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Introduccion

Del mismo modo que reconocemos a nuestros familiares, amigos vy
personas de trato cotidiano sin reparar en su estatura, indices craniométricos,
tamafo de las extremidades, peso, etc., asi los anatomopatélogos
convencionales reconocen las lesiones tras haber llevado a cabo un
entrenamiento pormenorizado en virtud del cual maestros expertos corrigen las
apreciaciones de sus discipulos hasta considerarlos aptos para dicha facultad.
Esta suele consistir en el reconocimiento de formas sin que intervenga un
importante contingente de datos numeéricos.

La histopatologia convencional ha caracterizado las formas celulares y los
patrones arquitecturales seguin dos esquemas basicos: o bien por medio de
descripciones que establezcan una correspondencia entre tales estructuras y en
la experiencia cotidiana (por ejemplo "células en anillo de sello”, "nucleos en
forma de cigarro puro”, "patrén infiltrativo en fila india”, "lobulillos con forma de
saco de perdigones”), o bien por medio de términos referidos a entes
geométricos sencillos (por ejemplo "células poligonales”, "células redondas”).

Sin embargo, aun en el caso de utilizar similes geométricos, es infrecuente
encontrar mediciones de los parametros que caracterizan a dichas figuras. Asi,
cuando se habla de nucleos elipticos, dificilmente se mide la distancia interfocal,
la excentricidad, el area, etc. En definitiva, no es frecuente la cuantificacion de
las formas geomeétricas que el patélogo utiliza para describir las lesiones.

Centrandonos en el ambito de la patologia mamaria, parece claro que
todas las lesiones de dicha glandula estan perfectamente caracterizadas por
medio de descripciones morfolégicas convencionales (AZZOPARDI, 1979). No
obstante, en la ultima década se han definido con cierta precisién las
hiperplasias ductales y lobulillares atipicas que parecen ser el punto de
arranque de lesiones carcinomatosas (PAGE, 1978; PAGE, 1985; DUPONT,
1985). Sin embargo, existen datos que soportan la idea de una cierta dosis de
subjetividad a la hora de interpretar estas lesiones borderline (ROSAI, 1991;
SCHNITT, 1992).

En el caso concreto de la patologia que nos ocupa se han utilizado
diversos marcadores inmunohistoquimicos y combinaciones de los mismos para
tratar de distinguir entre lesiones benignas y malignas y, de tal forma, lograr
caracterizar correctamente a las hiperplasias atipicas (PAPOTTI, 1983; OHUCHI,
1987; JARASH, 1988; RAJU, 1989; RAJU, 1990).



introducclon

Esta tesis se mueve predominantemente en el terreno de la morfometria y
de la citofotometria y, basicamente, tiene como objetivo el analizar las
diferencias existentes entre lesiones proliferativas sin atipias (Reclus Il) y
lesiones proliferativas con atipias (Reclus lll), por una parte, y lesiones
proliferativas con atipias y carcinomas in situ, por otra. También se intenta
encontrar parametros que permitan distinguir todas las lesiones anteriormente
mencionadas de los carcinomas invasores.

Existen abundantes estudios morfométricos y por citometria estatica y de
~ flujo referentes a lesiones carcinomatosas (DZIURA, 1979; ZAJDELA, 1979; VAN
BOGAERT, 1980; CORNELISSE, 1981; BAAK, 1982; MOSSLER, 1982; VAN
DER LINDEN, 1986; ZAJICEK vy cols., 1986; ZARBO, 1987; WEABER, 1990;
WITZIG y cols., 1991). Sin embargo son escasos los estudios estrictamente
centrados en el analisis de lesiones incluidas en el contexto de la mastopatia
fibroquistica. Habitualmente, en los estudios cuantitativos se ha empleado la
mastopatia como patrén comparativo con respecto a las lesiones
carcinomatosas (foco principal de atencién de los mismos).

Son particularmente escasos los trabajos cuantitativos referentes a las
hiperplasias ductales con o sin atipias (DZIURA, 1979; BOON, 1982, BAAK,
1985, PIENTA, 1991;0LINICI, 1987; DE POTER, 1987; GUSKI, 1988; NORRIS,
1988; KING, 1991) y no nos consta la existencia de publicaciones referentes a la
hiperplasia lobulillar atipica.

Movidos por estas razones hemos analizado lesiones hiperplasicas
convencionales, atipicas y lesiones carcinomatosas cuantificando parametros
morfométricos (area nuclear, perimetro nuclear, diametro maximo y dos factores
de forma) y cuantificando la cantidad de ADN por citofotometria estatica y de
flujo.

Resulta evidente que utilizamos una metodologia hibrida por cuanto
cuantificamos lesiones que han sido previamente clasificadas por métodos
histopatoldgicos convencionales. No obstante, esta situacién es inevitable por
cuanto no existe otro tipo de clasificacion disponible en la actualidad.
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Ob]eilvos

Al igual que se ha demostrado que es importante tipificar
histopatolégicamente los carcinomas de mama, cuantificar la cantidad de ADN,
la fraccion proliferativa y el area nuclear para predecir el prondstico y el
comportamiento de estos tumores, también parece importante realizar éstas
mismas determinaciones sobre lesiones benignas de la mama (ya sean con
atipias o sin ellas), puesto que se ha demostrado, que algunas de éstas lesiones
aumentan el riesgo de padecer cancer.

Con este motivo nos hemos planteado realizar un estudio comparativo de
las lesiones benignas y borderline de la mama. Para ello hemos establecido tres
grupos de trabajo:

1.1. Hiperplasia ductal sin atipias.

1.2. Hiperplasia ductal con atipias.

1.3. Carcinoma in situ (ductal: comedo o no comedo).

1.4. Carcinoma in situ (papilar: micropapilar o cribiforme).
- i ill

2.1. Hiperplasia lobulillar sin atipias.

2.2. Hiperplasia lobulillar con atipias.

2.3. Carcinoma lobulillar in situ.

3.1. Adenosis.

3.2. Metaplasia apocrina.

3.3. Esclerosis radial.

A su vez, estas lesiones las hemos comparado con los carcinomas
infiltrantes, de diferentes tipos (ductal, tubular, lobulillar, medular y apocrino).

Esta comparacién la hemos hecho en base a una serie de andlisis
cuantitativos para contrarrestar en cierta medida el posible grado de
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Objetivos

subjetividad de los diagndsticos anatomopatolégicos convencionales. En
concreto hemos realizado los siguientes estudios:

1.- Apalisis _morfomeétrico. En este apartado valoraremos los siguientes
parametros:

1.1. Area nuclear.

1.2. Perimetro nuclear.

1.3. Diametro maximo del nucleo.

1.4. Factor de forma (del area y del perimetro).

Basados en el hecho de que cuanto mayor es el nlcleo celular y mayor la
irregularidad, mas agresivo puede ser el comportamiento de esa lesion.

2. Andlisis Citofotométrico, Que mide la cantidad de ADN presente en el
nacleo celular. Esta cantidad puede ser normal (diploide) o bien puede estar
alterada (aneuploide). Basados en estas premisas, intentaremos tipificar las
diferentes lesiones para poder predecir cual va a ser el comportamiento de
ellas. Utilizaremos dos técnicas:

2.1. Citometria estatica.
2.2. Citometria de flujo.

Ambos métodos miden la cantidad de ADN, solo que cada uno de ellos
tiene unas caracteristicas particulares que hacen interesante hacer la medicién
por ambos métodos, a la vez que realizaremos una comparaciéon entre los
resultados de ambos para ver cual es la sensibilidad y la especificidad de cada
uno de ellos.

Estas pruebas las realizamos sobre cada una de las lesiones descritas
anteriormente, de manera que valoramos los resultados obtenidos en cada tipo
de lesion y los contrastamos para ver si podemos tipificar las lesiones en base
a técnicas cuantitativas (morfométricas y citofotométricas).



REVISION
BIBLIOGRAFICA



Rev. Bibllogréfica

ANATOMIA PATOLOGICA
INTRODUCCION.

"Mastopatia” es un termino ambiguo que se aplica a un grupo de
lesiones mamarias en las que se observa, en mayor ¢ menor medida, fibrosis,
formacién de quistes, metaplasia e hiperplasia (ANDERSON, 1977). Por esta
razéon se han aplicado diversas denominaciones en funcién de las
- caracteristicas histopatoldgicas dominantes, a saber : "mastopatia fibrosa"
(MINKOWITZ, 1973), "Mastopatia fibroquistica” (LLOMBART-BOSCH, 1989),
"mastopatia fibroquistica proliferativa®™ (GOMPEL, 1990),"enfermedad quistica
simple” (ANDERSON, 1980), "enfermedad quistica crénica” (FRANTZ, 1951),
"enfermedad quistica hiperplasica” (ANDERSON, 1983), "displasia mamaria”
(LLOMBART-BOSCH, 1989), "displasia fibroquistica de la mama" (VAN
BOGAERT, 1980), etc. El término mas aceptado entre los patélogos
norteamericanos es "enfermedad fibroquistica” (“fibrocystic disease”) (KERN vy
BROOKS, 1969; ROSAI, 1989) o "complejo enfermedad fibroquistica”
("fibrocystic disease complex ") (PAGE, 1978) EI CONSENSUS MEETING
celebrado en Octubre de 1985 (HUTTER y cols., 1986) recomendd los términos
"cambio fibroquistico™ o "condicidn fibroquistica” .

La mastopatia fibroquistica es una condicién comun entre las mujeres
jovenes y su incidencia aumenta con la edad, alcanzando un pico en torno a los
40-45 afos (GOMPEL, 1990).

Segun PAGE (1978) el complejo enfermedad fibroquistica ("fibrocystic
disease complex”) incluye las siguientes lesiones : quistes, ectasia ductal,
adenosis esclerosante, fibroadenoma, cambio apocrino, cambio papilar
apocrino, hiperplasia ductal, hiperplasia epitelial papilar con cambios citolégicos
apocrinoides, hiperplasia ductal con atipia e hiperplasia lobulillar atipica.

La mastopatia funcional (GOMPEL,1990) es muy comun vy,
probablemente, representa una alteracién fisiolégica debida a cambios ciclicos,
estimulo hormonal alterado o hipersensibilidad del tejido mamario a la actividad
hormonal normal . Este proceso ha sido denominado "enfermedad quistica
simple” (ANDERSON 1977) o "enfermedad no proliferativa” (PAGE, 1986) y esta
caracterizada histopatolégicamente por quistes de varios tamanos, ectasia
ductal, fibrosis estrémica, adenosis y cambio apocrino.



Rev. Bibliografica

Cuando estan presentes los cambios epiteliales hiperplasicos nos
encontramos ante la "enfermedad quistica hiperplasica” (ANDERSON, 1977) o
"mastopatia fibroquistica proliferativa®™ (GOMPEL, 1990). Dichos cambios
hiperplasicos afectan al sistema ductal, ductular y a los acinos lobulillares.

No obstante, en las ultimas décadas se ha revisado ampliamente la
mastopatia proliferativa y se ha establecido la existencia de una variante atipica
anatomoclinicos pudiera estar relacionada con la aparicién de cancer mamario
- (STEINHOFF, 1970; HUTCHINSON ', 1980; HUTTER ,1986; TAVASSOLI,
1990).La clasificacién y las caracteristicas histopatoldgicas de estas lesiones
seran estudiadas a continuacion.

DESCRIPCION DE LAS LESIONES ELEMENTALES PRESENTES EN
LA MASTOPATIA.

Fibrosis estromica.- La fibrosis estromica es un hallazgo constante en
la enfermedad fibroquistica, observandose cantidades variables de tejido
conectivo fibroso denso hipocelular con abundantes fibras de colageno. Se
considera que la proliferaciéon epitelial estimula el crecimiento estrémico
(GOMPEL, 1990). No obstante, podria ser un proceso reactivo secundario a la
ruptura de quistes que proseguiria hasta la hialinizacién (ROSAI, 1989).

MINKOWITZ y cols. (1973) aplicaron el término "mastopatia fibrosa”
("fibrous mastopathy”) para describir un conjunto de lesiones
predominantemente constituidas por tejido conectivo fibroso denso que incluye
ocasionales estructuras epiteliales mamarias distorsionadas y que,
macroscopica- y mamograficamente, pueden encontrarse relativamente bien
delimitadas.

Ectasia ductal.- Se dice que existe ectasia ductal mamaria cuando se
observan espacios ductales distendidos no completamente redondeados (como
ocurre con los quistes) (PAGE, 1978). Normalmente contienen material
secretorio intraluminal, restos celulares involutivos e histiocitos espumosos,
observandose fibrosis y elastosis del estroma periductal. No existe hiperplasia
epitelial ni metaplasia apocrina (ROSAI, 1989). En ocasiones, el estroma
circundante contiene abundantes histiocitos y plasmocitos.

La ectasia ductal mamaria probablemente se desarrolla sobre ductos
segmentarios y subsegmentarios. Por consiguiente, no parece estar relacionada
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con la enfermedad fibroquistica ya que, segun AZZOPARDI (1979), esta ultima
se desarrollara a partir del sistema ducto terminal-unidad lobulillar.

Quistes.- Los quistes son estructuras que, en los cortes histolégicos,
presentan una morfologia redondeada con un diametro minimo de 500
micrometros (PAGE, 1978). HAAGENSEN (1987) denomina "enfermedad
quistica macroscépica” ("gross cystic disease”) al proceso patoldgico en el cual
existen quistes de un diametro superior a 3 milimetros delimitados por un
epitelio fino. El nimero y tamafo de los quistes es variable. AZZOPARDI (1979)
- considera que los quistes (independientemente de su tamafio) se originarian a
partir de estructuras presentes en el sistema ducto terminal-unidad lobulillar.

Los quistes estan revestidos por un epitelio columnar, cuboidal o
aplanado pseudoendotelial en el caso de quistes residuales (LLOMBART-
BOSCH, 1989). Las células descamadas en el fluido quistico presentan
abundante citoplasma débilmente tingible y finamente vacuolado con pequefios
nacleos homogéneos redondeados. Por otra parte pueden encontrarse cambios
metaplasicos apocrinos en dicho revestimiento epitelial (VEASE METAPLASIA
APOCRINA).

Metaplasia apocrina.- HAAGENSEN (1987) encontré epitelio
apocrino en el 79 % de 1212 casos de enfermedad quistica macroscépica.
Dicho epitelio es morfolédgica- e inmunohistoquimicamente indistinguible del
que tapiza las glandulas sudoriparas apocrinas (MAZOUJIAN, 1983). En la
mama, el epitelio metaplasico apocrino suele tapizar los quistes mamarios y
puede encontrarse en otro tipo de lesiones como los papilomas, la
papilomatosis y el cambio papilar apocrino (PAGE, 1978) . Dicho epitelio es
prismatico alto, ocasionalmente pseudo-estratificado, y esta constituido por
grandes células columnares de citoplasma oxifilo brillante con un fino punteado
granular y un pequeiio nucleo redondeado. En ocasiones, el polo apicai del
citoplasma sobresale formando "hocicos" que son extruidos segun el
procedimiento caracteristico de la secrecién apocrina.

El epitelio apocrino también puede estratificarse formando
prolongaciones papiliferas carentes de tallos vasculoconectivos (HAAGENSEN,
1987, PAGE, 1987), a diferencia de lo que ocurre en la metaplasia apocrina del
epitelio que reviste un papiloma intracanalicular (HAAGENSEN, 1987).

PAGE y cols. (1992) concluyen que la hiperplasia apocrina (aunque
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adopte un patrén complejo) no constituye un indicador de riesgo, o bien es un
indicador de debil magnitud, siempre y cuando no concurran hallazgos
morfoldgicos de carcinoma ductal in situ.

Adenosis.- Segun PAGE (1987)] la adenosis es una condicion en la
cual se produce un incremento del nimero de elementos glandulares,
existiendo un numero normal de células por encima de la membrana basal (dos
células). En base a la definicion de- PAGE (1987), la adenosis no es una
hiperplasia epitelial (VEASE DEFINICION DE HIPERPLASIA EPITELIAL).
Efectivamente, segun ANDERSON (1977), la adenosis consiste en la formaciéon
de nuevos lobulillos y/o agrandamiento de los lobulillos pre-existentes sin
proliferacion intraluminal de las ceéulas que revisten los acini ; de tal manera
que los lobulillos retienen su aspecto histolégico normal. No obstante, algunos
autores como ROSAI (1988) consideran que la adenosis es una forma de
hiperplasia. Recordemos la definicién clasica segun la cual una determinada
estructura anatémica presenta hiperplasia cuando ha aumentado su tamafo a
expensas del aumento del nimero de células que la constituyen.

La forma mas comun (PAGE, 1978; GOMPEL, 1990)) es la denominada
"adenosis esclerosante"” que esta caracterizada por una proliferaciéon ductular
con intensa fibrosis intersticial y distorsion epitelial, provocando la apariciéon de
estructuras glandulares deformadas que propician una falsa imagen de
invasién. Los ductulos estan constituidos por dos tipos celulares que pueden
mostrar una morfologia elongada segun el eje de dicho ductulo. A bajo aumento
las areas afectas se presentan como zonas hipercelulares densas diseminadas
en el parenquima. Segun FECHNER (1981) en los focos de adenosis
esclerosante, los ductulos localizados periféricamente estan dilatados, mientras
que, en las porciones centrales, se encuentran practicamente obliterados. Las
células epiteliales tienen un tamafio normal y, a gran aumento, no presentan
atipias. Las alteraciones morfolégicas estan provocadas por la compresién y la
distorsion.

Se admite que, en la génesis de esta lesion, existe una fase de intensa
proliferacion epitelial y mioepitelial, como lo demuestra la tincion
inmunohistoquimica frente a la actina (ROSAI, 1989), seguida de una fase
esclerdtica que modifica la configuracion de las estructuras epiteliales.

La denominada "blunt duct adenosis” (adenosis canalicular en fondo de
saco) FOOTE y STEWART, 1945) esta histopatolégicamente caracterizada por
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una proliferacién de conductillos distendidos que terminan en fondo de saco y
que presentan mayor calibre que los ductulos lobulillares. Estos pueden
disponerse irregularmente (forma no organoide) y pueden adoptar una
distribucién organoide (AZZOPARDI, 1979) reminiscente al patrén lobulillar
(HAAGENSEN, 1986), razén por la cual dicha lesion se incluye bajo la categoria
de la adenosis. Estan tapizados por un epitelio prismatico periféricamente
delimitado por células mioepiteliales. Sin embargo, en la forma microquistica
(AZZOPARDI, 1979; GOMPEL ,1990) dicho epitelio tiende a aplanarse.
HAAGENSEN (1987) considera que este proceso no es una verdadera forma de
adenosis.

Se denomina "adenosis nodular" al proceso patolégico que combina
rasgos morfoldgicos presentes en la adenosis canalicular en fondo de saco y en
la adenosis esclerosante (ROSAI, 1989). Los nédulos proliferantes son mas
celulares que en la adenosis canalicular en fondo de saco, pero mejor
circunscritos que en la adenosis esclerosante, sin observarse la fibrosis y la
distorsion de ésta ultima. Se considera que la adenosis nodular es la fase
temprana no esclerética de la adenosis esclerosante.

La adenosis tumoral (NIELSEN, 1987) presenta rasgos histopatolégicos
de cualquiera de las formas anteriormente mencionadas y, macroscopicamente,
constituye un nédulo palpable.

Segun ROSEN (1983) y ROSENBLUM (1986) la "adenosis
microglandular” esta caracterizada por una proliferacion de pequefios acinos de
contorno redondeado que estan distribuidos al azar sobre tejido adiposo,
fibroadiposo o conectivo fibroso, no existiendo un estroma-reaccién aparente.
Las glandulas nunca estéan interconectadas y no existe formacién de barras
trabeculares (CLEMENT, 1983). El epitelio de revestimiento esta constituido por
una monocapa de pequefias células cuboidales con un citoplasma que puede
ser claro o eosindfilo . En algunos casos, el citoplasma contiene granulos
refractiles oxifilos que pueden oscilar desde pequefios hasta groseros
agregados globulares. Por otra parte, muchas luces glandulares contienen
material secretorio intraluminal. A diferencia de otras formas de adenosis, dichas
glandulas pueden carecer de delimitacion mioepitelial (CLEMENT, 1983). Sin
embargo, existe una gruesa membrana basal que puede apreciarse
ultrastructurailmente (TAVASSOLI, 1983).

Se considera que la adenosis microglandular es atipica cuando se
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observan los anteriores rasgos y, ademas, la proliferaciéon glandular presenta
mayor complejidad y anormalidad citolégica. Se aprecia una mezcla
pleomérfica de pequefas glandulas redondeadas y otras elongadas y tubulares.
Existen acinos interconectados y nidos microcribiformes producidos por
proliferacion epitelial intraluminal con formacién de puentes (ROSENBLUM,
1986) En general, existe estratificacion del epitelio que reviste los acinos,
infrecuente actividad mit6tica, aumento del tamano celular, espacios claros
intercromatinicos y presencia de nucleolos.

'JAMES y cols. (1993) estudian un grupo de 69 pacientes con adenosis
microglandular y encuentran que 14 (23%) de ellas desarrollaron carcinoma de
mama.

Cambio fibroadenomatoide . - Segun ROSAI (1989) es la
anormalidad menos comun de la enfermedad fibroquistica. Tanto la proliferacién
estromica como las caracteristicas formaciones epiteliales propician una imagen
reminiscente a la del fibroadenoma, pero sin la nitida delimitacién de este ultimo
con respecto al tejido mamario vecino.

Cicatriz radial.- Histolégicamente, la cicatriz radial presenta un area
central de esclerosis que incluye estructuras tubuliformes irregulermente
dispuestas. Como su nombre indica el area central esclerética se expande con
un contorno radiante que puede estar rodeado por tejido mamario afecto de
adenosis o de hiperplasia epitelial. Dicha cicatriz contiene gruesos manojos de
colageno y fibras elasticas (RICKERT, 1981).

La irregular disposicion de las estructuras ductuliformes atrapadas por la
cicatriz configura una imagen de aspecto infiltrativo que plantea serios
problemas de diagnoéstico diferencial con el carcinoma tubular de mama. Sin
embargo, puede efectuarse un diagndstico correcto teniendo en cuenta la
ausencia de atipia celular y mitosis y la persistencia de un epitelio biestratificado
junto con la morfologia caracteristica de la lesion.

Hiperplasia epitelial.- Segun PAGE y col., (1987), el aspecto
fundamental de la hiperplasia epitelial consiste en un incremento del nimero de
células por encima de la membrana basal. En la mama el nimero normal es
dos, de tal manera que la presencia de tres 0 mas células por encima de la
membrana basal implica, por definicién, hiperplasia epitelial. Este término no
incluye, sin embargo, aquellas situaciones en las cuales se produce un
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incremento de elementos glandulares sin que exista aumento del nimero de
células por encima de la basal. Esta ultima condicién ha sido denominada
apropiadamente "adenosis".

Hiperplasia epitelial ductal . - Para LLOMBART-BOSCH
(1989), "la hiperplasia ductal presenta una proliferacion mixta de células
epiteliales y mioepiteliales causando una obliteracién parcial o completa del
conducto galactoférico, el cual tiende a distenderse”. Se emplea el término
"epiteliosis” para referirise a la situacion caracterizada por una proliferacion
~ epitelial ductal sélida compacta con escaso componente estrémico y se
denomina papilomatosis al "crecimiento epitelial y mioepitelial que adopta un
patrén foliado fenestrado intraluminal® . No debemos confundir esta situacién
con la que aparece en los verdaderos papilomas y en la papilomatosis
intraductal multiple, donde existen autenticos tallos conectivos fibrovasculares
que soportan la proliferaciéon epitelial intraluminal.

Segun PAGE (1987) es necesario observar, como minimo, tres
células por encima de la membrana basal para poder establecer el diagnédstico
de hiperplasia epitelial ductal. Por esta razén se requiere un estudio cuidadoso
evitando confusiones debidas a un corte tangencial.

En la hiperplasia ductal leve se encuentran de tres a cuatro células
por encima de la membrana basal, mientras que en la hiperplasia moderada o
florida existen cinco o mas. No se recomienda separar las categorias moderada
y florida ya que su relevancia para predecir el riesgo de cancer es la misma
(PAGE, 1987)

Los aspectos citoldgicos e histoldgicos de la hiperplasia ductal son
variables. Variabilidad que se observa dentro de una misma lesién y en lesiones
distintas. Los nucleos suelen presentar rasgos cambiantes (de una célula a
otra), mostrando una morfologia eliptica o fusiforme. Segun AZZOPARDI (1979)
los nucleos raramente son redondeados excepto cuando han sido cortados
transversalmente. Recordamos que la redondez y la monotonia morfologica
nucleares son caracteristicas de ciertas formas de carcinoma mamario in situ
(AZZOPARDI ,1979; ROSAI, 1989; PAGE, 1985). En las células de la hiperplasia
epitelial ductal suele observarse una delicada membrana nuclear, cromatina
clara y, a menudo, pequefos nucleolos (PAGE, 1987). Segun AZZOPARDI
(1979), suele encontrarse un tnico nucleolo muy poco ostensible y la actividad
mitética suele ser escasa. Sin embargo, aunque ocasionalmente se aprecien

15



Rev. Bibliografica

mitosis, éstas no tienen significado diagnéstico (PAGE, 1987). No obstante,
conviene matizar esta afirmacion con los resultados obtenidos por DE POTTER
(1987). Estos autores han observado que existe una diferencia siginificativa
entre el nimero medio de mitosis en la hiperplasia sin atipia (3'5 mitosis por 40
campos a gran aumento) y el valor medio encontrado en las lesiones
hiperplasicas sin atipia presentes en pacientes con carcinoma ductal in situ o
carcinoma ductal infiltrante (14'6 mitosis por 40 campos a gran aumento). Por
consiguiente, las lesiones mamarias hiperplasicas que exhiben altas cuentas
mitéticas pueden indicar la presencia de un carcinoma en vecindad y sugieren

la existencia de una actividad proliferativa aumentada en el teji'do' mamario
cercano al carcinoma.

El citoplasma suele ser eosinéfilo claro, aunque puede oscilar entre
fuertemente eosinéfilo y translicido. Ocasionalmente, el citoplasma es algo
granular, adoptando un aspecto apocrinoide. Normalmente, los bordes
citoplasmicos son indistinguibles, hasta el punto que los nlcleos parecen
encontrarse dispuestos en una masa pseudosincitial (AZZOPARDI, 1979).

La arquitectura de las lesiones hiperplasicas moderadas o floridas
también es variable. Cuando el epitelio ductal hiperplasico ocupa las luces
formando masas sélidas, las células tienden a disponerse de tal manera que el
eje mayor de sus nucleos discurre paralelamente con respecto al eje mayor de
los nicleos adyacentes, constituyendo remolinos o corrientes ("streaming”)
(AZZOPARDI, 1979) Por otra parte, los nucleos suelen encontrarse
irregularmente espaciados con cierta superposicion entre ellos.

Aun cuando los ductos pueden estar masivamente ocupados y
distendidos por un epitelio hiperplasico sélido compacto, es frecuente observar
brechas y espacios intercelulares de contorno irregular. Efectivamente, cuando
tales espacios adoptan una morfologia nitidamente redondeada nos
encontramos ante uno de los signos histopatolégicos de carcinoma intraductal
in situ cribiforme (PAGE, 1985; PAGE, 1987). Cuando los espacios
intraluminales son grandes, pueden estar atravesados por puentes constituidos
por células ovaladas con su eje mayor dispuesto paralelamente con respecto al
eje mayor del puente. No existe formacion de trabéculas epiteliales
intraluminales (AZZOPARDI, 1979).

Hiperplasia epitelial ductal atipica . - PAGE y col.,, (1987)
consideran que debe diagnosticarse hiperplasia ductal atipica cuando se
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observan criterios citolégicos o arquitecturales de carcinoma ductal in situ, sin
que estos lleguen a adquirir su plena expresiéon. También se diagnostica
hiperplasia ductal atipica cuando se aprecian criterios de carcinoma ductal in
situ sin que estos aparezcan uniformemente en, al menos, dos ductos. Por esta
razén, describimos tales criterios (PAGE, 1985) :

1. Afectacién de, al menos, dos ductos por la presencia de una
poblacién uniforme de células que estan delimitadas por la membrana basal
ductal. Las células neoplasicas son redondeadas, cuboidales o poligonales,
~presentan limites discernibles y, usualmente, estan espaciadas de un modo
regular.

2. Presencia de espacios intercelulares de contorno liso
geométrico redondeado ("en sacabocados") configurando una morfologia
cribiforme; o bien presencia de frondas micropapilares dotadas de un extremo
romo bulboso y una base de menor anchura. Nunca existe una disposicién
paralela arremolinada de las células (no streaming).

3. Los nicleos son redondeados, hipercromaticos y monétonos.

EXCEPCION: Cuando, en determinadas areas, se observa atipia
nuclear similar a la del comedocarcinoma queda establecido el diagnéstico de
carcinoma in situ sin el patrén clasico o la necrosis.

Segun PAGE (1987) cualquier caso en el que se observen uno de los
dos primeros criterios (aunque el segundo sélo esté presente de un modo
sugestivo) puede ser diagnéstico de hiperplasia ductal atipica. El tercer criterio
puede considerarse como una ayuda, pero no es ni especifico ni suficiente para
el diagnéstico de hiperplasia ductal atipica.

Recientemente, PAGE (SCHNITT y cols.. 1992) utiliza los siguientes
criterios para evaluar estas lesiones :

1. LA HIPERPLASIA FLORIDA SIN ATIPIA presenta torbellinos celulares
(has swirling of cells), disposicién y forma nuclear variables con espacios
intercelulares irregulares que son mas ostensibles centralmente.

2. EL CARCINOMA DUCTAL IN SITU (TIPO NO COMEDO) presenta una
poblacion de células uniformes regularmente espaciadas con caracteristicas
nucleares (asi mismo) uniformes y que constituyen (sin género de dudas) la
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totalidad de las células que ocupan dos espacios (ductales) circunscritos por
memebrana (basal).

3. En LA HIPERPLASIA DUCTAL ATIPICA se observa, en parte de un
espacio ductal, una poblacion de células con las caracteristicas anteriormente
definidas para el carcinoma ductal in situ de tipo no comedo. Usualmente, la
segunda poblacién estd constituida por células polarizadas como las que se
observan normalmente en posicién luminal inmediatamente por encima de la

membrana basal.

4. Cuando se dude entre hiperplasia ductal atipica y carcinoma in situ,
debe aplicarse la designacién mas benigna.

5. Para calificar una lesién como hiperplasia ductal atipica (en
contraposicion a la hiperplasia florida sin atipia), usualmente, pero no siempre,
el conjunto de células objeto de problema muestra nucleos hipercromaticos.

6. Para calificar una lesién como hiperplasia ductal atipica (en oposicion
a la hiperplasia florida sin atipia), las células objeto de problema deben
constituir una barra (trabecular) entera atravesando un espacio o al menos
constituir una poblacién de seis o0 siete células, evitando la denominacién de
hiperplasia ductal atipica cuando el nimero de células sea menor. Esta es una
indicacién del nivel minimo exigible en la definicion de hiperplasia ductal
atipica.

De POTTER Yy cols.. (1987) observaron que no existe una diferencia
estadistica significativa entre el nimero medio de mitosis en la hiperplasia sin
atipia (3'5 mitosis por 40 campos a gran aumento) y en la hiperplasia con atipia
(6'7 mitosis por 40 campos a gran aumento). Sin embargo, ambos resultados
difieren significativamente del numero medio de mitosis observado en el
carcinoma ductal in situ (26'5/40 HPF) y en las lesiones carcinomatosas
intraductales asociadas a carcinoma ductal infiltrante (51'3 / 40 HPF).

Normalmente, la hiperplasia ductal atipica se presenta en mujeres
adultas. Sin embargo, ELIASEN y cols. (1991) han descrito ocho casos en
adolescentes y jévenes (con edades comprendidas entre 18 y 24 afios).

Por otra parte, KINTANAR y RAJU (1991) estudian 50 carcinomas
ductales infiltrantes y 90 carcinomas ductales in situ y comprueban que la
hiperplasia ductal atipica aparece, al menos localmente, en el 90% de los casos
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de carcinoma ducta!l in situ y en el 77% de los carcinomas ductales infiltrantes.
Por otra parte, la hiperplasia ductal atipica estd asociada con mayor frecuencia
con las formas no-comedocarcinoma de carcinoma ductal in situ (96%) y las
formas mas diferenciales de carcinoma ductal infiltrante.

A continuacién describimos muy sucintamente las caracteristicas
morfolégicas mas sobresalientes de ciertos tipos de carcinoma ductal in situ
para efectuar un correcto diagnéstico diferencial frente a la hiperplasia ductal
atipica.

COMEDOCARCINOMA. - Las luces ductales afectas estan ocupadas por
neoformaciéon que muestra areas sélidas constituidas por grandes células
dotadas de un citoplasma amplio que alberga un gran nucleo, usualmente
pleomdrfico, que, habitualmente, presenta groseros detalles cromatinicos y
actividad mitética. En la porcidn central del ducto suele observarse un magma
necrotico que puede calcificarse secundariamente.

CARCINOMA DUCTAL IN SITU SOLIDO. - Esta caracterizado por una
proliferacién sélida compacta, sin necrosis, que esta constituida por células de
mediano tamano (mayores que las del carcinoma lobulillar in situ y menores que
las del comedocarcinoma) (ROSAI, 1989; AZZOPARDI, 1979) puntualiza que
estas células contienen citoplasma palido y limites bien discernibles.

CARCINOMA DUCTAL IN SITU CRIBIFORME . - Proliferacién epitelial
intraductal carente de soporte estrdmico que estd constituida por células
morfolégicamente homogéneas y de limites descirnibles que delimitan luces de
contorno geométrico redondeado. Dichas luces son regulares en lo
concerniente a su distribucién, tamano y forma. Normalmente, se observan
barras trabeculares (vastagos epiteliales sélidos cuyas células se disponen con
su eje mayor perpendicular al eje de dicho vastago) y arcos romanos (barras
trabeculares curvilineas que conectan dos puntos de una luz) (AZZOPARDI,
1979).

CARCINOMA PAPILAR IN SITU. - Neoformacion que normalmente se
desarrolla en una luz ductal de gran tamano (quistificada) y que esta constituida
por complejas y delicadas ramificaciones vasculo-conectivas tapizadas por un
epitelio prismatico irregularmente estratificado de nucleos hipercromaticos
marcadamente elongados. Segun AZZOPARDI (1979) deben encontrarse
barras trabeculares dispuestas perpendicularmente con respecto al eje mayor
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de una papila. Normalmente, en los ductos circundantes suelen encontrarse
lesiones compatibles con carcinoma in situ.

CARCINOMA MICROPAPILAR IN SITU . - Neoformacién carcinomatosa
intraductal que presenta frondas micropapilares desprovistas de estroma
dotadas de un extremo apical romo bulboso y de una base de implantacién de
menor anchura (PAGE, ANDERSON y ROGERS, 1987). Las células epiteliales
que constituyen tales estructuras presentan una morfologia homogénea.

CLINGING CARCINOMA .- Segun AZZOPARDI (1979) corresponde a una
neoformacién carcinomatosa constituida por uno o dos estratos de células
prismaticas atipicas que tapizan estructuras glanduliformes dotadas de una
amplia luz vacia.

CARCINOMA HIPERSECRETORIO QUISTICO.- Neoformacién de
caracteristicas similares a la anterior cuyas luces estan quistificadas debido a la
presencia de abundante material secretorio.

Hiperplasia epitelial lobulillar atipica .- Segun PAGE
(1985) se diagnostica hiperplasia lobulillar atipica cuando menos de la mitad de
los acinos de una unidad lobulillar estan ocupados, distorsionados y distendidos
por una poblacién uniforme de células con las caracteristicas habitualmente
observadas en el carcinoma lobulillar in situ. También se diagnostica
hiperplasia lobulillar atipica cuando los acinos (independientemente de su
namero) estan ocupados por una poblacién celular con las caracteristicas
anteriormente mencionadas, existiendo luces intra-acinares, espacios
intercelulares amplios o ausencia de distensién acinar significativa. En
ocasiones, las células atipicas de este proceso se extienden por las luces
ductales (PAGE, 1988).

Recordamos, brevemente, que el carcinoma lobulillar in situ
(HAAGENSEN, 1987; BEGIN, 1985) se caracteriza por la afectaciéon de un
numero variable de unidades lobulillares por una proliferacion de células
morfolégicamente monétonas que obliteran las luces terminales con un grado
variable de distension. Se considera que la lesién no es invasora en base a la
existencia de grupos insulares de células de contorno redondeado liso centrado
en torno a un ductulo terminal. Existen dos tipos citolégicos que pueden
combinarse.

El primero estd caracterizado por una poblacién mondtona de células
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poligonales con un citoplasma palido o anféfilo. Frecuentemente, se aprecian
glébulos intracitoplasmaticos o vacuolas. Los nucleos son redondos, de tamario
uniforme y, a menudo, presentan una cromatina finamente dispersa con
nucleolos inconspicuos. Las mitosis son escasas o0 estan ausentes.

El segundo subtipo esta caracterizado por la presencia de una poblacién
de células mas pleomérficas, menos cohesivas y con anisocitosis, pudiendo
mostrar prominentes nucleolos. Estos dos tipos han sido designados como Ay B
respectivamente por HAAGENSEN vy cols. (1978).

Conviene recordar el estudio retrospectivo de ROSEN y cols.. (1978)
intentando elucidar ciertas caracteristicas bioldgicas del carcinoma lobulillar in
situ poco conocidas entre muchos anatomopatélogos. Estos autores analizaron
99 pacientes con esta neoplasia que fueron tratados exclusivamente por medio
de biopsia y seguidos durante un promedio de 24 afnos (siendo satisfactorio
dicho seguimiento en 84 de ellas). En 28 (33 % de las pacientes) se desarrollé
un carcinoma invasor (12 en la misma mama, 9 en la mama contralateral y 7 en
ambas mamas). 20 fueron carcinomas ductales infiltrantes, 13 carcinomas
lobulillares infiltrantes, uno mucinoso y uno tubular. La mayoria de tales
carcinomas se hicieron ostensibles al cabo de 15 o méas afios después de la
biopsia original y un 38 % no fueron detectados hasta transcurridos 20 afios.

Aun cuando el 60 % de las piezas de mastectomia estudiadas
subsiguientemente presentaron focos residuales de carcinoma lobulillar in situ,
menos de la mitad de las pacientes tratadas exclusivamente con biopsia pueden
presentar subsiguientemente carcinoma invasor ipsilateral.

Estos hallazgos sugieren que el carcinoma lobulillar in situ es un
marcador tisular que indica incremento del riesgo de desarrollar subsiguiente
carcinoma invasor de cualquier tipo histolégico en la totalidad del parenquima
mamario (ambas mamas) (ROSEN, 1980; TULUSAN, 1982). Dicho incremento
del riesgo es 9 veces superior al de la poblacién normal.

DIFICULTADES EN LA REPRODUCTIBILIDAD DE LOS CRITERIOS
MORFOLOGICOS.

En muchos casos concretos los criterios anteriormente comentados no
pueden aplicarse con rigor, dado el caracter extremadamente complejo de

21



Rev. Bibliografica

numerosas lesiones que aparecen en la practica cotidiana del laboratorio de
Anatomia Patoldgica. Para corroborar lo anteriormente dicho recurrimos a la
prueba que practic6 ROSAI (1991) con cinco importantes mastopatélogos. Este
autor sometié a la consideracién de D. CARTER, R.E. FECHNER, R.L.
KEMPSON, D.L. PAGE y P.P. ROSEN diez lesiones proliferativas ductales y
siete lesiones proliferativas lobulillares. Solo debian ser consideradas las areas
delimitadas por un circulo, prescindiéndose de las alteraciones existentes fuera
del mismo. Las alternativas diagnésticas eran "hiperplasia”, "hiperplasia attiica",
‘"carcinoma in situ” y "otros". Los cinco patdlogos aceptan el concepto de
hiperplasia atlplca ain cuando uno de ellos probablemente utilizaba tal
denominacién para las lesiones lobulillares con preferencia sobre las ductales.
En ninguna de las diecisiete lesiones se emitié6 un mismo diagndstico. Sélo en
tres lesiones fueron concordantes los diagnésticos de cuatro de los cinco
patélogos y en seis casos los diagnésticos recorrieron todo el espectro
comprendido entre hiperplasia (sin atipia) y carcinoma in situ.

