21
Izquierdo 36 49 88
TOTAL 47 59 106

Cuantia y porcentajes de los distintos tipos de tumores descritos, segiin el
aspecto de los histogramas obtenidos con microespectrocitofotometria.

técnicas histolégicas habituales. De cada bloque se practica-
ron tres secciones de 5 micras de espesor para ser tediidas con
hematoxilina eosina y proceder a la identificacién histolégi-
ca de las células tumorales. Otras cinco secciones, también
de 5 micras, fueron procesadas segiin el método de Feulgen.

Cuantificacion del contenido de ADN

Se ha llevado a cabo mediante microespectrocitofotometria
(citometrfa estdtica), aplicada a secciones histoldgicas tefiidas
mediante el método de Feulgen. En esta reaccidn, el colorante
(reactivo de Shiff) se une estequiométricamente con las molé-
culas del ADN, de manera que existe una relacién directa en-
tre la cantidad de colorante y el contenido de ADN de la célula.
De los distintos métodos citofotométricos existentes hemos uti-
lizado el método de integracién de extinciones parciales.

Para la cuantificacién del ADN tumoral o de los controles
(mucosa coldnica normal), se han valorado 100 nicleos por
cada seccidn histolégica, estando éstas identificadas exclusi-
vamente por un nimero de serie, de manera que en el mo-
mento de la medicién del ADN, el operador desconocia el
diagndstico histopatoldgico y la evolucidn clinica del paciente.

Hemos utilizado un microespectrocitofotémetro VMS-0.5
(Carl Zeiss, Oberkochen) controlado «on line» por un orde-
nador Olivetti M-20. Dicho microespectrocitofotémetro estd
dotado de una platina monitorizada de 0,25 micras de resolu-
cién y de un monocromador de prisma, igualmente monito-
rizado, que proporciona una amplitud de banda de 1,5 nm,
modulable mediante una rejilla de apertura variable. A partir
de las mediciones del ADN nuclear tumoral se elaboran his-
togramas de frecuencias y, mediante un proceso matemadtico
descrito por Bartels (13), se descompone dicho histograma en
curvas gaussianas que agrupan a las diferentes poblaciones
celulares en funcién de su contenido en ADN. A partir de
aqui, es posible calcular el drea de cada una de las curvas,
que guarda proporcién directa con el nimero de células de
cada poblacion. La media de los valores incluidos en cada
curva corresponde al contenido de ADN nuclear de las res-
pectivas poblaciones celulares expresado en unidades de den-
sidad dptica relativa (UDOR).

Criterios de euploidia/aneuploidia

De acuerdo con criterios internacionales (14), los valores
de referencia para 2¢ (cantidad de ADN de un niicleo diploi-

Estudio de X2=0,56454 (no significativo).

de) se determinaron estableciendo la media del contenido en
ADN de las células diploides de los 10 fragmentos de muco-
sa normal. De esta manera, la poblacién 2c en los controles
ha supuesto un 65 % (+7,58) del total de las células. Sorpren-
dentemente, en todos ellos se ha encontrado un nimero im-
portante de células en torno a 3c (18,66% =+ 5,11). (fig. 1). La
terminologia empleada, en ninglin momento hace referencia
al mimero de cromosomas, cuyo contaje no se realiza con es-
tas técnicas, sino que los términos euploide o aneuploide ha-
cen referencia a los tumores con un nimero de células cuyo
contenido en ADN es normal o anormal, respectivamente, es-
timado por los histogramas de frecuencias.

Hemos aceptado como tumores euploides (también llama-
dos diploides en la literatura), aquéllos que presentan un his-
tograma de frecuencias con una poblacién celular 2c
(correspondientes a fases Go/G, del ciclo celular) superior al
50%. Sin embargo, también hemos aceptado como euploide
otro grupo de tumores con una poblacién celular 2¢, que su-
pera el 40%, que se acompaiia de otra menos acusada 3c, a
semejanza de algunos controles y que podrian corresponder
a células en sintesis (fig. 2). El /indice de ADN en estos tu-
mores euploides es inferior a 1,5, aceptando como indice de
ADN la relacién entre la media del contenido de ADN de
las células tumorales y la de las células de los controles (14).
La aneuploidia se establece en aquellos tumores donde se en-
cuentran dos o mds poblaciones celulares bien definidas, con
un indice de ADN superior a 1,5 (14). Al igual que otros auto-
res (5, 6), aceptamos como aneuploides aquellos tumores cuya
columna de histograma correspondiente a 2¢ sea de inferior
cuantia a la predominante (fig. 3), lo que denota varias stem-
lines celulares, siendo la correspondiente a 2c, la que consi-
deramos mds cercana a la normalidad no tumoral.

