2v Hsp Patol 1998: Vol. 31. N°2: [11-120
@ Prous Science. S.A.

©

' Sociedad Espafiola de Anatomia Paloldgica

©

* Sociedad Espaiiola de Citologia

- Original

Determinacion de la ploidia tisular
mediante citometria de flujo de DNA
vy deteccion inmunohistoquimica de la
proteina p53. Su relacion con la displasia
en el esofago de Barrett
A. Giménez—Bascuﬁanaj, A. Minguela-Puras?, J. Bermejo-L6pez®, J. Sola-Pérez?,
R. Alvarez-Lépez? y A.M. Garcia-Alonso?

IServicio de Anatomia Patolégica, Hospital Universitario Morales Meseguer; *Servicios de Inmunologia Clinica
v 3Anatomia Patolégica, Hospital Universitario Virgen de la Arrixaca, Murcia.

centaje de biopsias con tincién positiva para p53 a lo largo de la secuencia: Barrett sin dispiasia (0%) — displasia “indeterminada”

SUMMARY

Background: There is substantial disagreement between observers in the diagnosis of dysplastic lesions in Barrett’s esophagus. The
aim of this study was to evaluate the usefulness of DNA flow cytometry and immunohistochemical stain for p53 protein as methods to
complement the conventional histological evaluation of dysplasia in this disease. Methods: Formalin-fixed, paraffin-embedded tissue
from 53 patients was processed for flow cytometric measurements (ploidy determination) and p53 immunostaining. Results: Although
there was a slight decrease in carcinomas (72.7%), there was a highly significant increase in the percentage of biopsies with positive
staining for p53 throughout the sequence: Barrett without dysplasia (0%) — “undetermined” dysplasia (28.5%) — low-grade dysplasia
(68.3%) — high-grade dysplasia (100%) (linear trend: p<0.0001). Only in the samples with severe histological alterations [high-grade
dysplasia (60%) or adenocarcinoma (81.8%)] we found an aneuploid cell popuiation (p<0.0001). Conclusions: The results obtained
with both procedures were promising and probably complementary. However, the greater sensitivity of immunohistochemical staining
and its technical simplicity suggest that the use of this method coutd. in short term, piay a role in the evaluation and management of
these patients. Rev Esp Patol 1998; 31(2): 111-120.
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RESUMEN

Introduccion: Se ha demostrado una sustancial variacion interobservador en el diagndstico de las lesiones displdsicas en el esofago
de Barrett. El propdsito de este estudio fue evaluar fa utilidad de la citometria de flujo de DNA y de Ja tincion inmunohistoquimica para
la proteina p53 como métodos complementarios de la evaluacion histoldgica en esta enfermedad. Métodos: Se process para inmu-
nohistoquimica y andlisis citométrico (determinacién de la ploidia) tejido incluido en parafina procedente de 53 pacientes. Resultados:
Aunque con un discreto descenso en los carcinomas (72,7%), se observé un incremento estadisticamente muy significativo en el por-
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Figura 2. Ejemplos de tincién inmunohistoquimica para la proteina p53 (método estreptavidina-biotina peroxidasa). A: eséfago de Barrett con dis-
plasia de bajo grado, positivo para p53. Obsérvese como la tincién se localiza exclusivamente a nivel nuclear (400x). B: adenocarcinoma poco dife-
renciado, desarrollado sobre un eséfago de Barrett, intensamente positivo para p53. Cuando la acumulacién de p53 es masiva, como ocurre en este
caso, la proteina puede pasar al citoplasma en el momento de la mitosis, tifiendo |a totalidad de ta célula (flechas) (400x).

presencia de- una poblacién aneuploide detectable me-
diante citometria de flujo y la existencia de lesiones his-
tologicas graves, ya que Unicamente encontramos estas
alteraciones en pacientes portadores de displasia de alto
grado (3 de 5 muestras, 60%) o adenocarcinoma (9 de 11
adenocarcinomas procesados, 81,8%) (p<0.0001). Se ob-
tuvieron unos indices de DNA de entre 1,30 y 1,81 (media
1,56). En ninguna de las muestras con alteraciones histo-
patoldgicas menores (esdfago de Barrett sin displasia, con
displasia “indeterminada” o con displasia de bajo, grado)
se demostré la presencia de un pico aneuploide en la cito-
metria de flujo.

Por el contrario, en la tincién inmunohistoquimica
para p53, aunque no encontramos ninglin caso positivo
en muestras sin displasia histoldgica, si se aprecia posi-
tividad en pacientes con alteraciones menos graves: el
28,5% de las muestras con displasia indeterminada y el
58,3% de las muestras con displasia de bajo grado fue-
ron positivas para esta proteina. Se observa asimismo
como, a pesar de un ligero descenso en los carcinomas,
los porcentajes de muestras positivas en esta tincién se
fueron incrementando de forma estadisticamente muy
significativa a lo largo de la secuencia sin displasia —

displasia indeterminada — displasia de bajo grado — dis-
plasia de alto grado (tendencia lineal, p<(0.0001) (Tabla 2).