Sin embargo, recientemente (SCHNITT y cols.. 1992), siguiendo la linea
del "experimento" anterior, ha sometido a la consideracién de seis expertos
mastopatdlogos (SCHNITT, CONNOLLY, TAVASSOLI, FECHNER, KEMPSON y
PAGE) 24 lesiones ductales proliferativas. Ahora bien, todos ellos deben
emplear exclusivamente los seis criterios proporcionados por D.L. PAGE
(anteriormente comentados en el apartado de hiperplasia ductal). En 14 de los
24 casos (58%) los seis observadores emitieron el mismo diagnéstico. En 17
casos (71%) cinco observadores llegaron a las mismas conclusiones
diagndsticas y en 22 casos (92%) se aprecié acuerdo entre cuatro
observadores. En dos casos los diagndsticos recorrieron todo el espectro
comprendido entre hiperplasia de tipo usual y carcinoma in situ.

Si bien el grado de concordancia obtenido en esta ultima experiencia es
significativamente mayor al obtenido anteriormente en la prueba llevada a cabo
por ROSAI (1991), puede constatarse que no existen criterios sistematicamente
reproductibles por parte de diversos morfélogos

Por esta razén parece légico investigar las técnicas morfoldgicas
cuantitativas para tratar de encontrar criterios mas precisos ajenos a las
interpretaciones subjetivas del patélogo convencional.
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CLASIFICACION DE LA MASTOPATIA: En esta Tesis se emplea una
clasificacién de tres grados : Reclus |, Il y lll (LLOMBART-BOSCH 1989)

"El Reclus grado | (MASTOPATIA NO PROLIFERATIVA) incluye los
procesos involutivos esclerosantes de la glandula con dominio del componente
intersticial conjuntivo y mioepitelial, sobre el proliferativo ductal y ductular.
Abarca, por tanto, los fenémenos de fibromatosis intersticial con atrofia ductal y
lobulillar, adenosis esclerosante con hialinosos estréomica, formacion de
grandes y pequerios quistes revestidos por epitelio no papilar de tipo ductal o
apocrino”.

"El Reclus grado Il (MASTOPATIA PROLIFERATIVA SIN ATIPIAS)
muestra las dos cldsicas variantes de proliferacién ductal y lobulillar con las
caracteristicas previamente descritas de epiteliosis, papilomatosis, adenosis y
esclerosis radial, asi como también las posibles adenosis seudotumoral
(nodular) y adenosis microglandular”.

"En el Reclus grado Il (MASTOPATIA PROLIFERATIVA CON
ATIPIAS) afadimos a lo previamente indicado como mastopatia proliferativa la
presencia de atipias nucleares y celulares, asi como alteraciones en el patrén
arquitectonico de las mismas dentro de la propia glandula o ductulo distendido.
Aceptamos que estas lesiones tipo Reclus grado lll son dificilmente distinguibles
de un carcinoma "in situ”, ya sea lobulillar o ductal (sodido o papilar)".

SIGNIFICADO ANATOMOCLINICO ACTUAL DE LA MASTOPATIA

Para justificar en la medida de lo posible el concepto y clasificacién de
mastopatia que se emplea en esta tesis, consideramos conveniente desarrollar
el actual significado clinico-patolégico de este complejo y problematico conjunto
de lesiones.

Uno de los problemas fundamentales de la patologia mamaria
actual consiste en poder establecer si el carcinoma de mama surge de novo 0
bien es el resultado de un proceso que se desarrolla en varias etapas,
empezando por lesiones hiperplasicas que podrian transformarse en
hiperplasias atipicas, las cuales, a su vez, resultarian ser las predecesoras
inmediatas del carcinoma in situ. En este sentido, las lesiones proliferativas que
aparecen en el contexto de la mastopatia podrian ser el punto de arranque de
procesos neoplasicos malignos.
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El primer punto de vista lleva implicita la idea de que las lesiones
mamarias son o bien benignas o bien malignas y que las denominadas
"hiperplasias atipicas" son lesiones mal conocidas provisionalmente
englobadas bajo dicha denominacién, de tal manera que el ulterior desarrollo
de los conocimientos anatomopatolégicos podra determinar qué casos
concretos son benignos y cuales malignos (AZZOPARDI, 1985).

El segundo punto de vista implica que las hiperplasias vy,
particularmente las hiperplasias atipicas, incrementan el riesgo de padecer
carcinomas mamarios (PAGE 1978,85,86; DUPONT, 1985; NORRIS 1988;
SIMPSON 1982; WELLINGS 1985; TAVASSOLI 1990; ASHIKARI 1974; BEGIN
1985; McDIVITT 1992; HAGENSEN 1987; KERN 1969; STEINHOFF 1970;
HUTCHINSON 1980; LLOMBART-BOSCH 1989).

Los argumentos en favor de la relacién existente entre mastopatia
proliferativa y cancer incluyen :

1. Presencia de mastopatia en mamas extirpadas por
carcinoma . - La frecuencia con que aparece ésta asociacién oscila entre un
20 y un 40 por ciento (McDIVITT, 1978). Algunas veces pueden observarse
todos los estadios de transicién entre proliferacién benigna y carcinoma,
encontrandose lesiones con rasgos morfolégicos borderline en las que la
decision de si corresponden 0 no a un carcinoma resulta ser una interpretacién
muy subjetiva (ROSAI, 1981, 1991).

LLOMBART-BOSCH (1989) en una revision de 1.837 enfermas
(biopsiadas entre los afios 1985-1988) encontré 516 displasias mamarias frente
a 1.169 carcinomas. La asociacidén displasia mamaria - carcinoma, fué
relativamente baja: 111 de los carcinomas sufrian también displasia mamaria
(9'5% de casos). Los otros 405 casos no estuvieron asociados a neoplasia. La
distribucion parcial de éstos ultimos fué la siguiente: Mastopatia no proliferativa.
Reclus I: 212 casos, Mastopatia proliferativa sin atipias. Reclus 1l: 163 casos,
Mastopatia proliferativa con atipias. Reclus lll: 30 casos. La distribucién de los
distintos tipos de mastopatia en los 111 casos en que se produjo la asociacién
con carcinomas, ofrecié los siguientes valores: Mastopatias no proliferativas:
Reclus I: 86 casos, Mastopatias proliferativas sin atipias. Reclus Il: 17 casos,
Mastopatias proliferativas con atipias. Reclus lll: 8 casos.
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2. Presencia de mastopatia en estudios biopsicos
previos de pacientes con carcinoma de mama. - Cuando se revisan las
preparaciones de tales casos, muy a menudo se encuentran cambios
proliferativos floridos e incluso atipicos (ROSAI, 1981). Tales cambios aparecen
con mas frecuencia que el patrén usual de enfermedad fibroquistica (KERN,
1969; STEINHOFF, 1970).

3. Estudios de seguimiento con grandes  series de
pacientes afectas de enfermedad fibroquistica. - Seguin HAAGENSEN
(1987) la predisposicién a desarrollar un carcinoma en pacientes con
enfermedad quistica macroscopica se demuestra calculando la fraccién entre la
cantidad observada de carcinomas en las pacientes que constituyen la serie y la
cantidad prevista de carcinomas de acuerdo con los indices de incidencia
especificos para ciertas edades y ciertas poblaciones. La relacién entre
carcinomas observados y previstos fué de 3 a 1 en la serie de 1784 pacientes
privadas con enfermedad quistica macroscépica y de 2 a 1 en 709 pacientes de
la sala con idéntica enfermedad (HAAGENSEN, 1987).

Segun DUPONT y PAGE (1985) las pacientes que presentan
hiperplasia epitelial sin atipia tienen un riesgo de desarrollar carcinoma invasor
1°9 veces superior al de las pacientes que presentan lesiones no proliferativas.

Por otra parte, PAGE y cols.. (1985) revisaron 10.542 biopsias
mamarias que se obtuvieron entre 1950 y 1968 con un seguimiento satisfactorio
(que se extendié durante un periodo de tiempo cuya media fué de 17°5 afos
tras la biopsia) en el 90 por ciento de los casos. En este estudio se diagnosticé
hiperplasia ductal aiipica en 150 de ellas e hiperplasia lobulillar atipica en 126.
El riesgo relativo de desarrollar carcinoma invasor en las pacientes con
hiperplasia ductal atipica fué 4’3 veces superior al de la poblacién normal (3°2
veces en aquellos casos sin historia familiar de carcinoma de mama y 9'7 veces
en aquellos casos en los que existia historia de cancer de mama en hermanas,
madre o hijas). Por otra parte, segun este mismo estudio, el riesgo relativo de
desarrollar un carcinoma invasor en pacientes con hiperplasia lobulillar atipica
fué 4'2 veces superior al de la poblacién normal (3'5 veces superior en casos
sin historia familiar y 8'4 veces cuando historia familiar).

Sin embargo, segun McDIVITT y cols.. (1992), las pacientes con
enfermedad benigna sin hiperplasia tienen un riesgo 1'5 veces superior al de la
poblacién normal, las que muestran hiperplasia sin atipia tienen un riesgo 1°8
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veces superior y las que presentan simultdneamente hiperplasia y atipia tienen
un riesgo 2'6 veces superior.

Segun el consenso establecido en Octubre de 1985 HUTTER y
cols.. (1986) el riesgo relativo de desarrollar carcinoma invasor de mama segun
el tipo de lesién existente es como sigue:

Lesiones que no incrementan el riesgo : Adenosis
(esclerosante o florida), metaplasia apocrina, quistes (macro- o microscopicos),
- ectasia ductal, fibroadenoma, fibrosis, hiperplasia epitelial leve (mas de dos y -
menos de cuatro células epiteliales de espesor), mastitis, mastitis periductal y
metaplasia escamosa.

Lesiones que incrementan débilmente el riesgo (de 15 a
2 veces) : Hiperplasia moderada o florida, sélida o papilar y papiloma con eje
fibrovascular.

Lesiones que incrementan moderddamente el riesgo (5
veces) : Hiperplasia atipica (lesién borderline) ductal o lobulillar.

Anadlogamente, PAGE (1986) clasificé las lesiones mamarias
segun su potencial creciente de provocar la aparicion de un carcinoma invasor
de mama del siguiente modo:

Las que no incrementan el riesgo (enfermedad no
proliferativa) : Adenosis esclerosante o florida, cambio apocrino, ectasia
ductal e hiperplasia epitelial leve de tipo usual (ductal).

Con debil incremento del riesgo (1'5 - 2 veces)
(enfermedad epitelial proliferativa sin atipia) : Hiperplasia de tipo usual
(ductal) moderada o florida.

Con moderado incremento del riesgo (4 - 5 veces)
(Hiperplasia atipica) : Hiperplasia ductal atipica e hiperplasia lobulillar
atipica.

Con alto riesgo (8 - 10 veces) (carcinoma in situ):
Carcinoma lobulillar in situ y carcinoma ductal in situ (no comedo).

Finalmente diremos que CONNOLLY vy cols. (1992) estudiando 34
hiperplasias ductales atipicas y 26 hiperplasias lobulillares aiipicas, concluyen
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que ambos tipos de lesiones son predictores de riesgo de cancer bilateral de
mama. Esta situacion esta en concordancia con similares estudios acerca del
carcinoma lobulillar in situ, pero contrasta con hallazgos previos acerca del
riesgo unilateral de cancer atribuido al carcinoma ductal no infiltrante tipo no
comedo.
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MORFOMETRIA

La Anatomia Patolégica esta basada en el reconocimiento cualitativo de
aspectos morfolégicos y su interpretacién por patélogos cualificados
(MARCHEUSKY, 1986). La tradicional aproximacién al analisis morfoldgico es
descriptiva. Los patdlogos reconocen visualmente caracteristicas estructurales
que ellos consideran diferentes de las estructuras normales. Esta aproximacion
es exacta si la enfermedad mayoritariamente causa cambios cualitativos; por el
contrario, es arbitraria y .pobremente reproducible si la enfermedad
predominantemente causa transtornos cuantitativos. En la practica, definir,
interpretar y diagnosticar una enfermedad no sélo conlleva cambios
cualitativos, sino también cuantitativos, algunos de los cuales pasan
inadvertidos en el trabajo rutinario diario (PESCE, 1987). La morfometria es
especialmente necesaria para evaluar cambios cuantitativos que se escapan a
la inspeccién visual del patélogo (HALL, 1985).

El valor de las medidas de morfometria nuclear en el diagnéstico
patolégico esta resuelto, en gran parte, por la reproductibilidad de las medidas
(AMBROS, 1991). A pesar de ello, aunque el uso adicional de datos
cuantitativos objetivos seria deseable, las técnicas morfométricas, ampliamente
extendidas en otras areas biolégicas, han tenido sélo una aplicacion limitada en
el diagnéstico de la Anatomia Patolégica.

APROXIMACION HISTORICA

En 1943 CHALKEY, aplicé la técnica del contaje de puntos para medir
areas tisulares, postulando que la fraccién de la linea de puntos de perfil de un
componente tisular es proporcional a su densidad volumeétrica. Veinte afos
después WEIBEL y cols. (1966) generalizaron la teoria del contaje de puntos
para valorar el porcentaje volumétrico, aplicAndolo a muestras de pulmén
humano y describiendo caracteristicas cuantitativas tales como grosor, volumen,
supefrficie, longitud y densidad numérica. Estos estudios despertaron en la
década de los setenta el interés de muchos patélogos y empezaron a aceptar
que la cuantificacion de determinadas estructuras era util para detectar
pequeias diferencias que escapan al ojo humano, con lo que se conseguia una
mayor precision y objetividad.

Etimolégicamente, la palabra morfometria significa "medida de las
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formas". La morfometria es la cuantificacién de una estructura, por cualquier
método, incluida la estereologia (WEIBEL, 1979). La morfometria puede ser, en
general, definida como la medida o estimacién de longitudes, areas o
volumenes (HALL, 1985).

La citometria, a menudo utilizada como sinénimo de morfometria, se
refiere, en sentido estﬁcto, a la medida de determinados parametros o de ciertos
elementos celulares, de manera que la citometria incluye la morfometria, la
planimetria, la estereologia y el contaje de elementos (BAAK, 1984).

La planimetria es usada para la valoracién de formas cuantitativas de
estructuras en dos dimensiones . En la practica, el término planimetria se usa
exclusivamente para mediciones de estructuras en un tablero gréafico. Las
medidas de estructuras tales como células, nicleos, vasos sanguineos, etc. son
medidas planimétricas, aunque a menudo se denominan como morfométricas.

La estereologia es una ciencia matematica aplicada que permite deducir
la estructura tridimensional a partir de medidas realizadas en dos de las tres
dimensiones del espacio (WEIBEL, 1979). La estereologia generalmente estima
el valor absoluto en una seccién u 6rgano, mientras que la planimetria, valora la
estadistica descriptiva de un conjunto de elementos, individualmente
considerados, en un érgano. Ambos métodos se complementan entre si y de
esta manera se han usado en multiples estudios (STENKUIST, 1978; TEICH,
1979; BAAKy OORT, 1983).

BAAK y OORT (1983) han desarrollado normas de clasificaciéon
morfométrica para el diagnédstico en patologia humana, observando que con la
aplicacion rutinaria de varios parametros morfométricos se obtienen mejores
resultados que con el analisis subjetivo del patélogo, sobre todo al aplicar
clasificaciones multivariantes. Asimismo observaron que esta técnica posee una
gran especificidad y sensibilidad al aplicarse al diagndstico histopatolégico
(ROMPPANEN, 1982; MARIUZZIy cols., 1986).
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INTERES DE LA MORFOMETRIA

El nuacleo es una estructura de obvia importancia en las neoplasias,
siendo el pleomorfismo nuclear junto con la actividad mitética y las alteraciones
en la estructura de la cromatina, un marcador de neoplasia.

La morfometria valora distintos parametros celulares cuando se aplica al
diagndstico de la patologia tumoral; estos principalimente son:

- el area nuclear, referida como tamano.
- el perimetro nuclear, referido como tamafo y forma.
- los diametros vertical y horizontal, referidos como tamafio y forma.

La morfometria es especialmente util en el campo de lo que se denomina
"lesiones continuas" (BAAK, 1984). En las clasificaciones por grados (de un
espectro tedricamente continuo) el tumor es subdividido en dos, tres 0 mas
clases; pero la consistencia y reproductibilidad de éstos grados suele ser mala,
tal como han puesto de manifiesto investigaciones ciegas y objetivas (BAAK,
1984). Esto es especialmente cierto en lo que se refiere a los criterios limites
entre dos grados (llamados borderline), donde las consecuencias terapeuticas
de tales discrepancias, pueden en ocasiones, ser considerables.

Por otra parte, partiendo de unos valores de referencia basales, la
morfometria, mediante métodos cuantitativos perfectamente reproducibles,
permite establecer los limites de actuaciéon diagnéstica, testando los factores
humanos que interfieren con el trabajo diagnéstico (COLLAN, 1984).

LA MORFOMETRIA APLICADA AL ESTUDIO DE LAS LESIONES
MAMARIAS.

El estudio de las lesiones displasicas de la mama (Mastopatia
tibroquistica) por medio de técnicas especificas, como es la morfometria, esta
muy poco desarrollado, debido quizas a que la mayoria de los autores se han
dedicado especificamente a estudiar las lesiones malignas (carcinoma
infiltrante) tratando de encontrar nuevas luces que puedan ayudar al mejor
diagndstico de estas lesiones, claramente peligrosas para el enfermo.
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De todos los parametros utilizados en el estudio morfométrico de la
mama, el area nuclear ha recibido una particular atencién por parte de diversos
autores. No obstante, también se han analizado otros, como son: el perimetro,
diametro maximo, diametro minimo, factor de forma, etc. En cuanto a éste uitimo,
merece mencionarse el estudio realizado por GSCHWIND y cols. (1986),
quienes estudian cinco descriptores de elipticidad y dos de concavidad. Estos
diferentes factores de forma fueron comparados usando 1800 contornos
nucleares.

La determinacién del area nuclear tiene abundantes precedentes en la |
literatura dedicada a la morfometria de la mama. Asi, BAAK y cols.. (1985), Van
DER LINDEN y cols.. (1986a), Van DER LINDEN vy cols.. (1986b), Van DER
LINDEN vy cols., (1987), estudian varias series de pacientes con cancer de
mama y han sefialado cdmo el valor de la morfometria, en asociacién con otros
estudios (estado de ganglios linfaticos, tamano tumoral e indice de actividad
mitética), ayuda significativamente a la prediccién prondstica de las enfermas.
Encontraron que cuando la media del area nuclear excede aproximadamente
las 53 u2, el prondstico de estos pacientes es considerablemente peor que en
pacientes en que el drea nuclear es menor de 37 p2 . Si la desviacién standart
del &rea nuclear excede 16 p2 , el prondstico también es peor y si es menor de
10 p2 , muchos pacientes sobreviven. Estas cifras han sido corroboradas por
PIENTA y COFFEY (1991), que en una serie de 100 pacientes, encontraron
que la media del area nuclear aumenté progresivamente desde la mama normal
(25 p2) hasta 59 p2 que median las células de los carcinomas con metéstasis
axilares en el momento de la mastectomia.

AALTOMAA vy cols. (1992), FERNO y cols. (1992), ESKELINEN y cols.
(1992), han corroborado que el perimetro nuclear junto con el diametro del
tumor, el estado de los ganglios linfaticos, la fraccion de células en fase S, el
indice de ADN y la edad de las pacientes, son factores pronédsticos de las
pacientes con carcinoma de mama. AALTOMAA y cols. (1992) en un estudio de
234 mujeres con carcinoma de mama y ganglios axilares positivos, confirman
que el area y perimetro nuclear, junto con el indice mitético, proporcionan una
informacion pronéstica.

VAN DIEST vy cols. (1992) han visto que varios aspectos morfométricos y
la expresién de la oncoproteina HER-2/neu, pueden ser factores importantes
para identificar carcinomas que no responden a la quimioterapia.
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TOSI y cols (1985) midieron también el area nuclear y el factor forma en
90 casos de carcinoma ductal de mama, pero ellos ademas estudiaron las
metastasis en ganglios axilares, viendo que la media del area nuclear en las
metastasis axilares era significativamente mayor que en el tumor primario.
Atendido que el valor de la media del area nuclear era también
significativamente mayor en los tumores primarios con metastasis axilares que
en los tumores primarios sin metastasis axilares, les fué posible -afirmar que
‘tumores primarios con grandes areas nucleares, son los mas probablemente
responsables de la invasién de gahgiios linfaticos. Sin émbérgo; no encontraron
diferencias significativas con respecto al factor forma.

MAAEHLE vy cols. (1982), estudiaron 112 casos de carcinomas de mama
con metastasis axilares, y encontraron que 28 pacientes tenian nucleos
menores de 44°8 p2, 56 pacientes estaban entre 44'8 y 71'4 u2y 28 pacientes
tenian ntcleos mayores de 71'4 u2. En este trabajo, también confirmaron que el
tiempo de supervivencia media disminuyé conforme aumentaba la media del
area nuclear.

CAVALLAR, vy cols. (1990) por contra, no encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre el tumor primario y sus metastasis axilares
en 24 parametros estudiados, sobre un total de 65 casos.

UYTERLINDE y cols. (1987) han comparado la media del area nuclear
en los tumores de mama diploides frente a los aneuploides, encontrando que
en éstos ultimos, las areas fueron mayores que en los diploides. Estos
resultados contrastan con los obtenidos por LOPEZ y cols. (1991), quienes no
encontraron una clara correlacion entre la media de las areas nucleares y el
estado de la ploidia en un estudio de 22 carcinomas de mama.

En una publicacién posterior, UYTERLINDE y cols. (1987) realizaron un
estudio retrospectivo, evaluando varios factores pronésticos en 63 pacientes con
carcinoma ductal invasor de mama, mostrando especial atencién al contenido
en ADN celular, indice de actividad mitética e indice prondstico multivariable
morfométrico. El andlisis fue monitorizado al menos durante 50 meses y sélo se
incluyeron pacientes que murieron con metastasis a distancia. El resultado
mostré que el indice de actividad mitética fué el mayor factor prondstico de todos
los parametros considerados de modo aislado. Si bien las pacientes con un
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tumor diploide o tetraploide mostraron un prondstico mejor que los pacientes
con carcinomas aneuploides, el indice de ADN, como un parametro aislado,
fué un pobre pronosticador en las curvas de supervivencia; en cambio, cuando
se unié al indice pronédstico multivariable morfométrico, se encontré que el
indice de ADN tenia un alto valor prondéstico.

En una serie de 78 carcinomas, BAAK y cols. (1982) aportaron que el
analisis discriminante de los factores morfométricos, clasificaban correctamente
al 82% de pacientes dentro de una supervivencia de 6 afos., de acuerdo con

'LINDHOLM (1992) que clasifica correctamente el 86% de casos de carcinoma y
54 de 56 tumores benignos. En contraste, las metastasis axilares y el estadiaje
del TNM, solo predecian correctamente el 54 y 56% respectivamente de los
pacientes. Los dos mejores predictores de supervivencia fueron la actividad
mitética y el indice de celularidad, aunque todos los pardmetros morfométricos,
mostraron una significante relacién con la supervivencia.

Ademads de éstos estudios sobre el area nuclear en los carcinomas de
mama y sus metastasis, también se han investigado los mismos frente a las
lesiones benignas. Asi, la distincién entre epiteliosis y carcinoma intraductal es
de considerable importancia clinica y pueden usualmente realizarse
fidedignamente aplicando los criterios antes sefialados siguiendo a McDIVIT
(1992), STEWART y BERG (1968), AZZOPARDI (1979), PAGE (1992), pero
estos criterios son cualitativos y su aplicacion es subjetiva, lo cual condiciona
que puedan encontrarse con una situacién en que el diagnéstico diferencial sea
extremadamente dificil. Ain en los casos en que los aspectos cualitativos son
tipicamente de epiteliosis, los patélogos pueden sugerir la posibilidad de existir
un carcinoma in situ, atendido que el grado de proliferacién es muy alto;
alternativamente, algunas formas de carcinoma intraductal, sobre todo la
variante "clinging" puede ser subdiagnosticado, ya que el grado de proliferacién
celular es muy bajo (AZZOPARDI, 1979). Por ello, parece importante utilizar
criterios cuantitativos que permitan distinguir con mas objetividad éstas lesiones
entre si. Con este criterio, BATTACHARJEE y cols. (1985), utilizaron la
morfometria nuclear para distinguir entre epiteliosis y carcinoma intraductal de
mama, encontrando que la media del area nuclear fué mayor en los carcinomas
intraductales que en las epiteliosis y ésta a su vez, fué mayor que la encontrada
en los ductos normales de la mayoria de los casos, corroborando, en cierta
medida, lo que hemos visto hasta el momento en los carcinomas, es decir que
cuanto mayor es el area nuclear, mayor es la agresividad del proceso.
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DZIURA (1979), habian estudiado 27 lesiones de mama por citologias,
incluyendo casos de hiperplasia, carcinoma intraductal y carcinoma infiltrante y
encontraron una marcada variacién en el tamafo nuclear, presencia de
macrontcleos, cromatina grosera, marcada superposicion nuclear y desorden
arquitectural celular, siendo éstos, los marcadores de malignidad., por contra,
los carcinomas infiltrantes no pudieron ser distinguidos citolégicamente de los
carcinomas intraductales.

También VALL GREM (1976) y ZAJDELA (1979) encontraron una
amplia variacién en el area nuclear entre carcinomas y tumores benignos. En
una larga serie de 173 lesiones de mama benignas y 103 malignas,
CORNELISSE y cols. (1981), observaron que la media del area nuclear puede
discriminar el 60% de carcinomas y el 95% de lesiones benignas. Los falsos
negativos son aquellos que predominantemente presentaban nucleos
pequefos. Estas lesiones, sin embargo, fueron asociadas a baja incidencia de
metéastasis axilares.

Si bien histopatolégicamente se puede distinguir un tumor benigno
(fibroadenoma) diploide, de un tumor maligno , también diploide; por medio de
la morfometria se puede corroborar esta afirmacién (BOON y cols., 1984;
PESCE, 1986). Con este propésito, OLINICI y cols. (1987), plantean un trabajo
para discriminar por métodos morfométricos entre carcinomas diploides y
fiboroadenomas, encontrando que la media de las areas nucleares en los
fibroadenomas era de 83.16 u2, mientras que en los carcinomas diploides fué
de 99'7 p2, siendo éstos resultados estadisticamente significativos (p<0'01).

KING y cols. (1991) realizaron también un estudio morfométrico de
lesiones epiteliales premalignas, evaluando 120 lesiones de mama clasificadas
como 20 mastopatias fibroquisticas no proliferativas, 20 hiperplasias ductales,
20 hiperplasias ductales moderadas, 20 hiperplasias ductales atipicas, 20
carcinomas in situ y 20 carcinomas ductales infiltrantes procedentes de material
biépsico o de mastectomia. Evaluaron en todos los casos el area, perimetro,
diametro maximo, diametro minimo, areas de cromatina densas y claras, y
encontraron que existia una progresién en la media de cada grupo con respecto
a los 6 parametros, de manera que la media total fué incrementando desde las
lesiones no proliferativas hasta los carcinomas. Cuando compararon los seis
grupos de lesiones con las medias de los 4 primeros aspectos nucleares, la
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hiperplasia atipica fué significativamente distinta (p<0.05) de los carcinomas y
de las lesiones no proliferativas, pero no de las hiperplasias ductales,
hiperplasias ductales moderadas o carcinomas in situ. Los carcinomas fueron
indistinguibles de los carcinomas in situ y significativamente diferentes de las
lesiones no proliferativas y de todas las lesiones proliferativas, incluyendo a las
hiperplasias atipicas. Estos estudios confirman los previos de GUSKI! y cols.
(1988) asi como de NORRIS y cols. (1988). También los datos aqui aportados
hablan en favor de la existencia de una progresion entre la hiperplasia simple
_sin atipias, hiperplasia con atipias, carcinoma in situ y carcinoma invasor.

BECKER vy cols. (1992) han comparado por estudios morfométricos la
adenosis esclerosante con el carcinoma tubular, atendido que el diagnéstico
diferencial, en algunas ocasiones, es dificultoso. Sélo dos variables
morfométricas resultaron estadisticamente significativas, el coeficiente de
variacién de la forma de la luz del tubulo y la densidad de la superficie
glandular, viendo que 31 lesiones fueron diagnosticadas correctamente (86%),
ya que 3 adenosis esclerosantes y 2 carcinomas tubulares se clasificaron
errbneamente.

Pero, como hemos sefalado previamente, también se han estudiado
otros parametros morfométricos, aunque con menos detalle. VAN BOGAERT y
cols., 1980, analizaron la media del didmetro nuclear en 100 canceres de
mama y en secciones de tejido, (adoptando un factor de correccion de 1.55, ya
que las secciones histoldgicas conllevan una significativa reduccién y distorsion
de sus estructuras, segin han encontrado ellos mismos en un trabajo previo
(VAN BOGAERT, 1979)), para evaluar su significacion como un factor
prondstico temprano. Subdividieron éstos casos en 3 grupos: células con
nucleos pequefios (25'5% de los casos), nucleos medianos (63'3%) y nucleos
grandes (11'2%). Investigaron la recurrencia temprana y la tasa de mortalidad
en cada una de las 3 categorias, demostrando que conforme aumenta el tamaro
nuclear, se produce un incremento de la mortalidad, como consecuencia de
metastasis.

ZAJDELA Ay cols. (1985) compararon el diametro nuclear entre el tumor
primario y sus metastasis y observaron que hay una extremada similitud entre el
diametro nuclear del tumor primario y el de sus metastasis, apoyando con ello la
idea de que la mayoria de los tumores tienen una naturaleza monoclonal.
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En una serie de 78 carcinomas, BAAK y cols. (1982), observaron cémo el
analisis discriminante de los aspectos morfométricos, es capaz de clasificar
correctamente al 82% de pacientes dentro de una supervivencia de 6 afos. En
contraste, la presencia de metastasis axilares y el estadiaje del TNM, sélo se
predicen correctamente en el 54 y 56% respectivamente de los pacientes. Los
dos predictores mejores de supervivencia fueron la actividad mitética y el indice
de celularidad, aunque también todos los parametros morfométricos, mostraron
una significante relacién con la supervivencia.

MAYR y cols. (1991) han estudiado también al carcinoma intraductal por
morfometria y lo comparan con la mama normal. Utilizando la media del
diametro nuclear, encuentran que el diametro medio de las células en los
ductos conteniendo un carcinoma intraductal, no invasor, fué de 349 p, mientras
que la de un ducto normal fué de 90p.

Finalmente merece sefalarse como también han sido cuantificados otros
parametros nucleares ademas de los antes citados. BAAK (1984) utiliza la
morfometria nucleolar como un elemento con relativo significado pronéstico
para el seguimiento de los carcinomas ductales de mama, indicando que, en
general, los no supervivientes tienen nucleolos mas grandes y mas pleomérficos
que los supervivientes, en un seguimiento de 5 afos. Las diferencias en
diversas variables, incluyendo perimetro nuclear y celular, area nuclear y celular
y relacién del area nucleo/citoplasmica, han sido estudiados con analisis de
imagen y evaluados por el test de Wilcoxon's en células de tumores de mama
benignos y malignos. El mejor factor discriminante ha sido la relacién del area
nucleo/citoplasmica y el area nuclear media. Ambos parametros pudieron ser
usados para distinguir entre células benignas y malignas en punciones-
aspiraciones de mama (BOON, 1982).

A través de esta revision bibliografica queda patente como el estudio de

los parametros cuantitativos tienen valor en la glandula mamaria, para ayudar a
distinguir las lesiones morfolégicamente problematicas.
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CITOFOTOMETRIA ESTATICA
METODO DE ANALISIS CITOFOTOMETRICO

La microespectrofotometria o citofotometria estatica, introducida por
CASPERSON en el afio 1936, permite la cuantificacién de la cantidad o de la
concentraciéon de una sustancia determinada en el interior de una célula sin
~modificar su estructura. El desarrollo histdrico y fundamentos tedricos de esta
técnica han sido objeto de excelentes revisiones (S'AND'WRIA‘ITE.F{,Y 1966; SWIFT,
1966; ATKIN, 1970; CASPERSSON y LOMAKKA, 1970; ZIMMER, 1973; JAMES,
1983).

Basicamente ésta técnica, que une las areas de la microscopia y la
espectrofotometria, permite la cuantificacién de una sustancia por medio de la
medicién de la absorcién producida en un haz de luz monocromatico al
atravesar la célula. La absorbancia o densidad 6ptica medida esta relacionada
con la concentracién de la sustancia por medio de la Ley de Lambert-Beer
(ZIMMER, 1973).

ERRORES INHERENTES A LA TECNICA.

El principal error que se origina con la utilizacién de ésta técnica es el
denominado "error de distribucién". Este error es debido a la heterogeneidad de
la muestra estudiada, que provoca un error por defecto en la cuantificacién de la
sustancia estudiada, ya que la ley de Lambent-Beer solamente es aplicable a
soluciones homogéneas.

Para subsanar este error se han aplicado diversos métodos de correccion
(MENDELSOHN, 1966; MAYAL y MENDELSOHN 1970; GOLDSTEIN, 1981).
Entre estos métodos se encuentra el de doble area y longitud de onda unica
(GARCIA y IORCO, 1966; GARCIA, 1973) el de doble longitud de onda
(ORNSTEIN, 1952; PATAU, 1952; GARCIA, 1962), el del "plug" o de extincién
media y el método de integracién o barrido (ATKIN, 1970). Entre estos métodos
el que reproduce valores mas exactos es el método de integraciéon o barrido
(GOLDSTEIN, 1981), aunque en algunas aplicaciones el método de la doble
longitud de onda produce resultados aceptables, precisando ésta metodologia
de una instrumentacién menos sofisticada (CHIECO y BOOR, 1984).
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Otros errores relacionados con la éptica del microscopio tales como tono,
brillo y refleccién, pueden corregirse adecuadamente en gran medida en la
citofotometria de barrido (MAYAL y MENDELSOHN, 1970; GOLDSTEIN, 1981) y
s6lo pueden ser relevantes en la medicion de objetos muy pequefios
(DUIUNDAM vy cols., 1980a; DUIUNDAM y cols., 1980b).

CUANTIFICACION CITOFOTOMETRICA.

En los estudios citofotométricos realizados en el rango de la luz visible, si
éstos no presentan una coloracién propia, es necesaria la utilizacién previa de
métodos citoquimicos que permitan su cuantificacién. En el caso de
componentes estructurales ésta tincién ha de ser especifica de la sustancia
problema, la reaccién citoquimica ha de ser estequiométrica y el croméforo
resultante ha de ser monocromatico, es decir, con un unico espectro de
absorcion.

La longitud de onda utilizada para efectuar la medicién suele coincidir
con la longitud de onda de absorcion del colorante.

ADN

A pesar de existir distintas técnicas citoquimicas que permiten la
cuantificacion citofotométrica del contenido en acido desoxiribonucleico (DEICH,
1966), la tincién de Feulgen ha sido generaimente la preferente en los estudios
citofotométricos (HALE ,1966; BAHR ,1970).

La reaccién de Feulgen se basa en una hidrdlisis previa del ADN, que
elimina preferentemente las purinas, desenmascarando la funcién aldehidica
de los azucares desoxiribofuranosos a los que estan unidos. Los aldehidos
formados reaccionan con el reactivo de Schiff que toma su forma coloreada y
que se une al ADN "in situ” sin difusiéon (DEITCH, 1966).

La hidrélisis convencional de Feulgen es con HCI 1N a 602C. Sin
embargo, para estudios citofotométricos es mas conveniente la utilizacién de
otros protocolos. Los mas utilizados son la hidrdlisis con HCI 5N a temperatura
ambiente o con HCI 3’5 N a 37°C. Estos protocolos permiten una mayor
reproducibilidad de las caracteristicas de la tincion (FAND, 1970)
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APLICACION DE LA CITOFOTOMETRIA ESTATICA AL ESTUDIO DE
LAS LESIONES MAMARIAS.

Las técnicas diagndsticas que cuantifican la cantidad de ADN por
citometria estatica se apoyan en el criterio internacionalmente aceptado de que
aneuploiiia es un marcador de células transformadas neoplasicamente. Esta
aneuploidia, traduce la existencia de aberraciones cromosémicas numéricas y/o
estructurales de las células. Por ello, la demostraciéon de aneuploidia en células

~de una displasia o lesién borderline nos va a permitir el diagnéstico de
neoplasia (BOCKING y cols., 1990). La demostracién de la aneuploidia por tanto
puede utilizarse como ayuda diagndstica en los casos en los que el diagnéstico
morfolégico no es suficiente para determinar el caracter neoplasico de una
lesién. No obstante, la no evidencia de aneuplodia en el diagnéstico, no
descarta la existencia de una neoplasia.

La observacion de aneuplodia mediante andlisis cromosémicos en
cultivos celulares, por supuesto muy precisa, es hoy dia muy laboriosa y de alto
coste econémico. Ademas, la mayoria de las veces resulta imposible cultivar las
células relevantes, por ejemplo de la zona de displasia. Por ésto, la medicion
del contenido de ADN nuclear por citometria estatica o de flujo ha de ser un
método a incorporar en la rutina diagnéstica habitual. Por otra parte, muchos
tumores muestran una gran dispersién en el nimero de cromosomas, mientras
que las correspondientes variaciones en el llamado indice de ADN que
corresponderia a 1 para 2n cromosomas es, proporcionalmente, menor (VERA
ROMAN, 1987).

Como hemos sefalado previamente, las pacientes con enfermedad
fibroquistica de la mama presentan un incremento en la incidencia del cancer de
mama (COPELAND vy cols., 1960; FUJIMORI y cols., 1960; HAAGENSEN, 1956;
HODGE vy cols., 1959; HUMPHREY y cols., 1962; KARPAS y cols., 196; KERN y
cols., 1969). Sobre todo, cuando se trata de hiperplasia atipica, que es, o0 bien
un marcador de incremento del riesgo de cancer o bien es, por si misma, una
lesion premaligna (BLACK y cols., 1969; PAGE y cols., 1985; WELLINGS y cols.,
1975).

Sin embargo, la interpretacion de ésta hiperplasia atipica es en cierto

grado subjetiva y variable de un observador a otro y, por consiguiente, de
limitada utilidad clinica. Resulta dificil encontrar una interpretaciéon consistente y
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reproducible de estos cambios histolégicos. PAGE y cols. (1985), encuentran
que hay desacuerdo aproximadamente en el 25% de casos de hiperplasia
atipica.

Asi mismo, la mayoria de casos encontrados en mujeres
premenopausicas, sugiere que el carcinoma lobulillar in situ tiende a aparecer
aproximadamente 8 a 10 afios antes que el carcinoma invasor (LUDWIG, 1972).
Sin embargo, todos los esfuerzos dedicados a relacionar ésta lesién con el
carcinoma invasor se han basado en estudios estadisticos (HUTTER y cols.,.
1969); McDIVITT y cols., 1967; NEWMAN, 1963). Por ello, basandose en la
hipétesis de que el contenido en ADN nuclear y/o numero de cromosomas en
muchas neoplasias epiteliales malignas y en sus lesiones precursoras es
anormal, se han realizado diversos estudios que sugieren que la aneuploidia,
en ausencia de irradiacion previa, puede ser indicativa de la presencia de una
neoplasia epitelial preinvasiva o bien invasiva (LUDWIG vy cols., 1972).

En base a ello, IZUO y cols.. (1971 b) determinaron la cantidad de ADN
(por citofotometria estatica) en 15 casos con lesiones hiperplasicas mamarias.
Ocho de las quince pacientes desarrollaron posteriormente carcinoma y siete
no. El estudio de cinco lesiones hiperplasicas procedentes de tres pacientes del
primer grupo revelé una distribucién aneuploide del ADN (2 hiperdiploides, 2
hipodiploides y 1 cuasidiploide). Sin embargo, todos los casos del segundo
grupo mostraron una distribucién diploide o diploide-tetraploide. Asi mismo, en
otra publicacién de éste grupo de autores (1ZUO y cols.., 1971 a) se cuantifico la
cantidad de ADN en lesiones metaplasicas apocrinas procedentes de nueve
casos de enfermedad fibroquistica (utilizando como control glandulas apocrinas
vulvares, que tienen una restringida distribucién diploide). En todas las lesiones
existia (junto a la poblacién diploide) una poblacién tetraploide que,
proporcionalmente, aumentaba conforme se incrementaba el grado histolégico
de la metaplasia (grado 1 : las células apocrinas constituyen un unico estrato en
la pared quistica; grado 2 : las células se apilan sobre la luz; grado 3 : existe
proliferacion papilar). En un caso de metaplasia grado 3 se observé una
distribucién hiperdiploide-aneuploide. Posteriormente, la paciente desarrolié un
carcinoma invasor.

