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RESUMEN: La cifologia urinaria es un procedimiento aceptado en el diagnostico y seguimiento del carcinoma
transicional (CT) de vejiga. Para estudiar su sensibilidad y evaluar pardmetros prondsticos, realizamos el andlisis de
ADN a muestras de orina de 72 pacientes con CT de vejiga comprobado histologicamente.

Se examinaron los extendidos realizados con citocentrifuga y coloreadas con técnica de Papanicolau convencional. Los
mismos extendidos, obtenidos de muestras previas a la biopsia, fueron decolorados y recoloreados de acuerdo con la
técnica de Feulgen. Con un analizador de imdgenes se evalud la ploidia nuclear, el grado de malignidad (GM} (Bocking
y colaboradores, 1986) y los eventos mayores de Sc (5¢E). El seguimiento clinico promedio fue de 33 meses.

La citologia convencional con técnica de Papanicolaou fue positiva en 44 casos 61,11%), que incluian 6/17 CT gra-
do(G)I; 24/35 GIl v 14/20 GlI1. Los histogramas fueron diploides en 9 casos (12,5%) y aneuploides en 63 (87,5%);
fueron aneuploides en 13/17 de los tumores G1 (76,5%), 32/35GII(91,4%), y 18/20 GlII (90% ). Combinando los dos
métodos, la positividad total fue de 65/72 (93,05%).

Se encontraron diferencias estadisticamente significativas cuando se correlaciond el indice de ADN (p < 0,02), GM
(p<0,001)y 5cE (p < 0,001) con la sobrevida global y libre de enfermedad.

Elandlisis de ADN es iitil para aumentar la sensibilidad de la citologia urinaria. Los datos de esta serie indican también
que la determinacion del indice de ADN, GM y 5¢cE por Al son de valor prongsstico en CT de vejiga.

(Rev. Arg. de Urol., Vol. 63, N° 2, Pig. 61, 1998)
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SUMMARY: Urinary cytology is a well established procedure in the diagnosis and follow-up of transitional cell
carcinoma of the bladder. In order to study its sensitivity and to asses prognostic parameters, DNA analysis was
applied to urine samples from 72 patients with histologically proven transitional cell carcinoma of bladder.
Conventional Papanicolau stained cytospin preparations were examined. Samples were obtained prior to biopsy.
The same smears were destained and restained according to the Feulgen method. DNA ploidy, malignancy grade
(MG) (Bocking et al, 1986) and 5c exceeding events (5cE) measured with an image analysis system. Mean follow-up
was 33 months.

** Departamento de Patologia y ** Division Urologia, Hospital de Clinicas “José de San Martin”, UBA.
Avda. Cérdoba 2352, (1120) Buenos Aires. Tel.: 961-6001.

Aceptado para su publicacion en noviembre de 1997,

SAU

Rev. Arg. de Urol,, Vol. 63, N° 2, Pdg. 61, 1998




Forty-four cases were positive with the Papanicolau stain (sensitivity: 61.11%). These cases included 6/17 grade (G)
1 tumors; 24/35 GII; and 14/20 GlIl1. Histograms were diploid in-9 cases (12.5%) and aneuploid in 63 (87.5%) and
the distribution of the aneuploid cases according to grade was: 13/17 GI (76.5%), 32/35 GII (91.4%), and 18/20
GIII (90%). Total positivity with the combination of both methods was 65/72 (93.05%).

Statistically significant differences were found when we correlated the DNA index (cut-off of 1.67 for the aneuploid
cases) (p < 0.05), MG (p < 0.001) and 5¢E (p < 0.001) with disease free and total survival.

DNA ploidy analysis is able increase the sensitivity of urinary cytology. Our data also suggests that the determination
of the DNA index, MG and 5cE by image analysis may be useful as prognostic parameters in transitional cell carcinoma.

(Rev. Arg. de Urol., Vol. 63, N° 2, Pdg. 61. 1998)
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INTRODUCCION

La citologia urinaria es un método aceptado para el
diagndstico y seguimiento de los pacientes con carci-
noma transicional (CT) de vejiga?. El mismo utiliza
criterios diagndsticos que poseen un componente sub-
jetivo inherente a cada observador, lo que resulta en la
conocida variabilidad en cuanto a la sensibilidad, espe-
cificidad y reproductibilidad.