La incidencia de aneuploidia/euploidia parece ser similar
en los tumores de colon y en los de recto (8, 15), por lo que,
en nuestra serie los consideramos juntos.

Dado el corto periodo de seguimiento, ha parecido oportu-
no estudiar la relacién entre la ploidia tumoral y nimero de
pacientes libres de recidiva (supervivencia libre de enferme-
dad). De este estudio se han excluido las muertes postopera-
torias (5) y los pacientes perdidos.

Estudio estadistico

Para evitar dispersién de datos, hemos reunido como euploi-
des los tipos I y II, y como aneuploides los tipos III-IV-V.
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‘Se ha estudiado la posible relacién entre los tipos de ploidia
(euploides/aneuploides) y la edad, sexo, grado de diferencia-
cién histoldgica, localizacién (derecho/izquierdo) y estadios
de Dukes (A, B, C, D) unificando, también para evitar dis-
persién de datos, los estadios B,y B,en By C,y C, en C.

La relacién entre la ploidia y los datos clinicos recogidos
en el protocolo se establecid, bien mediante el test de X? (pa-
rametros cualitativos) o bien mediante comparaciones de me-
dias (valores cuantitativos).

Las curvas de supervivencia actuarial (libre de recidiva) se
han estudiado mediante la prueba de Kaplan-Meyer y Mantel-
Haenszsel.

RESULTADOS

Cincuenta y ocho pacientes eran varones (55,23%) y 47 mu-
jeres (44,79%). La edad media se ha situado en 67 aios (ran-
go: (38-87 afios). De los 106 tumores estudiados, las
localizaciones izquierdas y bajas fueron las mds frecuentes,
distribuyéndose como sigue: 21 casos de colon derecho fren-
te a 85 de afectacién izquierda, de los cuales 32 correspon-
den a recto, 31 a sigma, 17 a descendente y transverso izq.
y 5 a recto/sigma.

El grado de diferenciacién histolGgica se obtuvo con certe-
za en 101 casos, no siendo posible en 5 ocasiones por falta
de concrecién en el informe anatomopatoldgico. Asi, 28 ca-
s0s (27,72%) corresponden a Gl (bien diferenciado); 36
(3564%) a G2 (moderadamente diferenciado) y 37 (36,63%)
a G3 (indiferenciado).

En cuanto al diagnéstico histopatolégico, noventa y nueve
casos fueron adenocarcinomas, 6 de la variedad coloide y 1
result6 ser un gran adenoma velloso con degeneracién carci-
nomatosa en su base.

Los pacientes, de acuerdo con la clasificacién de Dukes se
distribuyeron como sigue: estadio A, 9 (8,49%); estadio B,,
14 (13,20%); estadio B,, 28 (26,41%); estadio C,, 14
(13,20%); estadio C,, 20(18.86%) y estadio D, 21 (19,81%).

Dada la variabilidad tumoral, y seguin los criterios expues-
tos en el apartado de Material y Métodos, describimos en los
tumores euploides, dos tipos de histogramas con diferentes
poblaciones celulares, constituyendo lo que hemos estableci-
do como tumores tipo I 'y tipo II (fig. 2). Del mismo modo,
hemos podido observar tres variantes en los histogramas con-
siderados como aneuploides: tipo III, con un predominio en
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3c; tipo IV, con un predominio en 4c; y tipo V con varios
picos (2¢, 4c, 6¢...), sin predominio claro de ninguno (fig.
3). Siguiendo estos planteamientos, ya comentados para el es-
tudio del contenido de ADN nuclear, hemos hallado 48
(45,28 %) tumores euploides y 58 (54,71%) aneuploides, dis-
tribuidos segun se detatla en la tabla 1.