RAJU vy cols. (1991) desarrollaron también un estudio sobre la cantidad
de ADN en las metaplasias apocrinas, en éste caso asociadas, tanto a lesiones
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benignas como malignas y encontraron que la mayoria de las lesiones benignas
(metaplasia apocrina 3/4, adenosis con cambios apocrinos 3/3, hiperplasia
ductal atipica con cambios apocrinos) y los carcinomas de bajo grado
(carcinoma intraductal 9/10, carcinoma lobulillar in situ 2/2, carcinoma infiltrante
con cambios apocrinos 1/1 y carcinoma lobulillar infiltrante 14/14), se
encontraban en e! rango diploide (94%). Por el contrario, 24/25 (96%) de las
lesiones malignas de alto grado, fueron aneuploides (carcinoma intraductal
10/10 y carcinoma ductal infiltrante 14/15, todos con cambios apocrinos).
Concluyen que las lesiones apocrinas benignas y malignas de la mama,
abarcan un espectro proliferativo y neoplasico similar al de las lesiones de
mama no apocrinas.

También, CARPENTER, JOYCE y COOKE (1987) estudiaron 13 casos
con lesiones proliferativas atipicas, 12 casos de carcinoma ductal in situ y 26
lesiones carcinomatosas intraductales en el contexto de carcinomas invasores.
Se encontraron células aneuploides en aproximadamente el 30 % de las atipias
proliferativas (4 de 13) y carcinomas ductales in situ (4 de 12). Sin embargo, se
encontré aneuploidia en el 88 % (23 de 26) de las lesiones carcinomatosas
intraductales asociadas a carcinoma invasor. Ademas, en 16 lesiones
pertenecientes a éste tercer grupo se comparé la ploidia del carcinoma invasor y
del carcinoma ductal in situ asociado. En 11 casos ambas lesiones fueron
aneuploides, en un caso ambas diploides y en 4 casos el carcinoma ductal in
situ fué aneuploide mientras que el carcinoma invasor asociado fué diploide.
Por consiguiente, segln estos autores, la aneuploidia puede ser un dato valioso
para predecir el comportamiento biolégico mas agresivo de las lesiones
preinvasivas.

Por otro lado, De POTTER vy cols.. (1987) estudiaron, por medio de
citometria estatica, cinco lesiones no proliferativas, once casos con lesiones
proliferativas sin atipia, siete con atipias, catorce carcinomas intraductales in situ
y once lesiones carcinomatosas ductales in situ asociadas a carcinoma invasor.
Las cinco lesiones no proliferativas mostraron un contenido en ADN diploide.
Las lesiones hiperplasicas sin atipia presentaron una distribucién del ADN de
caracter diploide con muy pocas células tetraploides. Seis de los siete casos de
hiperplasia ductal con atipia presentaron una distribucién del ADN diploide con
pocas células tetraploides; sin embargo, en una de las pacientes se observé un
pico puramente tetraploide. Todos los casos de carcinoma in situ presentaron
curvas de ADN con una proporcién variable de células en el pico diploide y
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tetraploide. En éstas lesiones no se encontraron aneuploidias, aunque si hubo
un caso que mostré una distribucidn diploide e hipotetraploide. Por contra, las
lesiones de carcinoma ductal in situ asociadas a carcinoma ductal infiltrante
mostraron una distribucién aneuploide en el 64 % de las pacientes. Las
restantes presentaron una cantidad variable de células diploides, hiperdiploides
e hipertetraplcides.

KING y cols. (1991), encontraron que la cantidad de ADN aumentaba
desde las lesiones no proliferativas hasta los carcinomas, excepto en las
hiperplasias atipicas. Los carcinomas infiltrantes y carcinomas in situ, ambos,
tenian un incremento total de la cantidad de ADN comparado con las lesiones
no proliferativas y proliferativas, sin embargo, el carcinoma in situ muestra un
mayor incremento y tiene una mayor variabilidad entre los casos.

También TEPLITZ y cols.. (1990) cuantificaron por medio de analisis de
imagen la cantidad de ADN presente en lesiones correspondientes a doce
casos en los que coexistian hiperplasia ductal atipica (utilizando los criterios de
PAGE) y carcinoma ductal infiltrante. Encontraron que, en seis casos, tanto las
lesiones carcinomatosas infiltrantes como las lesiones ductales atipicas
acompanantes eran euploides y, en los otros seis, ambos tipos de lesiones eran
aneuploides/hiperdiploides. Estos autores sugieren que tal congruencia sugiere
una herencia estable de las mutaciones somaticas involucradas en el proceso
de la carcinogénesis.

Resultados similares han descrito ERIKSSON y cols. (1992) que
estudiaron 36 lesiones benignas, 34 hiperplasias epiteliales, 40 carcinomas in
situ y 204 carcinomas invasores. Encontraron que 15 de las 34 hiperplasias
epiteliales, 33 de los 40 carcinomas intraductales y 180 de los 204 carcinomas
invasores, fueron de contenido en ADN aneuploide. LONGIN y cols. (1992), en
14 lesiones benignas y 72 carcinomas, han visto que todas las lesiones
benignas menos una (13/14) fueron diploides, mientras que la mayoria de los
carcinomas invasores fueron aneuploides (58/72).

Un problema similar se plantea cuando se analiza el carcinoma lobulillar
in situ. LUDWIG y cols.. (1973) estudiaron la cantidad de ADN en ocho casos de
carcinoma lobulillar in situ y en cinco de carcinoma lobulillar infiltrante por medio
de microespectrofotometria estatica. Siete de los ocho carcinomas lobulillares in
situ presentaron una cantidad de ADN dentro del rango diploide-tetraploide,
mientras que el octavo fué aneuploide. Tres de los cinco carcinomas infiltrantes
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fueron diploides-tetraploides y dos aneuploides. Por otra parte, estudiando tres
lesiones carcinomatosas lobulillares in situ adyacentes a carcinomas lobulillares
invasores, observaron que las lesiones in situ se encontraban en el rango
diploide-tetraploide. Ademas, el componente invasor fué diploide-tetraploide en
dos casos y aneuploide en otro.

Estos datos , un tanto discrepantes, indicarian que la aneuploidia no es,
en realidad, un marcador seguro para tipificar ni las lesiones hiperplasicas
‘atipicas ni las carcinomatosas.

Pero no basta con detectar las lesiones preinvasoras, sino que tambien
es preciso, una vez detectado el cancer, establecer cual es el grado de
agresividad de este tumor. Es generalmente aceptado que el grado de
malignidad del cancer de mama por criterios puramente histolégicos es
dificultoso y de limitado valor en la prediccion del pronéstico. Por ello se han
realizado numerosos intentos de usar analisis citoquimicos y bioquimicos de
células transformadas para dar una informacidn mas precisa acerca del
potencial maligno del tumor en casos individuales.

Recientes estudios procedentes de diversos laboratorios han
demostrado que la determinacién del patron de distribucién del ADN nuclear es
un método ultil en la gradacién de la malignidad de los tumores de mama
(ATKIN, 1972; AUER y cols., 1980; FOSSA, 1983; DOWLE, 1987), y por tanto,
utilizable como factor prondstico. En este sentido, se han recogido muy
numerosos trabajos en la bibliografia interesados en el tema, no obteniéndose
siempre resultados concordantes. Recogemos algunos mas significativos:

ERHART y cols. (1986) estudiaron una serie de 49 pacientes con
carcinoma de mama, 26 de las cuales sobrevivieron mas de 10 afos y las otras
23 murieron 2 afios depués de la intervencién, encontraron que en estas ultimas
todos los tumores (excepto uno) presentaban altos valores de ADN (cantidad de
ADN > 5c¢), mientras que la mayoria de las pacientes que sobrevivieron 10 afos,
mostraron un patrén de distribucién de ADN diploide, habiendo encontrado sélo
2 casos en que los tumores presentaban alta fraccion de células con valores de
ADN excediendo el nivel 5c. Por consiguiente, éstos autores defendieron que
estos resultados podrian ser Utiles para obtener consejo prondstico en pacientes
individuales,. Esto también ha sido corroborado por otros autores (ATKIN, 1972;
AUER y cols., 1980; AUER y cols., 1984; ERHARDT Yy cols., 1986b; AUER y
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ASKENSTEN, 1989).

Por el contrario, BOCKING y cols. (1989), apoyan que la validez
prondstica de éste método no es buena para la paciente individual, aunque si
esta de acuerdo con otros muchos autores (ATKIN, 1972; AUER, 1980; AUER
1984; BOHM, 1975; CORNELISSE, 1987; LINTENBERG ,1985; KRUG, 1984;
PATEK, 1980 Y THORUD, 1986), que el contenido en ADN nuclear posee
informacién prondstica para grandes grupos de pacientes con cancer de mama.
El y sus colaboradores se basan en el estudio del llamado "Grado de
maligriidad de ADN" (basvad'o en la varianza del valor de ADN alrrededor del
pico diploide normal). Ademas esta medicién, atendido que puede haber una
significativa variacion del grado de malignidad dentro de un tumor, la realizan
en diferentes zonas tumorales, encontrando que no hay variaciones
significativas de una zona a otra. BOCKING y cols. (1989) por ello han
defendido que el "grado de malignidad de ADN" , junto con el grading
histomorfoldgico, aportan informacidén prondstica independiente al estadiaje del
TNM.

De la misma opinién son OPFERMANN y cols. (1987), aunque utilizando
parametros distintos: balance de ploidia (diferencia entre el porcentaje de
células euploides y aneuploides) e indice de proliferaciéon (proliferacién de
células entre los picos). Estos autores defienden que, para un numero
significativo de pacientes, la clasificacién multivariable de perfiles de ADN de los
tumores de mama, es de pequefia importancia para el patélogo, que tiene que
dar un pronéstico para un paciente determinado.

Siguiendo esta misma linea, TRONCOSO y cols.,, 1989 también
evaluaron el contenido en ADN nuclear en un grupo histolégicamente
homogéneo de carcinomas ductales invasores procedentes de pacientes con
contas y largas supervivencias, encontrando que los pacientes que presentaron
periodos cortos de supervivencia, por lo general, presentaban rangos
predominantemente aneuploides (con una gran proporcion de células
mostrando un contenido en ADN cerca del 5¢), mientras que los pacientes con
largos periodos de supervivencia, presentaban contenido en ADN més cerca del
rango diploide; a pesar de que estos tumores mostraban similar estadiaje
patolégico e idéntica imagen histolégica. Un estudio similar con los mismos
resultados realizaron AUER y cols. (1984).
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FALLENIUS y cols. (1988), también encontraron correlacion entre el
contenido de ADN de las células neoplasicas y el prondstico, de manera que los
tumores que presentaban valores de ADN dentro de los limites de los tejidos
normales (euploides) presentan un prondstico favorable. Por el contrario, los
tumores con valores de ADN aumentados o dispersos (aneuploides) tuvieron
peor prondstico. Estos autores consideran que ésto ocurre independientemente
de si el porcentaje de células esta por encima de 2.5¢ o 5¢, en el Indice de ADN
o de los histogramas de Auer. :

Intentando clasificar de alguna manera los diferentes patrones de
distribuciéon del ADN dentro de unas pautas, AUER y cols., 1980 elaboraron
unos histogramas tipo que englobarian a todas las formas de distribuciéon del
ADN. Estos histogramas han sido bastante utilizados en la bibliografia y
tomados como modelo para el estudio del ADN. Abarcan los siguientes tipos:

Los histogramas del tipo | estan caracterizados por presentar un
unico y distintivo valor modal de ADN en la regién diploide y cuasi-diploide de
las células normales. Tan solo un pequefno numero de células estan alejadas de
. dicho valor modal.

Los histogramas del tipo Il o bien presentan un distinto valor modal
en la regidon tetraploide o cuasi-tetraploide o bien muestran dos picos bien
definidos en torno a las regiones 2c y 4c respectivamente. Muy pocas células o
ninguna presentan cantidades de ADN correspondientes a la fase de sintesis de
las células normales. Sélo unas pocas células caen fuera del rango de valores
de ADN propios de la poblacién normal; tales células generalmente tienen
cantidades de ADN en torno a 8c.

Los histogramas del tipo lll presentan usualmente dos picos, pero
se diferencian del tipo Il por el hecho de que existe un importante ntimero de
células con cantidades de ADN similares a las de las células de control en fase
de sintesis de ADN. Como regla general, la posicién de los dos picos se desvia
algo de los valores 2c y 4c de las poblaciones celulares normales.

En los histogramas de tipo IV se observa una pronunciada e

irregular aneuploidia, de tal manera que las células presentan cantidades de
ADN que oscilan entre cerca de 2c y mas de 6c o incluso 8c.
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AUER y cols. (1980), en éste mismo trabajo y en un estudio retrospectivo
de 112 pacientes, demostraron que la mayoria de las pacientes estudiadas
(80%) con carcinoma de mama de larga supervivencia (carcinomas mamarios
de bajo grado de malignidad) presentaron histogramas de ADN de los tipos | y II.
Sin embargo, la mayoria de las pacientes (81%) con un corto periodo de
supervivencia (pacientes con carcinomas de alto grado de malignidad), tenian
histogramas de los tipos Il y IV.

Ademas del valor del contenido en ADN en el prondstico de los
pacientes, se han estudiado otros parametros: VON ROSEN y cols. (1986)
analizaron el contenido en ADN sobre muestras citoldgicas, pero en pacientes
menores de 35 afos portadoras de Carcinoma invasor de mama. Encontraron
que, a pesar de que aproximadamente el 90% de los tumores eran aneuploides
(mostrando perfiles de ADN tipo Il y VI de Auer), estos tumores no poseian alto
potencial maligno.

FALLENIUS y cols. (1984), estudiaron una serie de carcinomas
invasores de mama clinicamente no palpables, pero si detectables
mamograficamente, para ver si mostraban cantidades de ADN distintas de los
carcinomas clinicamente palpables y vieron que el 30% de ellos tenian
cantidades de ADN nuclear dentro de la region diploide y tetraploide del epitelio
normal de la mama, lo cual indujo a pensar que los carcinomas no palpables,
tienen predominantemente una alta diferenciacion biolégica y son poco
proliferativos, mostrando un prondstico mejor.

La mayoria de los estudios sobre el significado pronéstico del contenido
en ADN nuclear en cancer de mama, ha sido obtenido sobre carcinomas
ductales, teniendo menor informacién sobre los otros diferentes subtipos
histolégicos. ERHARDT y cols., 1986, estudiaron el contenido en ADN en 80
carcinomas de mama, comprendiendo 16 carcinomas ductales, 9 papilares, 14
comedocarcinomas, 13 coloides, 15 lobulillares y 13 medulares.

De acuerdo con otros autores (AUER y cols, 1980; AUER y cols., 1984)
encuentran que los carcinomas ductales muestran diferentes tipos de
distribucion del patron de ADN nuclear, es decir, tumores con valores de ADN
en la regién normal diploide o tetraploide (tumores euploides), o bien con
valores excediendo la region normal tetraploide (tumores aneuploides). La
mayoria de los tumores papilares y coloides fueron euploides, mientras que en
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general, los comedocarcinomas, muestran perfiles aneuploides. Estos hallazgos
estan de acuerdo con la supervivencia esperada dentro de este grupo de
pacientes.

En el carcinoma lobulillar de mama la correlacién entre el patrén de
distribucién de ADN vy la supervivencia esperada de la paciente fue baja. Por el
contrario, el carcinoma medular mostré perfiles de ADN aneuploides, pero la
correlacién con el tiempo de supervivencia esperado fué bajo. Por-consiguiente,
el carcinoma lobulillar, en general, tiene un peor pronéstico que el esperado a
partir de los andlisis de ADN nuclear, mientras que los carcinomas medulares,
en general, tienen un mejor pronéstico que el indicado a partir de las medidas
de ADN (BOKING, 1989).

FOSSA y cols. (1982), SPRINGER y cols. (1979) plantean otro problema
distinto: ¢son los carcinomas diploides indistinguibles de los tumores benignos,
también diploides?. Sin embargo, encontraron que la mayoria de los
carcinomas diploides de mama tienen histogramas de ADN que difieren de los
de las lesiones benignas, debido al nimero de células que se encuentran por
fuera del pico diploide .Estos autores, junto con ATKIN y col., 1979 y
KALLENBERGER y cols., 1967, observaron una buena correlacién entre el
grado de aneuploidia y el pronéstico.

Como se deduce de todos los trabajos revisados vemos que el patrén
de distribucién del ADN nuclear en los carcinomas de mama es constante; es
decir, hay una serie de tumores cuyas células malignas exhiben un valor de
ADN localizado en la regién diploide o tetraploide, como lo hacen las células
epiteliales normales de la mama; mientras que hay otro grupo de tumores cuyas
células estdn muy dispersas y excediendo la regién diploide o tetraploide. El
significado bioldgico y clinico de estos hallazgos no es conocido, pero lo que si
que esta claro es que aquellos carcinomas de mama con un patrén de ADN
diploide o tetraploide homogéneo tienen un mejor prondstico que aquelios
tumores que exhiben un patrén de distribucion del ADN heterogéneo,
excediendo las regiones diploide o tetraploide.

Atendido que la presencia clinica de metastasis axilares esta
correlacionada con un prondstico méas incierto, también se han realizado
numerosos estudios confrontando la cantidad de ADN en el tumor primario y en
las metastasis.
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A este respecto, AUER y cols. (1979), estudiaron 22 tumores de mama y
sus metastasis y encontraron que, si bien el patrén de distribucién de cada uno
de los tumores difiere ampliamente, los tumores primarios y sus metastasis
siempre muestran un patrén de distribucién similar, independientemente del
tiempo de recurrencia de las metastasis. Estos resultados fueron interpretados
como indicativos de que los carcinomas mamarios, en general, muestran un alto
grado de estabilidad en el contenido nuclear de ADN durante la historia de la
enfermedad y sugiere que la progresiéon del tumor es mas probable que sea
debida a un incremento y/6 diseminacién de células tumorales mostrando
similares propiedades genéticas y potencial maligno, mas que una
desdiferenciacién progresiva e incremento de la malignidad de las células
tumorales.

Estos hallazgos fueron corroborados posteriormente por AUER y cols.
(1984) en un estudio de carcinomas de mama sobre material de autopsias. En
cambio, RONDEZ y cols. (1991) estudiando 120 casos de carcinomas primarios
de mama, 15 casos de metastasis y 15 casos de lesiones benignas,
encontraron cémo una media del 76 7% de los carcinomas examinados fueron
aneuploides con muchos indices de ADN entre 1.6 y 2, observando un alto
porcentaje de aneuploidias en las metastasis, siendo este porcentaje mayor que
en los tumores primarios. Este fendmeno fue explicado como una consecuencia
de la heterogeneidad tumoral asi como de la inestabilidad genética que
propician el desarrollo de una nueva linea celular. Esto fué corroborado por
otros autores (CHRISTOV y col., 1989; RUBE y cols., 1988). Asi pues, los
ganglios axilares serian predictores significativos de recurrencia, pero no del
patrén de distribucion de ADN (KLINTENBERG y cols., 1985).

Todas las revisiones que hemos visto hasta el monento, han sido
realizadas por microespectofotometria, utilizando como colorante el Feulgen y el
material procedia, bien de bloques incluidos en parafina o bien de muestras
citolégicas. Como quiera que este método consume tiempo y limita el nimero de
células a examinar, fué introducida la citometria de flujo como un método
alternativo que aumenta drasticamente el numero de células a estudiar. Por
contra la mayor desventaja de este método es la imposibilidad de tener una
identificacion morfoldgica exacta de las células. tumorales. No obstante, muchos
de los estudios recientes de ADN han sido realizados usando Citometria de flujo
(TRONCOSO y cols., 1989).
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Han sido publicados pocos estudios comparativos entre los diferentes
meétodos. FALLENIUS y cols., 1987, estudiaron 50 carcinomas de mama
utilizando ambos métodos (citometria estética y citometria de flujo). En una
primera observacién, los resultados confirmaron que existe una buena
correlacién entre el valor modal determinado por citometria estéatica y el Indice
de ADN, cuantificado por citometria de flujo. Sin embargo, cuando los tumores
fueron clasificados cémo de bajo o alto grado de malignidad mediante el Indice
de ADN y fase S (citometria de flujo) y mediante los tipos de histogramas
(citometria estatica), la concordancia fué menor. Por ello, estos autores
sugieren que la simple determinacién del valor modal por Citometria estatica o
el Indice de ADN por Citometria de flujo no es suficiente para dar un grado
adecuado de malignidad y piensan que la combinacion de la ploidia y del
porcentaje de células dispersas por fuera del pico modal, seria mas sensible
para establecer el grado de malignidad de los carcinomas de mama.

Medidas paralelas en 67 casos de carcinomas de mama utilizando
citometria estatica y citometria de flujo, mostraron una buena correlacién entre el
Indice de ADN; sin embargo, con Citometria de flujo se encontré6 menor
anormalidad en la ploidia (CORNELISSE y cols., 1984; CORNELISSE y cols.,
1985; AUER y cols., 1987), también encuentran debil correlacién entre ambos
métodos, ya que algunos tumores clasificados como euploides por un método,
fueron clasificados como aneuploides por el otro. Piensan que la principal razén
de ésta débil correlacién radica en la preparaciéon de las muestras y en la
representacion de células tumores dentro de la muestra.

La Citometria de flujo y la Citometria estatica proporcionan medidas de
contenido en ADN comparables, aunque también aparecen discrepancias
ocasionales (DAWSON y cols., 1990).

BALDETORRP y cols. (1992) en un estudio comparativo de 222 carcinomas
de mama utilizando citometria estatica y citometria de flujo, encontraron
analogias en el 76% de los casos (168/222), resultados similares a los
encontrados por GHALI y cols. (1992), que tuvieron analogia en el 90'4% de los
casos (104/115).

YUAN Yy cols. (1992) realizaron un estudio comparativo en 101 pacientes
con carcinoma de mama y encontraron que 46 tumores fueron diploides y 55
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aneuploides cuando utilizaron la citometria de flujo, mientras que cuando el
estudio lo realizaron con analisis de imagen, 30 tumores fueron diploides y 71
aneuploides, pero piensan que aunque el andlisis de imagen parece ser mas
sensible que la citometria de flujo, para detectar aneuploidia, el analisis de
imagen carece de la especificidad de la citometria de flujo en la correlacién con
el seguimiento clinico.

LEE y cols. (1992) asi mismo, realizaron un estudio comparativo en 100
carcinomas invasores de mama y encontraron una buena correlacién entre los
dos métodos, con unos resultados similares en la deteccién de aneuploidias en
el 81% de los tumores. La citometria estatica permite visualizar y selecionar las
células tumorales y fue mas sensible en detectar tetraploidias y poblaciones
celulares altamente aneuploides. Por el contrario, la citometria de flujo
proporciond mejor resulucion y fue mas efectiva en la deteccion de tumores
multiploides y tumores "near" diploides y aneuploides.

ALVAREZ vy cols. (1993) muy recientemente, han estudiado 37 casos
que contenian areas de carcinoma intraductal y de carcinoma ductal infiltrante,
utilizando ambas técnicas y solo encontraron analogias en 22 de 37 casos
(59°4%).
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CITOMETRIA DE FLUJO (CMF)
APROXIMACION HISTORICA

La CMF es el método mas ampliamente aplicado para la obtencién de
medidas automaticas de parametros celulares. Aunque el primer paso en el
diagnostico de los procesos patolégicos lo constituye la evaluacion
histopatolégica y citolégica, la CMF, al igual que la citometria estatica,
proporciona una importante informacién adicional objetiva y reproducible,
complementando a la histopatologia clasica (LOVETT, 1984).

Los origenes de la CMF se remontan al afio 1934 cuando MOLDAVAN,
utilizé un sistema con el cual realizaba contajes celulares, haciendo desfilar a
las células por un tubo capilar y donde éstas eran captadas por un receptor
fotoeléctrico. Este método presentaba un gran problema y era la focalizacién y la
obstruccién de los capilares cuando por ellos pasaban células de un
determinado grosor. Esto no fué resuelto hasta que en 1953 ROSLAND-
TAYLOR, siguiendo las observaciones de REYNOLDS, tuvo la idea de inyectar
lentamente las células en suspensién al centro de una corriente liquida mas
rapida para que las arrastre, las centre, las alinee y disminuya los problemas de
obstruccién.

A partir de 1949, COULTER comenzé la puesta a punto de aparatos de
CMF que permiten contar las células y medir su tamafo por el cambio de
conductancia por interrupcion del medio en que ellas se encuentran. En 1956,
una afortunada observacion, supuso un avance importante en la citometria de
flujo, cuando experimentd que al pasar células sanguineas en una solucién
salina por un orificio muy pequefio se detectarian por los cambios producidos en
la impedancia eléctrica sobre el orificio.

MAHEBTSKY (1965) aporté mejoras muy importantes: los aparatos
utilizados permiten ahora medir dos parametros simultaneamente sobre la
misma célula, a una velocidad de 500 células/segundo. Estos dos parametros
son el tamafio, correlacionado con la intensidad de luz difundida a un pequefio
angulo, y la cantidad de ADN y de ARN obtenida en medidas de absorcién de
luz UV por los acidos nucleicos. Estos aparatos fueron posteriormente
sustituidos por el Orthocytégrafo y el Cytofluorégrafo.
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En 1969, VAN DILA adopta el laser como una fuente luminosa de
excitacion. Esto permitié, entre otras cosas, una mejor focalizaciéon del haz, una
gran potencia de excitacién y una estabilidad del cromatismo. El utilizé las
propiedades de la luz difundida bajo un pequefio angulo para evaluar el tamafno
de las células y muestra la relacién entre la ploidia de las células y la
fluorescencia que ellas emiten, cuando éstas son incubadas en presencia de un
fluorocromo especifico del ADN.

. Paralelamente a la ampliaciéon . de las posibilidades de analisis, se
desarrolld a partir de 1965, una técnica preparativa: una gotita de liquido
conteniendo la célula que se ha marcado, puede ser desviada hacia un tubo
colector, donde sera separada. De este modo, se pueden reagrupar
subpoblaciones homogéneas en cuanto a parametros (tamafio, fluorescencia),
que el aparato por si mismo estudiara. La defleccién se podia realizar por
diferentes medios, pero el mas (acertado) es el que utiliz6 HULETT, 1972 quien
utilizé la defleccidn de gotitas cargadas eléctricamente y desviadas por un
campo eléctrico para obtener subpoblaciones puras, identificadas como
portadoras de un antigeno de superficie. Estos son los primeros trabajos
publicados realizados por la "Fluorescence Activated Cell Sorter” (FACS).
(Numerosos aparatos utilizados hoy en dia, utilizan este mismo principio).

FUNDAMENTOS DE LA CITOMETRIA DE FLUJO

El término citometria se utiliza para referirse a un método de medida de las
caracteristicas fisicas o quimicas de las células o, por extension a las de otras
particulas biolégicas. La citometria de flujo es un proceso en el cual éstas
medidas se realizan mientras las células pasan una a una, formando una
corriente, a través de los aparatos de medida.

Una de las mejores definiciones de la citometria de flujo es la de HOWARD
SHAPIRO, 1988: "La citometria de flujo es un proceso en el cual células aisladas
u otras particulas bioldgicas, pasan de una en una en el interior de una corriente
liquida a través de un sensor, el cual mide sus caracteristicas fisicas o quimicas”.

Cada parametro que puede ser determinado por citometria de flujo, puede
ser también medido, como es obvio, por otros métodos citométricos alternativos,
incluso estos métodos pueden ser aplicados en circunstancias donde no se
puede utilizar la citometria de flujo (STEEINKAMP, 1984).
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El analisis por citometria de flujo permite mediante la medida de un
determinado parametro en cada célula de forma individual, obtener un
histograma de distribucién de la poblacién celular para dicho parametro.

La medicién del parametro seleccionado se realiza marcando previamente
la particula con un fluorocromo especifico. Posteriormente se mide la
fluorescencia emitida al excitar el fluorocromo por la luz del laser que utiliza el
citdmetro de flujo, siendo proporcional la fluorescencia emitida al contenido
celular de dicho parametro.

La citometria de flujo permite el analisis cuantitativo de los parametros
celulares, tales como el contenido de ADN, ARN o actividad enzimatica, que
pueden ser determinados de forma rapida y precisa. Estos datos, se afiaden a
los obtenidos por el estudio morfolédgico, pudiendo tener en determinadas
ocasiones un valor diagnéstico o prondstico independiente (CORNELISSE y
cols., 1987; EMDIN, 1987; FRIEDLANDER y cols., 1984; KOKAL, 1986;
KUNICKA, 1987; SCOTT, 1987; COON y cols., 1989; DRESLER, 1989).

En resumen, la citometria de flujo permite un rapido estudio de gran
namero de células mucho més alla de los métodos citopatolégicos tradicionales.
Por esta técnica es posible detectar pequefias cantidades de células
neoplasicas dentro de un gran nimero de células normales.

A pesar de sus ventajas, la citometria de flujo no puede suplantar al
microscopio, dado que éste permite el diagndstico con escaso numero de
células, lo que no es posible con la citometria de flujo y, ademas es sabido que
el contenido "normal” de ADN no indica "no neoplasia”.

Los parametros dependientes de las emisiones de fluorescencia son muy
versétiles y las posibilidades de estudio de los mismos estan supeditadas a la
capacidad de disefnar procesos de tincion que relacionen la variaciéon del
parametro deseado con una determinada emisién de fluorescencia (SHAPIRO,
1986).
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APLICACION DE LA CITOMETRIA DE FLUJO AL ESTUDIO DE LAS
LESIONES MAMARIAS.

Asi como existe abundante informacién bibliografica correspondiente a
carcinomas de mama analizados con las técnicas de citometria de flujo, dicha
informacion es escasa en lo referente a la aplicacién de esta técnica a la
mastopatia fibroquistica convencional y atipica.

Esta situacién puede justificarse, en parte, teniendo en cuenta dos
problemas:

En primer lugar, siempre ha tenido gran importancia el poder determinar
qué factores estan implicados (dentro del heterogéneo grupo de los carcinomas
mamarios) en el potencial metastatico y recurrente de estas lesiones malignas,
quedando en segundo plano las lesiones consideradas como "benignas"”.

En segundo lugar, sélo recientemente se esta intentando sistematizar el
grupo catalogado globalmente como "hiperplasias atipicas”, razén por la cual
dificilmente se han estudiado con técnicas complementarias, como la que nos
ocupa en este momento.

A continuacién, destacamos aquellos aspectos de la situaciéon actual en la
investigacién de las lesiones malignas con citometria de flujo, intentando
resaltar los pormenores que pueden ser relevantes para investigar
posteriormente con esta técnica la mastopatia.

El comportamiento biolégico de los carcinomas de mama depende, no
sblo del estadiaje clinico y del patron histolégico, sino de otros factores, como
son la diferenciacion celular, el contenido en ADN, el estado de los receptores
estrogénicos y la actividad proliferativa de las células tumorales (RABER, 1982;
ATKIN, 1979; AUER, 1984; HEDLEY, 1984; COULSON, 1984; MORAN, 1984;
SILVESTRINI, 1985; CORNELISSE, 1987; KALLIONIEMI, 1987; LELLE, 1987;
DRESSLER, 1988; DRESLER, 1992). De entre ellos, uUltimamente se ha
utilizado mucho para predecir el factor prondstico, la cantidad de ADN vy la
actividad proliferativa de las células tumorales.

Los parametros fundamentalmente estudiados por la citometria de
flujo son :

54



Rev. Bibliografica
1. CANTIDAD DE ADN (PLOIDIA).

2. CORRELACION ENTRE CANTIDAD DE ADN Y TIPO DE
LESION.

3. CORRELACION ENTRE CANTIDAD DE ADN Y GRADO DE
DIFERENCIACION.

4. CORRELACION ENTRE CANTIDAD DE ADN Y AGRESIVIDAD
BIOLOGICA.

5. CORRELACION ENTRE CANTIDAD DE ADN Y OTROS
INDICADORES PRONOSTICOS.

6. FRACCION DE CELULAS EN FASE S.

7. CORRELACION ENTRE LA FRACCION DE CELULAS EN FASE
S'Y OTROS PARAMETROS CLINICOPATOLOGICOS.

8. CORRELACION ENTRE TODOS ESTOS PARAMETROS EN
LOS TUMORES PRIMARIOS Y SUS METASTASIS.

1. Cantidad de ADN . -

Comenzaremos revisando los resultados obtenidos con la citofotometria
de flujo en las lesiones benignas.

OLSZEWSKI y cols.. (1981) encontraron una cantidad de ADN diploide
en 10 lesiones benignas (cinco mastopatias fibroquisticas y cinco
fibroadenomas). MORAN y cols.. (1984) estudiaron 21 lesiones mamarias
benignas (4 casos de enfermedad fibroquistica, 9 de adenosis esclerosante, 4
fibroadenomas y 4 papilomatosis) y observaron que todas ellas eran diploides
(indice de ADN igual a 1). El indice de ADN es la fraccion existente entre el
numero del canal donde se encuentra la poblacion celular a estudiar y el
numero del canal donde se encuentra una poblacion normal del paciente
problema (standard interno).

SPYRATOS y cols.. (1987) analizaron la ploidia en 72 lesiones mamarias
benignas (24 fibroadenomas, 27::"hiperplasias atipicas o mastopatias
proliferativas”, 15 hiperplasias moderadas y 6 lesiones miscelaneas) y
encuentran que todas ellas fueron diploides excepto un fibroadenoma presente

55



Rev. Bibliografica

en el contexto de una hiperplasia atipica (mostrando un 20% de las células con
un indice de ADN de 1'28). No obstante, en algunos casos se encontré un
pequefio pico en la region tetraploide. Resultados anélogos encontraron
PALMER y cols. (1988).

Por otra parte, CHRISTOV (1989) estudi6é 30 lesiones mamarias benignas
(10 casos de mastopatia fibroquistica, 10 fibroadenomas, 4 lipogranulomas, 2
adenosis esclerosantes, 2 casos de ginecomastia, 1 cystosarcoma phyliodes y 1
leiomioma) que, sistematicamente, mostraron un contenido de ADN diploide.

Por lo demas, estos resultados fueron independientes del método de
disgregacion celular utilizado. Asi, CHASSEVENT y cols. (1984) analizaron 11
lesiones mamarias benignas que fueron disociadas segun tres meétodos
distintos (mecanicamente, enzimaticamente y con Ficoll) y no observaron
diferencias significativas en los resultados obtenidos segun los tres métodos,
resultando todas las lesiones diploides.

En general, puede decirse que las lesiones benignas de la mama tienen
un indice de ADN igual a uno.

Sin embargo, AASMUNDSTAD y HAUGEN (1990) mas recientemente
observaron que el 62 % (46 de 74) de los carcinomas ductales no infiltrantes
eran diploides, siendo aneuploides el 38 % restante (28 de 74). Datos similares
a los encontrados por KILLEEN y HIDEO (1991), los cuales encuentran, en un
estudio realizado sobre 56 casos de carcinomas ductales in situ, que 23 casos,
es decir (41%) fueron aneuploides. Ademas han encontrado que la atipia
nuclear esta significativamente correlacionada con la aneuploidia y que el grado
de necrosis esta correlacionado con el grado nuclear, pero no con la ploidia.

En lo que respecta a las lesiones invasoras de la mama, OLSZEWSKI y
cols.. (1981) encontraron que el 92 por ciento de 92 carcinomas de mama
mostré aneuploidia, oscilando entre 2'1c y 5'4 ¢ con un valor medio igual a 3'30
¢ £ 0'93 c. Se observé una distribucion bimodal con un pico cerca del diploide y
un segundo pico ampliamente distribuido entre el pico cuasidiploide y el pico
triploide-tetraploide. Similarmente, el 89 por ciento de 76 carcinomas analizados
por MORAN vy cols.. (1984) fueron aneuploides (61 de los 69 tumores primarios y
7 de las 7 metastasis) y se encontral’on dos picos aneuploides en el 10°5 por
ciento de las lesiones (7 tumores pnmanos y una metastasis).

Sin embargo, SPYRATOS vy cols.. (1987) observaron que el 33 %
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(35/106) de los carcinomas infiltrantes eran diploides, el 13 % (14/106)
tetraploides y el 54 % ( 57/106) aneuploides. En éstos casos, la distribucién del
ADN fué bimodal; es decir, que habia un estrecho pico en la regién diploide y un
pico mas grande en la regién aneuploide. Asi mismo, ABANDOWITZ (1987)
encontré aneuploidia en el 68 % de 163 carcinomas mamarios, KALLIONIEMI y
cols. (1988) en el 63.6 % de 308, FEICHTER y cols.. (1988) en el 62'4 % de 300,
HATSCHEK (1989) en el 63'3 % de 272 , CHRISTOV y cols.. (1989) en el 69 %
de 180 y RIJKEN (1991) en el 7% de 102.

" BOSARI y cols. (1992) en 158 pacientes con ganglios negativos,
encontraron que el 48% (70) fueron aneuploides y el 19% (28) tetraploides. LI
(1992) en el 61'7% DE 47 tumores, DRESLER y cols.(1992) en el 64% DE 565
casos, TETU y cols. (1993) en el 58'7% de 751 casos y MARCOTE VALDIVIESO
y cols. (1993) en el 65'9% de 220 pacientes.

COULSON (1984), tras analizar 74 carcinomas de mama, encontré que el
21% de los tumores fueron diploides e indistinguibles de la poblacién diploide
procedente del tejido mamario normal, el 8% fueron hipodiploides, el 11%
hipertetraploides, el 8% multiploides y el 52% restante fué hiperdiploide.

CHASSEVENT y cols.. (1984) estudiaron 66 carcinomas de mama
utilizando los tres métodos de disociacion anteriormente comentados y
encontraron que el 67 % de ellos fueron aneuploides, sin existir diferencias
estadisticamente significativas dependientes del tipo de disociacion empleado.
Sin embargo, en las muestras disociadas enzimaticamente se observé un
menor porcentaje de células aneuploides con concomitante disminucién de la
fraccion de células en fase G2-M (13'2 % en la disociacién enzimatica frente a
17'6 % con Fi-coll). No obstante, la disociacién enzimética proporciond
poblaciones celulares con mayor viabilidad que los otros métodos.

Sin embargo, LEWIS (1990) ha descrito una menor incidencia (41 %) de
aneuploidia al analizar 1565 carcinomas mamarios, lo cual es similar a la
encontrada por HAFFTY y cols. (1992), 37% de aneuploidia en un estudio de 38
pacientes en tumores recurrentes.

No obstante, resulta muy ilustrativa la experiencia desarrollada por FUHR
y cols.. (1991). Estos autores analizan el contenido en ADN (por citometria de
flujo) procedente de distintos puiitos de 141 lesiones carcinomatosas y
observaron que en el 52 % de los casos existia, al menos, una poblacién
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aneuploide. En cambio, en el 18 % de los tumores con poblaciones aneuploides
no se detecté aneuploidia en una o0 mas muestras identificadas como
carcinomatosas. Por todo ello, estos autores aconsejan que las tomas para
citometria de flujo deben realizarse simultaneamente en diferentes puntos del
tumor.

En general, puede decirse que aproximadamente un sesenta por ciento
de los tumores malignos de mama muestran una o varias poblaciones con un
indice de ADN anormal.

2. Correlacion entre cantidad de ADN y tipo de lesién. En las
lesiones benignas no existe correlacién alguna entre la cantidad de ADN y las
caracteristicas histologicas de la lesién ya que todas las lesiones benignas son
sistematicamente diploides cuando se emplea la citofotometria de flujo (MORAN
1984, CHRISTOV 1989) .

Sin embargo, en las lesiones malignas se detecta cierta correlacion entre
ploidia y tipo histoldgico.

Asi, AASMUNDSTAD y HAUGEN (1990) comprobaron que el 73% (33
de 45) de los carcinomas ductales no infiltrantes de tipo no comedo fueron
diploides, mientras que el 55 % (16 de 29) de los carcinomas ductales no
infiltrantes de tipo comedén fueron aneuploides. Estos autores sugieren que el
estudio concomitante de la ploidia y el tipo histopatolégico puede resultar un
apropiado predictor del curso clinico.