Por otra parte, en 78 casos fue posible realizar de
modo aceptable ambas técnicas para una misma biopsia,
permitiendo asi establecer una correlacién entre sus re-
sultados. Entre las muestras tisulares con aneuploidia de
las que también se dispone de tincién para pS3 (n=11)]
se detectaron 9 casos positivos (81,8%), mientras que el
grado de positividad entre las muestras diploides fue del
23,8% (16 de 67 biopsias) (p<0.0005) (Fig. 3).

La Tabla 3 muestra los valores calculados para la
sensibilidad, especificidad y valores predictivos de ambas
técnicas. En el cédlculo de estos pardmetros no se toma-
ron en consideracion, naturalmente, los casos etiqueta-
dos como displasia “indeterminada”. El resto de mues-
tras se agrupan, por tanto, en dos clases: biopsias con
histologia normal (sin displasia) y biopsias con histo-
logia patolégica (displasia y adenocarcinoma).

De este modo, por ejemplo, ante una biopsia con
alteraciones histolégicas en el rango de displasia/carci-
noma, hay un 70,3% de probabilidad de que la tincién
para p53 sea positiva (sensibilidad). Si la muestra no
presenta alteraciones histolégicas, la tincidn sera negati-
vaen el 100% de los casos (especificidad).
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Tabla 1. Criterios de exclusion utilizados. Examen histologico
* Disparidad diagndstica en la evaluaci6n histolgica Las preparaciones histoldgicas fueron revisadas e inter-
Bloques de parafina con tejido de caracteristicas muy dispares pretadas por tres anatomopatélogos de forma indepen-
(por ejemplo epitelio plano + material necrético + diente y sin conocimiento de los resultados obtenidos
. epitelio displdsico minoritario) con las otras técnicas empleadas en el estudio. En los
' Bscasa celularidad obtenida (<10.000 nicleos por muestra) casos en que hubo falta de unanimidad en el diagnéstico
Excesivos detritos tisulares (>20%) y gradacién de las alteraciones observadas, se intentd
Coeficientes de variacién elevados (>8%) » establecer un diagnéstico consensuado con una revisién
' Pequefios shoulders del pico G/G, » conjunta de las preparaciones. Si la disparidad diagnds-
Pico Gy/G, asimétrico (no gaussiano, casi diploide); ploidfa tica persistid, el caso fue excluido de la serie. El diag-

dudosa . nostico de displasia fue definido como una transformacién
epitelial en sentido neopldsico, siguiendo los criterios

seleccionados de modo aleatorizado entre la casuistica establecidos previamente para el diagnéstico de displa-

general. sia en la colitis ulcerosa (20), y después modificados
Se aceptaron para su estudio los adenocarcinomas de para su aplicacién en el eséfago de Barrett (9).

esofago (n=11) siempre que en la pieza de reseccién fue

posible comprobar que se habian originado, con toda pro-

babilidad, sobre un eséfago de Barrett, lo cual se deter- Citometria de flujo

mind por la presencia peritumoral de epitelio cilindrico

a La totalidad de las muestras empleadas en este estudio
“especializado”.

correspondi6 a tejido fijado en formaldehido al 10% e
incluido en parafina. Utilizamos una técnica de pepsini-
zacién modificada de la de Hedley y cals. (21), que con-
metrfa de flujo, con resultados validos, 95 muestras isSU-  isti6 basicamente en un proceso de incubacioén del tejido
lares, a 78 de las cuales se realizé asimismo una tincién en una solucién al 0,5% de pepsina (Sigma® Chemical
inmunohistoquimica para p33, con el diagndstico histolé- Co.: St. Louis, MO, EE.UU.) a pH 1,5, durante 90 minu-

Siguiendo los criterios de aceptacién/exclusion que se
exponen en la Tabla 1, fue posible procesar para cito-

gico que se expone en la Tabla 2. Todo el material acep- 1o a 37 °C. Tras esta incubacién se realiz6 un procedi-
tado para su estudio procede de biopsias endoscépicas, en miento de tincién simple con ioduro de propidio, utilizan-
“un intento de hacer uniforme el método de procesamien- do para ello parcialmente el equipo de tincién CellCycle-
to y digestién enzimadtica tisular. kit® (Becton Dickinson Immunocytometry Systems®; San

‘ Tabla 2. Resultados globales obtenidos en nuestro estudio.