La sensibilidad del método es de aproximadamente
el 70%, dependiendo del grado del tumor. Se han co-
municado diferencias en la concordancia citohistoldgica
entre tumores de alto grado (90%) y de grado interme-
dio y bajo (30%), debido a que la falta de marcadas
alteraciones morfoldgicas en tumores de bajo grado hace
dificil su identificacién®®.

Ademds de los criterios morfoldgicos, en los tltimos
afios algunos estudios han probado la utilidad del estu-
dio del contenido de ADN en muestras de orina (mic-
cion espontdnea o lavados vesicales) para aumentar la
sensibilidad diagnéstica en el CT y obtener informa-
cién de valor pronéstico en el seguimiento de los pa-
cientes”®. El andlisis de ADN puede ser realizado por
analizador de imédgenes (Al) o citometria de flujo (CF).
El primer método es el preferido en citologfa del tracto
urinario por la posibilidad del operador de escoger las
células a medir, ser simple y altamente sensible®.

Presentamos este trabajo con el objetivo de estudiar
el valor del andlisis de ADN en relacidn con su sensibi-
lidad diagnéstica y utilidad pronostica en citologias uri-
narias provenientes de pacientes con CT.

MATERIAL Y METODOS

Entre los afios 1988 y 1996 fueron examinadas en el
Departamento de Patologia del Hospital de Clinicas
“José de San Martin” 3.116 citologias urinarias (2.697
orinas espontdneas y 469 lavados vesicales). De las mis-
mas se seleccionaron para este estudio las pertenecien-

tes a 72 pacientes con demostracidn histoldgica de CT

SAU

por biopsia subsiguiente con un seguimiento no menor
de 24 meses (promedio: 33 meses). Ninguno de los pa-
cientes habia sido tratado previamente. Para la determi-
nacién del grado histoldgico en las biopsias se utiliz6 la
clasificacion de Mostofi'®,

Se estudiaron los extendidos coloreados con técnica
de Papanicolaou convencional. Posteriormente en los
mismos extendidos se marcaron los campos a ser anali-
zados, se les quité el cubreobjeto, fueron refijados en
formol buffer durante 30', sometidos a hidrélisis con
HCI1 5N durante 60' y luego recoloreados con la técnica
de Feulgen. Esta coloracién estequiométrica nos per-
mitié evaluar el contenido de ADN a través de la deter-
minacidn de la densidad 6ptica integrada.

Se determiné la ploidia (indice de ADN), grado de
malignidad (GM) y eventos mayores de 5c¢ (5cE), de
acuerdo con hardware, software y pardmetros utiliza-
dos habitualmente en nuestro laboratoriot!' '2.

Para el andlisis de los resultados se realizé la prue-
ba estadistica del chi cuadrado y la férmula de especi-
ficidad de acuerdo con la definicién estandar (verda-
deros positivos / verdaderos positivos + falsos negati-
vos)4d,

RESULTADOS

De los 72 pacientes, 52 eran de sexo masculino y 20
femeninos. Las edades oscilaron entre 42 y 80 afios,
con un promedio de 64,11 afios.

Las citologias urinarias con la técnica de Papanico- -
laou convencional fueron positivas en 4 casos (61,11%)
y las restantes fueron negativas. La distribucion de los
casos positivos segin el grado histolégico de carcino-
ma transicional presente fueron las siguientes: 6 de los
17 Grado I (35.3%), 24 de los 35 Grado I1 (68,5%) y 14
de los 20 Grado III (70%).

El andlisis de ADN mostré un indice de ADN
(IADN) que oscil6 entre 0,93 y 5,81, siendo 9 casos
diploides (D) (12,5%) y 63 aneuploides (A) (87,5%).
La distribucién de los casos A segtn el grado histolé-
gico fue: 13/17 Grado I (76,5%), 32/35 Grado 1l
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Folo 1: Microfotografia que muestra un grupo de célu-
las uroteliales con discreta irregularidad e invaginacion
de la membrana nuclear correspondientes a un carci-
noma transicional de bajo grado (grado I, Papanico-
laou, 1.000x).

Foto 2: Grupo de células uroteliales con marcado
pleomorfismo nuclear correspondientes a un carcino-
ma transicional de alto grado (grado 111} (Papanico-
laou, 1.000x).