Por otra parte, dentro de las neoplasias invasoras, OLSZEWSKI y cols.
(1981) apreciaron que la ploidia mas alta se da en los carcinomas medulares
(media de 3'96 + 0'68 C). Sin embargo, los carcinomas ductales bien
diferenciados, los coloides y tubulares mostraron una ploidia menor (media de
2'5 £ 0'52 C).

Asi mismo, MORAN Yy cols.. (1984) detectaron una correlacién similar. El
indice deADN mas bajo se observé en los carcinomas lobulillar (media de 1'05
en 4 lesiones) y tubular (media de 1'O7 en 3 lesiones). Por el contrario, dicho
indice adquirié valores mas altos en el carcinoma ductal (media de 1'60 en 58
lesiones) en el carcinoma medular.(media de 1'65 en 4 lesiones) y en los
implantes metastaticos (media de 194 en 7 lesiones).

FEICHTER y cols.. (1988) esfudiaron 300 carcinomas mamarios (257
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ductales invasores, 24 lobulillares infiltrantes, 7 tubulares, 9 medulares, 1
papilar, 1 carcinoma adenoide quistico y 1 carcinoma mucinoso) y observaron
que la mayor proporcién de lesiones diploides (17 de 24 carcinomas; 70'8 %)
aparecié en el grupo de los carcinomas lobulillares invasores. Por otra parte, el
66'2 % (170 de 257 carcinomas) correspondio a los ductales invasores y el
mayor porcentaje de aneuploidia se encontré en el grupo de los carcinomas
medulares (7 de los 9 casos estudiados fueron aneuploides).

Por otra parte, HATSCHEK y cols.. (1989) vieron que mas del sesenta por
ciento de los carcinomas ductales y medulares eran aneuploides, mientras que
los tipos lobulillar, mucinoso y tubular fueron predominantemente diploides o
cuasidiploides. |

Los anteriores resultados estan en contradiccidn con los obtenidos por
CHRISTOV y cols.. (1989), ya que estos autores encuentran que no son
significativas las diferencias en el indice de ADN entre carcinomas ductales,
lobulillares y tubulares (en 109 carcinomas ductales la media fue de 1'54, en 4
lobulillares de 1'52, en 3 tubulares de 1'51 y en un medular de 1'74).

3. Correlacion entre cantidad de ADN y grado de
diferenciacion.

La aneuploidia aparece mas frecuentemente en tumores pobremente
diferenciados histolégicamente (JAKOBSEN, 1984; KALLIONIEMI, 1987,
HEDLEY,1987; OWAINATI, 1987; McDIVITT , 1986; THORUD, 1986; BICHEL,
1982; OLSZEWSKI , 1984; MASTERS, 1987; FEICHTER y cols., 1988; GNANT,
1992).

A este respecto CHRISTOV y cols.. (1989) agruparon los carcinomas en
tres grados de diferenciacién considerando ocho parametros histoldgicos:
heterogeneidad estructural, penetracion en los tejidos vecinos, invasién
vascular, presencia de areas necroéticas o calcificaciones, pleomorfismo nuclear,
patron cromatinico, relacién nucleo/citoplasmatica y actividad mitética.
Observaron que 22 de 30 carcinomas de grado | (73'3 %) , 24 de 62 carcinomas
de grado Il (38'7 %) y 22 de 88 carcinomas de grado Ill (25'0 %) fueron
euploides y que 8 de 30 carcinomas de grado | (26'7 %), 38 de 62 carcinomas
de grado Il (61'3 %) y 66 de 88 carcinomas de grado Ill (75 %) fueron
aneuploides. Por consiguiente, los-¢arcinomas bien diferenciados (grado I)
fueron predominantemente diploides y, por el contrario, los carcinomas
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pobremente diferenciados (grado 1) fueron predominantemente aneuploides.

Por otra parte, MORAN y cols.. (1984) publicaron que en el carcinoma
ductal existe una buena correlacién entre el grado de diferenciacién y la ploidia.
En los carcinomas ductales bien diferenciados la media del indice de ADN fué
de 1'25 (en 6 lesiones), en los de intermedio grado de diferenciacién fué de 1'51
(20 lesiones) y en los pobremente diferenciados de 1'71 (32 lesiones).

CHASSEVENT y cols.. (1984) observaron que la frecuencia con que
aparece aneuploidia aumentaba significativamente con el grado histoldgico
(grado | : 62 %, grado 1l : 68'8 % y grado Il : 100 %), de tal manera que todos los
tumores de grado Il son aneuploides. Resultados similares encontraron
FRIERSON (1993), de forma que en una serie de 118 carcinomas ductales
infiltrantes, el 40% de grado |, 71% de grado Il y 83% de grado lll, fueron
aneuploides.

Asi mismo, FEICHTER y cols.. (1988) vieron una buena correlacién entre
la ploidia y el grado de diferenciacién ( segun los criterios de BLOOM y
RICHARDSON, 1957), ya que el 85'9 % de los carcinomas de grado |, el 34'9 %
de los carcinomas de grado |l y el 13'4 % de los de grado Il fueron diploides.
TETU y cols. (1993), en un estudio de 751 carcinomas de mama con ganglios
positivos, han sefalado que la aneuploidia estuvo correlacionada con mayor
edad de las pacientes, pobre grado nuclear, ausencia de receptores
progesteronicos y expresion de la oncoproteina Her-2/neu . Mientras que una
alta fraccion S estuvo asociada con edad joven de la paciente, gran tamafo
tumoral y pobre grado nuclear. Enfatizan la importancia de la aneuploidia y alta
fraccién S como indicadores de peor prondstico en pacientes con carcinoma de
mama y ganglios linfaticos positivos.

4. Correlacion entre la cantidad de ADN y agresividad
biolégica.

Los estudios realizados con citometria estatica, ya revisados
anteriormente, han sugerido que todas aquellas cantidades de ADN que se
apartan del valor diploide, van asociadas a un peor prondstico de las pacientes
(ATKIN, 1979; AUER, 1984), mientras que aquellos tumores con contenido en
ADN diploide, tienen un prondstico mé= favorable, semejando, en cierta medida,
el comportamiento de los tumores benignos diploides y de las lesiones
benignas de la mama.
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De este modo, utilizando técnicas de citometria de flujo, también se ha
sugerido que el intervalo libre de enfermedad en las pacientes con tumores de
mama con contenido en ADN aneuploide es menor que en pacientes portadoras
de tumores con contenido en ADN diploide (McGUINE, 1985; EWERS, 1989;
COULSON, 1984; HEDLEY, 1984); sin embargo, no existe una clara informacioén
sobre si hay una diferencia significativa en lo referente a largos periodos de
supervivencia.

KALLIONIEMI y cols. (1987), LI (1992), observaron que las pacientes con
tumores diploides ofrecian un intervalo libre de enfermedad mas amplio y mayor
supervivencia que las pacientes con tumores aneuploides. Ademas, para
optimizar el valor predictivo de la citometria de flujo del ADN, definieron 3 tipos
de histogramas combinando dos parametros poderosos: La ploidia y la fase S.
El contenido diploide y fase S baja (histograma tipo 1) define un subgrupo de
pacientes con cerca del 90% de supervivencia acumulada a los 8 afos. El
contenido diploide y una fase S alta o contenido aneuploide con baja fase S
(histogramas tipo Il) y esta asociado a un riesgo de muerte intermedio, y por
ultimo, el contenido aneuploide asociado a una fase S alta (mayor del 12%)
(histogramas tipo Ill) con una supervivencia del 50% a los 8 afnos. MARCOTE
VALDIVIESO y cols., (1993), encontraron una distribucién de la supervivencia
similar, sobre todo en el primer grupo.

Estos mismos autores (KALLIONIEMI y cols.. 1988) vieron que los tumores
aneuploides presentaban un riesgo de muerte tres veces superior cuando se
comparaban con los tumores diploides y que el mayor riesgo de muerte estaba
asociado con indices de ADN hipertetraploides (ID>2.20); mientras que indices
de ADN tetraploides (ID = 1.80-2.20) estan asociados con un relativo bajo
riesgo.

VAN DAM y cols.. (1989) realizaron un estudio en 30 pacientes con cancer
de mama para detectar la presencia de poblaciones celulares aneuploides en
tejido mamario "sano" localizado a distancia del tumor. En las trece pacientes
que presentaron un tumor primario diploide no se encontraron células
aneuploides en ninguna de las 39 muestras tomadas a distancia del tumor. Sin
embargo, en 4 de las 17 pacientes (23 %) que mostraron un tumor primario
aneuploide se observaron células aneuploides en tejido distante. Ademas, en
todos estos casos el indice de ADN de las células aneuploides distantes fué
idéntico al del tumor primario. En base a éstos datos y al control histolégico
paralelo, los autores concluyen que las muestras procedentes de tejido
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mamario "sano” distante con aneuploidia nuclear corresponden probablemente
a poblaciones metastaticas.

DODD y cols. (1993) estudiaron la heterogeneidad intratumoral con
respecto a la cantidad de ADN en 20 carcinomas de mama y encontraron que 8
casos fueron homogéneamente-diploides, pero de los 12 restantes que fueron
aneuploides, 4 de ellos mostraron ADN aneuploidia en la regién central y
diploidia en la regién periférica.

- 5. Correlacion entre cantidad de ADN y otros indicadores
prondsticos.

ABANDOWITZ, 1987 encuentra una débil relacidn entre la ploidia y el
estado de receptores estrogénicos y estado menopausico de la paciente.
DOWLE (1987) correlacioné significativamente la ploidia tumoral con el tamafio
del tumor, grado histolégico y estado menopausico, mientras que no encontré
ninguna relacion con el estado de los receptores estrogénicos y afectaciéon de
los ganglios linfaticos, de acuerdo con HEDLEY (1984) y BOSARI y cols. (1992).

PALMER vy cols. (1992) en una serie de 419 pacientes, mediante un
andlisis univariable de Wilcoxon-Gehan, encontraron que la ploidia, la fraccién
S, tamaio tumoral, afectacién de ganglios linfaticos, estado de los receptores
estrogénicos, edad y tipo histolégico, fueron estadisticamente significativos
predictores de supervivencia. Al contrario que REDKAR vy cols. (1992). Asi
mismo ARNELOQOV vy cols. (1992) piensan que la fase S, estadiaje del tumor y
ganglios linfaticos son importantes factores pronosticos para el paciente, pero
no lo es la ploidia del tumor ni el volumen tumoral por mamografia.

SPYRATOS y cols.. (1987) observan que los tumores de mayor tamaio
son predominantemente aneuploides, aunque ésta correlacion no fué
estadisticamente significativa. Andlogamente, no pudo correlacionarse la ploidia
con la presencia de metastasis ganglionares axilares, la edad de la paciente o
el status menopausico, lo mismo que CHASSEVENT vy cols.. (1984) que no
encontraron una correlaciéon estadisticamente significativa entre la ploidia, el
tamano del tumor, las metastasis ganglionares y status menopausico. POWELL
y cols. (1992) en un estudio de 100 casos, enconraron que unicamente cuando
el tamafno tumoral es de 4 cm. de diametro, el tumor es aneuploide y la fase S
alta mayor de 10%, el paciente presenta una pobre supervivencia.

Por otra parte, FEICHTER y cols.. (1988) observaron una correlacién entre

62



Rev. Bibliogréfica

contenido tisular de receptores estrogénicos y ploidia, ya que fueron
aneuploides el 78'5 % de los carcinomas con receptores estrogénicos negativos
(0 - 10 tmol/U) frente al 55'0 % de aneuploides entre los carcinomas con
receptores estrogénicos positivos (> 20 fmol/U).  Analogamente, fueron
aneuploides el 75'9 % de los carcinomas con receptores progesterdnicos
negativos (0 - 10 fmol/U) frente al 54'6 % de aneuploides entre los carcinomas
con receptores progesterénicos positivos (> 20 fmol/U).

6. Fraccion de células en fase S.

OLSZEWSKI y cols.. (1981) estudiaron diez lesiones benignas, viendo
que, aproximadamente el 96 % de las células procedentes de las mismas, se
encuentran en fase Go/G1 y sélo el 4 % se encontraba en fase S y G2-M. Asi
mismo, CHRISTOV et al. (1989) hallaron que en 10 enfermedades fibroquisticas
el valor medio de la fracciéon de células en fase S fué del 3'64 % y en 8
fibroadenomas del 3'88 %.

Por otra parte, MORAN y cols.. (1984) obtuvieron valores mayores que los
anteriores entre las lesiones benignas, el valor medio mas alto de la fraccién de
células en fase S se encontré en la papilomatosis (11'3 %) y el mas bajo en la
enfermedad fibroquistica (6'7 %). Sin embargo, no se encontré una diferencia
estadistica significativa en el valor medio de todas las lesiones benignas (media
de 10'1 %). Ahora bien, en las 21 lesiones benignas estudiadas por estos
autores la fraccidn de células en fase S oscilé entre 0'7 % y 27'9 %.

OLSZEWSKI y cols.. (1981) analizaron 90 carcinomas mamarios y
obtienen un valor medio del 83 % de células en fase Go/G1 y del 17 % de
células en fase S y G2-M. Segun estos autores la fracciéon de células en fase S
es cuatro veces mayor en los carcinomas que en las lesiones benignas. Estos
mismos autores observan que los carcinomas papilares, tubulares, coloides y
ductales bien diferenciados presentaban los mayores porcentajes de celulas en
fase Go/G1. Sin embargo, el carcinoma medular de mama ofrecié el mayor
porcentaje (30 %) de células en fase S y G2/M.

Por otra parte, MORAN y cols.. (1984) encontraron como en 76 lesiones
malignas la fraccién de células en fase S oscilé entre 0'7 y 37'4 %. Ahora bien,
entre dichas lesiones malignas, el valor medio mas alto se hallé en el carcinoma
medular (20'2 %) y el mas bajo en ¢l carcinoma tubular (5'8 %), siendo la media
para el carcinoma ductal de 157 %. FEICHTER y cols.. (1988) también
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comprobaron que el valor medio mas alto de la fraccion de células en fase S
aparece en los carcinomas medulares (7'84 %), siendo menor dicho valor en los
carcinomas ductales invasores (4'76 %), lobulillares invasores (4'46 %) y
tubulares (4'27 %).

En lo concerniente al grado de diferenciacién, MORAN vy cols.. (1984)
indicaron que, en los carcinomas ductales, el porcentaje de celulas en fase S
aumentaba conforme aumenta el grado de anaplasia. En los carcinomas bien
diferenciados la media de la fraccién de células en fase S es de 9'2 %, en los
~ carcinomas de intermedio grado de diferenciacion de 112 % y en los
carcinomas pobremente diferenciados de 19'4 %.

REDKAR y cols. (1992) en un estudio de 171 pacientes, observaron que el
89% de los tumores diploides mostraban una fraccién proliferativa menor del
10% y el 73% de los aneuploides mostraron una fase S mayor del 20%.

A su vez, FEICHTER y cols.. (1988) apreciaron que la media de la fraccion
de células en fase S fué de 6'15 £ 3'78 % en los carcinomas aneuploides y de
2'66 = 2'04 % en los diploides. Ademas, constataron cierta correlacion entre el
grado de diferenciacién y la fraccién de celulas en fase S, ya que en 57
carcinomas de grado 1 el valor medio de la fracién de células en fase S fué de
2'26 %, en 146 carcinomas de grado 2 el valor medio de dicha fraccion fué de
4'22 % y en 97 carcinomas de grado 3 de 7'22 %. También CHRISTOV Yy cols..
(1989) encontraron una diferencia significativa, en lo que respecta a la fraccién
de células en fase S, entre las lesiones carcinomatosas diploides y aneuploides.
Efectivamente, en 32 carcinomas diploides la media de la fraccién de células en
fase S fué de 6'31 % y en 41 carcinomas aneuploides dicha media fué del 20'94
%. Dicha diferencia sigue observandose en las lesiones metastaticas. Asi, en 17
implantes metastaticos diploides la media de la fraccién de células en fase S fué
de 10'92% y en 12 implantes aneuploides de 23'14 %. No obstante, KUTE y
cols.. (1990) estudian 197 carcinomas de mama y hallaron que, en los 102
casos que fueron aneuploides

7.Correlaciéon entre la fraccion de células en fase S y otros
parametros clinicopatolégicos.

OLSZEWSKI y cols.. (1981) no pudieron establecer una una relacién
significativa entre la distribucién de células en el ciclo celular y tamafo tumoral.
Asi mismo, FEICHTER y cols. (1988) tampoco apreciarén una correlaciéon entre
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el tamaio tumoral y la fracciéon de células en fase S. Sin embargo, OLSZEWSKI
y cols.. (1981) observaron relacién entre el status proliferativo de la neoplasia y
el periodo premenopausico o postmenopausico de las pacientes. Los tumores
procedentes de mujeres premenopausicas tendrian un mayor porcentaje de
células en fase S y G2/M que los tumores procedentes de mujeres
postmenopausicas, aunque las diferencias no fueron estadisticamente
significativas. A este respecto ABANDOWITZ (1987) y SIGURDSSON (1990),
observaron una proporcion discretamente mayor de células en fase S en
mujeres premenopausicas. Analogamente, < FEICHTER y cols.. (1988)
apreciaron una discreta diferencia en la fraccién de células en fase S entre
mujeres premenopausicas y postmenopausicas (521 % versus 4'69 %
respectivamente).

Por otro lado, KALLIONIEMI (1987), HEDLEY, MORAN, McDIVITT,
COULSON (1984), han visto como los tumores con alto porcentaje de células
en Fase S es mas probable que correspondan a tumores pobremente
diferenciados. Ademas Hedley, 1987, sostienen que un gran porcentaje de
células en Fase S cuando estd asociado a aneuploidia es altamente
significativo para un mal pronésﬁco en pacientes con carcinoma de mama y
ganglios axilares positivos, siendo bajo éste porcentaje de células en los
tumores diploides e hipertetraploides. CLARK y cols., 1992 en un trabajo en el
que se estudiaron 298 carcinomas de mama, encontraron que la fraccion de
células en fase S proporciona informacién prondstica adicional para predecir el
periodo libre de enfermedad en pacientes con ganglios axilares negativos,
tumores menores de 3 cm. y receptores estrogénicos positivos.

Asi mismo, CHRISTOV y cols.. (1989) encontraron una correlacién entre
el grado de diferenciacién, ploidia y fracciéon de células en fase S. En 8
carcinomas diploides de grado | el valor medio de la fraccién de células en fase
S fué del 2'4 % y en 4 carcinomas aneuploides de grado | dicha media fué de
10'7 %. En 13 carcinomas diploides de grado |l la media de la fraccion de
células en fase S fué de 5'4 % y en 14 carcinomas aneuploides de grado |l
dicho valor fué de 16'7 %. Finalmente, en 12 carcinomas diploides de grado lii la
media fué de 10'5 % y en 22 carcinomas aneuploides de grado Il de 25'0 %.
Como se ve, para un mismo grado de diferenciacién, el valor medio de la
fraccion de células en fase S fué mayor en los tumores aneuploides. Por otra
parte, los tumores diploides y aneuploides menos diferenciados tienen valores
medios de la fraccién de células en fase S mayores que los mas diferenciados.
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Resultados similares encontraron GNANT y cols. (1992).

También OLSZEWSKI y cols.. (1981) encontraron que la presencia de
metastasis axilares es mas frecuente en las lesiones que tienen mayores
fracciones de células en fase S y G2/M. A éste respecto (KALLIONIEMI y cols.,
1987) estudiaron una serie de pacientes con cancer primario de mama en las
que analizaronn el impacto pronédstico del contenido en ADN vy la fraccién de
células en fase S. Vieron que el contenido en ADN aneuploide junto a una
fraccidn alta de células en fase S (14.12 + 5.80 %) estuvo claramente asociada
con una pobre diferenciacién tumoral, mayor estadiaje histolégico, mayor
tamano tumoral, metastasis axilares y ausencia de receptores esteroideos, por
lo que postularon que el analisis del ADN seria un método prometedor para la
estimacion del prondstico de pacientes con cancer de mama. Estos mismos
resultados fueron corroborados en un trabajo posterior por éstos mismos
autores (KALLIONIEMI, 1988) y también por DRESSLER (1988) y FISHER
(1991). Sin embargo FEICHTER vy cols.. (1988) no encontraron una diferencia
estadisticamente significativa, en lo que respecta a la fraccion de células en fase
S, entre los carcinomas sin metastasis axilares y con metastasis axilares (4'59 %
versus 4'96 % respectivamente).

KALLIONIEMI y cols.. (1988) han podido establecer que el porcentaje de
células en fase S, fué de valor pronéstico adicional en ambos tipos de tumores
(diploides y aneuploides). Por combinacién del indice de ADN y la fase-S, éstos
autores describieron 3 tipos de histogramas de ADN, que fueron asociados con
un prondstico favorable, intermedio o desfavorable de las pacientes. Los
tumores diploides junto con una baja fase S (< 7%) (histogramas de ADN tipo I),
fué asociado con un prondstico muy favorable, mientras que los tumores
aneuploides con un alto indice de ADN (> 2.20) y alta fase S (> 12%)
(histogramas de ADN tipo Ill) fueron relacionados con mal pronostico, con un
riesgo de muerte 8 veces mayor aproximadamente que las pacientes con
histogramas tipo |, considerando a éstos histogramas de ADN como un
poderoso indicador prondstico independiente en el cancer de mama.

HAFFTY y cols. (1992) en un grupo de 50 pacientes que mostraron
recurrencia tumoral, encontraron que la ploidia y la fraccién de células en fase S
fueron indicadores prondsticos estadisticamente significativos para la
supervivencia a los 5 afnos e intervalo libre de enfermedad. Los pacientes que
sobrevivieron a los 5 afios y presentaban tumores con ADN diploide, fueron el
64% comparados con el 15% en la poblacién aneuploide. Del mismo modo,
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pacientes con baja fraccion S (< 12%) experimentaron un 83% de supervivencia
a los 5 afos comparados con el 24% en pacientes con alta fraccion S (> 12%).
Cuando combinaron la ploidia y la fase S, definieron 2 categorias de favorable
(tumor diploide y baja fracciéon S) y desfavorable (aneuploide y alta fraccién S).
Los pacientes que estaban en el grupo de favorables, experimentaron un 89%
de supervivencia a los 5 afos y un 100% de periodo libre de enfermedad,
mientras que las pacientes en la categoria de desfavorables, mostraron un 24%
de supervivencia a los 5 afos y un 32% de periodo libre de enfermedad.
8. Correlacién entre todos estos parametros en los tumores
primarios y sus metastasis.
FOSSA, 1984; JAKOBSEN, 1984; KALLIONIEMI, 1987; DRESSLER, 1988;
HEDLEY, 1987 y CORNELISSE, 1987, piensan que la aneuploidia en los
carcinomas de mama es mas frecuente en tumores que cursan con

diseminacién axilar; mientras que otro grupo (EWERS, 1984; UYTERLINDE,
1987) no ven una relacién significativa.

Como ya hemos sefialado en los estudios de citometria estatica, también
la citometria de flujo confirma que la aneuploidia en el carcinoma de mama es
mas frecuente entre los carcinomas con diseminacién axilar (FOSSA, 1984;
JAKOBSEN, 1984; KALLIONIEMI, 1987, DRESSLER, 1988; HEDLEY, 1987 y
CORNELISSE, 1987). Sin embargo los resultados no son unanimes afirmativos,
habiendo también alguna observacién en que ésta relacién no fué significativa
(EWERS, 1984; UYTERLINDE, 1987).

SYMANS vy cols. (1992) han estudiado una serie de 11 carcinomas
ductales invasores de mama con metastasis axilares, los cuales presentan en
cuanto a cantidad de ADN, una distribuciéon bimodal y encuentran que el clon
diploide o tetraploide visto en el tumor primario es el que tiene mayor capacidad
para metastatizar y no el clon aneuploide.
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MATERIAL

Mat. y Métodos

El presente estudio se ha realizado sobre secciones de parafina de
muestras tisulares procedentes de material bidpsico. Hemos utilizado 165 casos
de lesiones mamarias repartidas entre lesiones benignas, carcinomas in situ y
carcinomas infiltrantes. En concreto, estas lesiones corresponden a:

- 102 casos de Mastopatia fibroquistica

30
15
15
10
10
10
12

Hiperplasia Lobulillar ~ Reclus Il.
Hiperplasia Lobulillar Reclus Il

Hiperplasia Ductal Reclus Il
Hiperplasia Ductal Reclus 1l
Adenosis

Metaplasia Apocrina
Esclerosis Radial

- 29 Casos de Carcinoma In Situ:

13
8
8

Carcinoma Intraductal
Carcinoma Papilar Intraductal
Carcinoma Lobulillar In situ

- 34 Casos de Carcinoma Infiltrante:

21

Carcinoma ductal
Carcinoma tubular
Carcinoma apocrino
Carcinoma coloide
Carcinoma papilar
Carcinoma medular
Carcinoma lobulillar

Todos los casos fueron obtenidos de muestras bidpsicas o de
mastectomias procedentes del Instituto Valenciano de Oncologia y del Hospital

Clinico Universitario .

Ninguna de las pacientes habia recibido tratamiento

previo alguno. Todos los casos fueron seleccionados, tras el diagnéstico, para
estudio morfométrico, citofotométrico y de citometria de flujo. Los criterios
seguidos para el diagnéstico histolégico fueron los citados en la revision

bibliografica.
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METODOS

Todo el material utilizado en el presente estudio, fué fijado por inmersién
de los fragmentos tisulares en formol tamponado al 10%, procesado de la forma
habitual, realizandose su inclusién en parafina. Se realizaron secciones de 6 p
que fueron coloreadas con Hematoxilina-Eosina. Sobre éste material se
realizaba el diagndstico y a partir de aqui se seleccionaban los casos a estudiar

‘En cada uno de los 165 casos, se siguid el mismo procedimiento:
- 1 corte de 6 u tefiido con Hematoxilina-Eosina.
- 2 cortes de 6 p tefiidos con Feulgen

- 3 cortes de 50 p que fueron almacenados para posteriormente ser
procesados para citometria de flujo.

- 1 corte de 6 p tefido con Hematoxilina-Eosina, que sirvié de control.

ESTUDIO POR MEDIO DE MORFOMETRIA

A partir de cortes de tejido incluidos en parafina y tefiidos con
Hematoxilina-Eosina, seleccionamos las areas mas representativas de las
lesiones mamarias a medir. Una vez seleccionada la lesién, procedimos a coger
la misma seccién, pero esta vez tefida con Feulgen (con la finalidad de utilizar
la misma zona para medir la morfometria y la citofotometria) y procedimos a su
fotografiado. Las fotografias se realizaron en blanco y negro con un
fotomicroscopio Zeiss Axiophot con un objetivo de 63X. Para positivar los
negativos se utiliz6 una ampliadora Leitz-Wetzlar modelo Focomat-ll C,
realizandose las fotografias a 2.000 aumentos.

Sistema utilizado

Para el estudio morfométrico, se utilizé un sistema de andlisis de imagen,
ZEISS-Kontron, modelo MOP VIDEOPLAN 2000, que incluye como conjunto
basico:

- Unidad central de procesado de 64 KB de RAM, 16 KB de video.
- Interfases de comunicacién 2X serial, 2X paralela
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- Unidades de memoria: diskettes 540 KB y disco duro 10 MB (tipo
Winchester).

- Teclado

- Monitor de television, 9", 0°'5 mm de resolucién.

- Tablero digital, 280x280 mm, 0°1 mm de resolucion.

- Printer-Plotter, Alfamérica-Grafica

- Sofware Universal, que incluye programas operativos con una serie de
parametros analiticos (morfométricos, morfolégicos, de libre programabilidad,
etc.).

- Cursor, con el que se delimitan las estructuras (nicleos) sobre los
positivos fotograficos fijados al tablero digital.

Este sistema esta disefado para la adquisicion de datos y conocimiento de
caracteristicas geométricas a partir de imagenes de estructuras que son
perfiladas en una tabla digital.

Los datos se obtienen a partir de los perfiles de los nucleos trazados con el
cursor; datos que son rapida y continuamente calculados hacia parametros
geomeétricos seleccionados por medio del ordenador.

Los programas de medida, permiten obtener numerosos parametros
geométricos. Todos los valores individuales son almacenados en la memoria
del programa. El sumatorio, la media, la desviacién standard y el porcentaje de
los valores se calculan instantaneamente y este hecho permite una gran
flexibilidad en posteriores evaluaciones. Todos los valores calculados,
incluyendo los histogramas de distribucién, pueden ser visionados en la
pantalla y posteriormente impresos en papel, por medio de la impresora ya
mencionada.

En nuestro trabajo, en concreto, se han evaluado, sobre los nucleos de
cada una de las lesiones, los siguientes parametros: area, perimetro, diametro
maximo,y dos factores de forma(del area y del perimetro). De cada caso se
midieron 200 nucleos, los cuales fueron seleccionados de las areas mas
representativas y solo se midieron aquellos nucleos cuyos perfiles estaban bien
definidos.
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ESTUDIO POR MEDIO DE CITOFOTOMETRIA

La citofotometria permite calcular la cantidad o la concentracién de una
sustancia determinada en el interior de una célula sin modificar su estructura.

Su fundamento estriba en la apreciacion de la perdida de intensidad que
experimenta un haz luminoso al atravesar la célula, o viceversa, en la
estimacién de la intensidad transmitida a través de la célula a partir de un haz
de luz monocromatica de intensidad conocida.

La proporcion de luz que las células permitan pasar a través de ellas, sera
el cociente o relacion entre la intensidad luminica li y la parte de luz que se
recoja al otro lado de la célula If.

A esta relacion se le denomina transmitancia de la célula al haz
monocromatico y se expresa abreviadamente por la letra T, pues

T=1f/1i

Se realizan dos medidas de la intensidad del haz. La primera en un lugar
del medio donde no hay células, que se denominard "punto de referencia" o
simplemente "blanco”, a la que se le asigna el valor Ti. La segunda medida se
realiza a través de la célula, sin variar las condiciones en que se midié el
blanco, y es el valor If.

A partir de la transmitancia, puede calcularse la concentracién en una
célula de un croméforo que absorba selectivamente la luz monocromatica del
haz incidente.

Para este calculo conviene introducir un nuevo concepto, el de
absorbancia o extincién, que corresponde al logaritmo de la transmitancia
cambiado de signo, es decir:

E = -log. T (E = extincién).

El valor E representa la densidad 6ptica de las células y por medio de ella,
aplicando la ley de Beer, obtendremos la concentracién del croméforo.

C=E/K.h

Siendo C la concentracién, E la extincién, h la altura de la célula en
centimetros y K el coeficiente molecular de absorcién de la sustancia.
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La ley de Beer solamente se cumple en los casos en que el croméforo esté
uniformemente distribuido.Como éste no es el caso de la mayoria de las
tinciones citoldgicas e histolégicas, ha de utilizarse algun método de correccién
para evitar este error que se denomina "error de distribucion".

Nosotros hemos utilizado el método de integracién o de barrido, en el cual
se mide la extencién de minusculos subcampos del area medida, en los cuales
puede considerarse homogénea la . distribucién del croméforo, procediendo
posteriormente a la integracién de dichos valores.

1. Método de Feulgen

El método de tincién empleado para la demostracién del ADN es una
modificacion del método de Feulgen-Rossenbeck. El fundamento de éste
método implica una hidrélisis suave, que libra grupos aldehido en los azucares
desoxiribosa del ADN y su posterior deteccion mediante el reactivo de Schiff.

Método de Feulgen (Modificado):

1.- Desparafinar con xiloles y alcoholes.

2.- Hidrdlisis en HCI: Sumergir en HCI 3.5 N a 37°C durante 40 minutos.
3.- Lavar con HCI 1N a temperatura ambiente durante un minuto.

4.- Lavar con agua destilada.

5.- Incubar con reactivo de Schiff durante 60 minutos en oscuridad.

6.- Lavar con agua hasta que la preparacién deje de soltar colorante.
7.- Deshidratar en alcoholes y montar en Entellan.

2. Microespectrofotometro

Se utilizé6 un microespectrofotometro de barrido (scanning) modelo 01 de
Carl-Zeiss con objetivos panacromaticos y condensador panacromatico de
apertura variable entre 0'1 y 0'9. La platina se mueve a pasos de 0'5 p. La
longitud de onda deseada se seleccioné con un monocromador de filtro.
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3. Ordenador

Un microordenador PDP-11 modelo DEC-LAB/O3 con convertidor de
canales analdgico-digital esta conectado por medio de un sencillo interface a la
salida del amplificador del fotomultiplicador y a la unidad de control de la platina
de Scanning. Este sistema permite el muestreo de las sefales del
fotomultiplicador y el movimiento de la platina bajo programa.

4. Programas

POSAL: Es el programa de medicién propiamente dicho y trabaja
registrando directamente las coordenadas.

Se introduce un valor umbral de absorbancia que nos permitira
posteriormente eliminar aquellos valores de absorbancia menores a los del
objeto coloreado que interesa cuantificar, con la finalidad de suprimir el "ruido”
de fondo. Antes de medir la primera célula y utilizando el objetivo de 100

aumentos, se localiza un area no ocupada por la célula, donde se registrara el
valor del blanco, sobre la media de un total de 100 mediciones.

Despues de esto, se localizan sucesivamente los objetos que deseemos
medir, delimitandose la célula o porcién del area celular por medio de puntos
utilizando los pulsadores del interface.

Tras finalizar el registro de puntos, el ordenador "traza" un poligono
juntando dichos puntos y procede a realizar el "barrido" de ésta area poligonal a
saltos de 0'5 p realizando diez medidas en cada punto y registrando la media.

Finalizado el barrido, el ordenador integra los valores obtenidos en cada
punto y obtiene un valor de extincién total del &rea medida que guarda en el
archivo abierto en el disquette magnético.

Asi mismo, también archiva el nimero de campos medidos dentro del area
y que corresponde al area aproximada del poligono en unidades de 0'25 p 2-

Simultaneamente escribe estos valores por la impresora junto con el valor
de la cantidad relativa al area y el nimero de la célula cuantificada.

RESULT. Es el programa de escritura de resultados.

Comienza leyendo los valores del archivo existente en el disquette
magnético y, tras imprimir un encabezamiento para anotar las caracteristicas del
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caso, lista, junto con el nimero de la célula medida, los valores del contenido
total, area y contenido relativo de cada célula. Al final de la lista, imprime el valor
medio sobre el total de células medidas de cada una de éstas variables.

A continuacién permite introducir el valor de la anchura intervalo de clase
deseada para cada variable e imprime su distribucién de frecuencias relativa y
acumulada y, a continuacién, el histograma de éstos valores.

5. Medicion Citofotométrica.

Para cada caso estudiado, se ha realizado la cuantificacién del ADN sobre
un total de 100 células , escogidas de aquellas zonas mejor conservadas,
utilizando los programas descritos anteriormente. Ademas en cada caso, se han

medido 25 linfocitos que han servido de patrén de referencia interno. La longitud
de onda empleada fué de 560 nm.

El estudio se ha realizado, como ya se ha sefialado, sobre cortes de tejido
incluido en parafina y tefidos con la técnica de Feulgen para evidenciar el ADN.
Al igual que BOOKING (1987) hemos aplicado a los linfocitos un factor de
correccion de 1.18, para evitar que todas las graficas estuvieran desplazadas a
la derecha.

La valoracién de cada uno de los casos, se realizd en base a los siguientes
criterios:

- DIPLOIDE: Cuando la cantidad de ADN estaba comprendida entre 0°90 y
1°10.

- HIPERDIPLOIDE: Cantidad de ADN comprendida entre 1°11 y 1°39
- TRIPLOIDE: Cantidad de ADN comprendida entre 1°40 y 1760

- HIPERTRIPLOIDE: Cantidad de ADN comprendida entre 161y 1°89
- TETRAPLOIDE: Cantidad de ADN comprendida entre 1°90 y 2°10

- HIPERTETRAPLOIDE: Cantidad de ADN mayor de 2°10

Intentando clarificar los resultados y para mejor expresar los datos en
porcentajes, en algunas ocasiones, hemos utilizado el término ANEUPLOIDE,
en aquellos casos que no eran ni Diploides ni Tetraploides.
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ESTUDIO POR MEDIO DE CITOMETRIA DE FLUJO

Como ya hemos sefalado, la citometria de flujo mide las caracteristicas
fisicas 0 quimicas de las células o de otras particulas biolégicas, al pasar éstas
de forma individual a través de un sistema detector y para ello es imprescindible
que éstas células o particulas estén suspendidas en una solucién acuosa
(SHAPIRO, 1988).

Para realizar esta técnnica en muestras de tejido incluidas en parafina, es
necesario transformar el tejido en una suspension celular. Hemos seguido la
técnica descrita por Hedley para tejidos fijados y parafinados (HEDLEY col.,
1983), con alguna pequena modificacién, como veremos mas adelante.

1. Preparacion del tejido.

Si bien existen en la bibliografia varios métodos para preparar el material
incluido en parafina apto para ser procesado por el citdmetro de flujo
(VINDELOW vy col., 1990), nosotros hemos utilizado el método seguido por
HEDLEY y cols., 1983)

Los pasos seguidos para la realizacion de la técnica en las muestras
parafinadas de que disponiamos como material son:

1.- Desparafinado.

2.- Rehidratacion.

3.- Disgregacion celular.
4.- Filtrado.

5.- Centrifugado.

6.- Tincidn especifica.

7.- Incubacién con RNasa.

De cada bloque, mediante microtomo, se realizaron 7 cortes, los dos
primeros de 6 u, a continuacién tres cortes de 50 p y finalmente otros dos de 6 p.

Los cortes de 6 micras se tifieron con hematoxilina-eosina y Feulgen para
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el estudio anatomopatolégico y estudio por citometria estatica, en ellos se
confirmo la existencia de la lesion a estudiar en los cortes de 50 p.

Cada corte de 50 p se colocé en un tubo de vidrio seco de 15 mi.
numerado.

1.- Desparatfinado,

Los cortes se desparafinaron anadiendo 10 ml. de xilol, realizando 2
cambios de 20 minutos cada uno a temperatura ambiente. .

2.- Rehidratacion.

Una vez desparafinado, se rehidraté el tejido, utilizando etanol a
concentraciones decrecientes de la siguiente forma:

100%..cueeueerecereeeeeeneneeseeseenae 10 minutos
90%....criirenirini 10 minutos
5% 10 minutos
B0%...ucieriecrirree et 10 minutos
B50%..concererenenee e 10 minutos

Realizados estos pases, €l tejido se mantuvo en agua destilada durante 8
horas.

- Disgregacion cel

3.1. Retirando previamente el exceso de agua, los cortes eran depositados
cuidadosamente en una placa de petri.

3.2. Una vez el tejido en la placa de petri, se afadia una gota de pepsina al
0'5% en 0°9% de solucién de cloruro sédico ajustada a pH 1.5 con acido
clorhidrico 2N (P-7012, Sigma Chemical Company, St. Louis, MO.), procediendo
a la disgregacion mecanica mediante bisturi, dislacerando el corte hasta
convertirlo en una masa uniforme.

3.3. Finalizada la disgregacion mecéanica, procediamos a la digestion
enzimatica, para lo cual se mantenia el tejido en incubacién con 2 ul de pepsina
a 37 grados C durante 60 minutos y con agitaciéon continua. La digestion con
pepsina tiene un doble fin en este método, por una parte, producir una

77



Mat. y Métodos

suspension de nucleos aislados a partir de una seccion de tejido y por otra
parte, romper los puentes que la fijacion con formol provoca entre el ADN y las
nucleoproteinas, lo que da lugar a una tincién mas uniforme del ADN (HEDLEY,
1983).

4. Filtrado,

A continuacion se procede al filtrado de la solucién a través de un filtro de
nylon de 60u.

5. Centrifugado,

Centrifugado de la soluciéon durante 10 minutos a 1000 rpm., desechando
el sobrenadante, por lo menos dos veces.

6. Tincién especifica

Al sedimento, le afiadimos 250 pul. del colorante, en nuestro caso, Yoduro
de Propidio (Sigma Chemical Co.), a una concentracion de 50 ugr/ml PBS
manteniendolo un minimo de 15 minutos como periodo de tincion de la muestra.
Una vez tefiida se conservaba a 4 grados fuera de la luz.

