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Introduccidén: _ Lesiones epiteliales adenomatosas planas y pdlipoi deas progresarian a cancer de colon, segun la secue ncia
adenoma-displasia-carcinoma. La probabilidad de sob revida, dependera de una deteccién precoz, lo avanz  ado del tumor y de
un tratamiento oportuno. El objetivo de este estudi 0 es evaluar la ploidia de ADN vy las fases del cicl o celular, en mucosa
colénica normal y en poélipos adenomatosos de colon, mediante citometria flujo y usando distintos model 0s matematicos de
andlisis de fase S.

Materiales y métodos:  Se estudian, mediante colonoscopia, 32 pacientes d el policlinico de gastroenterologia del Hospital
Guillermo Grant Benavente, Concepcion. Se estableci 6 un grupo de referencia de 15 pacientes. Se estudi  an 23 muestras de
pélipos adenomatosos de colon de 17 pacientes. Usan  do citometria de flujo, se calculan las fases del ¢ iclo celular usando
distintos modelos matematicos de anlisis de fase S

Resultados: En grupo de referencia el rango de fase S fue de 0 .25-6.68% y de 0.33-11.03% para el modelo rectangul ar y
trapezoidal, respectivamente (p<0.05). En el grupo de adenomas, analizados con el modelo rectangular y trapezoidal, se
identifica componente tetraploide (G2M>6%), en 15y 12 muestras, respectivamente. Se obtienen diferenc  ias estadisticamente
significativas para las fases GOG1, fase S y fracci  6n proliferativa (p<0.05), al usar distintos modelo  s.

Discusion: _ Se definen rangos de referencia, en tejido fresco, en mucosa colénica normal para las fases de cicl o celular. Un
aumento de la proliferacion celular, y la presencia de un componente tetraploide (G2M>6%) se traducira ~ en aumento tamafio
del adenoma (micro vascularizacion incluida), riesg o de malignizacion y compromiso loco regional. Se c oncluye que utilizar
diferentes modelos matematicos para analizar la fas e S, entrega diferencias estadisticamente significa  tivas para Fase Sy
fraccion proliferativa (p<0.05). (REVLAB 2008; 2: 4  9-57).

Introduction:  Flat and polypoid adenomatous epithelial lesions w ould progress to colon cancer, according to the seq uence
adenoma-dysplasia-carcinoma. The probability of sur vival depends on early detection, tumor progression and early treatment.
The aim of this study was to evaluate DNA ploidy an  d the cell cycle phases in normal colonic mucosa an d colon adenomatous
polyps using flow cytometry and different mathemati cal models of S-phase analysis.

Materials and methods: By colonoscopy were studied 32 patients from the g astroenterology clinic of the Guillermo Grant
Benavente Hospital, Concepcion. A reference group o  f 15 patients and 23 samples from 17 patients were studied by flow
cytometry, calculating the cell cycle phases using different mathematical models for S phase analysis.

Results: In reference group S-phase range were of 0.25-6.68 % and 0.33-11.03% for the rectangular and trapezoid al model,
respectively (p <0.05). In the group of

adenomas, analyzed using the rectangular and trapez ~ oidal model, a tetraploid

component (G2M>6%) were identified at 15 and 12 sam ples, respectively. Using different models we obtai n differences
statistically significant for GOG1 phase, S phase a  nd proliferative fraction (p<0.05).

Discussion: _in fresh tissue, reference ranges are defined for normal colonic mucosa cell cycle phases. An increas e in cell
proliferation, and the presence of tetraploid compo nent (G2M> 6%) would result in size increase of ade noma (micro
vasculature included), risk of malignancy and local and distance compromise. It is concluded that use different mathematical
models to analyze S phase delivery differences stat istically significant for S phase fraction and prol iferative (p
<0.05). (REVLAB 2008; 2: 49-57).
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Introduccién

La Enfermedad Neoplasica del Colon incluye lesiones
epiteliales adenomatosas planas y polipoideas, ya que
practicamente todos los canceres de colon comienzan
como lesiones adenomatosas, de acuerdo a la
progresion de la secuencia adenoma-displasia-
carcinoma, la que ocurre por acumulacién de cambios
genéticos y ambientales (1). La mayoria de los canceres
de colon son adenocarcinomas, siendo los 2/3 de
ubicacion rectosigmoidea y 1/3 se ubica en el resto del
colon (1).

En un sentido amplio, se denomina pdélipo a todo tumor
localizado que protruye desde la pared a la luz intestinal,
independientemente de su estructura histolégica. El
término Poliposis o Enfermedad Poliposa del Colon se
aplica al estado de aparicion de multiples pélipos en el
colon (2).