Comparacién del estudio citolégico y por Al en
carcinoma transicional de vejiga

PLOIDIA NUCLEAR (ADN)
PROTOCOLO 77 306

GRADO I
IADN = 1.09
5cE#=0

2cDI= 0.254
ADN-GM = 0.173
SEE

_

FLOIDIA NUCLEAR (ADN)

PROTOCOLO 107 038

GRADO II

IADN= 1.58

ScE#= 2 |

2cDI= 1.057

ADN-GM = 0.550

RECIDIVADO i ===

PLOIDIA NUCLEAR (ADN)
PROTOCOLO 102.170

GRADO 11
IADN = 4.25
ScE#= 39
2cDI=23.972
ADN-GM = 2.455
PROGRESION LOCAL

Foto 3: Histogramas de distribucion de ADN que per-
miten comparar los distintos valores obtenidos y la evo-
lucidn clinica en 3 pacientes con carcinoma transicional
grado Il (IADN: indice de ADN; 5cE,: eventos superio-
res a 5c; ADN-GM: grado de malignidad; S.E.E.: sin
enfermedad evidente).

(91,4%), y 18/20 Grado III (90%). Combinando los dos
métodos la positividad fue del 93,05% (65/72 casos)
(Tablas 1,2y 3).

El grado de malignidad (GM) vari6 entre 0,061 y
2.818, observandose 5¢cE en 45 casos, los cuales oscila-
ron entre 1y 63 (promedio: 10,9).

Sensibilidad de la citologia urinaria segin
el grado de CT

Grado N°total N°decasos Sensibilidad
Método Sensibilidad (%) de CT de casos positivos (%)
Citologia 61,11 I 17 6 35,3
Al 87,50 Il 35 24 68,5
Citologia y Al 93,05 III 20 14 70,0

Tabla 1: Al: analizador de imdgenes.

Tabla 2: CT: carcinoma transicional; N°: numero.
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Sensibilidad del estudio con Al segin
el grado de CT

Grado N°total N°de casos Sensibilidad
CT de casos aneuploides (%)
1 17 13 76,5
II 35 32 914
I 20 18 90,0

Tabla 3: Al: analizador de imdgenes; CT: carcinoma
transicional; N°: numero.

El seguimiento clinico mostré que 21 pacientes
(29,1%) se encontraban libres de enfermedad, 43
(59,8%) presentaron recidivas tumorales y 8 (11,1%)
habian fallecido por el tumor.

Al correlacionar los resultados obtenidos con el Al'y

el seguimiento de los pacientes observamos los siguien-
tes resultados (Tabla 4):

eIndice de ADN: Los casos D mostraron mayor so-
brevida libre de enfermedad en comparacién con los
casos A (p < 0,02). Al analizar los casos A observamos
que un TADN mayor de 1,67 se correlacionaba con
mayor nimero de recurrencia y muerte por enfermedad
(p <0,05).

*Grado de malignidad: Al dividir nuestros casos en
3 grupos: a) < 0,500: 29 casos; b) 0,500-1,800: 34 ca-
s0s, y ¢) > 1,800: 6 casos. Demostramos que este valor
de corte para GM tiene una buena correlacién con la
sobrevida con mayor nimero de pacientes libres de en-
fermedad en el primer grupo, en el segundo mayor ni-
mero con recurrencia de su enfermedad y en el dltimo
grupo aumento de la incidencia de muerte por enferme-
dad (p < 0,001).

«Eventos mayores de 5c: La ausencia de eventos se
asocié con un mayor nimero de casos con sobrevida
libre de enfermedad (p < 0,001).

Correlacién de resultados con Al con seguimiento de los pacientes

Seguimiento clinico IADN GM 5cE
<1,10 >1,10 < 0,500 0,500-1,800 >1,800 0 Masdel
SEE 6 15 3 0 16 5
R 3 40 27 3 10 33
F 0 8 4 3 1 7

Tabla 4: Al: analizador de imdgenes; IADN: indice de ADN; GM: grado de malignidad; 5cE: eventos mayores de
5c; SEE: sin enfermedad evidente; R: recidiva; F: fallecidos por enfermedad.