7.- Incubacién con BNasa,

Como el yoduro de propidio marca tanto el ADN como el ARN, con el fin de
eliminar el ARN, era necesario anadir 50 ul de RNasa (Cooper Biomedical,
Malvern, PA) en cada tubo. A continuacién se deja en incubacion en bafio de
372 con agitacion continua, posteriormente 30 minutos en nevera y ya esta listo
para su analisis.

2. Andlisis del ADN

El material obtenido fué analizado en un citémetro de flujo Coulter EPICS
Profile (Coulter Electronics Inc. Hialeah, FL) equipado con un laser de argén que
opera a 15 mW a 488 nandmetros.

El citdmetro de flujo se compone de 3 partes (CARRETERO, 1985):
1.- Camara de andlisis.

2.- Sistema optico de recogida, separacion y medicion de los distintos tipos
de fluorescencia y dispersién de luz de laser.
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3.- Sistema de digitalizacién y construccién de los histogramas de
distribucién celular.

En la cAmara de andlisis tiene lugar la irradiaciéon de las células,
previamente tefidas o marcadas con un fluorocromo, por el haz de laser
focalizado en el punto medio de flujo del liquido de transporte. El paso de las
células de forma individual y centradas con respecto a la luz del laser se
consigue utilizando un flujo-laminar,-al hacer que la corriente de quuido en el
cual se desplazan las células esté formada por dos flujos concéntricos , -uno
interno, donde se encuentran las células y otro externo compuesto de una
solucién salina fisiolégica o agua.

Al disminuir la presién del flujo interno con respecto al externo, se produce
un centrado del flujo interno en medio del cilindro de liquido, de forma que las
células se ven forzadas a circular por un cilindro interno de flujo laminar.Con
ésto se consigue el paso de células una a una y centradas, de forma que todas
pasan por el punto medio del haz del laser. La interaccién de las células con el
laser provoca la dispersiéon de parte de la luz del haz y la emision de
fluorescencia.

Cada uno de éstos tipos de emision es recogido por un detector de luz
dispersada frontalmente (medida de la dispersién frontal) y por un bloque 6ptico
situado ortogonalmente respecto al flujo de células y a la direccién de
iluminacién del haz del laser (medida de la dispersion ortogonal y de las
diferentes fluorescencias).

E! bloque éptico contiene tres o cuatro fotomultiplicadores (dependiendo
de la capacidad de medicién del citdmetro), los cuales pueden medir y ampliar
la fluorescencia recibida en diferentes partes del espectro 6ptico, determinadas
por los filtros de color y espejos dicroicos. La posibilidad de medir
simultaneamente varias fluorescencias permite realizar analisis
multiparamétricos, lo que constituye una caracteristica muy importante de los
sistemas de citometria de flujo.

La fluorescencia emitida hay que cuantificarla, y para ello, la intensidad de
luz recogida por las lentes se transforma, mediante fotomultiplicadores, en una
sefal de voltaje que es amplificada a pulsos de salida individuales para cada
célula de forma proporcional al valor del parametro bioldégico que se esta
determinando.
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Finalmente, una vez cuantificada la fluorescencia emitida por cada
particula, hay que ordenar los datos obtenidos, de forma que consigamos un
histograma de distribucion de la poblaciéon celular que nos permita la
interpretacién de los resultados. Las sefiales producidas por los
fotomultiplicadores son sefales electricas, que varian de 0 a 10 voltios, y no
pueden ser asimiladas por un ordenador, éste necesita que los datos le sean
dados de forma binaria. Es necesario realizar lo que se conoce como
digitalizacién de la sefial. Para ello un convertidor analégico-digital transforma
la sefal analédgica en una sefal digitalizada. Asi, si. consideramos un.
convertidor de "8 bits", esto significa que la sefial maxima (10 voltios) sera
digitalizada en 2 8, es decir, 256 valores discontinuos, que serian 0 mV., 40 mV.,
120 mV,, .... 9.60 V.Toda sefial sera transformada en un valor digitalizado igual a
uno de estos 256 valores, el mas préoximo por defecto, que son los 256 canales
que tiene el histograma que realiza el citometro de flujo. Para este tipo de
convertidor de 8 bits, la precision sera del 0.4%.

En resumen, mediante el proceso de tincidon conseguimos que la variacion
del parametro biolégico se traduzca en una variacién de la emision de
fluorescencia, la cual serd medida por el aparato, obteniendo asi un rango de
valores de fluorescencia desde 0 hasta un maximo que cubrird en condiciones
optimas, el rango de variaciones del parametro a determinar.

Los primeros datos que nos da el citdmetro de flujo aparecen en forma de
histograma biparamétrico, donde los parametros medidos son correlacionados
dos a dos, de forma que cada célula estad representada por dos puntos. Los
parametros son, cantidad de fluoresencia (abscisas) y luz dispersada
(ordenadas).

El analisis de estos datos nos permite realizar un tratamiento grafico de los
mismos con la construccidon de un histograma monoparameétrico en el que en las
abscisas se expresa la cantidad de fluorescencia y en las ordenadas el numero
de células que tienen la misma cantidad de fluorescencia, y por tanto la misma
cantidad del parametro problema.

El sistema informatico del citémetro de flujo realiza, ademés, un tratamiento
numérico que consiste en calcular una serie de parametros tales como la media,
pico modal, coeficiente de variacién, mediana. ..

La amplificacién de la sefial se puede hacer de forma directa (cuando una
célula tiene la mitad de contenido que otra, da lugar a un pulso con la mitad de
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amplitud), de forma integral, en el que el resultado es proporcional al total de
fluorescencia emitida por la célula durante el analisis, o de forma logaritmica
que es la que consigue una mayor definicién de las poblaciones.

El analisis de los acidos nucleicos se efectuara tras la coloracién por
fluorocromos especificos que deben cumplir una serie de requisitos, tales como:
tener un espectro de excitacién compatible con la fuente luminosa, tener un
rendimiento cuantitativo suficiente y estabilidad en el marcaje.

-Nosotros ‘hemos utilizado los fluorocromos intercalantes que son los mas
extendidos en razén de su bajo costo, de su buen rendimiento cuantitativo y de
la buena absorcion de fuentes luminosas de 488 nm. Tanto el bromuro de etidio
como el yoduro de propidio son derivados del fenantreno y se intercalan entre
los acidos nucleicos de doble cadena, ADN y ARN. La coloracién del ADN
requiere la previa permeabilizacidén de la célula y la eliminacién del ARN antes
del analisis del ADN.

Para el analisis de los resultados es necesario la utilizacion de un
estandard, que permita una calibracidon del aparato, estandard que se utiliza
normalmente antes del andlisis de la muestra. Nosotros hemos utilizado tanto
esferas de plastico (Inmuno-chek, Coulter Electronics, Inc.) como linfocitos
humanos para calibrar el aparato.

Nosotros, para determinar el pico diploide GO-G1 y el Indice de ADN, como
trabajamos sobre piezas fijadas en formol e incluidas en parafina, no utilizamos
el control standard habitual de eritrocitos de trucha, debido a la variacién en la
intensidad de la fluorescencia que se produce en las diferentes piezas y que
depende del tiempo de fijaciéon en formol y de la antiguedad del bloque de
parafina (BERLINGER, 1987), y hemos tomado como control interno, las células
inflamatorias que contienen todas las piezas estudiadas y que forman picos GO-
G1. Las muestras con un solo pico G0-G1, se consideraron diploides, mientras
que las muestras con mas de un pico G0-G1, fueron consideradas como
aneuploides, considerando siempre el primer pico como el diploide, lo cual
dada la escasez de hipodiploidias, da lugar a un porcentaje de error inferior al
5% (GRABEL-PIETRUSKY, 1982; GUILLEN, 1988)
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3. Anadlisis de los Histogramas.

Todos los datos adquiridos, necesitan una interpretacién, por lo que es
necesario realizar modelos matematicos que permitan sacar conclusiones de la
informacién almacenada.

El rigor de los resultados de la citometria de flujo se basan en cinco
principios: 1). La seleccion de los controles: los més exactos son las propias
células parenquimatosas normales del tejido a estudio. 2) Tinciones especificas
y estequiométricas: como el ioduro de propidio, bromuro de etidio, DAPI, etc;
estos son colorantes intercalares que tifien simultaneamente el ARN y el ADN,
por lo es imprescindible el tratamiento con RNA-asa. 3). La evaluacién de la
ploidia, que dependen del control empleado, del tipo de tejido y de los errores
inherentes al sistema. 4). Seleccion de los histogramas: Los autores estrictos
consideran utiles para el andlisis tan sélo aquellos histogramas con fases S
inferiores al 10 por ciento; sin embargo, en las muestras de parafina es
frecuente la aparicion de fragmentos tisulares adheridos que producen fases S
anormalmente elevadas. y 5) Analisis del ciclo celular: ya que la evaluacion
prondstica tumoral por citometria de flujo en material extraido de bloques de
parafina es un campo reciente y poco explorado, es aconsejable una técnica lo
mas rigurosa y uniforme posible con el fin de que los resultados puedan ser
comparables.

Para la interpretacion del ciclo celular, no existe un modelo matematico
absoluto aplicable a todos los casos, sino que existen aproximaciones méas o
menos precisas.

La ecuacion fundamental del ciclo celular, necesita dos hipotesis
(METEZEAU, 1988):

1.- Una parte de las células tienen un contenido "x" de ADN (fase G0-G1),
otra parte de las células tienen un contenido "2x" de ADN (fase G2-M), el resto
de las células tienen un contenido en ADN comprendido entre "x" y "2x" (fase S).
Esto da lugar al histograma de citometria de flujo conocido.

2.- Existe una relacién linear entre la cantidad de fluorescencia emitida por
el fluorocromo marcador del ADN y la cantidad de ADN.

Estas dos hipétesis permiten establecer un histograma en el cual se situan
las células dentro del ciclo celular en funcidn de la cantidad de fluorescencia
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emitida.

Normalmente, la mayor parte de las células, mas del 95%, se encuentran
en fase de reposo, o estadio GO-G1 del ciclo celular, teniendo un contenido de
ADN diploide (2 N), primer "pico” del histograma. Las células que se encuentran
sintetizando ADN, fase S o de sintesis, tienen mayor contenido en ADN, entre
2N y 4N, zona plana del histograma situada entre los dos "picos", mientras que
las células que estan en la fase de mitosis, -fase G2-M, tienen el maximo
contenido en ADN, 4N, segundo "plco" del histograma. El numero de células en
cada fase del ciclo puede ser determinado por la citometria de flujo, dandonos la
media de fluorescencia de las células en fase G0-G1, la medida del contenido
del ADN celular.

El denominado indice de ADN constituye la forma mads habitual de
expresar el contenido en ADN o ploiiia de la poblacién celular. El indice de ADN
se calcula dividiendo el contenido en ADN (nimero de canal del histograma de
la poblacién G0-G1) de una poblaciéon problema, por el contenido en ADN que
tiene una poblacién ya conocida, que puede ser un estandard determinado,
como una poblacién de linfocitos ya preparados para este fin, o, en el caso de la
mama, la medida de ADN que tienen las células inflamatorias del estroma, que
siempre hay en la muestra, y que son diploides..

Indice de ADN:

Contenido en ADN de la poblacién problema
Contenido de ADN de la poblacién conocida

Por definicién, el indice de ADN de una poblacién diploide, "normal”, es
1.0 (la media del canal de los "picos" G0-G1 de ambas poblaciones, conocida y
problema, se superponen al tener las dos el mismo contenido en ADN,
contenido normal). Aquellas células que tienen mas ADN que la poblacién
diploide serian hiperdiploides y las que tienen menos, hipodiploides, dando
lugar a indices de ADN mayores y menores de 1, respectivamente. Estas
poblaciones aneuploides darian lugar a picos extras en el histograma realizado
por el citdmetro de flujo.

Una vez recogidos los datos de la fluorescencia emitida por cada célula y
realizado el histograma, lo que interesa es realizar el calculo del nimero o
porcentaje de células que se encuentran en fase GO-G1, en fase G2-M 6 en
fase S; para ello se utilizan una serie de modelos que nos permiten interpretar
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el histograma, pero sin que exista un modelo ideal para el estudio del ciclo
celular. Estos modelos se basan en métodos estadisticos, gréaficos o
parameétricos.

Nosotros hemos utilizado los métodos paramétricos a través de un
programa de ordenador.

Los datos obtenidos de cada muestra, se grabaron en discos de
ordenador compatible y fueron analizados utilizando el programa m- cycle Se
analizaron un minimo de 10.000 nucleos por cada muestra. '

El andlisis de cada histograma comporta la realizaciéon de los siguientes
pasos:

1.- Introduccién del histograma en la memoria del ordenador.

2.- Entrada en el programa de analisis de ADN donde se nos representa
en pantalla los graficos a analizar.

3.- Acotar la zona de interés de la grafica en la que se hallan los picos
sujetos a examen.

4.- Eliminar la zona de "ruido” inespecifica en aquellos histogramas que
contienen un elevado nivel de tincién no nuclear.

5.- Acotar mediante los cursores, el pico correspondiente a la fase G0-G1.
La existencia de un solo pico G0-G1 indica que se trata de un tumor diploide o
casi diploide (HEDLEY, 1983).

6.- Acotar mediante los cursores la fase G2-M

7.- Acotar los picos aneuploides, si existen.

8.- Una vez realizada esta operacion, el ordenador inicia un proceso de
célculo, dandonos:

- El coeficiente de variacion para cada pico.

- La relacién entre las fases G0-G1 y G2-M.

- La posicién media de cada uno de los picos

- El porcentaje de células correspondiente a cada una de las distintas
fases.

- El indice de ADN en los casos aneuploides.

Nosotros sélo utilizamos aquellos histogramas cuyo coeficiente de
variacion fué de 10 o menor de 10, cifra aceptada por la mayor parte de los
autores cuando se trabaja con material fijado y parafinado (GUO, 1989;
KAPLAN, 1986).
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En las muestras diploides, el indice de ADN siempre es 1 y en los
aneuploides, siempre diferente de 1. En nuestro material, como no hemos
utilizado control externo, hemos considerado siempre la segunda poblacién GO-
G1 como la aneuploide (GRABEL-PIETRUSKY, 1982; GUILLEN, 1988)

La interpretacion de los histogramas en cuanto a cantidad de ADN, es la
misma que hemos utilizado en la citofotometria (ya sefalada anteriormente),
teniendo en cuenta que en aquellos histogramas que sélo aparecia un sélo
pico G0-G1, los consideramos como Diploides.

ESTUDIO ESTADISTICO:

El estudio estadistico se realiz6 mediante el Programa SPSS/PC
implementado en un 486 Sx..Se realizaron las siguientes técnicas:

- Para la comparacién de variables cuantitativas (en escala de intervalo)
en diferentes grupos de lesiones, se utilizé6 el analisis multivariante de
comparacion de medias (MANOVA), donde se contrasta mediante una F de
Snedecor y se estima el modelo:

Y1=pt1+aitEq
Y2 =p2 + Bj+ E2
Y3=u3+7i+E3
Y4-pn4+6+E4

Donde Y1, Y2 ,Y3 son las variables dependientes (area, perimetro,
diametro maximo, factores de forma),

K1, 12, 13, son los valores medios,
i, Bi, v, €j son los efectos diferenciales en el grupo de lesiones y
E1, E2, E3, E4 son variables ruido blanco

Los test univariantes son t de Student clasicos, al nivel de confianza
habitual B = 0.05.

- Para las variables categoricas (citometria estatica y citometria de flujo) , la

85



Mat. y Métodos

homogeneidad o en su caso las diferencias entre diagndsticos se contrastaron
mediante el estadistico clasico X2 de Pearson. Hay que sefialar que la validez
de la p es asintdtica (valida con muchos datos), por lo cual en este trabajo, debe

ser interpretada con cautela.
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BESULTADOS

Seleccionamos un total de 165 casos de patologia mamaria, de los cuales
102 casos correspondieron a mastopatias fibroquisticas (displasias mamarias),
29 fueron de carcinoma in situ y 34 fueron carcinomas infiltrantes (ver tabla 1).
Realizamos un estudio comparativo de casos de mastopatia fibroquistica
proliferativa sin atipias (Reclus II), con atipias (Reclus lli), carcinoma in situ y
carcinoma infiltrante, con respecto a diferentes variables morfométricas: area,
perimetro, diametro maximo, dos factores de forma y al contenido de ADN. Esto
ultimo fué estudiado por dos métodos distintos: Citometria estatica y citometria
de flujo, en un intento de comparar la sensibilidad y especificidad de ambos
métodos.

Hemos establecido 3 grupos de lesiones supuestamente comparables:

1.- Hiperplasia ductal sin atipias versus hiperplasia ductal con atipias -
carcinoma intraductal o carcinoma papilar intraductal - carcinoma
ductal infiltrante.

2.- Hiperplasia lobulillar sin atipias versus hiperplasia lobulillar con atipias
- carcinoma lobulillar in situ - carcinoma lobulillar infiltrante.

3.- Patologia variada asociada a la mastopatia fibroquistica: adenosis,
esclerosis radial y metaplasia apocrina versus hiperplasia ductal con
atipias y carcinoma intraductal.

1.- CARACTERIZACION HISTOPATOLOGICA:

A continuacién describimos los criterios histopatolégicos que hemos
empleado para tipificar las lesiones que hemos analizado posteriormente
morfométrica y cuantitativamente.

MASTOPATIA FIBROQUISTICA (DISPLASIA MAMARIA):

HIPERPLASIA DUCTAL. Corresponde a una proliferacién mixta de
células epiteliales y mioepiteliales que causan una obliteracién parcial o
completa de los ductos, los cuales tienden a distenderse. Distinguimos dos
variantes fundamentales:



Resulitados

Epiteliosis: Proliferacion  epitelial intraluminal de morfologia
predominantemente sélida o escasamente fenestrada que viene acompanada
de un pobre componente estromico. Los limites celulares son dificiimente
discernibles, dando la impresién de crecimiento pseudosincitial. Los nucleos
son generalmente ovalados y, con frecuencia, se disponen de tal modo que sus
ejes mayores discurren paralelamente formando "remolinos" o "corrientes"
(streaming). Los espacios intercelulares son de contorno anfractuoso y
predominan en las porciones periféricas de los ductos. Nunca presentan una
morfologia redondeada "en sacabocados”. Es caracteristico observar distintos
tipos celulares y, cuanto menos, dos poblaciones celulares: una de habito
epitelial y otra de habito fusiforme. No debe observarse monotonia citolégica, y
ambas poblaciones se entremezclan en los mismos campos histolégicos. No
hay dominio absoluto de uno de ellos.

Papilomatosis: Se diagnostica papilomatosis cuando se observa una
proliferacién epitelial y mioepitelial que forma excrecencias intraluminales de
tres 0 mas células de espesor acompafnadas por discreto componente
estromico. Dichas estructuras muestran una morfologia foliada y, en ocasiones,
contienen células metaplasicas apocrinas, entremezcladas con las células
ductales y las mioepiteliales.

\

HIPERPLASIA DUCTAL ATIPICA: Proceso proliferativo celular
complejo situado dentro de los conductos galactéforos extra lobulares e
interlobulares. Hay en general dilatacién de la luz del conducto (uno o varios
vecinos) con ocasional tendencia quistica. El epitelio proliferante puede llenar
por completo el ducto o de modo arborescente (parcial) recordando formas de
epiteliosis sélida o de papilomatosis. Hay formas mixtas de epiteliosis y
papilomatosis conjuntamente en un mismo ducto.

Existe distorsidon del patron proliferativo celular. Este se produce sobre un
area de hiperplasia ductal sin atipias (dentro del mismo ducto o en ductos
vecinos). En efecto hay perdida de la pluriclonalidad celular (células
mioepiteliales, ductales) dominando las células de uno u otro tipo. Hay perdida
parcial de la polaridad nuclear. Existen irregularidades nucleares y hay grandes
nucleolos. Puede haber alguna mitosis. Falta la necrosis masiva y solo aparece
algun nadcleo en picnosis. Hay células espumosas entremezcladas de tipo
macrofagico. Aparecen células claras (seudomioepiteliales). Los nucleos
poseen ocasionales vacuolas. -
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una hiperplasia lobulillar previa. Las luces de los lobulillos pueden contener un
conducto algo distendido (aunque esto no siempre ocurre). Hay aumento del
namero de estructuras celulares en el lobulillo. Las células tienden a perder su
polaridad. Hay irregularidades de tamafno y forma nuclear. Los nucleolos son
mas prominentes. Pueden existir mitosis. Hay ocasionales necrosis (picnosis
nuclear). Hay persistencia de limites celuiares y de luces intralobulillares que
suelen tener localizacién central. Persisten células mioepiteliales asociadas con
los lobulillos. Pueden adoptar un aspecto celular claro.

La lesién se asocia a una hiperplasia ductal sin atipias de forma que existe
transicién entre hiperplasia ductal sin atipias e hiperplasia ductal atipica.

En ocasiones la hiperplasia atipica del lobulillo semeja un carcinoma
lobulillar in situ, pero ésto es sdlo aceptable cuando el nimero de acinos tipo
carcinoma lobulillar in situ, estan aislados (uno o dos) y en ningun caso
alcanzan a afectar a un I6bulo glandular completo. Si ésto llegara a ocurrir

entonces se debe considerar la lesién como un carcinoma in situ lobulillar
asociado a una hiperplasia lobulillar con atipias.

METAPLASIA APOCRINA: E!I epitelio metaplasico apocrino suele
tapizar , en ocasiones, los quistes mamarios y también ciertas lesiones
papiliferas. Dicho epitelio es prismatico alto, ocasionalmente
pseudoestratificado y estd constituido por grandes células columnares de
citoplasma oxifilo brillante con un fino punteado granular y un pequefo nucleo
redondeado. El nucleo puede ser grande y nucleolado.

ESCLEROSIS RADIAL : Proceso caracterizado por la presencia de una
trama de tejido conectivo fibroso denso hialino con elastosis que configura unos
rayos convergentes hacia un punto central. Dicho magma contiene estructuras
tubuliformes de pequefo tamaio distorsionadas y parcialmente obliteradas por
la reaccion cicatricial. En vecindad suelen existir cambios patoldgicos
compatibles con mastopatia. La arquitectura general de la lesién y los cambios
circundantes permiten efectuar un correcto diagnéstico diferencial (en muchos
casos) con respecto al carcinoma tubular.

Manteniendo un criterio practico, hemos agrupado las lesiones
anteriormente descritas en dos grupos BARTOW (1987), LLOMBART-BOSCH
(1989):
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- MASTOPATIA PROLIFERATIVA SIN ATIPIAS (RECLUS II): Muestra las
dos clasicas variantes de proliferacion ductal y lobulillar con las caracteristicas
previamente descritas de epiteliosis, papilomatosis y adenosis (incluyendo la
forma microglandular).

- MASTOPATIA PROLIFERATIVA CON ATIPIAS (RECLUS lll): Cuando,
ademas de las lesiones proliferativas anteriormente descritas, se observan
signos de hiperplasia ductal atipica o de hiperplasia lobulillar atipica.

CARCINOMA LOBULILLAR IN SITU: La imagen mas clasica
corresponde a una alteracion multicéntrica de las unidades lobulillares de
varios lébulos condicionando su dilatacion en globos, aislados por basales y
con total relleno por células de clonalidad Unica que semejan un saco de
perdigones. Hay desaparicion total de la luz del lobulillo. Puede haber puntos
de necrosis que condicionan seudoluces.

Dentro del lobulillo solo existe una poblacién celular neoplasica. No hay
polaridad nuclear. No existen diferencias entre células basales y células centro
acinosas. Los nucleos son de cromatina densa grosera irregular. Hay nucleolos
grandes. Existen mitosis. Hemos encontrado tipos monomorfos de nucleos
homogéneos pero también se ha descrito la variante celular polimorfa con
fuertes atipias y con secrecién celular tipo mucina que produce vacuolas
citoplasmicas. Hay distensién y refuerzo de membranas basales con
endoreduplicacién de las mismas. En el estroma hay infiltracién linfocitaria y
reaccion de angiogénesis vascular.

CARCINOMA DUCTAL IN SITU DE TIPO COMEDOCARCINOMA.
Neoformacién que crece en el interior de los ductos y que esta constituida por
grandes células con amplio citoplasma y prominente nucleo con groseros
detalles cromatinicos y actividad mitética. En la porcidn central suele existir
necrosis tumoral. Hay distensién irregular del conducto. Existe duplicacién de
membranas basales.

CARCINOMA DUCTAL IN SITU CRIBIFORME: Neoformacion
constituida por células morfolégicamente homogéneas y de limites bien
definidos que crece en el interior de los ductos sin ningun tipo de soporte
estrémico, observandose luces regularmente distribuidas de contorno
redondeado (en sacabocados). Existen barras trabeculares que son
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formaciones epiteliales sélidas (sin estroma) cuyas células se disponen con su
eje mayor perpendicular al eje de dicha barra. Hay focal necrosis con picnosis
nuclear.

CARCINOMA DUCTAL IN SITU MICROPAPILAR: Se trata de una
neoplasia intraductal que presenta barras trabeculares de extremo apical
bulboso y base de implantacion mas estrecha que estan perpendicularmente
dispuestas con respecto a la pared del ducto.

CARCINOMA PAPILAR IN SITU: Proceso neoplasico que se
desarrolla en el interior de espacios distendidos, probablemente ductales, que
muestra complejos tallos vasculo-conectivos que sostienen barras trabeculares
sblidas (carentes de estroma) que se disponen perpendicularmente con
respecto a dichos tallos. Ademas se observan frondas revestidas por un epitelio
prismatico alto de nucleos hipercromaticos marcadamente elongados. En los
espacios ductales vecinos suele apreciarse carcinoma ductal in situ.

CARCINOMAS INFILTRANTES

CARCINOMA DUCTAL INFILTRANTE: Se trata de una neoformacién
constituida por trabéculas, nidos sélidos, estructuras glanduliformes y regueros
irregulares que infiltran el estroma mamario y provocan una reaccion
desmopléasicas de intensidad variable. Las células neoplasicas presentan un
contorno poligonal y estan dotadas de un citoplasma finamente vacuolado con
un nucleo vesicular hipercromatico.

En muchos casos el proceso anteriormente descrito suele coexistir con
lesiones carcinomatosas ductales in situ. Puede observarse diseccion
neoplasica de los espacios perineurales y embolizacién linfatica.

CARCINOMA TUBULAR. Carcinoma infiltrante extremadamente
diferenciado formado por tubulos no rodeados de basales que adoptan
patrones microquisticos o en rosario, con frecuentes fusiones del epitelio. Este
esta formado por una unica poblacién celular, con tendencia a confluir entre si.
Los nucleos muestran cromatina abigarrada, muy densa.

CARCINOMA LOBULILLAR INFILTRANTE: Proceso neoplasico
infiltrativo constituido por regueros o "filas indias" de células
predominantemente redondeadas de mediano tamafio con un nucleo
discretamente hipercromatico que asienta sobre un citoplasma que puede
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incluir vacuolas mucosecretoras. En muchos casos una vacuola de moco de
gran tamafio desplaza excéntricamente el nucleo y la célula adopta una
morfologia "en anillo de sello". Suele observarse una disposicién celular
radialmente concéntrica en torno a los ductos (dianas periductales). En muchos
casos existen restos dispersos de carcinoma lobulillar in situ.
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- I = R
1.- GRUPO DE LESIONES DUCTALES.

Como ya hemos mencionado anteriormente, hemos realizado un estudio
comparativo entre las siguientes lesiones:

1.1. Hiperplasia ductal sin atipias (Reclus-Il).

1.2. Hiperplasia ductal con atipias (Reclus-lll).

1.3. Carcinoma in situ (intraductal) sélido-comedén.

1.4. Carcinoma in situ de tipo papilar (micropapilar, criboso).
1.5. Carcinoma ductal infiltrante.

1.6. Carcinomas infiltrantes (otros tipos).

En base a una serie de medidas nucleares: area, perimetro, diametro
maximo y dos factores de forma (factor de forma del area y factor de forma del
perimetro). Los resultados obtenidos han sido los siguientes:

A. AREA NUCLEAR: El area nuclear hace referencia al area comprendida
por el trazado que delimita la estructura nuclear. Encontramos los siguientes
resultados en el grupo de lesiones ductales:

A.1.1. Hiperplasia ductal sin atipias (R-ll). Hemos analizado un
total de 15 lesiones de éste tipo, entre las cuales habia 5 que correspondian a
papilomatosis (ya descrita anteriormente) y las otras 10, correspondian a
epiteliosis (ya descrita anteriormente). En ambos casos sin atipias. Estas dos
lesiones forman parte del contexto de hiperplasia ductal, y por ello se han
analizado juntas, siendo ademas los resultados de las medidas nucleares
similares en ambos tipos de lesiones. El area nuclear de cada una de las 15
lesiones, viene especificada en la tabla n? 1. EI area nuclear media de las
15 lesiones fué de 30.80 p2 (tabla n? 12), con un rango que oscild entre 19.92
u2 que correspondié a un caso de papilomatosis con nucleos muy pequefios, y
43.36 u2 que se encontré en un caso de epiteliosis.

A.1.2. Hiperplasia ductal con atipias (R-Ill). Analizamos un total de
10 lesiones de eéste tipo, entre las cuales habia 5 casos de papilomatosis, 2 de

95



Resultados

epiteliosis y 3 de hiperplasia ductal propiamente dicha. Todos los casos
mostraban atipias, en mayor o menor proporcién, pero en ningun caso liegaban
a ser carcinoma in situ. Al igual que en el caso anterior, la papilomatosis y la
epiteliosis forma parte del contexto general de hiperplasia ductal, por ello se
han considerado globalmente, mostrando ademas resultados similares en todas
las mediciones nucleares, dentro del grupo de con atipias. El area nuclear
media fué de 41.35 p2 (tabla n? 12) con un rango comprendido entre 28.25 p2
y 90.18 n.2 El area nuclear obtenida en cada una de las lesiones viene
~ especificada en la tabla n® 2.

A.1.3. Carcinoma in situ (intraductal). Analizamos un total de 13
lesiones, entre las cuales habia carcinomas intraductales de tipo comedén y
cribiforme. La media del drea nuclear fué de 47.93 p2 (tabla n® 12) y el
rango se situé entre 30.84 p2 del carcinoma con nicleos més pequefos y
92.25 u2 para el carcinoma con nlcleos mas grandes. Los resultados
individuales de cada lesion vienen especificados en la tabla n? 3.

A.1.4. Carcinoma in situ de tipo papilar Estudiamos 8 lesiones de
este tipo y el area nuclear media fué de 44.18 u2 (tabla n? 12) con un rango
que oscilé entre 31.91 p2 y 51.46 p2. El area nuclear de cada una de las
lesiones se refleja en la tabla n? 4.

A.1.5. Carcinoma ductal infiltrante. De este tipo de lesién estudiamos
22 casos, de los cuales 21 fueron de tipo ductal y solo 1 caso fue de tipo papilar.
El area nuclear obtenida en cada lesidon se muestra en la tabla n? 5. El area
nuclear media fué de 52.10 u2 (tabla n? 12) y el rango oscilé entre 27.86 p2 y
75.00 p2.

A.1.6. Carcinomas infiltrantes Cuando en lugar de analizar sélo los
carcinomas ductales infiltrantes, analizamos todos los carcinomas infiltrantes
recogidos, sin distinguir tipos (incluye: carcinomas ductales: 21, carcinomas
tubulares: 5, carcinomas lobulillares: 2, carcinoma papilar: 1, carcinomas
medulares: 2, carcinoma apocrino: 1, carcinoma coloide: 1), la media del
drea nuclear es de 52.29 u2 (tabla n® 12), con un rango comprendido entre
18.84 u2 y 97.74 p2. Ver resultados en la tabla n? 5.

Asi pues, como resumen de este apartado podemos concluir que en el
grupo de lesiones ductales y en cuanto al area nuclear se refiere, encontramos
que el area de los nucleos fué méas pequefia en las hiperplasias sin atipias y fué
aumentando progresivamente hasta el carcinoma infiltrante. Estadisticamente
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significativo (p<0.0003). (Ver Fig. 16). En cambio, cuando enfrentamos las
lesiones una a una, las diferencias no fueron tan claras. De manera que sélo
hubo diferencias estadisticamente significativas (p<0.05), entre las hiperplasias
ductales sin atipias y los carcinomas in situ y con los carcinomas infiltrantes y
entre las hiperplasias ductales con atipias y los carcinomas infiltrantes. No
encontramos diferencias estadisticamente significativas entre la hiperplasia
ductal sin atipias y la hiperplasia ductal con atipias o entre ésta ultima y los
carcinomas in situ 6 entre estos Ultimos y los carcinomas infiltrantes. (Ver tabla
. n?12).

B. PERIMETRO NUCLEAR. Corresponde a la longitud del trazado
efectuado para delimitar la estructura nuclear. En el grupo de lesiones ductales
encontramos los siguientes resultados:

B.1.1. Hiperplasia ductal sin atipias (Reclus-ll) EI perimetro
nuclear de cada una de las 15 lesiones, ya mencionadas anteriormente, viene
especificado en la tabla n? 1. La media del perimetro nuclear fué de 21.7 p
(tabla n? 12) y el rango oscilé entre 16.85 pu que correspondié a un caso de
papilomatosis y 29.29 u que fué medido en un caso de epiteliosis.

B.1.2. Hiperplasia ductal con atipias (Reclus-lll). El perimetro
nuclear encontrado en cada una de las 10 lesiones de este tipo, viene
especificado en la tabla n? 2. La media del perimetro nuclear fué de 24.29u
(tabla n? 12), el perimetro mas pequefio correspondié a un caso de epiteliosis
(19.71 u) y el perimetro méas grande lo presentdé un caso de hiperplasia ductal
propiamente dicha (34.81 p).

B.1.3. Carcinoma in situ (intraductal). De las 13 lesiones que
recogimos de este tipo, el perimetro nuclear medio fué de 25.58 u (tabla n?
12) con un rango entre 20.35 u y 35.71 u. Los resultados pormenorizados de
cada caso vienen especificados en la tabla n? 3.

B.1.4. Carcinoma in situ de tipo papilar. Estudiamos un total de 8
casos y la media del perimetro nuclear fué de 24.46 p (tabla n? 12)con
unos limites por arriba y por abajo de 26.55 u y 20.83 pu respectivamente. Los
resultados individuales de cada lesion estan reflejados en la tabla n? 4.
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B.1.5. Carcinoma ductal infiltrante. De un total de 22 casos, hallamos
la media del perimetro nuclear y encontramos que fué de 26.97 u (tabla n®
12) con un rango entre 19.68 p y 32.18 u. Los resultados pormenorizados de
cada caso quedan reflejados en la tabla n? 5.

B.1.6. Carcinomas infiltrantes. De un total de 34 casos, la media del
perimetro nuclear fué de 26.83 u (tabla n? 12), con un rango que oscilé entre
16.11 p que corresponde a un caso de carcinoma tubular y que a su vez
coincide con el area mas pequefia, y 36.43u que corresponde a un caso
" también de carcinoma tubular y coincide, igualmente con el area mayor. Ver
resultados en la tabla n? 5.

Podemos concluir, lo mismo que sucedia con el area, que la media del
perimetro en cada grupo de lesiones, muestra una progresién creciente desde
las lesiones sin atipias hasta el carcinoma infiltrante, estadisticamente
significativo (p<0.0002). (Ver fig. 16). En cambio cuando enfrentamos las
lesiones una a una, las diferencias estadisticamente no fueron tan claras. Asi
sélo hubo diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) entre las
hiperplasias ductales sin atipias y las hiperplasias ductales con atipias, con los
carcinomas in situ y con los carcinomas infiltrantes y entre las hiperplasias
ductales con atipias y los carcinomas infiltrantes. Ver tabla n® 13.

C DIAMETRO MAXIMO. Corresponde al eje mayor de la estructura
nuclear. En el grupo de lesiones ductales, encontramos los siguientes
resultados:

C.1.1. Hiperplasia ductal sin atipias (Reclus-Il). En los 15 casos
estudiados de este tipo de.lesién, la media del diametro maximo fué de
6.76 p (tabla n? 12) con un rango que oscil6é entre 5.51 p y 7.93 u. Los datos
correspondientes a cada una de las lesiones quedan reflejados en la tabla n® 1.

C.1.2. Hiperplasia ductal con atipias (Reclus-lll) .La media del
diametro maximo de los 10 casos estudiados, fué de 7.78 u (tabla n? 12), con
un rango entre 5.51 u para un caso de papilomatosis y 7.70 u para un caso de
epiteliosis. Los resultados pormenorizados de cada lesion estéan especificados
en la tabla n? 2,
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C.1.3. Carcinoma in situ (intraductal). Estudiamos un total de 13
casos. La media del diametro maximo fué de 7.43 pu (tabla n? 12) con un
rango entre 6.57 py 11.67 p. Los resultados obtenidos en cada lesién, estan
reflejados en la tabla n? 3.

C.1.4. Carcinoma in situ de tipo papilar. De este tipo de lesion
estudiamos 8 casos. La media del diametro maximo fué de 7.87 u (tabla n?
12) y el rango oscil6é entre 6.60 u y 8.62 u. Los resultados obtenidos en cada

lesion, quedan reflejados en la tabla n? 4.

C.1.5. Carcinoma ductal infiltrante. Estudiamos un total de 22 casos,
como ya se ha mencionado anteriormente, y la media del didmetro maximo
fué de 7.84 p (tabla n? 12), con un rango que oscilé entre 6.64 py 10.39 pu. Los
resultados hallados en cada una de las lesiones, estan reflejados en la tabla n?
5.

Podemos observar coémo la media del diametro maximo, va aumentando
progresivamente desde las hiperplasias ductales sin atipias hasta el carcinoma
infiltrante, si bien estas diferencias no son estadisticamente significativas
(p=0.3). (Ver Fig. 17)

D. FACTORES DE FORMA. Hemos estudiado dos factores de forma: Forma
del area y forma del perimetro.

Eorma del drea: Determina la aproximacién de la forma del nucleo a las
estructuras circulares o elipsoidales, siendo el valor méaximo igual a 1 para
circulos 6 elipses y menor de 1 para otro tipo de estructuras.

Eorma del perimetro: Determina la aproximacion de la forma del nicleo a la
circularidad, siendo el valor maximo para el circulo igual a 1 y menor a 1 para
otras estructuras tales como la elipse o estructuras irregulares.

En el grupo de lesiones ductales encontramos los siguientes resultados:

D.1.1. Hiperplasia ductal sin atipias (Reclus-ll) La media de
ambos factores de forma (factor de forma del area y factor de forma del
perimetro) fué respectivamente de 0°98 y 0°89 (tabla n? 12), siendo este valor
muy uniforme en cada una de las lesiones. Ver tabla n? 1.

99



Resultados

D.1.2. Hiperplasia ductal con atipias (Reclus-lll): Al igual que en
el caso anterior, la media de ambos factores de forma fué de 0'98 y 0°86
(tabla n® 12), siendo practicamente igual en cada una de las lesiones que
configuran este apartado. Ver tabla n® 2.

D.1.3. Carcinoma in situ (intraductal): igualmente, la media de los
factores de forma fué de 0°98 y 0°90 (tabla n? 12). Ver tabla n? 3 donde
quedan reflejados los resultados pormenorizados de cada uno de los casos.

- D.1.4. Carcinoma in situ de tipo papilar: De la misma forma, la
media de ambos factores de forma fué de 0°98 y 0°91 respectivamente
(Factor forma del area y factor de forma del perimetro) (tabla n® 12). Ver tabla n®
4.

D.1.5. Carcinoma ductal infiltrante: La media de los dos
factores de forma, al igual que en los casos anteriores, fué de 0°98 y 0'88
(tabla n? 12). Ver tabla n2 5.

Vemos pues, como ambos factores de forma no son discriminantes en el
grupo de lesiones estudiado y no nos permite distinguir ninpan tipo de lesion.
(Ver Fig. 18).