Los pélipos de Coldn son masas circunscritas de tejido,
nacidas de la mucosa, que se proyectan hacia el lumen
intestinal. Las lesiones no protruyentes, planas y
deprimidas forman parte de las lesiones superficiales del
colon. Asi, las lesiones superficiales del colon son
aquellas surgidas de la mucosa que se extienden hasta
las submucosa.

Macroscépicamente, las lesiones superficiales del colon
son elevadas si miden mas de 2.5 mm (0-1), no
protruidas ni excavadas (0-Il), y deprimidas (O-11I) si la
depresién es mayor a 2.5 mm. Las lesiones elevadas (0-
1) con pediculo, se llamaran pediculadas (0-Ip), si no se
les denominara sésiles (0-Is) (2).

Los pélipos pueden ser Gnicos o0 multiples y asentar en
cualquier parte del colon. Segun la superficie de fijacién,
se dividen en sésiles y pediculados y segln su potencial
de malignizacion, se pueden clasificar en neoplasicos y
no neoplasicos. Los de tipo Neoplasico , a su vez se
dividen en Benignos (Adenomatosos, Intermedios y
vellosos) y Malignos (adenomas con carcinoma in situ).
Por otro lado los pélipos de tipo no neoplasico se
pueden clasificar en  Mucosos, Hiperplasicos,
Inflamatorios y Hamartomatosos (2,3,4).

En relacion a los polipos neoplasicos del tipo
adenomatoso, estos son tumores epiteliales
escencialmente  benignos, pero con potencial de
malignizacién, segun la secuencia polipo-cancer, lo que
seria el origen de los canceres de colon.
Histol6gicamente se distinguen tres tipos (2,3,4) (i)
Tubulares, de pequefio tamafio (> 1 cm) y escasa
probabilidad de malignizacién (5%). (ii) Tubulovellosos o
intermedios, menos frecuentemente, pero de tamafo y
con una mayor probabilidad de malignizacién (22%).
(iii)Vellosos, que son los mas infrecuentes y alcanzan
tamafios superiores a los 2 cms, sufriendo malignizacion
en el 40 %.

En occidente, las alteraciones mucosas y celulares son
denominadas displasia o0 adenomas, si surgen de lesién
plana o protruida, siendo el grado de las alteraciones
graduadas en bajo y alto grado. Estas definiciones han
causado las mayores diferencias entre oriente y
occidente, por ello el consenso de Viena, propuso

ISSN 0718-4743

reemplazar los términos adenoma y displasia, por el de
neoplasia intraepitelial (NIE), independiente de la altura
de la lesion (2).

En el término displasia de alto grado, se incluye los
conceptos de las antiguas clasificaciones (carcinoma in
situ, intramucoso o focal), denominaciones que debieran
desaparecer, en favor de NIE de alto grado, para evitar
tratamientos excesivos o0 confusiones, reservando
término de carcinoma so6lo para la lesiones invasoras
(5).

Las NIE de alto grado y los carcinomas invasores (mas
allda de la muscularis mucosae) son el 7 y 3%,
respectivamente, siendo su potencial metastatico a su a
los ganglios regionales mayor a medida que se acercan
a la capa muscular propia. Asi se ha dividido la sub
mucosa en tres tercios siendo sml el mas proximo a la
muscular de la mucosa y sm3 el mas cercano a la
muscular propia. Esto es importante porque el riesgo
real de metastasis es 1%, 6% y 14% ciento cuando la
lesiones comprometen es sml, sm2 y sm3,
respectivamente. El potencial maligno se incrementa a
medida que la lesidn crece en extension y profundidad,
siendo los mayores de 1 cm las que tienen mayor
proporcion de componentes vellosos y displasia de alto
grado. Se piensa que al crecer la proliferacion
monoclonal acumula mayor cantidad alteraciones
genéticas y cromosémicas, determinando un
comportamiento mas agresivo (2,5).

En relacion a la probabilidad de sobrevida, ésta
dependera de lo avanzado que esté el tumor, y de un
tratamiento oportuno. La deteccién precoz se dirige a
lesiones  preneoplasicas, a cancer incipiente
(Clasificacion Japonesa) y a los avanzados (tipo A de la
clasificacion Dukes). En las lesiones preneoplasicas o
incipientes bastara un tratamiento endoscépico, pero en
los canceres avanzados la cirugia puede ser curativa
en el 85 %. En general, el cancer colorectal es
oligosintomatico manifestandose tardiamente, lo que
plantea una busqueda en sujetos asintomaticos
(estudios de masas o de screening) o con antecedentes
de lesiones preneoplasicas (2,5).

