Notas cortas

Patologia 1996; 29:377 - 378

Requerimientos
metodologicos para el
optimo aprovechamiento
del analisis de imagen
automatizado y el futuro de
esta técnica*
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Instituto Cajal. CSIC. Madrid.

Cada vez con mayor frecuencia se llenan los
laboratorios de equipos automatizados cuya mision es
facilitar las tareas repetitivas, bien porque existen
muchos casos diferentes a analizar o bien porque en un
dnico caso son muchisimas las preparaciones que
deberian ser estudiadas para llegar a conclusiones
estadisticamente fiables. Estos métodos automatizados,
y los equipos técnicos que realizan los trabajos, son
objeto de una controversia tanto nacional (1,2) como
mundial (3,4) que ya ha adquirido caracteres de
cronicidad. En Espaiia, tanto en Centros de Investigacion
como en laboratorios de Anatomia Patolégica, existen
grupos que emplean equipos de andlisis de imagen con
resultados muy sobresalientes desde hace muchos afios,
mientras que en otros existen todavia muchos recelos,
especialmente en los casos en que ha de emitirse un
diagnéstico o un pronéstico clinico.

A los efectos médicos de diagnéstico,
prondstico y evaluacién del tratamiento, el andlisis del
ADN celular en diversos tipos de muestras (biopsias,
extendidos citoldgicos, células de fluidos) estd
adquiriendo cada vez mayor importancia y el interés
hace que sea tema de discusion en revistas y congresos
internacionales. Con el dnimo de colaborar en la
clarificacion de la polémica y de lograr resultados con
alta significacién estadistica, reproducibilidad y
fiabilidad, expongo las siguientes consideraciones fruto
de la experiencia investigadora en histoquimica, tanto
en el plano experimental como en la aplicacién en
patologia humana:
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A) Se deben cumplir siempre unos requisitos
metodoldgicos generales para la obtencién de los
resultados perseguidos. Aunque en el lenguaje mds
coloquial muchos autores se refieren a ellos con el
apelativo de “minimos” (3), se debe considerar/sustituir
el calificativo por “indispensables”. Entre ellos
destacaria: 1) buena calidad de las muestras; 2) buena
calidad y reproducibilidad de Ias técnicas de tincién del
ADN; 3) equipos técnicos contrastados y personal
debidamente entrenado; 4) empleo rutinario de muestras
control para detectar inmediatamente variaciones en los
resultados; 5) realizacién programada de métodos
comparativos para asegurar la reproducibilidad; 6)
medida del ndmero suficiente de células para que los
resultados del estudio sean estadisticamente
significativos para poder llegar a una conclusién
diagnéstica de certeza.

B) En cada caso en concreto, existirdn unas
indicaciones precisas para la realizacién de este tipo de
andlisis. En la actualidad se tienen datos concluyentes
de la utilidad y fiabilidad del método en determinadas
patologias y en determinadas fases/aspectos de las
mismas (p.e. mieloma multiple (5); lesiones
melanociticas (6); carcinoma de mama (2,4,7); cancer
laringeo (8), de higado (9), de préstata (3), de ovario
(10), etc . Sin embargo, se puede sefialar que, de manera
general, las aplicaciones rutinarias del método tienen
(y tendran) su mayor utilidad en: 1) lesiones mal
definidas citolégicamente si la actitud del clinico va a
depender del diagndstico (p.e. las lesiones “bordeline”,
muchas displasias, los tumores de evolucién muy
variable o imprevisible); y 2) la gradacién de la
malignidad tamoral, si precisa el clinico de ella para
adoptar diferentes tipos de tratamientos.

C) El andlisis de imagen del ADN no debe
entenderse como una técnica con metodologfa propia y
que estd aislada del contexto de otras investigaciones o
la aplicacién de otras técnicas. 1) En primer lugar, el
andlisis de imagen de células tefiidas para evidenciar su
ADN puede facilitar informacién bdsica sobre dos
hechos (conjunta o separadamente): a) la existencia de
un mayor o menor contenido de ADN (aneuploidia,
poliploidia, etc) y/o b) la forma y tamafio de las masas
de cromatina que pueden ser mis o menos aberrantes
desde que se presentan los cambios morfometabdlicos
iniciales hasta que llega la necrosis o apoptosis celular.
2) En segundo lugar, la cuantificacién del ADN puede
hacerse de diferente manera segiin el tipo de tejido o
muestra biologica, o segin el tipo de ADN que queramos
analizar. La citologia de flujo es 1til par analizar los
tumores de la sangre o las células tumorales aisladas
(bien primariamente libres como las del liquido ascitico,
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o bien las obtenidas de tejidos mediante aislamiento
celular). El andlisis de imagen tiene su mayor utilidad
en el andlisis de nicleos ( en células o aislados) obtenidos
por cualquier método. Los estudios cromosémicos
(citogenéticos) explican mds pormenorizadamente las
causas de los cambios en el ADN. Finalmente, el anélisis
genético produce y producird el mayor avance en el
estudio y manejo de tumores y el andlisis de imagen
evolucionard hacia el estudio especifico de genes y
secuencias especiales de ADN mediante técnicas de
“hibridacién in situ” y distintas adaptaciones dela PCR
(“reaccion en cadena de la polimerasa”) que podran
amplificar hasta hacer detectables en los ntcleos la
existencia de esos ADN claves para la medicina, como
ya se hace ahora en geles en los que se separan
nucledtidos o secuencias de ADN.

D) Por tltimo, hay que tener en consideracién
que el analisis de imagen no sélo esta dedicado, como
hasta ahora hemos mencionado, al estudio del ADN,
sino que se aplica a todos los métodos histoquimicos en
general (citoquimicos convencionales, enzimoquimicos,
inmunocitoquimicos, autorradiograficos, genéticos, etc.)
con resultados muy sobresalientes en muchos terrenos
de la biomedicina. Sin embargo en la practica médica,
el avance de estos métodos que pueden dar cuenta de
cambios en componentes, enzimas, receptores, segundos
mensajeros, proteinas, genes, etc, sélo puede ser
considerado de gran altura en estudios de investigacion
y en la diferenciacién de algunos tipos concretos de
tumores.

CONCLUSION

El andlisis de imagen automatizado, llevado a
cabo con el cumplimiento estricto de unos requisitos
metodoldgicos indispensables estd produciendo
resultados muy ttiles para el diagnéstico y seguimiento
de muchos tipos de tumores. Su principal aplicacién
actual es la cuantificacidn y, a veces, cualificacién del
ADN. Sin embargo, en un futuro se aumentaran las
aplicaciones analizando cambios en componentes y
funciones nucleares y citoplasmaticos. Cada vez son m4s
los “marcadores” ttiles que pueden definir un proceso
patoldgico o una fase del mismo.
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