2. GRUPO DE LESIONES LOBULILLARES.

El estudio comparativo , lo realizamos entre las siguientes lesiones:
2.1. Hiperplasia lobulillar sin atipias (Reclus-II)

2.2. Hiperplasia lobulillar con atipias (Reclus-Ill)

2.3. Carcinoma lobulillar in situ.

2.4. Carcinoma lobulillar infiltrante.

Al igual que en el grupo anterior, comparamos estos cuatro tipos de
lesiones con los siguientes parametros morfométricos: area, perimetro, didametro
maximo y dos factores de forma. (forma del area y forma del perimetro).
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A. AREA NUCLEAR: Hemos encontrado los siguientes resultados:

A.2.1. Hiperplasia lobulillar sin atipias (Reclus-ll): Sobre un total
de 30 lesiones de este tipo, sin atipias, encontramos que la media del area
nuclear fue de 31.26 p2 (tabla n® 12)y el rango estuvo comprendido entre
16.16 p2 para el caso de hiperplasia lobulillar sin atipias con ntcleos mas
pequefios y 41.70 u2 para la hiperplasia lobulillar sin atipias con nicleos més
grandes.Los resultados detallados de cada una de las lesiones se muestran en

la tablan? 6

A.2.2. Hiperplasia lobulillar con atipias (Reclus-Ill): Analizamos
un total de 15 casos de hiperplasia lobulillar en donde todos los casos, en
mayor o menor proporcién, mostraban atipias. El area media de los 15 casos
fué de 33.22 u2 (tabla n? 12) con un rango que estaba comprendido entre 18.30
p2y 42.04 p2.Los resultados detallados de cada una de las lesiones se
muestran en la tabla n? 7

A.2.3. Carcinoma lobulillar in situ: Sobre un total de 8 casos de
carcinoma lobulillar in situ, efectuamos la media del area nuclear y
encontramos que fué de 33.26 pu2 (tabla n® 12), mostrando un rango
comprendido entre 21.38 p2 y 46.02 p2. Los resultados detallados de cada una
de las lesiones se muestran en la tabla n? 8.

A.2.4. Carcinoma lobulillar infiltrante: Solo hemos estudiado dos
casos de carcinoma lobulillar infiltrante que, légicamente, no son
estadisticamente significativos. No obstante, la media de ambos casos fué de
38.53 p2 (tabla n® 12), algo mayor que la encontrada en el carcinoma lobulillar
in situ.Los resultados detallados de cada una de las lesiones se muestran en la
tabla n? 5.

A.2.5. Carcinomas infiltrantes.: Si consideramos todos los casos de
carcinomas infiltrantes, igual que hemos hecho antes, ésta diferencia ya es
mayor. (Ver apartado A.1.6.) Los resultados detallados de cada una de las
lesiones se muestran en la tabla n? 5

Estudiando el area nuclear en el grupo de las hiperplasias lobulillares, no
encontramos una diferencia numéricamente tan ostensible entre los distintos
tipos de lesiones (no fué significativo estadisticamente p=0.3)) (Ver Fig. 19), de
manera que so6lo habia una pequefia diferencia entre las medias de la
hiperplasia lobulillar sin atipias y la hiperplasia lobulillar con atipias
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(estadisticamente no significativo a nivel 0.05) pero no encontramos diferencias
de ésta ultima con respecto al carcinoma in situ y carcinoma infiltrante de tipo
lobulillar.

B. PERIMETRO NUCLEAR Hemos encontrado los siguientes resultados:
" B. 2.1. Hiperplasia lobulillar sin atipias (Reclus-ll): Sobre un total
de 30 casos estudiados, como hemos visto anteriormente, efectuamos Ila
media del perimetro nuclear y encontramos que fué de 21.34 p (tabla n®

12), con un rango que oscild entre 15.36 p y 32.42 p. Los resultados
detallados de cada una de las lesiones se muestran en la tabla n? 6.

B.2.2. Hiperplasia lobulillar con atipias (Reclus-lll): Estudiamos
un total de 15 casos, como hemos visto anteriormente, y encontramos que la
media del perimetro nuclear fué de 21.19 pu (tabla n? 12), con un rango que
estuvo comprendido entre 15.98 u y 24.45 u. Los resultados detallados de cada
una de las lesiones se muestran en la tabla n? 7.

B.2.3. Carcinoma lobulillar in situ: Hemos estudiado un total de 8
casos de carcinoma lobulillar in situ y hemos encontrado que la media del
perimetro nuclear fué de 21.67 p, siendo el perimetro medido mas pequefio de
17.34 u y el mas grande, dentro de este tipo de lesion, de 26.37 p. Los
resultados detallados de cada una de las lesiones se muestran en la tabla n® 8.

B.2.4. Carcinoma Ilobulillar infiltrante: Como hemos indicado
anteriormente, solo estudiamos dos casos de carcinoma lobulillar infiltrante,
cuya media del perimetro fué de 23.52 u (tabla n? 12), aunque ldgicamente
no es significativo.

B.2.5. Carcinomas infiltrantes. Ver apartado B.1.6

Relacionando el perimetro en los diferentes tipos de lesiones lobulillares,
podemos observar cémo, al igual que sucedia con el area, el perimetro
tampoco distingue a la hiperplasia lobulillar sin atipias, de la hiperplasia
lobuliliar con atipias y del carcinoma lobulillar in situ (Ver Fig. 19), no obstante,
si que observamos una pequena diferencia (estadisticamente no significativa a
nivel 0.05)) si la comparacion se establece entre el grupo de lesiones benignas
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en general y carcinomas in situ con respecto a los carcinomas lobulillares
infiltrantes Al haber estudiado sélo dos casos de carcinoma lobulillar infiltrante,
ésta comparacion no es significativa.

C. DIAMETRO MAXIMO: Encontramos los siguientes resultados:
' C.2.1. Hiperplasia lobulillar sin atipias (Reclus-ll): Hemos
analizado un total de 30 casos de hiperplasia lobulillar sin atipias y hemos
encontrado que la media del diametro maximo fué de 6,90 u (tabla n? 12),

con un rango que oscild entre 4.90 u y 8.78 u. Los resultados detallados de
cada una de las lesiones se muestran en la tabla n® 6.

C.2.2. Hiperplasia lobulillar con atipias (Reclus-Ill): Como ya
hemos visto anteriormente, hemos estudiado 15 casos de hiperplasia lobulillar
con atipias y hemos encontrado que la media del diametro maximo fué de
6.95 p (tabla n? 12), siendo el diametro maximo mas pequefio encontrado de
5.10 u y el mas grande de 7.92 u. Los resultados detallados de cada una de las
lesiones se muestran en la tabla n? 7.

C. 2.3 Carcinoma lobulillar in situ: Hemos analizado 8 casos de éste
tipo de lesion, y hemos encontrado que la media del diametro maximo fué
de 7.13 u (tabla n? 12), con un rango comprendido entre 5.96 p y 9.04 p. Los
resultados detallados de cada una de las lesiones se muestran en la tabla n® 8.

C.2.4. Carcinoma lobulillar infiltrante: Sélo estudiamos dos casos de
este tipo de lesién y la media del didametro maximo fué de 7.01 y 793 p
(tabla n? 12) .

C.2.5. Carcinomas infiltrantes: Ver apartado C1.6.

El diametro maximo no distinguié a los diferentes tipos de lesiones (p=0.6)
(Ver Fig. 20)

D. FACTORES DE FORMA. Hemos estudiado dos factores de forma (ver
apartados previos) y hemos encontrado los siguientes resultados, en este grupo
de lesiones lobulillares:
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D.2.1. Hiperplasia lobulillar sin atipias (Reclus-ll) La media de
ambos factores de forma (factor de forma del area y factor de forma del
perimetro) fué respectivamente de 0°98 y 0°88 (tabla n? 12), siendo éste valor
muy uniforme en cada una de las lesiones. Ver tabla n® 6..

D.2.2. Hiperplasia lobulillar con atipias (Reclus-lll): Al igual que

en el caso anterior, la media de ambos factores de forma fué de 0'98 y

0°89 (tabla n? 12), siendo practicamente igual en cada una de las lesiones que
configuran este apartado. Ver tabla n?7

D.2.3. Carcinoma lobulillar in situ: Igualmente, la media de los
factores de forma fué de 0°98 y 0°90 (tabla n? 12). En la tabla n? 8 quedan
reflejados los resultados pormenorizados de cada uno de los casos.

D.1.5. Carcinoma Ilobulillar infiltrante: La media de los dos
factores de forma, de los dos unicos casos estudiados fue de al igual que en
los casos anteriores, fue de 0°98 y 0.89 (tabla n? 12). Ver tabla n? 5.

Vemos pues, como ambos factores de forma no son discriminantes en este
grupo de lesiones . Ver Fig. 21).

3. GRUPO DE LESIONES VARIAS: ADENOSIS, METAPLASIA APOCRINA,
ESCLEROSIS RADIAL.

Por ultimo, vamos a establecer un estudio comparativo entre éstas tres
lesiones individuales: adenosis, metaplasia apocrina y esclerosis radial con
respecto a las lesiones hiperplasicas con atipias, tanto ductales como
lobulillares, con los carcinomas in situ y con el grupo de carcinomas infiltrantes,
en base a los cinco parametros morfométricos ya sefialados.

A. AREA NUCLEAR: Hemos encontrado los siguientes resultados:

A.3.1. Adenosis: Estudiamos 10 casos de adenosis, entre las cuales 3
fueron adenosis simple, 3 adenosis quistica, 1 adenosis esclerosante, 1
adenosis microglandular y 2 adenosis tumoral. Los resultados no variaron en
cada tipo de lesion, por lo que se estudiaron homogéneamente. La media del
area nuclear fué de 31.80 p2 (tabla n® 12), con un rango que oscilé entre
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21.16 u2 para un caso de adenosis simple y 42.90 p2 observado en un caso de
adenosis tumoral. Los resultados detallados de cada una de las lesiones se
muestran en la tabla n? 9.

A.3.2. Metaplasia apocrina: Estudiamos 11 casos de metaplasia
apocrina, que mostraron un area nuclear media de 28.72 u2 (tabla n? 12),
con un rango que oscild entre 20.55 p2 y 40.78 u2- Los resultados detallados de
cada una de las lesiones se muestran en la tabla n? 10.

- A.3.3. Esclerosis radial: Estudiamos 12 casos de esclerosis radial y
encontramos que el area nuclear media fué de 32.91 p2 (tabla n® 12), con
un rango que oscilé entre 18.57 p2y 41.06 p2. Los resultados detallados de
cada una de las lesiones se muestran en la tabla n® 11.

Si comparamos éstas tres lesiones sin atipias (adenosis, metaplasia
apocrina y esclerosis radial) con la hiperplasia ductal con atipias y carcinomas
in situ (intraductal y papilar), vemos como si que existe una diferencia
estadisticamente significativa al nivel 0.05. (Ver Fig. 22); en cambio cuando ésta
misma comparacion la establecimos con respecto a la hiperplasia lobulillar con
atipias y al carcinoma lobulillar in situ, encontramos que no hubo diferencias
estadisticamente significativas. Ver tabla n? 14.

B. PERIMETRO NUCLEAR. Encontramos los siguientes resultados:

B.3.1. Adenosis: Hemos analizado un total de 10 lesiones de adenosis y
la media del perimetro fué de 20.94 p (tabla n? 12), con un rango que se
encontraba entre 17.59 u y 24.21 u. Los resultados detallados de cada una de
las lesiones se muestran en la tabla n? 9.

B.3.2. Metaplasia apocrina: Estudiamos un total de 10 casos y la
media del perimetro fué de 19.62 p (tabla n? 12), con un rango que oscilé entre
16.60 p y 23.06 pu. Los resultados detallados de cada una de las lesiones se
muestran en la tabla n? 10.

B.3.3. Esclerosis radial: Como hemos visto anteriormente, analizamos
un total de 12 casos, con una media del perimetro de 21.28 p (tabla n? 11) y
un rango comprendido entre 18.57 p y 23.75 u. Los resultados detallados de
cada una de las lesiones se muestran en la tabla n? 11.

Si comparamos estas tres lesiones sin atipias (adenosis, metaplasia
apocrina y esclerosis radial) con la hiperplasia ductal con atipias y carcinomas
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in situ (intraductal y papilar), vemos como si que existe una diferencia
estadisticamente significativa al nivel 0.05. (Ver Fig. 22); en cambio cuando ésta
misma comparacion la establecimos con respecto a la hiperplasia lobulillar con
atipias y al carcinoma lobulillar in situ, encontramos que no hubo diferencias
estadisticamente significativas. (Ver tabla n? 14)

C. DIAMETRO MAXIMO: Observamos los suguuentes resultados:

C 3 1. Adenosns La medsa del dlémetro méxlmo fué de 6.89 (tabla
n? 12), con un rango comprendido entre 6.07 u y 7.56 p. Los resultados
detallados de cada una de las lesiones se muestran en la tabla n? 9.

C.3.2. Metaplasia apocrina: La media en este caso fué de 6.78 p
(tabla n? 12) con unos limites establecidos entre 5.43 p y 9.72 u Los resultados
detallados de cada una de las lesiones se muestran en la tabla n? 10.

C.3.3. Esclerosis radial: De los 12 casos revisados, encontramos que
la media del diametro maximo fué de 6.95 p (tabla n? 12) con un rango que
oscilé entre 6.40 p y 7.98 p .Los resultados detallados de cada una de las
lesiones se muestran en la tabla n? 23.

Si comparamos eéstas tres lesiones sin atipias (adenosis, metaplasia
apocrina y esclerosis radial) con la hiperplasia ductal con atipias y carcinomas
in situ (intraductal y papilar), vemos cémo en cuanto a la media del diametro
maximo, no se pudo encontrar una diferencia estadisticamente significativa. (Ver
Fig. 11);

D. FACTORES DE FORMA. Hemos estudiado dos factores de forma (ver
apartados previos) y hemos encontrado los siguientes resultados, en este grupo
de lesiones benignas.

D.3.1.Adenosis : La media de ambos factores de forma (factor de forma
del area y factor de forma del perimetro) fué respectivamente de 0°98 y 0°89
(tabla n? 12), siendo éste valor muy uniforme en cada una de las lesiones. Ver
tabla n?9.

D.3.2. Metaplasia apocrina: Al igual que en el caso anterior, la media
de ambos factores de forma fue de 0.98 y 0.91 (tabla n? 12), siendo
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practicamente igual en cada una de las lesiones que configuran este apartado.
Ver tabla n? 10

D.3.3. Esclerosis radial: Igualmente, la media de los factores de forma
fué de 0.98 y 0.89 (tabla n® 12) . Ver tabla n? 11 donde quedan reflejados los
resultados pormenorizados de cada uno de los casos.

Como ya hemos sefialado, a este nivel no existen diferencias
estadisticamente significativas. (Ver Fig. 24).

3.- CITOFOTOMETRIA (CITOMETRIA ESTATICA):

Todos los casos estudiados mostraron una distribucion del ADN unimodal,
de forma que todos los histogramas tenian un solo pico, con un rango que oscilé
desde 0'8 hasta 3, excepto 2 casos que mostraron 2 picos bien definidos, el
primero de ellos diploide y el segundo aneuploide. La cantidad de ADN en
cada uno de los grupos sefalados previamente, fué la siguiente:

1. GRUPO DE LESIONES DUCTALES.

1.1. Hiperplasia ductal sin atipias. (Reclus-ll): 66.6% (10/15)
fueron diploides con un I.D. = 1; 33'3% (5/15) fueron aneuploides 1.D. distinto de
1

1.2. Hiperplasia ductal con atipias. (Reclus-lll): 60% fueron
diploides (6/10) y el 40% (4/10) fueron aneuploides.

1.3. Carcinoma in situ (intraductal): 76.92% fueron diploides (10/13),
23'2% aneuploides (3/13) .

1.4. Carcinoma papilar in situ: 37'5% fueron diploides (3/8) y el 62'56%
fueron aneuploides (5/8).

1.5. Carcinomas infiltrantes: 36'3% (12/33) fueron diploides, 51'5%
(17/33) aneuploides y 12'12% (4633) fueron tetraploides. De ellos, los dos
carcinomas medulares que estudiamos fueron diploides y los 2 lobulillares
aneuploides.

2. GRUPO DE LESIONES LOBULILLARES:
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2.1. Hiperplasia lobulillar sin atipias. (Reclus-ll): 60% (18/30)
fueron diploides, 33'3% (10/30) fueron aneuploides y el 6'6% (2/33) fueron
tetraploides.

2.2. Hiperplasia lobulillar con atipias. (Reclus Ill): 53'3% (8/15)
fueron diploides y 46'6% (7/15) aneuploides.

2.3. Carcinoma lobulillar in situ: 50% (4/8) fueron diploides, 37'5%
(3/8) aneuploides y 12'5% (1/8), tetraploide.

2.4. Carcinoma lobulillar infiltrante: Los dos casos estudiados fueron
aneuploides.

3. GRUPO DE LESIONES VARIAS: ADENOSIS, METAPLASIA APOCRINA,
ESCLEROSIS RADIAL.

3.1. Adenosis: 50% de los casos (5/10) fueron diploides y el 50% (5/10)
aneuploides.

3.2. Esclerosis radial: 83'33% (10/12) fueron diploides y 16'66% (2/12)
aneuploides.

3.3. Metaplasia apocrina: 80% (8/10) fueron diploides y 20 (2/10)
aneuploides.

Valorados los resultados, vemos como en el grupo de lesiones ductales, en
cuanto al contenido de ADN se refiere, no existe ninguna diferencia
estadisticamente significativa entre Ia hiperplasia ductal sin atipias, con atipias y
el carcinoma intraductal, que muestran una cantidad de ADN diploide en el 60%
de los casos, aproximadamente.Este porcentaje disminuye un poco en el
carcinoma papilar in situ (37'5%) , 1o mismo que en los carcinomas infiltrantes
(36'3%) de casos diploides. De manera que la unica diferencia
estadisticamente significativa a nivel 0.05, se establece entre los carcinomas
ductales infiltrantes con respecto a la hiperplasia ductal sin atipias, con atipias y
carcinoma intraductal. (Ver tabla n? 15))

En el grupo de lesiones lobulillares, encontramos resultados algo distintos,
de forma que el nimero de casos diploides va disminuyendo progresivamente
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segun aumenta la agresividad de la lesién. Asi en la hiperplasia lobulillar sin
atipias, el numero de casos diploides fué del 60%, en la hiperplasia lobulillar
con atipias del 53'3% y en el carcinoma lobulillar in situ, del 50%. Ninguno de
los dos carcinomas lobulillares infiltrantes que estudiamos fué diploide (ambos
fueron aneuploides). Sin embargo, esta progresiéon no es estadisticamente
significativa.

En el grupo de patologia varia: adenosis, metaplasia apocrina y esclerosis
radial, si que hubo una clara diferencia entre la esclerosis radial y la metaplasia
“apocrina por un lado y la hiperplasia ductal y lobulillar con atipias y carcinoma
in situ, por otro, en donde el nimero de casos diploides pasé del 80%
aproximadamente al 60% aproximadamente (estadisticamente significativo,
p<0.05). Esto no sucedid asi con la adenosis. (Ver tabla 16)

4.- CITOMETRIA DE FLUJO

Todos los histogramas de ADN pudieron ser utilizados, ya que 8 casos que
en un principio mostraron celularidad insuficiente, fueron repetidos con éxito en
la segunda ocasion (esto fué posible porque el material procedia de bloques
incluidos en parafina). La cantidad de nucleos medidos en todos los casos fué
superior a 30.000. El coeficiente de variacién mostré un rango entre 3 para los
mas bajos y 12 para los mas altos, correspondiendo estos ultimos a los casos
aneuploides y los primeros a los diploides. Todos los casos diploides mostraron
un solo pico y los casos aneuploides dos. No encontramos ningun caso
multiploide.

La distribucion de la cantidad de ADN fué la siguiente:
1. GRUPO DE LESIONES DUCTALES:

1.1.Hiperplasia ductal sin atipias. (Reclus Il): 93'3% de los casos
(14/15) fueron diploides y solo 1 caso (6'6%) fue aneuploide.

1.2 Hiperplasia ductal con atipias. (Reclus-lll): 80% (8/10) fueron
diploides, 20% (2/10) aneuploide y 10% (1/10) tetraploide.

1.3. Carcinoma intraductal: 84'6% diploides (1/13) y 15'38%
aneuploides (2/13).
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1.4. Carcinoma papilar intraductal: 62'5% diploide y 37'5%
aneuploides.

1.5. Cacinoma infiltrante: 35% diploides (7/20), 45% aneuploides
(9/20) y 20% (4/20) tetraploides.

2. GRUPO DE LESIONES LOBULILLARES:

" 2.1. Hiperplasia lobulillar sin atipias. (Reclus Il): 83'3% (25/30)
fueron diploides, 10% (3/30) aneuploides y 6'6% (2/30) tetraploides.

2.2. Hiperplasia lobulillar con atipias. (Reclus-lll): 80% (12%15)
fueron diploides y 20% (3/15) aneuploides.

2.3. Carcinoma lobulillar in situ: 62'5% (5/8) fueron diploides y
37'5% (3/8) aneuploides.

2.4. Carcinoma lobulillar infiltrante: solo estudiamos 2 casos y fueron
1 diploide y otro aneuploide.

3. GRUPO DE PATOLOGIA VARIA: ADENOSIS, METAPLASIA APOCRINA,
ESCLEROSIS RADIAL.

3.1. Adenosis: 90% fueron diploides (9/10) y 10% aneuploides (1/10).

3.2. Metaplasia apocrina: El 100% de los casos fueron diploides
(10/10).

3.3. Esclerosis radial: 91'6% fueron diploides (11/12) y 8'3%
aneuploides (1/12).

Con citometria de flujo, al igual que con citometria estatica, no encontramos
diferencias ostensibles, referida a la cantidad de ADN, en el grupo de lesiones
ductales. Asi, tanto la hiperplasia ductal sin atipias como la hiperplasia ductal
con atipias y el carcinoma in situ, mostraron un porcentaje de casos diploides
muy similar (93%, 80% y 84% respectivamente). En cambio, el porcentaje de
casos diploides disminuyé claramente en el carcinoma in situ de tipo papilar y
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en los carcinomas ductales infiltrantes (62.5% y 57.5% respectivamente). De
manera que la unica diferencia estadisticamente significativa a nivel 0.05, se
establece entre los carcinomas ductales infiltrantes con respecto a la hiperplasia
ductal sin atipias, con atipias y carcinoma intraductal. (Ver tabla 17)

En el grupo de lesiones lobulillares estudiadas, no encontrames
diferencias entre la hiperplasia lobulillar sin atipias y la hiperplasia lobulillar
con atipias, cuyo porcentaje de casos diploides fué respectivamente de 83% y
80%, en cambio si que encontramos una pequefia diferencia (Estadisticamente
‘no significativo p= 0.2) entre estos dos tipos de lesiones con respecto al
carcinoma lobulillar in situ, cuyo nimero de casos diploides fué del 62'5%. No
se puede establecer comparaciéon entre el carcinoma lobulillar in situ y el
carcinoma lobulillar infiltrante ya que de este ultimo solo recogimos dos casos,
que ademas fueron diploides.

En el grupo de patologia varia: adenosis, esclerosis radial y metaplasia
apocrina, practicamente fueron diploides el 100% de los casos, claramente
distinguibles (estadisticamente significativo, p<0.05) de los casos de
hiperplasia ductal y lobulillar con atipias y carcinoma in situ (100% de los casos
aproximadamente diploides, frente al 80% y 60% respectivamente). (Ver tabla n®
18)
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5- ANALOGIAS Y DIFERENCIAS DE LA CITOMETRIA ESTATICA CON
BESPECTO A LA CITOMETRIA DE FLUJO.

Los resultados obtenidos por uno y otro método frente a analogas lesiones
y con semejantes muestras, solo fueron superponibles en el 55% de los casos,
a pesar de que en ambos casos medimos cantidad de ADN. A continuacion
analizamos pormenorizadamente cuales son las analogias y diferencias
encontradas en cada uno de los grupos:

1. GRUPO DE LESIONES DUCTALES.

1.1. Hiperplasia ductal sin atipias. (Reclus IlI): 10 casos fueron
diploides tanto en citometria estatica como en citometria de flujo, 1 caso fue
aneuploide en los dos casos y 4 casos no coincidieron, puesto que fueron
aneuploides por citometria estatica y diploides por citometria de flujo. (73% de
analogias y 27% de diferencias) (Grafica 1).

1.2. Hiperplasia ductal con atipias.(Reclus lil): De los 10 casos
estudiados, 6 fueron diploides por citometria estatica y por citometria de flujo, 2
casos fueron aneuploides por ambos métodos y y 3 casos fueron distintos,
siendo aneuploides por citometria estatica y diploides por citometria de flujo
(70% de analogias y 30% de diferencias) (Grafica 2)

1.3. Carcinoma in situ (intraductal): Estudiamos 13 casos de
carcinoma in situ de tipo intraductal y encontramos que 10 casos fueron
diploides por ambos métodos, 1 caso fue aneuploides en ambos casos y 2
fueron diferentes, siendo aneuploides por citometria estatica y diploides por
citometria de flujo (Encontramos un 84'6% de analogias y un 15'4% de
diferencias) (Grafica 3)

1.4 .Carcinoma papilar intraductal: Hemos encontrado que solo 3
casos han sido diploides tanto por citometria estatica como por citometria de
flujo, 2 casos han sido aneuploides por ambos métodos y 3 casos fueron
distintos, siendo aneuploides por citometria estatica y diploides por citometria de
flujo.(75% de analogias y 25% de diferencias) (Gréfica 4).

1.5. Carcinoma ductal infiltrante: Hemos estudiado 22 casos de
carcinoma ductal infiltrante, siendo uno de ellos de tipo papilar, y hemos
encontrado que solo 3 casos fueron diploides por ambos métodos, otros 3
fueron aneuploides por ambos métodos, 2 fueron tetraploides por ambos
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meétodos y 14 casos fueron diferentes, de los cuales 4 fueron diploides por
citometria estatica y aneuploides por citometria de flujo, 5 fueron aneuploides
por citometria estética y diploides por citometria de flujo , 2 casos fueron
tetraploides por citometria estatica y diploides por citometria de flujo, 1 caso fue
tetraploide por citometria estatica y aneuploide por citometria de flujo, 2 casos
fueron aneuploides por citometria estatica y tetraploides por citometria de
flujo(38% de analogias y 62% de diferencias) Grafica 5).

1.6. Carcinomas infiltrantes: De un total de 33 casos de carcinomas
infiltrantes (sefialados previamente), hemos encontrado que 6 casos fueron
diploides tanto por citometria estatica como por citometria de flujo, 5 casos
fueron aneuploides por los dos métodos y 2 fueron tetraploides en ambos
casos , los restantes 21 casos fueron diferentes, de los cuales 5 fueron
diploides por citometria estatica y aneuploides por citometria de flujo, 9 fueron
aneuploides por citometria estatica y diploides por citometria de flujo, 3 casos
fueron tetraploides por citometria estatica y diploides por citometria de flujo, 1
caso fue tetraploide por citometria estatica y aneuploide por citometria de fiujo, 2
casos fueron aneuploides por citometria estatica y tetraploides por citometria de
flujo(38% de analogias y 62% de diferencias).

2. GRUPO DE LESIONES LOBULILLARES.

2.1.Hiperplasia lobulillar sin atipias. Reclus ll: De entre 30 casos
de hiperplasia lobulillar sin atipias, encontramos que 15 casos fueron diploides
tanto por citometria estatica como por citometria de flujo y 1 caso fue aneuploide
con ambas técnicas. Es decir, que encontramos un 53% de analogias. De los 14
casos restantes, 2 casos fueron diploides por citometria estatica y aneuploides
por citometria de flujo, otro caso fue diploide por citometria estatica y tetraploide
por citometria de flujo, 9 fueron aneuploides por citometria estatica y diploides
por citometria de flujo, 1 fue tetraploide por citometria estatica y diploide por
citometria de flujoy por ultimo, 1 caso fue tetraploide por citometria estatica y
aneuploide por citometria de flujo, es decir que encontramos un 47% dfe
diferencias entre ambas técnicas (Grafica 6)

2.2. Hiperplasia lobulillar con atipias. Reclus Ilil: Estudiamos 15
casos de hiperplasia lobulillar con atipias y encontramos que solo 6 casos
fueron diploides por ambos métodos, es decir, que encontramos un 40% de
analogias. De los otros casos, 2 fueron diploides por citometria estatica y
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aneuploides por citometria de flujo y los otros 7 restantes, fueron aneuploides
por citometria estatica y diploides por citometria de flujo. Es decir, que en este
grupo encontramos un 60% de diferencias entre ambas técnicas (Grafica 7).

2.3. Carcinoma lobulillar in situ: Hemos estudiado 8 casos y
encontramos que solo 1 caso fue diploide y 3 aneuploides en ambos métodos,
mientras que 2 casos fueron aneuploides por citometria estatica y diploides por
citometria de flujo y 2 casos fueron tetraploides por citometria estatica y
diploides por citometria de flujo. Es decir, que encontramos un 50% de
" analogias y diferencias. (Gréfica 8)

2.4. Carcinoma lobulillar infiltrante: Solo estudiamos dos casos de
carcinoma lobulillar infiltrante, que fueron aneuploides por citometria estatica
pero por citometria de flujo solo uno fue aneuploide. El otro fue diploide.

3. GRUPO DE LESIONES VARIAS: ADENOSIS, METAPLASIA APOCRINA
Y ESCLEROSIS RADIAL.

3.1. Adenosis. De 10 casos de adenosis, solo 4 fueron diploides por
ambos métodos, el resto de casos, es decir el 60% fueron diferentes, ya que 1
caso fue diploide por citometria estatica y aneuploide por citometria de flujo y los
5 restantes fueron aneuploides por citometria estatica pero diploides por
citometria de flujo. (Grafica 9).

3.2. Metaplasia apocrina. Los 10 casos de metaplasia apocrina,
mostraban analogias en el 80% de los casos, es decir que 8 casos fueron
diploides por ambos métodos, mientras que los 2 restantes, fueron aneuploides
por citometria estatica y diploides por citometria de flujo (Grafica 10).

3.3. Esclerosis radial. De los 12 casos estudiados, 9 fueron diploides
por ambos métodos (75% de analogias), mientras que los otros 3 fueron, 2
aneuploides por citometria estatica y diploides por citometria de flujo y por
ultimo, un caso fue diploide por citometria estatica y aneuploide por citometria
de flujo (Gragfica 11).

En el grupo de lesiones ductales, el porcentaje de casos que mostraron la
misma cantidad de DNA fue bastante alta (70% aproximadamente), si excluimos
al grupo de los carcinomas, en donde encontramos grandes diferencias de una
técnica a otra. El estudio estadistico nos puso en evidencia que los resultados
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obtenidos por ambos grupos son homogéneos y solo encontramos diferencias
estadisticamente significativas (p<.05) en el grupo de carcinomas ductales
infiltrantes.

En el grupo de lesiones lobulillares, esta analogia fue menor (50%
aproximadamente) En este grupo, el estudio estadistico si que encontré
diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) entre los resultados
obtenidos por citometria estética y los obtenidos per citometria de flujo.

En el grupo de patologia varia, si excluimos al grupo de las adenosis,
vemos como los resultados fueron semejantes. El estudio estadistico demostré
que los resultados obtenidos por las dos técnicas fueron bastante homogéneos,
puesto que no encontramos diferencias estadisticamente significativas,
excluyendo a la adenosis, que si que demostré diferencias estadisticamente
significativas (p<0.05).
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Figura n2 1: Epiteliosis. Reclus Il

A. Ducto mamario ocupado por proliferacién celular relativamente
compacta que presenta pequefias brechas intercelulares de contorno
anfractuoso. H.E., 10 x

B. ElI ducto estd ocupado por poblacién celular heterogénea,
observandose superposiciéon celular, nucleos ovalados y nucleos
fusiformes. Evidentemente las brechas intercelulares nunca son de
contorno redondeado. H.E., 20 x

C y D. Los limites celulares son dificiimente discernibles, existiendo
ostensible superposicién celular y crecimiento pseudosincitial.
Practicamente ningun nucleo es redondeado y no existe hipercromatismo
nuclear. H.E., 40 x



Figura n91 Iconografia
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Figura n2 2: Papilomatosis. Reclus I
A. Luz ductal distendida que alberga proyecciones papiliferas. H.E., 2,5 x

B. Proyecciones revestidas por un epitelio prismatico, existiendo asi
mismo, luces glanduliformes en la base del tallo vasculo-conectivo de las
mismas. H.E., 10 x

C. Pronunciada seudoestratificacion epitelial y clara delimitacién
mioepitelial, tanto en las proyecciones papiliferas como en las estructuras
ganduliformes. H.E., 20 x

D. Epitelio hiperplasico en el extremo apical que muestra varias células de
espesor, observandose brechas intercelulares de contorno anfractuoso y
superposicion celular con limites intercelulares imprecisos. H.E., 63 x



Figura nfi 2 Iconografia



Figura n? 3: Hiperplasia lobulillar sin atipias, con atipias, Ca. lobulillar
in situ

A. En el angulo inferior izquierdo existe unidad lobulillar aumentada de
tamafio con incremento del nimero de acinos lobulillares. En el angulo
superior izquierdo se aprecia lobulillo dotado de acinos de contorno
irregular parcialmente distendidos por la presencia de agregados celulares
baséfilos. Finalmente, a la derecha de la imagen, existe lobulillo con
acinos de contorno romo que estan marcadamente distendidos y
practicamente obliterados por poblacién de células pequenas. H.E., 2,5 x

B. Detalle del angulo inferior izquierdo, observandose aumento del nimero
de acinos en el estroma lobulillar especializado. H.E., 10 x

C. Proliferacion ordenada de células cuboidales con éptima delimitacién
mioepitelial. H.E., 40 x

D. Los nucleos muestran una fina trama cromatinica con pequefios
cromocentros. H.E., 63 x
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Figura n® 4 Esclerosis radial y Metaplasia apocrina.

A. Pequeiia zona de adenosis esclerosante rodeada por abundante
cantidad de tejido conectivo fibroso denso hialino. H.E., 2,5 x

B. Corresponde a la zona cicatricial, observandose tejido conectivo fibroso
denso hialino con elastosis, existiendo estructuras tubuliformes
distorsionadas que se asemejan, en cierta medida, a las del carcinoma
tubular. No obstante, en el conducto elongado del margen inferior existe
delimitacion mioepitelial. H.E., 10

C. Ducto parcialmente distendido que presenta células cuboidales y
prismaticas de citoplasma oxifilo y nacleo redondeado. Existe cambio
papilar apocrino (excrecencias intraluminales papiliferas carentes de
estroma vasculo-conectivo). H.E., 20 x

D. Excrecencia papilifera que contiene células prismaticas y poligonales
que presentan el caracteristico citoplasma oxifilo con un fino punteado
granular y un nucleo redondo. H.E., 63 x
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Figura n? 5: Adenosis esclerosante.

A. Zona hipercelular abigarrada que presenta pequefias luces en las
porciones mas periféricas de la lesién (situacion caracteristica en este tipo
de lesién). HE 10 x

B. En el tercio inferior existe zona de hipercelularidad con escasa trama
glandular. Las luces glandulares son mas abundantes en los dos tercios
superiores. H.E., 10 x

C. Se aprecia la alternancia de células fusiformes, cordones compactos de
células epiteliales claras y luces glandulares delimitadas por células
cuboidales acinares. No existe hipercromatismo nuclear ni atipia. H.E. 20 x

D. Los canaliculos presentan una delimitacién mioepitelial irregular. Entre
las células epiteliales existen abundantes elementos estromales
(¢ mioepiteliales?) fusiformes cuya proliferacién distorsiona al componente
epitelial. H.E., 40 x
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Figura n® 6: Hiperplasia ductal con atipias. Reclus lll.

A. En una unica luz ductal se aprecia una franja celular de espesor
variable que presenta orificios predominantemente redondeados y una
excrecencia hipercelular con hipercromatismo nuclear. H.E., 10 x

B. Detalle de la porcién central. Obsérvese el pronunciado
hipercromatismo nuclear. H.E. 20 x

C y D. Se aprecia una tendencia a la organizacién cribiforme con luces
delimitadas por células cuboidales relativamente homogéneas, de limites
precisos y nucleos hipercromaticos redondeados. No existen células
fusiformes. Las estructuras epiteliales carecen de soporte estréomico. H.E.
40 x
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Figura n? 7: Hiperplasia lobulillar atipica de células claras.
A. Lobulillo agrandado con acinos parcialmentre obliterados. H.E., 10 x

B. Los acinos estan parcialmente distendidos y muestran pequenas luces.
H.E. , 20 x

C y D. Dichos acinos contienen células poligonales de amplio citoplasma
claro y nucleo predominantemente redondeado de cromatina homogénea
con pequeios cromocentros. H.E., 40 x
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Figura n2 8: Carcinoma intraductal de tipo comedo.

A. Ductos ocupados por proliferacidon epitelial irregular y material necrético
central. H.E., 2,5 x

B. En las porciones periféricas del ducto se aprecian células de citoplasma
oxifilo y nucleos hipercromaticos bizarros acompafados por restos
celulares picnéticos y material necrético en las porciones centrales. Las
células neoplasicas no rebasan la basal. H.E., 20 x

C. Obsérvese la intensa necrosis central. H.E., 40 x

D. Puede comprobarse el intenso pleomorfismo y atipia nuclear. H.E. 100
X
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Figura n2 9: Carcinoma intraductal de tipo sélido.

A. Se aprecia un ducto y acinos lobulillares distendidos por neoformacion
carcinomatosa. H.E., 10 x

B. Ducto ocupado por una poblacién de grandes células con anisocitosis
moderada que crece segun un patrén predominantemente sélido (aunque
se observan ocasionales luces de pequefio tamafo y contorno romo).
H.E., 20 x

C. Células carcinomatosas de contorno poligonal identificable, citoplasma
vacuolado, nucleo vesicular con uno o varios nucleolos. En los extremos
diagonalmente opuestos existen dos pequefios grupos de células con
nucleo picnético-hipercromatico y citoplasma oxifilo. H.E., 40 x

D. Obsérvese una pequefa luz delimitada por células dotadas de un
prominente nucleo con ostensibles nucleolos. Células de nucleo
hipercromatico aparentemente picnético con citoplasma retraido. H.E., 40x
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Figura n® 10: Carcinoma intraductal de tipo micropapilar.

A. Ductos distendidos que presentan cortas proyecciones intraluminales
perpendicularmente dispuestas con respecto a la basal ductal. H.E., 2,5 x

B. Tales proyecciones estan constituidas por una unica poblacién celular
que presenta hipercromatismo nuclear (con las caracteristicas barras
trabeculares). A este aumento ya puede comprobarse que carecen de
estroma vasculo-conectivo. H.E., 10 x

C. Obsérvese como la base de implantacién de dichas barras trabeculares
es mas estrecha que el vastago y también cédmo el extremo apical es
bulboso y de mayor anchura. Se comprueba la ausencia de estructuras
estromicas. H.E., 20 x

D. Existe monotonia citolégica y nicleos homogéneos con un pequefio
nucleolo. H.E., 40 x
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Figura n? 11: Carcinoma lobulillar in situ.

A. Acinos lobulillares distendidos de contorno periférico romo que estan
ocupados por una poblacién celular homogénea. H.E., 10 x

B. Obsérvese la caracteristica morfologia en saco de perdigones(nucleos
redondos de tamafio homogéneo instalados sobre un fondo claro). H.E.,
20 x

C y D. Las células neoplasicas presentan contornos poligonales,
citoplasma translicido y nucleo redondeado con pequefios nucleolos.
H.E., 63 x



Figura n9 11 Iconografia
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Figura n? 12: Carcinoma lobulillar in situ.

A. Acinos lobulillares distendidos por la presencia de pequenas células.
H.E., 10 x

B. En las porciones periféricas algunos acinos todavia presentan
pequenas luces intercelulares (signo morfolégico de la hiperplasia lobulillar
atipica pre-existente). H.E., 20 x

C. Aun cuando no existe la monotonia citolégica propia del carcinoma
lobulillar in situ convencional ni la clasica morfologia acinar en "saco de
perdigones”, la ocupacién de los acinos es completa y la distension es
muy pronunciada. H.E., 40x '

D. Obsérvense los nucleos con pequefios nucleolos y cromocentros. H.E.,
63 x '
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Figura n? 13: Carcinoma ductal infiltrante de tipo comedo.

A.Ductos con patron caracteristico de comedocarcinoma. En la franja
inferior existe crecimiento carcinomatoso intraductal de tipo cribiforme.
H.E.2,5 x

B. Obsérvese la caracteristica necrosis central. H.E., 10 x

C. Componente infiltrativo constituido por nidos sélidos, trabéculas y
cordones celulares que disecan irregularmente el estroma. H.E., 20 x

D. Obsérvense los nlcleos vesiculares caracteristicos con uno o varios
nucleolos. H.E., 63 x
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Figura n® 14: Carcinoma lobulillar infiltrante.