Sobre 95% de los tumores colorectales son
adenocarcinomas. Pueden presentar distintos grados de
diferenciacion celular, desde bien diferenciados hasta
indiferenciados, con o sin produccién de mucina (un
elemento de mal pronostico es la aparicion de
diferenciacion mucinosa y células en anillo de sello). La
ploidia de ADN vy las fases de ciclo celular se pueden
objetivar la citometria de flujo.

La Citometria de Flujo es una tecnologia que permite
medir los mas diversos parametros celulares como
antigenos de superficie, citoplasmaticos y nucleares,
contenido de A&cidos nucleicos, actividad enzimatica,
flujo de calcio, potencial de membrana y pH entre otros
(6,7), con la ventaja de evaluar un gran numero de
células, en forma individual y en un periodo muy corto
de tiempo. Utilizando flourocromos intercalantes de
acidos nucleicos, capaces de unirse en forma
estequiométrica al ADN y ARN de las células (Yoduro de
Propidio (PI), Bromuro de Etidio, naranja de acridina,
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DAPI, etc.), es posible evaluar el contenido de ADN y las
diferentes fases del ciclo celular dentro de una poblacion
celular (6,7). La determinacion de ploidia de ADN y ciclo
celular por citometria de flujo, se ha realizado por mas
de dos décadas, demostrando que cambios en el
contenido de ADN celular se presentan cominmente en
diversos tipos de cancer (6,7,8,9).

Las células marcadas con un fluorocromo, que se une
estequiométricamente a los acidos nucleicos, emiten
fluorescencia proporcional al contenido global de ADN.
De esta manera se produce un patron caracteristico que
refleja las fases del ciclo celular dentro de la poblacién
de células en estudio (6,7,8,9). La fluorescencia medida
en las células en fase de reposo (GO) y en fase de
presintesis de ADN (G1), produce un pico con
distribucién normal (7,10). Las células que se
encuentran en G2 (con su ADN duplicado con respecto
a las células en G1), también producen un pico
distribuido como una normal, pero con el doble de
intensidad de fluorescencia (el fluorocromo se une en
forma estequiométrica al ADN). Entre estas dos curvas,
se encuentra representada, también por una curva (pero
de distribucion méas ancha) las células que estan en fase
S. Los mismos factores que afectan la amplitud de los
picos GOG1 y G2M, también afectan la amplitud de la
fase S, por lo que en un histograma de ADN, las células
que inician la fase S se superponen con las células G1,
como también lo hacen las células al final de la fase S
con las células en G2 (7,10,11). El término coeficiente
de variacién (CV) describe la amplitud o ancho de la
curva (CV= 100 x SD/media del pico) (7,10,11).

Las células normales tienen un ADN diploide, es decir
tienen un ndmero 2n de cromosomas. Un ADN
aneuploide refleja cambios en el contenido total de ADN
(no  necesariamente un nimero anormal de
cromosomas) y caracteristicos de células tumorales (7).
El indice de ADN corresponde a la razén entre el
contenido de ADN de la poblacién celular en estudio con
respecto a células normales o células control y es la
forma de expresar el contenido de ADN de una
poblacién celular (7,8). Si bien se han descrito
innumerables estudios que relacionan la ploidia de ADN
como factor pronostico en diversas neoplasias
(7,12,13,14,15,16,17,18,19,20,21), El mayor obstaculo
para una amplia aplicacién clinica de las mediciones del
contenido de ADN, ha sido la falta de concordancia
entre diversos estudios (7,9,11), existiendo diferencias
en la técnica utilizada en la preparacion de los diversos
tipos de tejidos analizados, la fuente de luz de los
citbmetros (tipo de laser), el ndmero de nucleos o
células a medir, y en los métodos de analisis e
interpretacion de los  histogramas de ADN
(7,12,13,21,22), diversos aspectos que ya hemos
analizado detalladamente en una revision anterior (7).