Estudiando las posibles relaciones entre el contenido de ADN
y pardmetros clinicos (edad, sexo, tamaio del tumor y deter-
minacién del CEA), no hemos encontrado ninguna relacién
con significacién estadistica. Aunque hay un mayor ntimero
de tumores de localizacién izquierda que son de tipo aneuploide,
respecto de los del lado derecho, esta diferencia no alcanza sig-
nificacion estadistica con la prueba de X? (tabla II).

En cambio, si existe relacion entre el grado de diferencia-
cién histolégica y el contenido de ADN tumoral (X2=19,74;
p<0001). En primer lugar, llama la atenci6én que la mayor parte
de los tumores bien diferenciados histolégicamente son euploi-
des, siendo muy raros los aneuploides (10,4%). En cambio,
tanto en los tumores G2 como en los G3 se observa un notable
incremento de frecuencia de los tumores aneuploides, que vie-
nen a ser un 66% del total de cada grupo (tabla III).

La relacién que se aprecia entre los estadios de Dukes y el
contenido en ADN de los tumores estudiados es también esta-
disticamente significativa (tabla IV). Asi, se observan un claro
predominio de los tumores euploides en los estadios A (77,77 %)
y B (71,43%), frente a la mayor frecuencia de los aneuploides
en los estadios C (76,47%) y D (85,71%) Cuando se estudian
separadamente los estadios B,/B, o C,/C,, los resultados no
resultan fiables por nimero insuficiente de pacientes.

Estas dos observaciones parecen apoyar la idea de que las
caracteristicas de la ploidfa de los tumores colorrectales, puede
tener valor pronéstico. De hecho, estudiando las curvas de
supervivencia, a pesar de que el tiempo de control postope-
ratorio tan sélo alcanza 36 meses en el paciente mds antiguo,
se adivina un mayor intervalo libre de enfermedad para los
enfermos cuyos tumores son euploides (fig. 4).

DISCUSION

Aspectos metodolégicos

La investigacién del ADN tumoral con citometria estdtica
(CE) es poco frecuente, prefiriéndose, las mds de las veces,
la citometria de flujo. Sin embargo, la CE presenta claras ven-

TABLA IV
TABLA I Relacion entre la ploidia y los estadios de Dukes
Relacién entre la ploidia y el grado de diferenciacién
Grado de (Esgﬂ:?:s Euploides  Aneuploides Total
diferenciacién Euploides Aneuploides Total
A 7 (78%) 2 9
Gl 23 5 28 B 30 (71%) 12 42
G2 12 24 36 C 8 26 (77%) 34
G3 12 25 37 D 3 18 (85%) 21
TOTAL 47 54 101 TOTAL 48 58 106

Estudio de X2=19,74. p<0,001.

Estudio de X2=30,0599. p<0,001.
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FIG. 4.—Curvas de intervalo libre de enfermedad, de acuerdo con

el método de Kaplan-Meyer. Segiin la prueba de Mantel-Haenszsel
el coeficiente de relacion es de 2,0088, con una p <0,05.

tajas. Segin Doran (11), permite seleccionar las células tu-
morales, evitando asi la contaminacién con poblaciones ce-
lulares no malignas; ademds, pueden reconocerse pequefios
picos aneuploides, que son irreconocibles con CF; por otra
parte, al utilizarse secciones histoldgicas, la arquitectura del
tejido queda preservada; y, por Gltimo, se evita el problema
de distinguir los «dobletes» (dos nicleos adherentes y regis-
trados como un solo nicleo en CF) de las células en fase
G,/M del ciclo celular. Quiz4 sean éstas, las razones por las
que en los dltimos afios han aparecido varios trabajos que em-
plean la CE en el estudio de tumores, y no sélo colorrectales
(11, 17-26). Sin embargo, hay que reconocer que la citometria
estitica es un proceso lento y repetitivo, que exige una aten-
¢i6n constante a los oculares del microscopio y consume una
media de 60-70 minutos en cada seccion histolégica medida.