A. En la porcién central existen cinco acinos lobulillares de contorno romo
y marcadamente distendidos adoptando la caracteristica morfologia en
"saco de perdigones". A este aumento ya se aprecia el componente
infiltrativo constituido por "filas indias" de pequefas células
carcinomatosas. H.E., 2°5 x

B. El componente in situ esta constituido por pequefas células poligonales
de citoplasma claro, nacleo redondo homogéneo y morfolégicamente
monétonas. Es evidente la organizacion en "filas indias" del componente
infiltrativo. H.E., 20 x

C. En el centro exste un ducto cuyo estroma de sostén periférico contiene
células carcinomatosas constituyendo las caracteristicas "dianas
periductales”. H.E., 20 x

D. Las células carcinomatosas son de pequefio tamafo y presentan un
citoplasma vacuolado y un nucleo con escasos detalles cromatinicos. H.E.,
63 x
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Figura n2 15: Carcinoma tubular.

A. Estructuras tubuliformes delimitadas por células cuboidales de pequefio
tamano y nucleo hipercromatico. H.E., 10 x

B. A este aumento se comprueba la ausencia de delimitacion
mioepitelial..E., 20 x .

C y D. Existe hipercromatismo nuclear, atipia con anisonucleosis y resulta
patente la ausencia de células mioepiteliales. H.E., 40 x
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HIPERPLASIA DUCTAL SIN ATIPIAS.

Caso n9 Diagnostico

13
35
50
55
56
65
79
82
90
112
125
127
154
158
167

Papilomat. R - |l
Epiteliosis R - Il
Papilomat. R I
Epiteliosis R - |l
Papilomat. R - Il
Epiteliosis R - I
Papilomat. R - I
Epiteliosis R - llI
Epiteliosis R - I
Epiteliosis R - I
Epiteliosis R - Il
Epiteliosis R - Il
Papilomat. R- I
Epiteliosis R - I
Epiteliosis R - Il

A.

33.45
32.71

19.92
38.69
25.74
32.96
23.84
35.17
26.86
36.74
24.57
36.27
25.64
27.13
43.36

P. oM
21.74 7.10
21.35 6.97
16.85 5.51
22.94 7.34
18.77 6.12
21.36 7.31
17.88 5.83
21.79 7.19
19.18 6.07
22.62 7.33
18.38 6.01
29.29 7.25
21.28 6.58
19.87 6.84
24.28 7.93
TABLA N91:

FA

0.98
0.98
0.98
0.99
0.99
0.98
0.99
0.99
0.99
0.98
0.99
0.98
0.98
0.99
0.99

HIPERPLASIA DUCTAL CON ATIPIAS.

Caso n9 Diagnostico

27 Papilomatosis lll
40 Papilomatosis llI
61 Epiteliosis R - llI
73 Papilomatosis Il
74 Papilomatosis lll
77 Epiteliosis R - Il
85 Papilomatosis |lI
155 Hip. Ductal R - Il
147 Hip. Ductal R - llI
163 Hip. Ductal R - 1lI
ABREVIATURAS:

A

53.73
33.84
28.25
30.16
2043
30.78
40.28
90.18
37.62
39.24

PP OM
27.43  9.04
2173 7.10
1971 6.24
2247 681
2016 6.39
2739 7.9
2352 7.83
34.81 10.84
2265 75
23.06 7.21

TABLA N9 2:

FA

0.99
1.02
0.99
0.96
0.99
0.96
0.99
0.99
0.99
0.99

RECLUS
FP Citofot
0.88 1.25 Aneupl
0.89 1 Diploide
0.86 1 Diploide
0.92 1.25 Aneupl
0.91 1 Diploide
0.88 1 Diploide
0.93 1.4 Aneupl
0.92 1.25 Aneupl
091 1 Diploide
0.91 1 Diploide
0.91 1.75 Aneup
0.91 1 Diploide
0.81 1 Diploide
0.85 1 Diploide
0.92 1 Diploide
RECLUS
FP Citofot
0.89 2.25 Aneupl
0.88 1 Diploide
091 1 Diploide
0.80 1.25 Aneupl
0.90 1.4 Aneupl
0.74 1 Diploide
0.90 1 Diploide
0.91  1.25 Aneupl
0.91 1 Diploide
0.92 1 Diploide

Tablas

CMF |

1 Diploide
1 Diploide
1 Diploide
1 Diploide
1 Diploide
1 Diploide
1.2 Aneupl
1 Diploide
1 Diploide
1 Diploide
1 Diploide
1 Diploide
1 Diploide
1 Diploide
1 Diploide

CMF

1 Diploide
1 Diploide
1 Diploide
1 Diploide
1.2 Aneupl
1 Diploide
1 Diploide
2.2 Aneupl
1 Diploide
1 Diploide

A = Area (jj. 2); P = Perimetro (n); 0 M = Diametro maximo (|i); FA = Factor forma area
FP = Factor forma perimetro; Citofot = Citofotometria; CMF= Citometria de flujo
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| Caso

26
39
4
60
86
92
100
102
115
118
119
133
156

Caso n2 Diagnostico

CARCINOMA

Diagnostico

Ca.
Ca.
Ca.
Ca.
Ca.
Ca.
Ca.
Ca.
Ca.
Ca.
Ca.
Ca.
Ca.

CARCINOMA PAPILAR NO

Intraductal
Intraductal
Intraductal
Intraductal
Intraductal
Intraductal
Intraductal
Intraductal
Intraductal
Intraductal
Intraductal
Intraductal

Intraductal

48 Ca.Papilar Int
108 Ca.Papilar Int
128 Ca.Papilar Int
130 Ca.Papilar Int
134 Ca.Papilar Int
138 Ca.Papilar Int
141 Ca.Papilar Int

|| 145 Ca.Papilar Int
ABREVIATURAS:

A

42.88
42.41

36.82
30.84
53.55
52.80
32.07
38.18
34.16
44.87
59.36
62.89
92.25

A.

48.79
51.46
34.90
42.88
51.29
31.91

42.36
49.81

INTRADUCTAL

P.

24.36
23.80
22.33
20.35
26.83
26.95
21.02
23.14
21.79
28.45
28.27
20.57
35.71

oM

8.04
7.77
7.35
6.57
8.79
8.43
6.57
7.33
7.18
8.33
8.88
9.73
11.67

TABLA N23

P. oM
25.93 8.62
26.44 8.36
21.63 6.71
24.42 8.01
26.55 8.47
20.83 6.60
23.85 7.87
26.06 8.29

TABLA N24

FA

0.99
0.99
0.99
0.99
0.99
0.99
0.99
0.99
0.98
0.97
0.99
0.98
0.98

FA

0.99
0.99
0.99
0.99
0.98
0.95
0.99
0.99

FP Citofot
0.90 1 Diploide
0.92 1 Diploide
0.92 1 Diploide
0..92 1.5 Aneupl
0.92 1 Diploide
0.92 1 Diploide
0.90 1 Diploide
0.89 1 Diploide
0.90 1 Diploide
0.84 1 Diploide
0.92 1.75 Aneup
0.89 1 Diploide
0.89 2.4 Aneupl
INVASOR
FP Citofot
0.90 1.4 Aneupl
0.91 1.5 Aneupl
0.92 1 Diploide
0.90 1 Diploide
0.90 1.25 Aneupl
0.92 1 Diploide
0.92 1.25 Aneupl
0.91 1.4 Aneupl

Tablas

CMF |

1 Diploide
1 Diploide
1 Diploide
1.2 Aneupl
1 Diploide
1 Diploide
1 Diploide
1 Diploide
1 Diploide
1 Diploide
1 Diploide
1 Diploide
1 Diploide |

CMF

1.1 Diploide
1 Diploide
1 Diploide
1 Diploide
1 Diploide
1 Diploide
1.4 Aneupl
1.7 Aneupl |

A = Area (ji. 2); P = Perimetro (p); 0 M = Didametro maximo (|x); FA = Factor forma area
FP = Factor forma perimetro; Citofot = Citofotometria; CMF= Citometria de flujo
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CARCINOMAS

Caso n2 Diagnostico

2
3

5
10
17
20
31
44
46
59
64
83
84
87
89
91
93
95
98
99
101
103
104
105
107
114
120
136
137
142
149
153
160

Ca.
Ca.
Ca.
Ca.
Ca.
Ca.
Ca.
Ca.
Ca.
Ca.
Ca.
Ca.
Ca.
Ca.
Ca.
Ca.
Ca.
Ca.
Ca.
Ca.
Ca.
Ca.
Ca.
Ca.
Ca.
Ca.
Ca.
Ca.
Ca.
Ca.
Ca.
Ca.
Ca.

Tubular
Ductal Inf
Ductal Inf
Ductal Inf
Ductal Inf
Tubular
Tubular
Tubular
Ductal Inf
Apocrino
Ductal Inf
Ductal Inf
Ductal Inf
Ductal Inf
Ductal Inf
Ductal Inf
Ductal Inf
Ductal Inf
Ductal Inf
Ductal Inf
Coloide
Medular
Ductal Inf
Ductal inf.
Papilar Inf.
Ductal Inf
tubular
Medular
Ductal Inf
Ductal Inf.
Lob. Infilt.
Ductal Infilt.
Lob. Infilt.

INFILTRANTES

A.

46.02
42.60
56.34
41.85
4416
41.22
59.09
18.84
70.68
63.00
51.42
27.86
57.20
58.85
7219
40.64
44.50
50.83
68.99
52.47
64.64
42.66
42.34
45.12
56.98
75.00
97.74
50.88
50.89
56.98
33.03
43.16
44.02

P.

25.26
26.18
28.66
23.71

24.89
23.90
28.88
16.11

31.71

29.03
27.81

19.68
27.76
28.23
31.16
26.14
24.88
26.32
30.66
26.82
30.18
25.05
24.07
25.33
27.99
32.18
36.43
26.91

27.00
27.99
2242
25.20
24.62

135

oM

9.04
9.24
9.62
7.93
8.31
7.66
9.16
5.20
10.39
9.07
8.72
6.64
9.01
9.05
9.90
8.53
7.58
8.53
9.63
8.62
9.82
8.67
8.19
8.78
8.90
10.26
11.39
8.33
8.32
8.90
7.01
8.41
7.93

FA

0.98
0.98
0.99
0.98
0.98
0.99
0.98
0.99
0.98
0.99
0.97
0.99
0.99
0.99
0.99
0.97
1.00
0.99
0.99
0.99
0.99
0.97
0.98
0.98
0.99
0.94
0.99
0.99
0.99
0.99
0.98
0.98
0.98

F. P

0.91

0.82
0.85
0.92
0.88
0.90
0.89
0.91

0.86
0.92
0.85
0.89
0.92
0.92
0.91

0.87
0.91

0.91

0.91

0.91

0.89
0.84
0.90
0.86
0.90
0.90
0.92
0.88
0.88
0.90
0.89
0.82
0.90

TABLA Nfi5

Citofot

2 Tetrapl.
1.6 Aneupl
1 Diploide
1.9 Tetrapl.
2 Tetraplo.
1 Diploide
1.75 Aneup.
1 Diploide

2 Tetrapl.
1.5 Aneupl.
1 Diploide

1 Diploide
1.75 Aneupl
1 Diploide
1.5 Aneupl.
1 Diploide

2 Tetrapl.

1 Diploide
1.9 Tetrapl.
1 Diploide
2.4 Aneupl.
1 Diploide
1.5 Aneupl.
1.7 Aneupl.
1.4 Aneupl.
1.5 Aneupl.
1.25 Aneupl.
1 Diploide
1.75 Aneupl.
1.47 Aneupl
1.25 Aneupl.
1.5 Aneupl.
1.8 Aneupl.

Tablas

CMF

1 Dipl.

1 Dipl.

1.4 Aneup ||
1.7 Aneup
2.1 Tetrapl
1 Diploide
1 Diploide
1 Diploide
1.2 Aneup.
1 Diploide
1.3 Aneupl
1 Diploide
1.5 Aneupl
1.6 Aneupl
1 Diploide
1 Diploide
1 Diploide
1.3 Aneupl
2.1 Tetrapl
1.1 Diploid
1.8 Aneupl
1 Diploide
1 Diploide
1 Diploide
1 Diploide
2.1 Tetrapl
1 Diploide
1.6 Aneupl
2 Tetrrapl.
1.7 Aneupl
1.1 Aneup
2.4 Aneupl
1.5 Aneupl



HIPERPLASIA LOBULILLAR SIN ATIPIAS.

Caso n2 Diagnostico

6
7

9
14
16
21
34
38
47
57
62
63
68
70
71
78
88
94
%
97
113
116
129
135
139
151
162
164
124
147

Hip.
Hip.
Hip.

Hip

Hip.
Hip.
Hip.
Hip.
Hip.
Hip.
Hip.
Hip.
Hip.
Hip.
Hip.
Hip.
Hip.
Hip.
Hip.
Hip.
Hip.
Hip.
Hip.
Hip.
Hip.
Hip.
Hip.
Hip.
Hip.
Hip.

Lob.
Lob.
Lob.
Lob.
Lob.
Lob.
Lob.
Lob.
Lob.
Lob.
Lob.
Lob.
Lob.
Lob.
Lob.
Lob.
Lob.
Lob.
Lob.
Lob.
Lob.
Lob.
Lob.
Lob.
Lob.
Lob.
Lob.
Lob.
Lob.
Lob.

R-1I
R-1I
R-1
R- I
R-1I
R-1I
R-1I
R-1
R-1I
R-1I
R-1
R-1
R-1
R-1I
R-1I
R-1
R-1I
R-1
R-1I
R-1
R-1
R-1
R-1
R-1
R-1
R-1
R-1
R-1I
R-1I
R-1

A.

29.46
37.38
32.72
32.71

31.25
30.70
31.11

33.25
27.66
31.62
24.56
32.90
41.70
20.75
30.18
32.96
41.42
27.60
32.40
26.71

30.81

29.13
31.32
35.55
30.34
16.16
33.11

24.30
36.92
32.10

P.

20.48
22.77
21.30
21.14
20.91

20.58
20.76
21.63
19.54
20.62
18.68
21.35
32.42
20.89
27.23
20.96
23.80
19.63
21.39
19.28
20.61

20.08
20.67
22.61

22.34
15.36
21.47
18.35
22.35
20.98

TABLA N26

136

OM FA

7.05
7.48
7.09
7.20
6.73
6.85
6.75
6.88
6.38
6.60
6.33
7.05
8.78
7.06
7.46
6.96
7.73
6.16
6.99
6.23
7.01

6.74
6.75
7.28
7.33
4.90
6.98
5.98
7.43
6.71

0.99
0.98
0.98
0.99
0.98
0.98
0.98
0.99
0.99
0.99
0.97
0.99
0.95
0.98

0.99
0.99
0.99
0.99
0.99
0.98
0.99
0.99
0.99
0.98
0.99
0.99
0.99
0.99
0.99

FP

0.87
0.89
0.89
0.91

0.89
0.90
0.90
0.89
0.90
0.93
0.86
0.90
0.80
0.87
0.72
0.93
0.90
0.90
0.88
0.89
0.90
0.90
0.92
0.87
0.83
0.88
0.89
0.90
0.92
0.91

Tablas

RECLUS - 1l

Citofot CMF

1.25 Aneup 1 Diploide
1.75 Aneupl 1 Diploide
1.9 Tetrapl. 1 Diploide
1 Diploide 1 Diploide
1 Diploide 1 Diploide
1 Diploide 1.2 Aneup
1.5 Aneupl. 1 Diploide
1.4 Aneupl. 1 Diploide
1 Diploide 1 Diploide
1 Diploide 1 Diploide
1 Diploide 1 Diploide
2 Tetrapl. 2.2 Aneup
1 Diploide 1 Diploide
1 Diploide 2 Tetrapl

1 Diploide 1 Diploide
1.4 Aneupl. 1 Diploide
1.25 Aneupl. 1 Diploide
1 Diploide 1 Diploide
1.4 Aneupl 1 Diploide
1.25 Aneupl 1 Diploide
1 Diploide 1 Diploide
1.4 Aneupl. 1 Diploide
1 Diploide 1 Diploide
1 Diploide 1.5 Aneupl
1 Diploide 1 Diploide
1 Diploide 1 Diploide
1 Diploide 1 Diploide
1.25 Aneupl 1.1 Aneupl
1 Diploide 1 Diploide
1 Diploide 1 Diploide



Tablas

HIPERPLASIA LOBU LILLAR CON ATIPIAS. RECLUS - 1l

Caso n8 Diagnostico

1

4
15
19
28
30
32
37
42
52
58
66
122
161
165

Hip.
Hip.
Hip.
Hip.
Hip.
Hip.
Hip.
Hip.
Hip.
Hip.
Hip.
Hip.
Hip.
Hip.
Hip.

Lob.
Lob.
Lob.
Lob.
Lob.
Lob.
Lob.
Lob.
Lob.
Lob.
Lob.
Lob.
Lob.
Lob.
Lob.

R-1I
R-1I
R-1
R-1
R- 1
R-I
R-10
R-1I
R- 1
R- 1l
R- 1
R-1I
R-1
R- 1
R- 1

A

28.14
26.90
29.28
39.69
30.63
31.01

27.20
40.15
18.30
30.71

33.43
36.38
42.04
41.62
42.94

P. oM
19.90 6.61
16.40 6.44
20.16  6.71
23.18 7.76
21.09 6.74
2117  6.75
1946 6.36
23.55 7.80
15.98 5.10
20.62 6.74
21.39 6.79
22.26 7.21
24.05 7.51
24 .45 7.92
2412 7.78
TABLA N87

FA

0.98
0.98
098
0.99
0.98
0.97
0.98
0.98
0.99
0.99
0.99
0.99
0.99
0.98
0.99

CARCINOMA LOBULILLAR

Caso n8 Diagnostico

43 Ca. Lob. Insitu
49 Ca. Lob. Insitu
69 Ca. Lob. In situ
76 Ca. Lob. Insitu
150 Ca. Lob. Insitu
166 Ca. Lob. Insitu
143 Ca. Lob. Insitu
144 Ca. Lob. Insitu
BRE VIATURAS:

A.

46.02
27.82
37.59
37.36
30.82
40.61

24.50
21.38

P. oM
2526 9.04
1919 6.23
2637 7.92
2237 7.36
2054 6.67
2343 761
18.85 6.26
17.34  5.96
TABLA N88

FA

0.98
0.99
0.97
0.99
0.99
0.99
0.97
0.98

FP Citofot
0.87 1.4 Aneupl.
0.88 1.25 Aneupl.
0.89 1.4 Aneupl
0.91 1 Diploide
0.87 1.4 Aneupl
0.86 1 Diploide
0.89 1 Diploide
0.89 1 Diploide
0.89 1 Diploide
0.90 1.75 Aneupl
0.91 1 Diploide
0.91 1 Diploide
0.91 1 Diploide
0.88 1 Diploide
0.92 1.5 Aneupl
IN SITU
FP Citofot
0.91 1 Diploide
0.93 1 Diploide
0.82 1.9 Tetrapl
0.92 2.25 Aneupl
0.91 1.25 Aneupl
0.92 1.25 Aneupl
0.85 1.25 Aneupl
0.88 1.4 Aneupl.

CMF

1 Diploide
1 Diploide
1 Diploide
1 Diploide
1 Diploide
1 Diploide
1 Diploide
1.3 Aneupl
1 Diploide
1 Diploide
1 Diploide
1.5 Aneupl
1 Diploide
1 Diploide
1.1 Diploid'

CMF

1 Diploide
1 Diploide
1 Diploide
1.1 Diploid
1.1 Diploid
1.1 Diploid
1 Diploide
1 Diploide

A = Area (p. 2); P = Perimetro (p); 0 M = Diametro maximo (ji); FA = Factor forma area
FP = Factor forma perimetro; Citofot = Citofotometria; CMF Citometria de flujo
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Caso n2 Diaanostico

12 Adenosis Quistica
22 Adenosis Quistica
24 Adenosis Escleras
25 Adenosis Quistica
33 Adenosis Microgl.
36 Adenosis Tumoral
45 Adenosis Simple
5 Adenosis Simple
81 Adenosis Tumoral
146 Adenosis Simple
ABREVIATURAS:

A

33.62
27.02
37.16
40.18
26.30
33.80
25.30
30.57
42.90
21.16

ADENOSIS
P. oM
21.11 6.67
19.55 649
2312 761
2320 7.56
19.38 6.07
2189 7.38
18.72  6.37
20.67 7.02
24.21 7.48
1759 6.29
TABLA N29

FA

0.99
0.98
0.98
0.99
0.98
0.98
0.99
0.98
0.99
0.97

FP

0.91

0.88
0.87
0.92
0.90
0.88
0.89
0.89
0.91

0.84

Sitofot

1 Diploide
1.5 Aneupl.
1.5 Aneupl.
1.3 Aneupl.
1 Diploide
1 Diploide
1 Diploide
1.25 Aneup
1.25 Aneup
1 Diploide

Tablas

CMF

1
1
1
1
1
1
1
1
1
1

Diploide
Diploide
Diploide
Diploide
Diploide
Diploide
Diploide
Diploide
Diploide
Diploide

A = Area (p 2); P = Perimetro (vi); 0 M = Didametro maximo (p); FA = Factor forma area
FP = Factor forma perimetro; Citofot = Citofotometria; CMF= Citometria de flujo
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METAPLASIA APOCRINA

Caso n9 Diagnostico

23
29
53
72
75
80
152
157
159
169

Metapl. Apocrina
Metapl. Apocrina
Metapl. Apocrina
Metapl. Apocrina
Metapl. Apocrina
Metapl. Apocrina
Metapl. Apocrina
Metapl. Apocrina
Metapl. Apocrina
Metapl. Apocrina

ESCLEROSIS RAD

| Caso n9 Diagnostico

18 Esclerosis Radial
54 Esclerosis Radial
67 Esclerosis Radial
109 Esclerosis Radial
110 Esclerosis Radial
121 Esclerosis Radial
126 Esclerosis Radial
131 Esclerosis Radial
132 Esclerosis Radial
140 Esclerosis Radial
168 Esclerosis Radial
170 Esclerosis Radial
ABREVIATURAS:

A

20.55
36.79
29.60
.30.71
40.78
24.38
24.88
27.29
29.29
22.94

A

30.08
41.06
30.10
39.57
30.86
31.77
31.39
31.77
34.18
36.37
34.23
23.55

P. oM
16.60 5.43
22.53 713
19.88 6.28
20.25 6.55
23.06 7.87
18.00 5.72
18.62 9.72
19.35 6.84
20.02 6.26
17.90 6.04

TABLA N910

P. oM
20.30 6.64
23.75 7.98
20.29 6.44
23.39 7.60
20.69 6.69
20.93 6.72
20.77 6.,48
20.93 6.96
21.78 7.09
22.31 7.35
21.60 7.09
18.57 6.40

TABLA N911

FA

0.99
0.99
0.99
0.99
0.99
0.99
0.99
0.99
0.99
0.98

AL

0.98
0.98
0.93
0.99
0.99
0.99
0.99
0.99
0.99
0.99
0.99
0.98

FP

0.93
0.90
0.93
0.92
0.93
0.94
0.91

0.90
0.91

0.89

FP

0.91
0.90
0.91
0.90
0.90
0.91
0.90
0.90
0.89
0.91
0.91
0.85

Citofot

1.5 Aneupl.
1 Diploide
1 Diploide
1 Diploide
1 Diploide
1 Diploide
1.25 Aneup
1 Diploide
1 Diploide
1 Diploide

Citofot

1 Diploide
1 Diploide
1.25 Aneup
1 Diploide
1.1 Diploide
1 Diploide
1 Diploide
1 Diploide
1 Diploide
1 Diploide
1.25 Aneupl
1 Diploide

Tablas

CMF

1 Diploide
1 Diploide
1 Diploide
1 Diploide
1 Diploide
1 Diploide
1 Diploide
1 Diploide
1 Diploide
1 Diploide

CMF

1 Diploide
1 Diploide
1 Diploide
1.5 Aneupl
1 Diploide
1 Diploide
1 Diploide
1 Diploide
1 Diploide
1 Diploide
1 Diploide
1 Diploide

A = Area (ti 2); P = Perimetro ((i); 0 M = Diametro maximo (p.); FA = Factor forma area;
FP = Factor forma perimetro; Citofot = Citofotometria; CMF Citometria de flujo
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H. Lobulillar s/a
H. Lobulillar c/a
H. Ductal s/a

H. Ductal c/a
Ca. in situ Papilar
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Adenosis
Metapl. Apocrina
Esclr. Radial
Ca. Ductal Infiltr.
Ca. Tubular

Ca. Apocrino
Ca. Coloide
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Ca. Medular

Ca. Papilar

ESTADISTICA DESCRIPTIVA DE LAS VARIABLES MEDIDAS POR MORFOMETRIA

Area

Media
31.26
33.23
30.80
41.35
4418
47.93
33.26
31.80
28.72
32.91
52.10
52.58
63.00
64.64
38.53
46.77
56.98

o
p
d.s.
4.91
7.07
6.64
18.75
7.54
16.81
8.50
6.99
6.25
4.66
12.11
29.12
0
0
7.77
5.81
0

Perimetro p.

Media

21.34
21.19
2117
24.29
24.46
25.58
21.67
20.94
19.62
21.28
26.97
26.12
29.03
30.18
23.52
25.98
27.99

d.s.

2.86
2.59
3.05
451

2.22
4.29
3.22
2.16
2.02
1.42
297
7.41

1.56
1.32

Diametro
Maximo

Media d.s.
6.90 0.65
6.95 0.74
6.76 0.70
6.70 2.22
7.87 0.79
7.43 1.96
713 1.050.
6.89 59

6.78 1.25
6.95 0.49
7.84 2.60
6.49 3.27
9.07 0

9.82 0

7.47 0.65
8.50 0.24
8.90 0

Forma

Media
0.99
0.98
0.99
0.99
0.98
0.99
0.98
0.98
0.99
0.98
0.98
0.99
0.99
0.99
0.98
0.98
0.99

d.s.

0.01
0.01
0.01
0.02
0.01
0.01
0.01
0.01

0.02
0.01
0.01

Forma
Perimetro
Media d.s.
0.88 0.04
0.89 0.02
0.89 0.03
0.88 0.06
0.91 0.01
0.90 0.02
0.89 0.04
0.89 0.02
0.92 0.02
0.90 0.02
0.89 0.03
0.91 0.01
0.92 0
0.89 0
0.90 0.01
0.86 0.03
0.90 0

N2

casos

30

Frec.

18.3%
91 %
9.1 %
6.1 %
4.9 %
79 %
4.9 %
6.1 %
6.1 %
7.3 %
12.8%
3.0%
0.6 %
0.6 %
1.2%
1.2%
0.6 %



Tablas

ANALISIS ESTADISTICO DE LAS LESIONES MEDIANTE LA T de STUDENT

OCTCXITW®

CTUCIT®

AREA Y PERIMETRO

4

AREA

GRUPO

2 3

P, WON

4

*

PERIMETRO
GRUPO

2 3

*
*
*
*

01T >WIN

1 2
* *
*p<0.05

4

*

3

*

?

GRUPO DE LESIONES DUCTALES

Gr 1 Carcinomas

Gr 2.- Hiperplasia Ductal sin atipias

« Gr3.- Hiperplasia Ductal con atipias
Gr 4.- Carcinoma Papilar Intraductal
Gr 5.- Carcinoma in situ intraductal

*p <0.05

Tabla n913

GRUPO DE LESIONES DUCTALES

Gr 1 Carcinomas

Gr 2.- Hiperplasia Ductal sin atipias
Gr 3.- Hiperplasia Ductal con atipias
Gr 4.- Carcinoma Papilar Intraductal
Gr 5 - Carcinoma in situ intraductal

*a

*p <0.05

Tabla n9 14

Gr 1 Adenosis

Gr 2.- Metaplasia Apocrina

Gr 3.- Esclerosis Radial

Gr 4 - Hiperplasia Ductal con atipias +
Carcinoma Papilar in situ intraductal

Tabla n915
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Tablas

ANALISIS ESTADISTICO DE LAS LESIONES MEDIANTE 2

CITOMETRIA ESTATICA

GRUPO DE LESIONES DUCTALES
GRUPO
Gr 1 Carcinomas Ductal Infiltrante
2 3 4 5 Gr 2.- Hiperplasia Ductal sin atipias
«  Gr 3.- Hiperplasia Ductal con atipias
Gr 4.- Carcinoma Papilar Intraductal

Gr 5.- Carcinoma in situ intraductal

*a

OUTCxIx®
~aRWN

*p <0.05
Tabla n916

CITOMETRIA ESTATICA Gr 1 Adenosis

Gr 2.- Metaplasia Apocrina

Gr 3.- Esclerosis Radial

Gr 4.- Hiperplasia Ductal con atipias +
Carcinoma Papilar in situ intraductal

Tabla n917

CITOMETRIA DE FLUJO

GRUPO DE LESIONES DUCTALES
GRUPO

2 3 4 5

Gr 1.- Carcinomas Ductal Infiltrante

Gr 2.- Hiperplasia Ductal sin atipias

« Gr3.- Hiperplasia Ductal con atipias
Gr 4.- Carcinoma Papilar Intraductal
Gr 5.- Carcinoma in situ intraductal

*

OUTCxIT®
~abhWN

*p < 0.05

Tabla n918

CITOMETRIA DE FLUJO Gr 1 - Adenosis
Gr 2.- Metaplasia Apocrina
1 2 3 Gr 3.- Esclerosis Radial
4 * * * Gr 4.- Hiperplasia Ductal con atipias +

Carcinoma Papilar in situ intraductal
*p<0.05

Tabla n919
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DISCUSION :

Al valorar los resultados obtenidos por otros grupos y por nosotros en lo
concerniente a la morfometria y citofotometria de la mastopatia proliferativa (con
o sin atipias) y del carcinoma in situ, conviene hacer dos precisiones iniciales.

En primer lugar, debemos constatar que éstas lesiones han sido
catalogadas de acuerdo con criterios histopatoldgicos (pues no existen
clasificaciones citogenéticas, bioquimicas, morfométricas, etc.) y
'secundariamente cuantificadas siguiendo la conducta habitual en la bibliografia.
Por consiguiente, si un determinado grupo de investigadores sobrediagnostica
o infradiagnostica histopatolégicamente la mastopatia proliferativa con atipia
(por poner un ejemplo), se obtendran unos ulteriores resultados cuantitativos
que, pudiendo tener un valor operativo entre los miembros del grupo, no
resultan comparables a las mediciones de lesiones etiquetadas con un mismo
diagndstico por otro grupo.

Esta supuesta subjetividad desapareceria si se comparasen los resultados
citofotométricos de diversos grupos de trabajo que clasificasen
sistematicamente las lesiones (objeto de comparacién) de acuerdo con criterios
citofotométricos. Lo mismo vale invirtiendo el orden de las técnicas

En segundo lugar, podria muy bien ocurrir que un determinado tipo de
lesién con signos histopatolégicos bien caracterizados y, por consiguiente, con
alta concordancia intersubjetiva por parte de los patdélogos, corresponda en
realidad a un conjunto heterogéneo de procesos con distinto significado
biolégico. Asi, en hematopatologia, nadie se escandaliza ante la idea de que la
leucemia morfolégicamente linfoblastica, constituye un grupo enorme de
procesos con caracteristicas inmunoldgicas, cinéticas, citogenéticas, etc.
marcadamente dispares.

Se acepta que, en la génesis de un carcinoma de mama, existen unos
estadios morfolégicamente identificables que incluyen a la hiperplasia florida sin
atipias, hiperplasia atipica, carcinoma in situ y, eventualmente, carcinoma
invasor. (CADY, 1990; GALLAGER, 1980; PAGE, 1987); de forma que la
hiperplasia atipica es, o bien un marcador de incremento de riesgo de cancer de
mama, o bien es por si misma, una lesién premaligna (BLACK, 1969; PAGE,
1985; WELLINGS, 1975).
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PAGE y col (1985) en un estudio de seguimiento realizado sobre una
" extensa serie de mujeres que presentaban hiperplasia atipica, encuentran que
el riesgo relativo de padecer carcinoma ductal infiltrante de mama es 4 veces
superior al que presentan aquellas mujeres que no padecen esta lesion.

Basados en estas premisas, establecemos la importancia de éstas lesiones
como base para realizar sobre ellas técnicas especiales como son la
morfometria y la cuantifiacion de ADN.

MORFOMETRIA:

En los ultimos afos se han publicado numerosos trabajos que hacen
referencia al estudio de la morfometria nuclear en relacién con el cancer de
mama (DZIURA, 1979; ZAJDELA, 1979; VAN BOGAERT, 1980; CORNELISSE,
1981; BAAK, 1982; VAN DER LINDEN, 1986). Los parametros medidos han sido
muy variados, incluyendo desde el area y perimetro nuclear hasta los diametros
maximos y minimos y factores de forma. El material empleado en dichos trabajos
ha variado desde extensiones citolégicas (DZIURA, 1979, BOON, 1982), hasta
bloques de tejido incluidos en parafina. Por otra parte, hemos encontrado menor
cantidad de estudios referidos a lesiones benignas y a su comparaciéon con
lesiones malignas.

Nosotros hemos analizado el area, perimetro, didmetro maximo y dos
factores de forma en una serie de lesiones benignas y borderline y las hemos
comparado con lesiones malignas. Hallamos que el parametro mas
discriminante ha sido el area nuclear junto con el perimetro, atendido que son
con los que mejor hemos podido separar cada una de las lesiones, desde las
hiperplasias sin atipias hasta el carcinoma infiltrante. Aunque en la bibliografia,
los parametros morfométricos mas utilizados han sido, con diferencia, el area
nuclear (DZIURA, 1979; BOON, 1982, BAAK, 1985, PIENTA, 1991. Segun KING
(1991), el &rea nuclear y la forma del nucleo (perimetro 2/ area) permiten
separar las lesiones no proliferativas de las hiperplasias atipicas y los
carcinomas. '

BHATTACHARJEE (1985), utiliza tres aspectos morfométricos (area, eje
mayor y eje menor) para diferenciar las epiteliosis de los carcinomas
intraductales y, asi mismo, encuentra que el area nuclear es el aspecto
morfométrico que mejor discrimina las lesiones.
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Aunque aplicado a un tema que no nos ocupa directamente, como es la
prediccién prondstica de pacientes con cancer de mama, (BAAK, 1985) y
SHARKEY, 1983), también encuentran que la media del area nuclear, junto con
otros parametros no morfométricos, como son el grado histolégico, estado de los
ganglios linfaticos, indice de actividad mitética e indice de celularidad, son los
mas importantes predictores del prondstico de éstas pacientes.

Por el contrario, VAN DER LINDEN (1986 a) y VAN DER LINDEN (1986 b),
en un estudio de carcinomas de mama y de sus metastasis axilares, no
“encuentran el area nuclear como un parametro morfométrico discriminante para
predecir recurrencias, si no que le fueron mas utiles el factor forma (4n x
area/perimetro 2) y la relacién de ejes de la célula.

A pesar de estos resultados, si bien el diametro nuclear, asi como los
factores de forma, han sido utilizados en la mayoria de los estudios
morfométricos, se han mostrado menos discriminantes que el area nuclear y, por
ello, sus resultados han sido menos utilizados (PIENTA, 1991).

Al igual que TOSI (1985), hemos encontrado que los factores de forma
proporcionan resultados muy similares en todos los tipos de lesiones, por lo que
ni siquiera hemos podido separa, basados en éstos parametros, las lesiones
benignas de las malignas. Ello es debido, quizas, a que los nucleos de las
lesiones estudiadas pueden ser grandes o pequefios, pero normalmente son de
perfiles regulares.

Por el contrario, para VAN DER LINDEN (1986 a) y VAN DER LINDEN
(1986 b), el factor de forma si que fué un predictor de recurrencias (p<0.05) en
un estudio comparativo de dos grupos de pacientes con y sin recurrencia.

La mayoria de los autores no utilizan factores de forma en sus trabajos de
morfometria en la patologia mamaria (MAEHLE, 1982, BHATTACHARJEE, 1984,
UITERLINDE, 1988;, CAVALLARI, 1990; PIENTA, 1991).

La media del area nuclear y del perimetro, en nuestro trabajo, fué de valor
considerable para distinguir diferentes tipos de procesos dentro del grupo de
lesiones ductales y dentro del grupo de patologia varia, pero no fue asi para
distinguir a los diferentes tipos de procesos dentro del grupo de lesiones
lobulillares.
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En efecto, analizando nuestros resultados, encontramos que, por término
medio, los nucleos procedentes de las hiperplasias ductales sin atipias (media
del area nuclear de 31.26 u2) son mas pequeiios que los procedentes de las
hiperplasias ductales con atipias (4rea nuclear media de 33.23 u2) y éstos a su
vez mas pequeiios que los procedentes de los carcinomas in situ, ya sean de
tipo papilar (media del 4rea nuclear de 44.18 p2) o intraductal, (media del area
nuclear de 47.93 u2), comedo o no comedo. De la misma forma, también
podiamos distinguir perfectamente a todas estas lesiones previamente citadas
de los carcinomas ductales infiltrantes (media del area nuclear de 52.10 ue) ya
que éstos ultimos muestran los nlcleos mas grandes. Como vemos,
efectivamente, existe una progresion creciente desde la hiperplasia ductal sin
atipias hasta el carcinoma ductal infiltrante, de manera que los nucleos mas
pequefnos corresponden a la hiperplasia ductal sin atipias y los mas grandes a
los carcinomas infiltrantes.(Resultados que han sido estadisticamente
significativos, considerando al grupo de lesiones ductales en cojunto).

Los resultados obtenidos en los perimetros nucleares han mostrado
igualmente la misma progresion creciente desde las hiperplasias ductales sin
atipias hasta los carcinomas in situ.

Numerosos autores (BAAK, 1985; UYTERLINDE, 1988; VAN DER LINDEN,
1987; PIENTA, 1991), destacan que la media del area nuclear es mayor en los
carcinomas que en las lesiones benignas. Segun CORNELISSE (1981), el area
nuclear puede discriminar el 60% de carcinomas y el 95% de lesiones
benignas.

Hallazgos similares han obtenido BHATTACHARJEE y col. (1985) que
encuentran una clara diferencia entre tejido mamario normal, epiteliosis y
carcinoma intraductal, en lo que a la media del area nuclear se refiere.

Nuestros resultados concuerdan con los obtenidos por KING y cols.
(1991), los cuales encuentran que el area nuclear sirve para separar las
lesiones no proliferativas de la hiperplasia atipica y del carcinoma infiltrante,
pero en cambio, no pueden distinguir utilizando el &rea nuclear, la hiperplasia
sin atipias de la hiperplasia con atipias. Si en lugar de considerar a la media del
area nuclear, consideran la media de diferentes parametros nucleares (area,
perimetro, diametro maximo y didmetro minimo), encuentran que existe una
transicion desde las lesiones beningas hasta las malignas, puesto que estos
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parametros mostraron un valor intermedio entre las lesiones no proliferativas y
el carcinoma intraductal o el carcinoma infiltrante.

Anélogamente GUSKI y cols. (1988) encuentran diferencias significativas
entre proliferacion epitelial sin y proliferacién epitelial con atipias.

Asi mismo, nuestros resultados concuerdan, en cierta medida, con los de
DZIURA vy col. (1979), los cuales encuentran una diferencia clara entre la media
del area nuclear en las hiperplasias ductales (no especifican si con o sin atipias)
y los carcinomas intraductales. En cambio, no pueden distinguir entre el
carcinoma intraductal y el carcinoma ductal infiltrante. Quizés debido a que solo
estudian 2 casos de carcinoma intraductal, numero claramente insuficiente para
establecer una comparacion.

Sin embargo es importante sefalar que todos los resultados observados
hasta el momento, son sélo validos cuando el estudio se realiza sobre una
amplia poblacién, ya que de éste modo podemos establecer la media de todos
los casos y obtener una cifra estimativa. Sin embargo, cuando tenemos ante
nosotros un caso individual, no podemos adoptar una conducta operativa
concreta dada la superposicién de valores de ciertos casos pertenecientes a
lesiones distintas.