El objetivo de este estudio es evaluar la cantidad de
ADN vy las fases del ciclo celular tanto en mucosa
colénica normal como en polipos adenomatosos de
colon y el impacto del uso de dos modelos matematicos
distintos para estimacion de la fase del ciclo celular.
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Materiales y métodos

Pacientes: Se estudi6 un total de 32 pacientes se
provenientes del policlinico de gastroenterologia del
Hospital Guillermo Grant Benavente sometidos a

endoscopia digestiva baja. Cada uno de los pacientes,
autoriz6 mediante consentimiento informado la inclusién en
este estudio. Se estableci6 un grupo de referencia
correspondiente  a 15 pacientes sin  alteraciones
endoscopicas a los cuales se les tom6 una muestra de
mucosa colonica normal de 2 x 2 mm, usando una pinza de
biopsia de 2 mm. Ademas se estudiaron 23 muestras
correspondientes a poélipos adenomatosos de colon
provenientes de 17 pacientes con poélipos de colon,
muestras obtenidas mediante procedimiento colonoscopico
usando una pinza de biopsia de 2 mm o bien mediante
cirugia endoscoépica del pdlipo usando asa de polipectomia.
Una porcion de las muestras se destind6 a estudio
histolégico.

Las muestras fueron procesadas en el Laboratorio de
Citometria de Flujo del Centro de Diagndstico
Oncoinmunologico Limitada. El tejido se disgregd en forma
mecanica. La suspension final fue lavada dos veces con
buffer fosfato salino (PBS), para luego ser inmersa en un
buffer de tincion (RNAsa 1 mg/ml, Triton X-100 al 0.1 % y
propidium iodado 50 ug/ml en PBS) por 30 minutos de
incubacion a temperatura ambiente y en obscuridad,
posterior a lo cual se mantuvieron a 4 € en obscuridad
hasta el momento de ser adquiridas en Citometro de Flujo
FACSCalibur (BD) utilizando software CellQuest v3.3, con
un minimo de 20.000 eventos celulares previa calibracion
del equipo en lo que se refiere a linealidad y resolucion
usando nulcleos de eritrocitos de pollo (CEN) y nacleos de
timocitos de carnero (CTN) (DNA-QC, BD), optimizando la
sefial de FL2-A con células mononucleares de sangre
periférica mediante separacion en gradiente de densidad. El
andlisis se efectu6 con software ModFit LT 2.0,
seleccionandose una regién de analisis en funcién de FL2-A
vls FL2-W para eliminar debris y agregados. Se modela
fase S en forma rectangular o trapezoidal con tres
compartimientos sin debris ni agregados. Los resultados
son expresados como porcentaje de las diferentes fases
del ciclo celular, ademéas se calcula indice de ADN. Para el
calculo de la fraccion de proliferacion celular (FP) se
consider6 Fase S + G2M. (7) El andlisis estadistico se
efectia mediante t student con una significacién estadistica
de p<0.05, utilizando el programa de analisis de Open
Office 3.0.

Resultados

En la Tabla 1 se muestran los resultados de la fase del ciclo
celular del grupo de referencia modelando la fase S tanto
en forma rectangular como trapezoidal con tres
compartimentos, siendo el rango de fase S de 0.25% a
6.68% para modelo rectangular y de 0.33% a 11.03 % para
el modelo trapezoidal. Las diferencias en el valor de fase S
entre ambos grupos son estadisticamente significativas
(p<0.05), lo cual concuerda con los conceptos que ya
hemos planteado previamente (7).
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El resumen de los resultados de la fase del ciclo celular
y ploidia de ADN para las 21 muestras de polipos
adenomatosos de colon se muestran en la Tabla 2. De
éstas muestras, 10 correspondian a pacientes del sexo
femenino con un rango de edad de 45 a 86 afios con un
promedio de 60.5 afios y 13 correspondian a pacientes
del sexo masculino con un rango de edad de 36 a 80
afios con un promedio de 58.8 afios.

Tabla 1: Resumen de los resultados de las fases del ciclo celular en
mucosa colénica normal correspondiente al grupo de referencia. Fase S
modelada en forma rectangular con tres compartimentos y en forma
trapezoidal contra compartimentos. p<0.05.