No existen, en la literatura consultada, patrones uniformes
que definan los modelos de histogramas correspondientes a
tumores colorrectales. Emblad (16) admite tres tipos de his-
togramas (Aneuploide-Diploide-casi diploides) tomando co-
mo modelos, las curvas de ploidia obtenidas con citometria
de flujo. Maturri (17) acepta como modelos, los tipos descri-
tos por Haraguchi (23) para el carcinoma gdstrico. Albe y cols.
(5) describen también tres tipos (Diploide-Diploide con S-
alta y Aneuploide) siguiendo los criterios de la Conference
on Analytical Cytology and Cytometry IX y del VI Internatio-
nal Simposium on Flow Cytometry (14), también basados en
citometria de flujo. Recientemente Bottger (6), con una me-
todologia similar a la nuestra, describe tres modelos (Diploi-
de, Hipotriploide e Hipertriploide), que coinciden,
curiosamente, con los mismos patrones morfoldgicos comu-
nicados por los mismos autores para el cdncer escamoso de
eséfago (26).

De la observacién reiterada de los histogramas obtenidos
en este trabajo, hemos podido establecer varios tipos, que se
acercan a los descritos por Albe y cols. (5). Como este autor,
también hemos encontrado dos tipos de euploides (tipo Iy
tipo II). En cambio, hemos hallado una gran diversidad de
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morfologfa en los aneuploides, que hemos agrupado en tres
tipos cuyo aspecto es muy similar al que Yonemura (19) des-
cribe para los tumores géstricos. No obstante, aunque hay cla-
ros ejemplos del tipo V entre nuestros tumores, es probable
que se traten de formas intermedias entre los tipos HIBEA
Esta gran diversidad observada puede deberse a las variacio-
nes y aberraciones cromosémicas de los tumores (7,2 ya
la heterogeneidad de las poblaciones celulares generadas en
el tumor (15, 28). Hiddeman (29) considera que estas células
aneuploides, con una relacién cercana al 2/1 en su contenido
de ADN, estdn préximas a dar lugar a una segunda estirpe
celular, doblando su propio ADN (endomitosis).

Hemos observado, que algunos controles tienen poblacio-
nes celulares 3¢ sorprendentemente numerosas, sin que se de-
ba a la existencia de displasia tisular. Por esta razén, algunos
de los tumores que hemos etiquetado como euploides con 3¢
alta (tipo II) podrian haber sido etiquetados como aneuploi-
des si no hubiéramos elegido como controles las células del
epitelio sano, origen de los tumores de estudio. Es posible,
que la explicaci6n a este hecho radique en que la mucosa in-
testinal es un epitelio muy activo, habiendo sido observado
este mismo fenémeno por Staiano-Coico y cols. (30). Aun-
que podrfan usarse como controles los linfocitos (11) y eritro-
citos de pollo o de peces, la célula ideal es la célula euploide
del mismo tejido, a ser posible del mismo individuo (14).

Relaciones ploidia/pardmetros de estudio

La proporcion de tumores aneuploides en nuestra serie en-
tra dentro de la amplia variabilidad de resultados de la mayo-
rfa de los autores, cuyos porcentajes oscilan entre el 35% (31)
y el 76% (32), con una media del 58%, usando citometria
de flujo. Con citometria estitica, Maturri (17) y Emblad (16)
obtienen un 76% y 75%, respectivamente, mientras que Al-
be (5) sélo encuentra un 58%.

Algunos estudios muestran una tendencia a presentar un ma-
yor niimero de aneuploides en estadios de Dukes avanzados
(33-39), como también lo objetivamos en este trabajo. En cam-
bio, otros estudios no hallan esta relacion (28, 31, 40-43). Sin
embargo, un andlisis combinado (9) de varios estudios, ma-
nifiesta una ligera tendencia a encontrar una mayor frecuen-
cia de tumores aneuploides en estadios avanzados. Kokal y
cols. (36) muestran que el nivel de ploidia tiene una mayor
significacion que los estadios de Dukes, y proponen conver-
tirlo en un indicador prondstico independiente del estadiaje.
Tales discrepancias en los resultados radican en la dispari-
dad de las técnicas empleadas, y en que no todos los autores
incluyen el estadio D en sus series; 0 bien, como nosotros,
retinen en un solo grupo los tumores en C,-C;, y en otro gru-
po, los tumores en B,-B, por razones de muestreo esta-
distico. :