DISCUSION

Debido a que la historia natural del CT de vejiga es
poco predecible, un diagndstico temprano del tumor de
novo o de las recidivas permite instaurar una terapéuti-
ca adecuada. Es de utilidad, entonces, un método de
diagnéstico y seguimiento que sea no invasivo, confia-
ble, econémico y sensible. Hasta la actualidad el dnico
método disponible que reunia dichas caracteristicas, al
menos para tumores de alto grado, era la citologia con-
vencional con técnica de Papanicolaou de las micciones
espontaneas”.

La sensibilidad de la citologia urinaria varfa entre 50
y 75% y depende del niimero de muestras estudiadas, la
extension, el tamafio y el grado del tumor, ademds de
una citopreparacién adecuada y de la experiencia del
patSlogo. En los tumores de bajo grado la misma es
mucho menor (aproximadamente 30%)"*.

El examen por cistoscopia, que conlleva un riesgo
para el paciente y a veces dificultades para el observa-

dor, ademds de ser invasivo y mds caro, puede no de-
tectar recurrencias que si son diagnosticadas por
citologfa y/o anélisis de ADN, sobre todo para lesiones
planas o sésiles. Se han comunicado histogramas anor-
males 12 meses previos al desarrollo de tumores
cistoscopicamente visibles!?!9.

Debido a la necesidad de aumentar la sensibilidad y
de obtener datos objetivos y reproducibles se ha estu-
diado el contenido de ADN de las células uroteliales.
Los trabajos realizados demuestran un sustancial aumen-
to de la sensibilidad y en algunas series llegan aproxi-
madamente al 100% en combinacién con la citologia
convencional!”.

Existe consenso en que este método no debe ser uti-
lizado como screening en todas las citologias urina-
rias'®, pero se ha sugerido su uso en pacientes de alto
riesgo para carcinoma transicional (hombres fumado-
res con sintomas irritativos vesicales, individuos que
trabajan con colorantes y otros agentes que contienen
aminas aromadticas, y otros con exposicién conocida a
carcinégenos vesicales), aquellos con alta sospecha
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cistoscopica de tumor y para monitoreo de pacientes
con tumor conocido?!?.

De los dos métodos utilizados para el anadlisis de
ADN. CF y Al el dltimo es de eleccién debido a la
posibilidad de estudiar los mismos extendidos, selec-
cionando asf los campos a evaluar y las células
tumorales, excluyendo células superpuestas, inflama-
torias y nicleos con alteraciones degenerativas. Por otra
parte, teniendo en cuenta que frecuentemente son ex-
tendidos hipocelulares, s6lo 100 a 200 células permiten
realizar el andlisis®>!?.

En esta serie la sensibilidad de la citologia examina-
da fue de 61,11% con la técnica convencional, la que
fue incrementada a un 93,05% con el estudio combina-
do con Al Otras series registran una sensibilidad com-
binada que oscila entre 83 y 90%. con una alta especifi-
cidad en todos los casos, utilizando analizador de ima-
genes para determinar el contenido de ADN7#2". Los
estudios que utilizaron citometria de flujo no pudieron
obtener un incremento sustancial de la sensibilidad, aun
combinando este método con la citologfa, especialmente
en la deteccion de tumores de bajo grado!™.

Existe una serie comunicada donde ademds de com-
parar la sensibilidad de la citologfa convencional, el
andlisis de imdgenes y la citometria de flujo, se realizé
el estudio citogenético del nicleo en interfase por hi-
bridizacién in situ fluorescente (FISH). En el mismo,
este dltimo método es el que logré una especificidad
del 100%, comparable a la citologfa, y una sensibilidad
del 73%, que fue menor a la obtenida por Al Los auto-
res concluyen que tanto la ploidfa como el estudio
citogenético son de utilidad en combinacién con la
citologfa en el diagndstico del CT de vejiga®.

En cuanto a los factores prondsticos en el CT, los
ampliamente utilizados son el grado y el estadio tumo-
ral. Como los mismos pueden no ser del todo reprodu-
cibles, se estudid en los ultimos afios la relacion entre ¢l
contenido de ADN y el comportamiento clinico; algu-
nos estudios demostraron una buena asociacién entre la
aneuploidia y un aumento de la incidencia de la recu-
mencia y de la progresion tumoral, indicando que es
posible obtener informacién no sélo diagnéstica, sino
también de valor prondstico®”.