n=15 GO0G1 (%) G2M (%) Fase S (%) FP
Modelo Rectangular con trescompartimentos

Media 90.75 5.42 3.84 9.26

Rango 84.61-99.27  0.48-9.32 0.25 - 6.68 0.73-15.39

DS 3.79 2.00 2.08 3.79
Modelo Trapezoidal con trescompartimentos

Media 88.81 4.98 6.21 11.19

Rango 82.66-99.21  0.45-8.72 0.33 - 11.03 0.78 - 17.34

DS 453 1.85 3.02 453

0.2146 0.5391 0.0181 (¥ 0.2786

P
FP (Fase S + G2M), (DS) Desviacién estandar, (*)p<0 .05

Si bien de las 23 muestras de pélipos adenomatosos de
colon, solamente dos presentaron una leve aneuplodia
(hiperploidia), es interesante considerar que al modelar
la fase S en forma rectangular con tres compartimientos,
en 15 muestras se identifica la presencia de un
componente tetraploide definido por un G2M > 6%
(23,24), con un rango 6.71% a 14.60% con un promedio
de 8.23% (Figura 1). De igual modo al modelar la fase S
en forma trapezoidal con tres compartimientos, en 12
muestras se identifica la presencia de un componente
tetraploide, con un rango de 6.79% a 14.26% con una
media de 7.67% (Figura 1). Lo anterior tiene directa
incidencia en el calculo de la fraccion proliferativa es
decir fase S + G2M y en el comportamiento proliferativo
del tejido (23,24).

En lo referente a la determinacion de la fase S para el
grupo de pacientes de con pdlipos adenomatosos de
colén, destaca un valor medio de fase S, 6.97% y
15.40% para modelo rectangular y trapezoidal
respectivamente, lo cual se puede objetivar en la Tabla
3, la cual resume los resultados de ciclo celular y ploidia
de ADN en los pacientes con pélipos adenomatosos de
colon, destacando diferencias estadisticamente
significativas entre ambos modelos de analisis para las
fases GOG1, fase Sy fraccion proliferativa (p<0.05).

Al comparar los resultados de las fases del ciclo celular
y ploidia de ADN tanto para el grupo de referencia como
para el grupo de pacientes con pélipos adenomatosos
de colon (Tabla 4), usando tanto el modelo rectangular,
como el modelo trapezoidal con tres compartimentos, es
posible destacar diferencias estadisticamente
significativas para las fases GOG1, fase S y fraccion
proliferativa (p<0.05).
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Discusién

En el afio 2007, Sergio Araujo, publica un estudio del
tipo meta andlisis referente a la ploidia de ADN y su
prondstico en el cancer colorectal, donde después de
analizar 49 estudios que involucraban un total de 8.056
pacientes, concluyendo que aquellos pacientes que
tuvieron una reseccidon quirdrgica de un cancer
colorectal aneuploide, tuvieron un riesgo elevado de
muerte al cabo de cinco afios. Ademas recalcan que la
ploidia de ADN mas terapia coadyuvante, tendria un
impacto en la sobrevida de pacientes con cancer de
colon sin compromiso ganglionar (25). Ademas destacan
la importancia del diagnéstico precoz del cancer de
colon en especial en aquellas lesiones en etapa |,
incluyendo lesiones planas y polipoideas. Al respecto
Cristi y colaboradores (26) destacan la importancia de la
vascularizacion en el crecimiento tumoral en especial
caso de cancer de colon, proporcionando la evidencia
suficiente para establecer que la densidad micro
vascular se correlaciona estrechamente con la fase S,
ya sea en lesiones tempranas o avanzadas.

Mucho se ha dicho con respecto al modelo de
progresion a cancer colorectal. En las primeras fases de
la oncogénesis colorectal que ocurre en la mucosa
colénica normal, es caracteristico un desorden en la
replicacion celular. La gran mayoria de las neoplasias
colorectales se desarrollan a partir de un adenoma,
fundamentalmente un poélipo adenomatoso que se
caracteriza por ser una masa bien demarcada de
displasia epitelial con una proliferacién celular
descontrolada a nivel de las criptas (27).

Considerando lo anterior y los resultados obtenidos en
este estudio, la importancia de una deteccién precoz de
adenomas pdlipoideos, asi como sus factores
desencadenantes asociados (genética, dieta,
enfermedades inflamatorias intestinales, estrés, etc.)
toma gran relevancia en base a que la progresién de la
secuencia adenoma displasia carcinoma, conduciria a
la formacién de la gran mayoria de los canceres de
colon. (1,27) al respecto es importante recalcar que la
presencia la presencia de un pdlipo adenomatosos de
colon con un ADN diploide no necesariamente es
sinénimo de un crecimiento benigno, por lo que un
aumento de la proliferacion celular, es decir un aumento
en la velocidad de replicacion celular, y en especial la
presencia de un componente tetraploide (G2M>6%) se
traducird en un incremento del tamafio del adenoma
(micro vascularizacién incluida), con el consiguiente
riesgo de malignizacién y compromiso loco regional
(Figura 1)(23,24,27).

Nuestros resultados, independiente del modelo
matematico utilizado para analizar la fase S, muestran
diferencias estadisticamente significativas entre el grupo
de pacientes de referencia y el grupo de pacientes con
polipos adenomatosos de colon, tanto para fase S y
fraccion proliferativa (p<0.05).