Asi vemos como el caso con nicleos mas pequefios que medimos de
hiperplasia ductal sin atipias, fué de 19.92 p2 y el mas grande, fué de 43.36 p2,
claramente superponible con los resultados obtenidos en la hiperplasia ductal
con atipias cuyo rango fué de 29.43 p2 para los nlcleos mas pequefios y de
53.73 u2 para el caso con nlcleos mas grandes. A su vez, estos datos son
superponibles con los obtenidos en el carcinoma intraductal, cuyos rangos
fueron de 32.07 p2 para el caso con nticleos mas pequefios y de 92.25 2 para
el caso con nucleos mas grandes y, por ultimo, éstos datos también se
superponen con los que hemos observado en el carcinoma ductal infiltrante que
fueron de 27.86 p2 para el caso con nicleos mas pequefios y de 75.00 p2 para
el caso con nucleos mas grandes.

De éste modo, queda reflejado claramente que, si bien cada tipo de lesién
suele presentar unas cifras por dentro de unos rangos determinados, siempre
hay algun caso que se sale de los limites mas 0 menos previstos. Por ésta razén
no se debe emplear la morfometria para determinar casos aislados, si no que
debe utilizarse clinicamente haciendo media con otros casos, o por lo menos,
utilizando otros datos adicionalescomo son las caracteristicas histolégicas.
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Estas mismas consideraciones son las que hacen DZIURA y col. (1979), los
cuales también encuentran que los valores limites obtenidos en las hiperplasias
(36.4 p2 y 49.0 u2) se solapan parcialmente con los encontrados en el
carcinoma intraductal (cuyos rangos son de 47.1 p2 a 59.8 u2) y, asuvez todos
ellos se solapan parcialmente con los del carcinoma ductal infiltrante (42.7 u2 a
66.9 n2)..

En el grupo de patologia varia, nos sucedi6 lo mismo que hemos visto para
el grupo de lesiones ductales. Es decir, que tanto la adenosis, en sus cinco
~ variantes . (simple, . quistica, esclerosante, microglandular. y tumoral) con una -
media del drea nuclear de 31.80 p2, la metaplasia apocrina, con una media del
area nuclear de 28.72 u2 y la esclerosis radial, con una media del area nuclear
de 32.91 p2, fueron perfectamente comparables con la hiperplasia ductal con
atipias, cuya media del area nuclear fué de 41.35 p2 y con el carcinoma
intraductal, con una media del area nuclear de 47.93 u2 0 con el carcinoma in
situ de tipo papilar, cuya area nuclear media fué de 44.18 p2.

Al igual que sucedia con el grupo de lesiones anteriores, los rangos de la
adenosis, metaplasia apocrina y esclerosis radial, se superponen con los de la
hiperplasia ductal con atipias y carcinoma intraductal, por lo que éstos datos
sélo son valorables cuando estudiamos un numero determinado de casos en el
cual podemos efectuar la media, y menos fidedignos cuando los consideramos
individualmente. No se han efectuado comparaciones de éste tipo en la
bibliografia, por lo que no hemos podido contrastar nuestros resultados a nivel
de morfometria. Pero nuestros resultados si que apoyan la hipdtesis establecida
en el Consensus Meeting en Octubre de 1985 (HUTTER vy cols., 1986) de que la
adenosis, metaplasia apocrina y esclerosis radial, no incrementan el riesgo de
padecer cancer.

Lo mismo ha sucedido en el grupo de lesiones lobulillares, en donde
tampoco hemos podido contrastar nuestros resultados con la bibliografia, puesto
que no se han hecho estudios de lesiones lobulillares a nivel de morfometria.

Los resultados obtenidos en este grupo de lesiones, no permiten
distinguir a los diferentes tipos de lesiones tan claramente como lo hemos hecho
en el grupo de lesiones ductales. En efecto, hemos encontrado que la media del
area nuclear en las hiperplasias lobulillares sin atipias fué de 31.26 n2,
practicamente no distinguible de ia media del area nuclear obtenida en la
hiperplasia lobulillar con atipias. Lo mismo sucede con la media del area
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nuclear del carcinoma lobulillar in situ, que fué de 33.26 p2. Solo hemos medido
dos casos de carcinoma lobulillar infiltrante, cuya media del area nuclear fué de
38.53 p2, aunque consideramos que el nimero de casos es insuficiente para
establecer una comparacién. Vemos, por tanto, que a nivel de la morfometria, no
es factible separar los diferentes tipos de lesiones lobulillares. Estos resultados
son en cierta medida previsibles, puesto que histolégicamente tanto la
hiperplasia lobulillar con atipias como el carcinoma in situ, muestran una
poblacién monétona de células, mal discernibles por sus caracteristicas
morfoldgicas. (PAGE y col. , 1987).

No hemos encontrado una clara correlacidén entre los resultados obtenidos
por morfometria (area nuclear) y cantidad de ADN en cada una de las lesiones,
ya que si bien en algunos casos, efectivamente, a un area nuclear grande, le
correspondia una cantidad de ADN aneuploide por citometria (tanto estatica
como de flujo), no siempre sucedié asi y nos hemos encontrado con casos en
los que el area nuclear era grande y en cambio la cantidad de ADN fué normal
(diploide) y viceversa. Estos datos han sido corroborados por otros autores
(LOPEZ y cols., 1991).

Por el contrario, UYTERLINDE y cols. (1987) encuentran una correlacion
positiva con el Indice de ADN en el 63% de los casos. Quiza esto sea debido a
que el tamafo nuclear, aunque intrinsecamente correlacionado con el contenido
en ADN, también depende de otros factores tales como el estado metabdlico de
las células, el grado de expresién celular, etc.

201



Discusién

CITOFOTOMETRIA:

Al igual que sucede con el estudio de la morfometria, también vemos cémo
en éstos ultimos afios se han publicado numerosos trabajos que hacen
referencia al estudio del contenido de ADN de carcinomas de mama, por medio
de la citofotometria (ERHARDT, 1987; BOCKING, 1989; CHRISTOV, 1989;
MORAN, 1984; LOPEZ GINES, 1991; LEE, 1992 ...). También, aunque en menor
nimero, hemos recogido algunas publicaciones que hacen referencia al .
~contenido de ADN que presentan las lesiones behignas—borderline de la mama
(OLINICI, 1987; DE POTER, 1987; GUSKI, 1988; NORRIS, 1988; KING, 1991).

A este respecto, nosotros hemos analizado 102 lesiones benignas de
mama y 29 carcinomas in situ, en los cuales hemos estudiado la cantidad de
ADN y la hemos comparado con los carcinomas infiltrantes.

Dentro del grupo de lesiones ductales, hemos encontrado que el 66'6% de
las hiperplasias ductales sin atipias fueron diploides y el 33'3% de los casos
fueron aneuploides. Revisadas las lesiones diploides, encontramos que la
mayoria de las células mostraban un bajo contaje mitético y estos hallazgos
indican que muchas de las células en dichas lesiones se encontraban en fase
G0-G1 del ciclo celular. Los 5 casos aneuploides fueron revisados
minuciésamente y sélo uno de elios estaba asociado a un carcinoma ductal
infiltrante. Los otros 4, formaban parte del contexto de una mastopatia
fibroquistica sin atipias Reclus Il, si bien mostraron un mayor incremento en la
actividad mitética.

Nuestros resultados son discordantes a los aportados por otros autores
(KOYAMA, 1965; EMSON, 1966; DE POTTER, 1987; KING, 1991) pues todos
ellos encuentran una distribucién de ADN diploide o diploide-tetraploide,
mientras que nuestra distribucién , si bien mayoritariamente es diploide,
encontramos un 30% aproximadamente de aneuploidias.

Por contra, estos hallazgos concuerdan con los de IZUO y col. (1971b), el
cual encuentra que 5 casos de 26 papilomatosis fueron aneuploides. Estos 5
casos aneuploides estaban dentro del grupo de pacientes que con posterioridad
desarrollaron carcinoma. Nosotros podemos afirmar que sélo uno de ellos era
concomitante con un carcinoma. De los otros 4, hasta el momento, no tenemos
conocimiento de que hayan desarrollado carcinoma. Si ésto ocurriera, el valor
prondstico de este resultado seria altamente significativo para la clinica.
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En las hiperplasias ductales con atipias, también encontramos que el 60%
de los casos fueron diploides, mientras que el 40% fueron aneuploides. Vemos
cdémo aqui ha aumentado ligeramente el porcentaje de casos aneuploides,
coincidiendo con los resultados obtenidos por TEPLIZ (1990), los cuales
encuentran que la mitad de sus casos fueron euploides y la otra mitad fueron
aneuploides. Asi mismo, CARPENTER y cols. (1987) obtienen similares
resultados a los nuestros, es decir, el 30% de las lesiones proliferativas con
atipias fueron aneuploides.

- Por el contrario, DE POTTER y cols. (1987) observan que 6 de 7 -
hiperplasias atipicas eran diploides-tetraploides y la restante, tetraploide, pero
no encontraron ningun caso aneuploide.

Revisados nuestros casos aneuploides, observamos que todos ellos,
menos uno, estaban asociados o bien a un carcinoma de tipo intraductal o bien
a un carcinoma infiltrante.

En los carcinomas in situ de tipo intraductal, encontramos que el 61'5%
fueron diploides (8/13), el 23°2% fueron aneuploides (3/13) y 2 casos fueron
tetraploides. Los 3 casos aneuploides fueron de tipo comedo que, sabemos por
histologia, son citolégicamente polimorfos. Los 2 casos tetraploides mostraron
un patrén solido. Esta distribucién fué debida quizas al incremento de la sintesis
de ADN en la preparacién de las células para la division.

En cambio en los carcinomas in situ de tipo papilar, encontramos que sdlo
el 37'5% de los casos eran diploides (3/8), mientras que el 62°5% fueron
aneuploides (5/8) semejandose mas sus rasgos citofotométricos a los del
carcinoma infiltrante. De estos aneuploides, 2 de ellos estaban asociados a un
carcinoma papilar infiltrante, pero los otros 3 estaban claramente circunscritos
en su basal.

Vemos por tanto que existe una clara discordancia entre un tipo
(intraductal) y otro (papilar in situ) no explicable en base a los presentes
analisis.

Resultados similares son los observados por KOYAMA (1965), EMSON
(1967) CARPENTER y cols. (1987) , ERHARDT Y cols§. (1987) y ERICSON
(1992), los cuales también encuentran una distribucion de ADN en los
carcinomas in situ entre diploide y aneuploide, predominando ésta ultima, sobre
todo en los casos de carcinoma in situ asociado a carcinoma infiltrante. Asi
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mismo, DE POTTER y cols. (1987), también encuentran un aumento de las
aneuploidias en los carcinomas in situ.

Estos hallazgos sugieren la hipétesis de que las lesiones aneuploides de
la mama muestran un mayor riesgo de progresar hacia un carcinoma invasor y
que el estudio del contenido en ADN celular podria ser la base para establecer
un indice prondstico para el desarrollo de lesiones invasoras.

Los carcinomas ductales infiltrantes estudiados, mostraron un mayor
- porcentaje de casos aneuploides y tetraploides, disminuyendo el numero de
casos diploides, hallazgo que hemos encontrado también en el resto de la
bibliografia (AUER y cols. (1980), ERHARDT vy cols. (1986), GUAZZI y cols.
(1985), KEYHANI-ROFAGHA, (1990), PIENTA (1989) ...

Asi pues, viendo nuestros resultados no resulta factible diferenciar
claramente por esta técnica a las hiperplasias ductales con atipias del
carcinoma in situ de tipo intraductal, aunque si del carcinoma in situ de tipo
papilar. Estos datos apoyarian el trabajo aportado por VISSCHER vy cols. (1991)
que encuentran un significativo contenido anormal de ADN en las hiperplasias
ductales atipicas, similar al encontrado en los carcinomas in situ de bajo grado.

Estos datos también apoyarian la hipétesis de que las hiperplasias
ductales atipicas aneuploides tengan una mayor predisposicidon a desarrollar
un carcinoma in situ y que, a su vez, tendrian mayor tendencia a transformarse
en un carcinoma invasor. Este ultimo, al ser aneuploide, tendria también un
comportamiento mas agresivo, demostrado en otros trabajos (ERHARDT y col.
1987) en los cuales se ha estudiado concomitantemente la cantidad de ADN
presente en un carcinoma in situ y un carcinoma infiltrante en un mismo
paciente. Ambos muestran la misma distribucién de ADN, es decir, si uno era
diploide, el otro también y viceversa, si uno era aneuploide, el otro también.

En el grupo de lesiones lobulillares, hallamos que el porcentaje de
aneuploidias fue creciendo, aunque de forma minima desde las lesiones menos
agresivas a las mas agresivas, de forma que encontramos que en la hiperplasia
lobulillar sin atipias, el 33'3% de los casos fueron aneuploides y el 6'6%,
tetraploides; en la hiperplasia lobulillar con atipias, el 46'6% de los casos fué
aneuploide y no hubo casos tetraploides, mientras que en el carcinoma lobulillar
in situ, el porcentaje de casos aneuploides fué del 37°5 y 12'5% fueron
tetraploides. Por consiguiente, en este tipo de alteraciones, si que podemos
separar cada tipo de lesién, aunque de forma minima.
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Estos resultados no han podido ser contrastados en la bibliografia, puesto
que en la linea lobulillar no se ha realizado este tipo de estudio. Solo hemos
podido encontrar un trabajo de LUDWIG y col. (1973) referente al contenido en
ADN del carcinoma lobulillar in situ viendo que 1 caso de 8, fué aneuploide,
mientras que los otros 7 mostraron una distribucién diploide-tetraploide.

En lo que respecta al grupo de patologia varia, las cosas estan mas claras,
ya que hay una gran diferencia entre metaplasia apocrina y esclerosis radial por
un lado, comparadas con las lesiones con atipias, ya sean ductales o
~lobulillares. Asi, mientras que en la metaplasia apocrina y esclerosis radial el -
porcentaje de casos diploides fué respectivamente de 80% y 83°33%, ya hemos
visto que en la hiperplasia ductal con atipias fué del 60%, en el carcinoma in situ
de tipo intraductal del 61°5%, en el de tipo papilar del 37'5% y en la hiperplasia
lobulillar con atipias y carcinoma lobulillar in situ, del 50% aproximadamente,
luego existe efectivamente una diferencia clara entre las primeras lesiones y las
ultimas, que segun HUTTER, no incrementan el riesgo de padecer cancer.

Revisados los casos nuevamente a nivel de microscopia optica, se
comprobd que un caso de esclerosis radial que fué aneuploide estaba asociado
a un carcinoma invasor de tipo tubular, no sucediendo lo mismo con el otro caso
de esclerosis radial y los 2 casos de metaplasia apocrina, que formaban parte
de sendas lesiones de mastopatia fibroquistica sin atipias.

En lo concerniente a la metaplasia apocrina nuestros resultados difieren en
cierta medida con respecto a los hallazgos de 1ZUO y col. (1987), ya que si bien
todos sus casos menos uno fueron diploides (igual que hemos encontrado
nosotros), ellos observan una cantidad importante de células en el rango
tetraploide, cosa que no nos sucede a nosotros. Estos autores ademas, apoyan
la idea de que la metaplasia apocrina puede sufrir una transformacion hacia
carcinoma apocrino, mientras que nosotros pensamos que esta transformacion
parece poco probable a tenor de los resultados que hemos obtenidos,
claramente separables del grupo de los carcinomas.

Sorprendentemente, el 50% de las adenosis fueron diploides y el otro
50% aneuploides, a pesar de que, una vez revisadas a nivel histolégico, se
comprobd que correspondian a casos de adenosis quistica, esclerosante o
tumoral, que no mostraban atipias. No hemos encontrado una explicacién légica
para este tipo de resultados. Este tema queda abierto y por tanto pendiente de
estudios complementarios.
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CITOMETRIA DE FLUJO

Lo mismo que sucede con la morfometria y con la citometria estatica, con la
citometria de flujo también se han realizado abundantes trabajos que
determinan la cantidad de ADN, la ploidia, cantidad de células en fase S, etc.
relativos al carcinoma de mama (OLSZEWSKI, 1981; MORAN, 1984;
FALLENIUS, 1986; UYTERLINDE, 1987; LEWIS, 1990; FUHR, 1991; BOSARI,
1992), pero son muy pocos los relacionados con las lesiones benignas y
lesiones borderline de la mama (CHASSEVENT, 1984; MORAN, 1984;
' SPYRATOS, 1987; CHRISTOV, 1989; AASMUNDSTAD, 1990 y KILLEEN,
1991). Incluso en la mayoria de éstos, el trabajo se refiere fundamentalmente al
estudio de carcinomas de mama y tratan el tema de las lesiones benignas, solo
de pasada y muy superficialmente.

Esto es debido a que, efectivamente, se piensa que todas las lesiones
benignas tienen una cantidad de ADN normal (diploide), pero esto no siempre
sucede asi, como ahora veremos.

En nuestro trabajo de citometria de flujo nos hemos encontrado con que, si
bien las alteraciones de la cantidad de ADN no son tan abundantes como las de
citometria estatica, ellas también estan presentes. '

Dentro del grupo de lesiones ductales, encontramos que en la hiperplasia
ductal sin atipias, todos los casos menos uno, fueron diploides, es decir que
fueron diploides el 93'3% de los casos. El Unico caso aneuploide correspondié
a una papilomatosis sin atipias, pero que mostraba una mayor cantidad de
mitosis. Constatamos, ademas, que esta lesidn fué aneuploide.

En las hiperplasias ductales con atipias, encontramos 2 casos aneuploides
de 10, es decir, que el 20% de las lesiones fueron aneuploides y el 80%
diploides.

Hallazgos similares han obtenido SPYRATOS y cols. (1987), los cuales
estudian 27 hiperplasias atipicas y 15 hiperplasias sin atipias y encuentran que
todos los casos son diploides, menos un caso de hiperplasia atipica, que fué
aneuploide. Ellos piensan que seria necesario un largo seguimiento para
interpretar el significado de este pico aneuploide.

Nosotros hemos revisado los dos casos aneuploides y hemos observado
que dicha aneuploidia se confirma tanto por citometria estatica como por
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citometria de flujo. Si bien la alteracién en la cantidad de ADN ha sido pequefna
en los dos casos cuando las hemos estudiado por citometria estatica, uno de los
casos mostré una cantidad de ADN 2.2 por citometria de flujo. La unica
explicacién plausible es que ésta hiperplasia con atipias estaba al lado de un
carcinoma in situ con fuertes atipias, el cual l6gicamente formaba parte del
material que se utilizo para citometria de flujo. El segundo caso,
histolégicamente no presenta atipias tan importantes que puedieran justificar la
presencia de ese pequeiio pico aneuploide.

El resto de los trabajos existentes en la bibliografia referidos a lesiones
benignas, encuentran que todos los casos son diploides (MORAN, 1984;
CHASSEVENTY cols., 1984; CHRISTOV y cols. 1989).

Todos los carcinomas in situ de tipo intraductal excepto uno fueron
diploides. El caso aneuploide presenté un indice de ADN de 1'2. Analogamente,
los carcinomas in situ de tipo papilar fueron todos diploides excepto 2 que
fueron aneuploides (Indice de ADN de 1.4 y 1.7). Los tres casos fueron
aneuploides tanto por citometria estatica como por citometria de fiujo.

Revisados nuevamente los casos aneuploides, hemos encontrado que el
carcinoma intraductal era de tipo comeddén, como ya hemos comentado
anteriormente y de los 2 casos de carcinoma in situ de tipo papilar, uno de ellos
estaba asociado a un carcinoma de tipo papilar.

Hallazgos similares han encontrado AASMUNDSTAD y col. (1990), los
cuales también vieron una correlacién entre la ploidia y tipo histopatoldgico. Los
carcinomas intraductales de tipo comeddén estuvieron predominantemente
asociados con histogramas aneuploides, confirmando la idea de que éstos
carcinomas tienen un comportamiento mas agresivo. Sin embargo éstos autores
no encuentran una relacion significativa entre el tipo histopatolégico y el
seguimiento clinico. Nosotros para este estudio no hemos realizado seguimiento
clinico de estos enfermos.

Los resuitados son similares a los encontrados por KILLEEN y col. (1991)
que apoyan la idea de que el grupo de carcinomas intraductales de tipo comedo
muestran mayor numero de aneuploidias comparados con el grupo de
carcinomas in situ de tipo no comedén.

Sin embargo, nosotros hemos hallado que si bien los carcinomas in situ de
tipo comedo tienen mayor tendencia a ser aneuploides que los de tipo no
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comedo, los carcinomas in situ de tipo papilar (en nuestra casuistica) han
mostrado un mayor numero de aneuploidias tanto por citometria estatica como
por citometria de flujo e incluso la media del area nuclear también fué mayor en
este tipo de carcinoma.

Al igual que ocurre con la citometria estatica, por medio de la citometria de
flujo no podemos diferenciar las hiperplasias ductaies con atipias del carcinoma
in situ.

En el grupo de lesiones lobulillares los resultados fueron similares. En las
hip'erplasias lobulillares sin atipias encontramos 4 casos aneuploides, 1
tetraploide y 25 diploides. El nimero de aneuploidias que hemos encontrado
aqui es mayor que el que hemos visto en las hiperplasias ductales sin atipias, si
bien hemos de tener presente que se han estudiado mas casos de hiperplasia
lobulillar que de hiperplasia ductal (30 frente a 15). No hemos encontrado
ninguna explicacién l6gica para este tipo de resultados, ya que todas las
hiperplasias lobulillares formaban parte de un contexto de mastopatia
tibroquistica sin atipias y ningun caso estuvo asociado a carcinoma infiltrante.

En las hiperplasias lobulillares con atipias encontramos 2 casos
aneuploides y los 13 restantes fueron diploides. Probablemente estos dos casos
aneuploides correspondan a lesiones predecesoras de carcinomas lobulillares
in situ aneuploides.

Estos resultados no son comparables con los existentes en la bibliografia
ya que cuando hablan de lesiones benignas en ninguno de los casos incluyen
hiperplasias lobulillares.

Por contra todos los casos de carcinoma lobulillar in situ que hemos
estudiado, fueron diploides. A pesar de que el carcinoma lobulillar in situ segun
ROSEN (1987) es un marcador de riesgo bilateral de neoplasia invasora (cuya
histologia no necesariamente es la de un carcinoma lobulillar infiltrante),
nuestros resultados no constatan la existencia de aneuploidia que pudiera
justificar este comportamiento.

Como ya hemos comentado anteriormente, s6lo hemos estudiado 2 casos
de carcinoma lobulillar infiltrante que fueron uno diploide y otro aneuploide, por
lo que no nos permite hacer ningun comentario al respecto.
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Con el grupo de patologia varia (adenosis, metaplasia apocrina y
esclerosis radial ), hemos hallado resultados similares a los vistos hasta ahora.
Es decir, encontramos 1 caso aneuploide en las adenosis y en la esclerosis
radial. Todos los demas fueron diploides, lo mismo que todos los casos de
metaplasia apocrina. El caso de adenosis que fué aneuploide correspondia a
una adenosis tumoral que no mostraba nmgun signo de atipia, al menos
hlstologlcamente si bien da un aspecto seudotumoral, pero que no justifica la
aneuploidia que hemos encontrado con citometria de flujo. La esclerosis radial
formaba parte de una mastopatia fubroqmstlca con atlpnas (Reclus III) y qunzas
- por elllo fue aneuploide. ‘

Estos datos no coinciden exactamente con los de la bibliografia, puesto
que todas las lesiones benignas estudiadas por citometria de flujo han sido
diploides (MORAN, 1984; CHASSEVENT vy cols., 1984; CHRISTOV y cols.,
1989).

En contra de los resultados de 1ZUO y cols. (1987) tampoco con citometria
de flujo hemos encontrado ninguna poblacién tetraploide en la metaplasia
apocrina.

La separacién de diferentes tipos de lesiones atendido al grado de atipia
histologica, ya sean lesiones ductales o lobulillares, no ha sido posible con la
citometria de flujo ya que los porcentajes de aneuploidias vistos con esta técnica
son muy bajos. Quizas la citometria de flujo tendria mas valor a nivel individual,
ya que cabe esperar que los casos aneuploides con esta técnica corresponden
a lesiones con gran cantidad de células aneuploides y, probablemente, con un
comportamiento mas agresivo. Por ésta razon, sugerimos que estos pacientes
deben vigilarse mas intensamente.
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ANALOGIAS Y DIFERENCIAS DE LA CITOMETRIA ESTATICA
CON RESPECTO A LA CITOMETRIA DE FLUJO.

Ya hemos sefalado a lo largo de toda la exposicién, la importancia de
cuantificar la cantidad de ADN para aportar datos mas objetivos a unas lesiones
que de por si, son subjetivas. Para ello existen dos métodos que, en teoria,
deberian conducirnos a los mismos resultados. Nosotros en un afan de aportar
un mayor numero de datos y a su vez para contrastar los resultados por uno y
otro método, hemos utilizado los dos, es decir, citofotometria (citometria estatica)
_y citometria de flujo. Ambos presentan ventajas e inconvenientes que pasamos -
a comentar seguidamente:

- La citometria de flujo permite medir una gran cantidad de células en muy
poco tiempo. En efecto las células analizadas con citometria de flujo son a razén
de 3 x 10° células por minuto.

- La citometria estatica solo permite medir varios centenares de células,
que por otro lado, requieren varias horas de medida.

- Pero por contra, el inconveniente de la citometria de flujo radica en que el
material a medir tiene que estar en forma de suspensién celular y en nuestro
caso en particular trabajamos con muestras de tejido sélido incluidas en
parafina, por tanto en esa suspension celular estara incluido, no solo la lesién
que queremos analizar sino también el tejido acompafante, como es el estroma
y elementos inflamatorios, amén de otras patologias que acompaian a la lesién
en cuestion, motivo de la medida. También incluira tejido en necrosis y células
rotas, si es que lo hubiere en la preparacién. Todo lo cual hard que aparezca un
debris en los histogramas de ADN que pueden enmascarar los resultados si no
se tiene en cuenta.

- En cambio con la citometria estatica podemos seleccionar las células a
medir, puesto que la medicion se efectua de célula a célula y de este modo se
pueden elegir células aisladas, bien conservadas, que no muestran necrosis ni
estan rotas ni tampoco superpuestas con otras. De forma que la medicién es
mucho mas limpia y mas exacta que con la citometria de flujo.

- En contraposicién, la citometria de flujo proporciona mejor resolucién que
la citofotometria debido en parte al gran nimero de células analizadas por
citometria de flujo y a las caracteristicas especiales de ésta técnica. En los
carcinomas con multiples poblaciones celulares aneuploides, la citometria de
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flujo produce mucha mejor definicion de los diferentes picos. Ademas es
superior en detectar carcinomas con un pico aneuploide en el rango casi-
diploide. En contraste, la citofotometria puede no distinguir con nitidez tumores
aneuploides en el rango casi-diploide de los tumores diploides, aunque el uso
de descriptores cuantitativos en los histogramas, tales como el coeficiente de
variacién, puede ser de ayuda en estos casos.

- Otra ventaja de la citometria de flujo es la capacidad de medir la fraccién
de células tumorales en la fase S del ciclo celular, un componente importante
del analisis cuantitativo del ADN. Cosa que no se puede realizar tan claramente
con la citometria estatica. Sin embargo, existen otros métodos que nos permiten
medir esta fraccién sin necesidad de utilizar la citometria de flujo como son el
estudio del Ki-67 y la PCNA/cyclin (BACUS y cols., 1989; DAWSON Yy cols.,
1990).

En nuestros grupos de lesiones hemos encontrado las siguientes
analogias y diferencias:

Dentro del grupo de lesiones ductales hemos encontrado las siguientes
analogias entre la citometria estatica y la citometria de flujo: 73 % en la
hiperplasia ductal sin atipias, Reclus II; 70% en la hiperplasia ductal con atipias,
Reclus Ill; 84°6% en el carcinoma in situ de tipo intraductal y 75% en el
carcinoma in situ de tipo papilar. Las diferencias que encontramos en todos
éstos casos fueron las mismas, es decir, que fueron aneuploides por citometria
estética y diploides por citometria de flujo.

Estos resultados son explicables porque, como hemos visto anteriormente,
con la citometria estatica medimos exclusivamente la zona de la lesién en
cuestion, solo 100 nucleos seleccionados, mientras que con la citometria de
flujo medimos no solo la lesion deseada sino las lesiones acompanantes y el
estroma circundante. Por tanto para que la citometria dé valores aneuploides es
necesario que haya un numero considerable de células con la cantidad de ADN
alterada.

Tanto en el carcinoma ductal infiltrante como en los otros tipos de
carcinomas, las analogias fueron sélo del 38% y ello es debido a que en los
carcinomas aumentan las alteraciones del ADN apareciendo mayor nimero de
aneuploidias y tetraploidias que son mayoritariamente recogidas por citometria
estética, pero que aumentan considerablemente las diferencias entre ambas
técnicas. '
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En el grupo de lesiones lobulillares hemos encontrado menos analogias
que en el grupo de lesiones ductales. Ellas han sido las siguientes: Hiperplasia
lobulillar sin atipias (Reclus ll: 53%; Hiperplasia lobulillar con atipias (Reclus lll):
40% y carcinoma lobulillar in situ: 5%. La mayoria de las diferencias estriban en
que casos que son diploides por citometria de flujo, son diploides por citometria
estatica.

Los pocos casos que fueron aneuploides por citometria de flujo y diploides
por citometria estatica fué debido a que en el mismo bloque utilizado para
- citometria de flujo habia otras ‘lesiones mas atipicas o bien carcinomatosas:

En el grupo de patologia varia encontramos las siguientes analogias:
Adenosis: 40%, Metaplasia apocrina: 80% y Esclerosis radial: 75%.

Los casos discordantes se debieron a que la mayoria fueron por citometria
estatica aneuploides mientras que por citometria de flujo fueron diploides. Solo
hubo 2 casos que fueron diploides por citometria estatica y aneuploides por
citometria de flujo. Correspondian a una esclerosis radial que estaba asociada a
una mastopatia con atipias (Reclus Ill) y por eso dié aneuploide por citometria de
flujo y el otro caso correspondia a una adenosis tumoral, que como hemos visto
anteriormente no mostraba atipias que puedan justificar este resultado. Un
andlisis posterior esperamos que nos aclare esta anomalia.

En lineas generales hemos encontrado que existe una buena correlacién
entre el Indice de ADN obtenido por andlisis de imagen y citometria de flujo en
cuanto a las lesiones benignas de la mama se refiere, aunque siempre
encontramos alguna excepcién, como es el caso de la adenosis. Ello esta de
acuerdo con los resultados obtenidos por DAWSON vy cols. (1990). En cambio
ésta correlacién no es tan buena entre los carcinomas.

Nuestros resultados son similares a los obtenidos por LOPEZ y cols.
(1991), los cuales también encuentran diferencias entre los Indices de ADN
obtenidos por citometria estatica y citometria de flujo en un estudio realizado
sobre 22 carcinomas, encontrando también un mayor nimero de aneuploidias a
nivel de citometria estatica comparada con la citometria de flujo.

Por el contrario estos resultados no coinciden con los encontrados por
CORNELISSE y cols. (1985), DAWSON y cols. (1990), BAUER y cols. (1990),
LEE y cols. (1991) y LEE y cols. (1992) en cuanto a los carcinomas infiltrantes se
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refiere. Nosotros s6lo encontramos aproximadamente un 50% de analogias
entre las técnicas, mientras que sus analogias son aproximadamente del 80%.

En lo que si estamos de acuerdo con todos ellos es en que la citometria de
flujo mide un gran numero de células y proporciona unos histogramas con
mayor resolucién que la citofotometria, ya que con la primera se pueden
detectar carcinomas aneuploides con un pico anormal cerca del rango diploide.
En estos tumores, la citometria de flujo puede demostrar la presencia de 2 picos,
uno en el rango diploide y el otro cerca del diploide, mientras que con la
. citometria estatica, este pico cerca del diploide no se pone evidencia.

Por contra la citofotometria es mas sensible en detectar poblaciones
tetraploides y poblaciones celulares altamente aneuploides.

Resumiendo podemos decir que nuestro estudio indica que la
citofotometria y la citometria de flujo muestran resultados comparables en el
andlisis de la ploidia del ADN en la mayoria de lesiones benignas y en algunos
carcinomas. Los dos métodos parecen ser técnicas complementarias en que
cada una ofrece ventajas e inconvenientes sobre la otra. Lo ideal seria realizar
las dos técnicas, de manera que la informacién proporcionada por la
combinacidn de las dos técnicas, mejoraria el valor de la cuantificacién del ADN.
Dos datos a resaltar serian que la citometria de flujo es mas costosa que la
citofotometria y que esta ultima permite realizar el andlisis morfométrico y la
evaluacidon de estudios inmunohistoquimicos, luego ésta ultima puede ser una
solucidén alternativa en aquellos laboratorios donde no se disponga de citémetro
de flujo.
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FINALMENTE, vamos a esbozar lo que seria el patrén morfolégico vy
citofotométrico de las lesiones displasicas-border line de la mama.

1.- Mastopatia fibroquistica. Reclus grado Il (Displasia mamaria
sin atipias):

Abarca toda una serie de lesiones proliferativas sin atipias de la mama, con
aumento del numero de células epiteliales y mioepiteliales y/o el nimero de
lobulillos mamarios, como son la hiperplasia ductal (que incluye a la epiteliosis
Yy papilomatosis) y la hiperplasia lobulillar. - - o

., Estas lesiones sin atipias, muestran una media del area nuclear en torno a
las 30 p2 y el andlisis citofotométrico demuestra que entre el 60 y el 70% de
estas lesiones son diploides cuando el contenido en ADN se obtiene por
citometria estéatica y del 90% aproximadamente cuando el andlisis se realiza por
citometria de flujo.

2.- Mastopatia fibroquistica. Reclus grado Il (Displasia
mamaria con atipias):

Corresponde a un grupo de lesiones proliferativas con atipias de la mama,
con aumento del nimero de células epiteliales y mioepiteliales y/6 el nimero de
lobulilios mamarios y distorsién del patrén proliferativo celular. Abarca
igualmente a la hiperplasia ductal con sus dos variantes y a la hiperplasia
lobulillar.

~ Estas lesiones atipicas muestran una media del area nuclear en torno a las
40 p2 ;si bien éstos datos son validos para las hiperplasias ductales con
atipias, pero no para las hiperplasias lobulillares con atipias, cuyos resultados
se confunden con los del grupo de mastopatia fibroquistica. Reclus grado Ii. Por
lo morfométricamente, no se puede distinguir a la hiperplasia lobulillar sin
atipias de la hiperplasia lobulillar con atipias, como ya hemos mencionado
anteriormente, comprobado estadisticamente.

En cuanto al analisis citofotométrico vemos que éstas lesiones atipicas
_presentaban un contenido en ADN diploide entre el 50 y el 60% de los casos
cuando lo determinamos por citometria estatica y del 80% cuando lo
determinamos por citometria de flujo. Vemos por tanto que el numero de casos
aneuploides ha aumentado en este grupo con respecto al grupo de displasia
mamaria sin atipias. (Estadisticamente significativo, p< 0.05)
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3.- Carcinoma in situ (ductal, papilar, lobulillar):

Corresponde a una neoformacioén que crece en el interior de los ductos o
lobulillos y que estd constituida por células que pueden ser o bien
morfolégicamente homogéneas y de limites bien defidos o bien constituida por
grandes células con amplio citoplasma y prominentes nucleos con groseros
detalles cromatinicos y actividad mitética.

Morfométricamente estan caracterizados porque presentan una media del
“area nuclear de aproximadamente 45 p2 en el grupo de carcinomas in situ de
tipo ductal y papilar, pero no fué asi en el grupo de carcinoma in situ de tipo
lobulillar, que no es estadisticamente separable de la hiperplasia lobulillar con
atipias.

La citometria estatica demostré que fueron diploides entre el 37'5% vy el
76'92% de los casos, por tanto vemos como por ésta técnica no podemos
separar a los carcinomas in situ ni de las lesiones proliferativas con atipias ni del
grupo de carcinomas infiltrantes.

Por ultimo, la citometria de flujo demostré que entre el 60 y el 80% de los
casos fueron diploides, por tanto tampoco esta técnica nos permite separar a los
carcinomas in situ de la mastopatia fibroquistica con atipias, pero si de los
carcinomas infiltrantes.
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Conclusiones
CONCLUSIONES:

1.- Del estudio microscépico de 165 lesiones proliferativas de la glandula mamaria
con caracter displasico, neoplasico in situ y carcinomas invasores se confirma la
dificultad de objetivar las alteraciones histoldgicas, particularmente las displasias
proliferativas de ductos y lobulilios sin o con atipias, frente al carcinoma ductal y
lobulillar in situ.

2.- Basados en criterios microscopicos distinguimos displasias proliferativas sin
~ atipias (Reclus ll), displasias proliferativas con atipias (Reclus llI), Carcinomas in
situ y Carcinomas invasores (ductales y lobulillares).

3.- El estudio morfométrico de cada una de las lesiones presentes en la displasia
mamaria, muestra factores discriminantes, estadisticamente validos, a nivel de
area y perimetro nuclear entre hiperplasia ductal sin atipias, hiperplasia ductal con
atipias y carcinoma (in situ e invasor).

4.- Existe un gradiente creciente, estadisticamente significativo, en la media del
area y perimetro nuclear desde las hiperplasias ductales no atipicas hasta los
carcinomas ductales infiltrantes.

5.- No ocurre lo mismo con la hiperplasia lobulillar sin atipias, atipica, carcinoma
lobulillar in situ e invasor: en estos procesos el area y perimetro nuclear de las
células no ofrece diferencias significativas.

6.- Los dos factores de forma estudiados (forma del &rea y forma del perimetro),
asi como el didametro méximo, tanto en lesiones proliferativas sin atipias, como
con atipias o carcinomas (in situ e invasores), carecen de valor discriminativo
estadisticamente valido.

7.- Existe una buena correlacién entre el Indice de ADN obtenido por citometria
estatica y citometria de flujo, en material incluido en parafina. Esta concordancia
es mayor en las lesiones displasicas que entre los carcinomas.

-8.- Ambas técnicas: citometria estatica y citometria de flujo sobre lesiones
incluidas en parafina, resultan complementarias entre si. La citometria estatica
gana en especificidad al poder medir la lesiéon seleccionada previamente. La
citometria de flujo gana en sensibilidad al detectar mayor nimero de nucleos y
poder establecer la fraccidn proliferativa (indice proliferativo) de la lesion.
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9.- En las lesiones ductales existe un progresivo aumento de alteraciones de la
ploidia, desde la displasia ductal atipica al carcinoma intraductal frente a la
displasia ductal sin atipias. Sélo existe significacion estadistica entre displasia
ductal sin atipias y carcinomas infiltrantes.

10.- En el grupo de las lesiones lobulillares también hay un progresivo aumento
de la aneuploidia (estadisticamente no significativo) desde la hiperplasia lobulillar
sin atipias, pasando por la hiperplasia lobulillar con atipias hasta el carcinoma (in
situ e invasor). Esta diferencia es exclusivamente apreciable con citometria
- estética, mientras que la citometria de flujo carece de capacidad discriminante
entre éstas lesiones.

11.- Tanto la metaplasia apocrina como la esclerosis radial presentan dominio de
células diploides, confirmables por &mbas técnicas.

12.- Las alteraciones de la ploidia presentes en los carcinomas infiltrantes son
mayores que las vistas en cualquier otro tipo de lesidn proliferativa glandular. Los
carcinomas intraductales (in situ) tipo papilar y comedén muestran un porcentaje
de aneuploidia semejante al de los carcinomas invasores.

13.- Analizadas globalmente (morfometria y ploidia) las llamadas displasias
proliferativas sin atipias (ductales y lobulillares asociadas): Reclus Il, poseen un
patrén diferencial estadisticamente significativo frente al carcinoma in situ e
invasor.

14.- No existen diferencias significativas referidas a la morfometria y ploidia entre
las displasias proliferativas con atipias (ductales y lobulillares asociadas): Reclus
lll y el carcinoma in situ, pero si frente al carcinoma invasor (particularmente a
nivel de lesiones ductales).

15.- Basado en el presente estudio se confirma la existencia de una tendencia
progresiva (estadisticamente significativa salvo a nivel lobulillar) entre lesiones
displasicas benignas, carcinoma in situ y carcinoma invasor de la glandula
mamaria.
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