Los estudios publicados han demostrado que ademds
de la aneuploidia otros parametros como los 5cE o el
fndice de desviacién de 2¢ (2¢DI) obtenidos del estudio
por Al se correlacionan con agresividad tumoral*?.

En nuestra serie, asf como en las descriptas, obser-
vamos que los tumores D con GM menor de 0,500y sin
5¢E se correlacionaron con sobrevida libre de enferme-
dad. En cambio, tumores A y altamente aneuploides
IADN > 1,67), con 5¢cE y GM > 0,500 se asocian con
una disminucién de la sobrevida global y con un mayor
nimero de recurrencias, siendo las diferencias entre
estos casos estadisticamente significativas.

Concluimos que el andlisis de la ploidia nuclear per-
mite incrementar la sensibilidad de la citologia urina-

ria. Nuestros resultados sugieren, ademds, que la deter-
minacién del IADN, el GM y 5¢E pueden ser de utili-
dad como factores prondsticos en CT transicional de
vejiga.
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COMENTARIO EDITORIAL

Los autores parten de la premisa de que la citologia
urinaria es un buen método para el diagndstico y segui-
miento de los pacientes con carcinoma transicional de
vejiga. Reconocen que éste tiene un componente subje-
tivo inherente a cada investigador, lo que resulta en la
variabilidad de la sensibilidad, especificidad y repro-
ductibilidad del mismo.

Se sabe que la sensibilidad del PAP de orina es muy
buena en los tumores de alto grado, existiendo diferen-
cias marcadas en los de grado intermedio y bajo.

El objetivo del trabajo es estudiar el valor del ADN en
su sensibilidad diagnéstica y utilidad en el prondstico en
citologfas urinarias en pacientes con CT comprobado.

El material utilizado son las citologias urinarias de 72
pacientes con demostracién histolégica de CTy sin tra-
tamiento previo, extraidas de los archivos del Departa-
mento de Patologia del Hospital de Clinicas José de San
Martin, sobre un total de més de 3.000 citologias urina-
rias realizadas en el término de ocho afios y un segui-

miento promedio sumamente aceptable de 33 meses.

En los resultados presentados por los autores la Ta-
bla 1 es sumamente demostrativa. En ella observamos
que la sensibilidad de la citologia es mis que aceptable;
el analizador de imdgenes tiene una sensibilidad casi
un 25% mayor, y lo que realmente es llamativo, es que
la combinacién de los dos, citologia y Al, aumenta €sta
al 93,05%.

La Tabla 2 resume la sensibilidad de la citologia uri-
naria segiin el grado del CT y obviamente en los de bajo
grado la sensibilidad del método es menor y aumenta
en los intermedios y en los de alto grado.

En la Tabla 3 se muestran los resultados de la sensi-
bilidad del estudio con el Al segtin el grado de CT, y es
sensible la elevacién del porcentaje en el grado uno, y
en los otros dos el aumento de la sensibilidad’es més
que llamativo.

En la correlacion de resultados con Al en el segui-
miento de los pacientes se demuestra que aquellos con
TADN menor de 1 y euploides se encontraron libres de
enfermedad en todo el seguimiento; los que presenta-
ron IADN mayor de 1 y aneuploides tuvieron recidiva
y los con eventos mayores de 5S¢ fallecieron por la en-
fermedad.

Los autores hacen una revisién de la literatura mun-
dial de los dltimos afios, desde 1985 a 1996, en donde
ademds de los criterios morfolégicos se ha probado la
utilidad del estudio del contenido de ADN y de la ploidia
celular en muestras de orina para aumentar la sensibili-
dad diagnéstica en el CT y tener informacién pronosti-
ca en el seguimiento de los pacientes.

Comparativamente, la cistoscopia es un examen in-
vasivo para el paciente y a veces no confiable por fallas
del observador o en algunos tumores que no son detec-
tados tempranamente. Parece razonable realizar el and-
lisis del ADN con el analizador de imégenes por la po-
sibilidad que le da al patélogo de trabajar con muestras
hipocelulares, escoger las células a medir y ser, de acuer-
do con los autores, simple, altamente sensible y no in-
vasivo.

Puedo concluir que se trata de un trabajo de alto ni-
vel cientifico, de una buena comprensién para el
patélogo y el urélogo y un método de suma utilidad
naturalmente para el diagnéstico y seguimiento de nues-
tros pacientes.
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