Las curvas de intervalo libre de enfermedad, muestran, en
la mayoria de los estudios, un hecho claro: los euploides pre-
sentan una ventaja sustancial sobre los aneuploides, incluso
en periodos tan cortos como 2 6 3 afios (35, 36), ventaja que
se mantiene durante 15 afios (44) al hacer estudios retros-
pectivos.
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Jones (45) afirma, que la ploidia indica una respuesta a la
radioterapia, siendo un factor de prediccién importante en la
posterior recurrencia tumoral, mientras que los estadios de Du-
kes no lo son. No hemos estudiado en esta serie la supervi-
vencia seglin estadiaje de Dukes y ploidia, ya que nos parece
que ha transcurrido poco tiempo de evolucién para la mayor
parte de pacientes; y, ademds, porque se produciria una dis-
persién de casos que afectaria a la validez estadistica. Sin em-
bargo, hemos observado que la ausencia de recidivas de todos
los tumores en relacién con su ploidia es mayor en los euploi-
des que en los aneuploides, aunque esta afirmacién la realiza-
mos con toda la reserva inherente al poco tiempo transcurrido.

Si la aneuploidia de los tumores colorrectales demuestra
una menor probabilidad de supervivencia y el grado de dife-
renciacién histolégica también indica un peor prondstico (9),
puede pensarse, que ambos pardmetros estdn relacionados.
Sin embargo, no estd del todo probado que tal relacién exis-
ta. Aunque otras series (17, 36), ademds de la nuestra, hallan
una relacion estadisticamente significativa, otros muchos auto-
res (28, 33, 40-42, 44, 46) no encuentran tal significacién.
Observamos, que hay diferencias de metodologfa entre las se-
ries que podrian condicionar tal falta de coincidencia. Tales
discordancias las hemos encontrado en el mimero escaso de
casos, y sobre todo, en la consideracién de la diferenciacién
en dos, tres grados o cuatro grados, segun los distintos crite-
rios de los laboratorios anatomopatoldgicos, que no se atie-
nen a una clasificacion unica, como podria ser la sugerida
por el American Joint Committee on Céncer (47).

Aunque algunos autores han observado una mayor frecuen-
cia de tumores aneuploides en tumores de localizaciones dis-
tales (no sélo del recto) (S, 34), en nuestros pacientes, a pesar
de existir una clara diferencia entre ambas localizaciones, ésta
no parece alcanzar una significacién estadistica.

Nos parece que, en general, todas estas discrepancias de
resultados existentes entre los distintos investigadores estri-
ban mds en la diversidad de metodologia, que en el genio bio-
16gico de los propios tumores. Si bien es también posible que,
como ocurre en los tumores gastricos (20), existan en el mis-
mo tumor regiones con diferente ploidia y que al medir el
contenido de sélo una de esas regiones, cambien totalmente
los resultados de una a otra investigacién.

CONCLUSIONES

De nuestro trabajo podemos afirmar:

1. La aneuploidia se incrementa en estadios avanzados de
la enfermedad (Dukes C y D).

2. La aneuploidia, en los tumores estudiados, se presen-
ta con mayor frecuencia en los mds indiferenciados.

3. En nuestra serie no hay relacién entre la ploidia y la
edad, sexo, tamafio del tumor y el CEA.

4. A pesar del corto seguimiento clinico, hemos observa-
do una tendencia en los euploides a expresar un mayor inter-
valo libre de enfermedad.

5. Quedan atn puntos oscuros respecto del valor pronds-
tico que pueda tener el estudio del ADN nuclear en los tu-
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mores colorrectales. Para ser aclarados, se precisan nuevas
investigaciones que contemplen protocolos unificados de me-
dicién del ADN (n.° de células medidas, 4reas de tumor in-
vestigadas, etc.), bien se empleen técnicas de CF o de CE,
asf como criterios coincidentes de interpretacién de los his-
togramas.
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