Desde que David Hedley (28), publico, en 1983, el
primer estudio de contenido de ADN por citometria de
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flujo, son muchas las revisiones y modificaciones
efectuadas a la técnica por él propuesta, no siempre
dimensionando adecuadamente su impacto sobre los
resultados finales (7,10,18,29,30,31), por lo que no es
extrafio encontrar publicaciones contradictorias en
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una patologia, lo que es de gran importancia cuando se
considera la heterogeneidad tumoral de muchos tipos de
canceres, es decir la presencia de distintas poblaciones
celulares en un mismo tumor (7,9,19,21) y por el uso de
diferentes procedimientos de seleccion, preparacion,

cuanto a resultados y conclusiones, incluso en ciertas  marcacion, adquisicion y andlisis de tejidos

ocasiones los resultados son confusos. El evaluar (7,9,10,13,22,32,33).

resultados entre diferentes laboratorios se dificulta por la

falta de valores de corte para un determinado estado de
Tabla 2: Resultados de las fases del ciclo celular y ploidia de ADN para las 21 muestras de polipos
adenomatosos de colon. Fase S modelada en forma rec  tangular con tres compartimentos y en forma
trapezoidal contra compartimentos. p<0.05.

Pacientes Modelo Rectangular Modelo Trapezoidal

N°  Edad Sexo ID GOG1 G2M FS FP ID GOG1 G2M FS FP
1 86 F 1.14 97.40 0.41 2.19 2.60 1.14 97.36 0.17 2.47 2.64
2 73 M 0.96 93.09 1.79 5.12 6.91 0.96 18.17 5.22 76.61  81.83
3 73 M 1.04 92.41 0.56 7.03 7.59 1.04 77.28 1.23 2149 2272
4 73 M 1.04 81.05 6.78 12.16  18.94 1.04 82.98 0.37 16.65  17.02
5 45 F 1.0 92.61 5.42 1.97 7.39 1.0 95.41 2.83 1.76 4.59
6 82 F 1.0 89.08 5.12 5.80 10.92 1.0 85.98 5.11 8.91 14.02
7 63 M 1.0 82.36 9.69 7.94 17.63 1.0 84.22 2.66 13.13 1579
8 80 M 0.96 76.67 9.93 13.40  23.33 0.96 74.81  10.04  15.16 25.2
9 80 M 1.02 82.94 9.15 7.91 17.06 1.02 79.77 9.35 10.88  20.23
10 77 F 1.0 85.98 5.06 8.96 14.02 1.0 78.15 5.34 16.51  21.85
11 60 F 1.0 77.20 14.60 8.20 22.80 1.0 71.03 1426 1471 1151
12 48 M 0.96 86.34 6.71 6.95 13.66 0.96 88.49 0.34 11.17 1151
13 49 F 1.0 84.84 7.98 7.17 15.15 1.0 85.06 6.76 8.18 14.94
14 49 F 1.0 83.35 9.73 6.91 16.64 1.0 81.71 7.93 10.36  18.29
15 52 F 1.02 87.15 8.11 4.74 12.85 1.02 83.44 7.50 9.06 16.56
16 52 F 1.03 87.39 5.83 6.78 12.61 1.03 83.89 5.04 11.07 1611
17 41 M 1.0 85.01 9.61 5.39 15.0 1.0 83.91 9.65 6.44 16.09
18 41 M 1.0 86.11 8.95 4.95 13.90 1.0 84.21 8.97 6.82 15.79
19 36 M 1.01 79.70 11.17 9.13 20.3 1.01 73.06 1027  16.67  26.94
20 36 M 1.01 79.93 11.81 8.26 20.07 1.01 7329 1090 1581  26.71
21 67 M 1.06 93.24 1.33 5.42 6.75 1.06 68.28 2.06 29.66  31.72
22 68 F 1.0 83.89 10.01 6.10 16.11 1.0 81.49 7.62 10.89 1851
23 48 M 1.0 86.03 7.54 6.43 13.97 1.0 83.94 6.79 9.27 16.06

N°de muestra.; ID: Indice de ADN; FP=Fase S+ G2 M

Tabla 3: Resumen de los resultados de las fases del
para las 21 muestras de p6lipos adenomatosos de col
rectangular con tres compartimentos y en forma trap

ciclo celular y ploidia de ADN
on. Fase S modelada en forma
ezoidal contra compartimentos.

p<0.05.

n=23 ID GOG1 (%) G2M (%) Fase S (%) FP
Modelo Rectangular con tres compartimentos

Media 1.01 85.816 7.27 6.91 14.18

Rango 0.96 - 1.14 76.67 - 97.4 0.41-14.6 1.97-13.4 2.6 -23.33

DS 0.037 5.357 3.706 2.607 5.357
Modelo Trapezoidal con tres compartimentos

Media 1.01 78.95 6.104 14.94 20.29

Rango 0.96-1.14 18.17 - 97.36 0.17 - 14.26 1.76 - 76.61 2.64 -81.83

DS 0.037 14.96 3.87 14.73 14.987

p 1.00 0.0443(%) 0.3013 0.0135(%) 0.0725

ID: Indice de ADN, FP (Fase S + G2M), (DS) Desviaci 6n estandar, (*)p<0.05
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Tabla 4: Resumen del valor promedio de los resultad os de las fases del ciclo celular y ploidia de ADN para ambos
grupos de pacientes. Fase S modelada en forma recta ngular con tres compartimentos y en forma trapezoid al contra
compartimentos. p<0.05.
Modelo Rectangular Modelo Trapezoidal
Grupo ID GO0G1 G2M Fase S FP 1D G0G1 G2M Fase S FP
GR 1.0 90.746 5.416 3.84 9.256 1.0 88.81 4.98 6.21 11.19
GPAC 1.01 85.816 7.27 6.91 14.18 1.01 78.95 6.104 14.94 20.29
p 0.27 0.004(*) 0.085  0.0005(*) 0.0039(*) 0.27 0.0313(*) 0.3013 0.0304(*) 0.0290(*)
GR: Grupo de referencia. GPAC: Grupo de pacientes p  6lipos adenomatosos colon. ID: indice de AND; FP: F ase S + G2M
(*)p<0.05.
2 A Modelo Trapezoidal 8 Modelo Trapezoidal
, G0G1=78.15 % #
] G0G1=73.06 %
g EzM; 5'13:3 . g G2M = 10.27 %
] ase s> = 10. 0
] Fase 5 =16.67 %
s T | T 1T T I T T 177 I T 5 T 7T |
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!
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4 y
L H
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Figura 1: Andlisis de histograma de ADN correspondi entes a dos pacientes con pdlipos adenomatosos de ¢ olon, en los
cuales se estim0 la fase S usando tanto el modelot  rapezoidal como el modelo rectangular. Paciente N° 10. En (A) se uso el
modelo trapezoidal y en (B) se us6 el modelo rectan  gular. Destaca un aumento considerable de la fase S al usar el modelo
trapezoidal. Paciente N°19. En (C) se us6 el model o trapezoidal y en (D) se us6 el modelo rectangular . Destaca por un lado,
un aumento considerable de la fase S al usar el mod elo trapezoidal y por otro lado, en ambos casos, la presencia de un
componente tetraploide (G2M>6%).
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El uso de tejido fresco presenta varias ventajas sobre el
tejido fijado en incluido en parafina, entre las que se
encuentra la obtencién de una Fase S mas realista
producto de una menor cantidad de debris, ademas de
conservarse indemnes estructuras celulares tanto de
superficie como citoplasmaticas que permiten realizar
estudios inmunofenotipicos (7,29).

Un desafio del andlisis de contenido de ADN y Ciclo
Celular por Citometria de Flujo, lo constituye la
definicion de control normal. El consenso Internacional
sobre Citometria de ADN (8,9) sugiere que cada
laboratorio debe definir sus propios rangos de
referencia para los valores de fases del ciclo celular
(alto, intermedio y bajo, tanto para ADN diploide como
para tumores con ADN aneuploide), basados en sus
propios analisis de diferentes tipos de tejidos (o
tumores) (8). En condiciones ideales se debe usar
como referencia un tejido histologicamente normal,
sometido a idénticas condiciones de conservacion y
procesamiento que el tejido a analizar. Al respecto,
creemos en la necesidad de poder controlar células
epiteliales usando células epiteliales normales, y siendo
aun mas rigurosos, controlar células de colon usando
células de colon normal, idealmente del mismo paciente
(pero una distancia mayor a 1.5 cm de la lesion), criterio
aplicable criterio aplicable a otros tejidos (7,18,32).
Considerando lo anterior, en este estudio se definen
rangos de referencia para las fases de ciclo celular en
tejido fresco de mucosa colénica normal, utilizando dos
modelos diferentes para calcular Fase S, los que
difieren significativamente entre ellos (p<0.05).

Al considerar el analisis de un histograma de ADN,
existen variaciones debido al uso de distintos programas
computacionales y distintos modelos matematicos para
estimar las fases del ciclo celular. A consecuencia de
esto, el valor estimado de Fase S, \varia
considerablemente, (7,13,22,32), lo que ocurre tanto con
el grupo de pacientes de referencia como con el grupo
de pacientes con pélipos adenomatosos (p<0.05). La
eleccion de un determinado modelo matematico es
dificil, ya que estos son complejos y hay decisiones
que deben tomarse por parte de quien realiza el analisis
(7). En el caso del modelo rectangular, de eleccion para
tumores sélido fijjados e incluidos en parafina, es el
modelo mas conservador para Fase S, es decir,
pequefias perturbaciones en la forma de la Fase S,
tendran un impacto relativamente pequefio sobre el
area de estimacion de ésta (7,33). Ademas permite
dividir el componente Fase S en mas de un
compartimiento (4,7,34), produciéndose un aumento de
los valores de Fase S (7,22,32,34). Se recomienda el
uso de tres compartimientos, ya que la Fase S es
convenientemente dividida en compartimientos inicial,
central y terminal (7,33). A su vez, el modelo trapezoidal,
tiene un grado de libertad adicional respecto del modelo
rectangular, entregando valores de fase S mayores
(7,22,34), lo que se puede apreciar tanto en el grupo de
pacientes de referencia (Fase S = 6.35 %, p<0.05) como
en el grupo de pacientes con pélipos adenomatosos de
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colon (Fase S = 15.40 %, p<0.05). El modelo trapezoidal
simple (un compartimiento) trabaja bien para tumores
sélidos y es el método de estimacién de fase S mas
popular, no obstante, la discusion sobre el nimero
optimo de compartimientos del modelo rectangular,
también es aplicable al modelo trapezoidal para la
estimacion de fase S (7,22,34). Ademas  existe
disponible el modelo polinomial, el cual tiene un grado
de libertad adicional con respecto al modelo trapezoidal,
y trabaja bien para histogramas derivados de
poblaciones celulares constantes (cultivos celulares). En
tejidos solidos entrega valores de fase S aberrantes e
ilogicos (7,33), razén por la cual se excluyé de este
estudio.

Si  bien también existen modelos destinados a
compensar la presencia de debris y agregados en el
histograma y su efecto sobre el modelo de anlisis
completo, y los resultados del ciclo celular, estos no
fueron aplicados ya que el criterio de andlisis usado, ya
gue se considerd una ventana de analisis en funcion de
FL2-A v/s FL2-W, la que permitié eliminar la mayor parte
del debris y agregados (7,34,35).

Al comparar ambos grupos de pacientes, se aprecian
diferencias significativas para los valores de fase GOG1,
Fase S y Fraccion Proliferativa (Fase S + G2M),
independiente del modelo matematico usado. La
disminucion légica de la Fase GOG1 producto del
aumento paralelo de la Fase S, al igual que el aumento
de la Fraccion prolifreativa (aun con una fase G2M sin
alteracion significativa, p>0.05) demuestran que el
parametro de Fase S es el mas sensible frente a
perturbaciones del histograma y a su vez es el que tiene
mayor impacto sobre el resto de los parametros de ciclo
celular (Figura 1).

Con los resultados obtenidos, se puede plantear la
conveniencia de evaluar para cada tipo de tejido y/o
tumor (diploide o aneuploide), la capacidad proliferativa
del tejido, en especial la Fase S y la presencia de un
componente tetraploide (G2M >6%), junto con
complementar con estudios histoldgicos,
inmunohistoquimicos, genéticos y de biologia molecular.
Es posible concluir que la utilizacion de diferentes
modelos matematicos para la estimacion de las fases
del ciclo celular, tanto para el grupo de pacientes de
referencia como para el grupo de pacientes con pélipos
adenomatosos de colon, entrega diferencias
estadisticamente significativas para los parametros de
Fase Sy fraccion proliferativa. De acuerdo a esto, y con
lo ya planteado con anterioridad, uno de los aspectos
fundamentales del estudio de ciclo celular, es la
correcta eleccién del modelo de andlisis que mas se
acomode a la serie en estudio, usando dicho modelo
para comparar muestras del mismo tipo de tejido que la
serie original (7). Mas aun, si se considera la secuencia
adenoma displasia carcinoma, se hace pertinente el
seguimiento a largo plazo de pacientes con polipos
adenomatosos de colon, a fin de lograr una deteccién
precoz de progresion displasica o de un carcinoma,
especialmente en pacientes con adenomas con una
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