Andlisis por

citometria
N° pacientes de flujo Tinciones p53 Aneuploidias P53+
Histologia (n=53)* (n=95) (n=78) (n° de biopsias y %)  (n° biopsias y %)
| Eséfago de Barrett sin displasia 32 40 30 0 0
. Displasia indeterminada 18 25 21 0 6 (28,5%)
Displasia de bajo grado 12 14 12 0 7 (58,3%)
Displasia de alto grado 5 5 4 3 (60%) 4 (100%)
Adenocarcinoma 11 11 11 9 (81,8%) 8 (72,7%)
Valoracién estadistica (tendencia lineal) p<0.0001 p<0.0001

{ *El niimero total de pacientes es menor que la suma de la primera columna, ya que varios pacientes en nuestra serie tienen biop-
 sias en diferentes grupos histolégicos, asi como biopsias con el mismo grado de alteracion histoldgica, aunque tomadas en diferen-
tes momentos de su evolucién.
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degenerativo neopldsico o con la inminencia de este
cambio.

La disparidad entre nuestros resultados y los obteni-
dos por otros autores, que si encuentran aneuploidias en
pacientes con alteraciones histoldgicas menores e inclu-
so en pacientes sin displasia, puede explicarse, en aigu-
nos casos, por la propia variabilidad en el diagnéstico y
gradacién de las lesiones displdsicas y también, en otros,
por el hecho de que la mayorfa de estos estudios se han
realizado sobre material en fresco. No estd aclarado
completamente por qué el tejido preparado a partir de
material incluido en parafina suele tener una proporcién
menor de muestras aneuploides (29-31) que cuando se
utiliza material en fresco. Se ha sugerido que la diges-
tién enzimdatica con pepsina puede producir una pérdida
selectiva de células tumorales, ya que los nicleos neo-
plasicos suelen ser de mayor tamafio y con membranas
nucleares complejas, lo que podrfa volverlos relativa-
mente fragiles. Otros observadores (32-35), que también
han detectado la presencia de una proporcién inusual-
mente grande de picos hiperdiploides, presumiblemente
falsos, al utilizar tejido en fresco, creen que en algunos
casos esto podria ser el resultado de una degradacién de
proteinas cromosdmicas con el consiguiente incremento
en la captacion del ioduro de propidio, un problema al
parecer muy frecuente y significativo en la mucosa del
tracto gastrointestinal (32).

Por otra parte, naturalmente, en los histogramas de
tejido incluido en parafina con gran cantidad de detrito
o en los casos en que la poblacién celular de interés es
una minoria, se puede oscurecer la presencia de peque-
fias poblaciones aneuploides, de ahi nuestro empeilo en
seleccionar histogramas de calidad y de que los bloques
de parafina contengan tejido de caracteristicas aproxi-
madamente uniformes (Tabla 1). De cualquier manera,
aunque se han establecido algunas gufas para la unifica-
cién de la terminologfa usada en citometria de flujo (30,
31), una revisién efectuada por Wersto y cols. (36) de
méas de 200 articulos publicados que relacionan la
ploidia con el comportamiento clinico del cdncer, revela
que se han usado criterios muy dispares y a menudo
inconsistentes en la evaluacién de los histogramas de
DNA. Por ejemplo, en algunos estudios la presencia de
pequefios shoulders a la derecha de la poblacién G /G..
un pico G,/G, asimétrico o, simplemente, todos los
casos dudosos son considerados aneuploides. En este
trabajo, estos histogramas sospechosos fueron rechaza-
dos (Fig. 1).
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Aunque la citometria de flujo ha comenzado a cons-
tituirse en un test clinico de rutina en muchas institucio-
nes, la deficiencia mas importante en el momento actual
es sin duda la falta de uniformidad y control de calidad
(22). Se hace imprescindible un conjunto de criterios de
valoracién aceptados mayoritariamente, asi como una
metodologia uniforme que nos permita extrapolar resul-
tados entre diferentes instituciones, y, desde luego, se
estdn haciendo grandes esfuerzos en este sentido (37-
41). En cualquier caso, la posibilidad de procesar con
éxito pequeilas muestras tisulares fijadas en formaldehido
e incluidas en parafina puede permitir el examen citomé-
trico de series numerosas de pacientes de similares ca-
racteristicas y, por tanto, la obtencién de conclusiones
firmes acerca de su posible papel en el manejo de esta
enfermedad.

Por lo que respecta a la tincion inmunohistoquimica
para la protefna p53, nuestros resultados muestran una
correlaciéon muy significativa con las alteraciones histo-
patoldgicas, incrementdndose el porcentaje de biopsias
positivas a medida que aumenta la gravedad de las lesio-
nes. El gen p53, situado en el brazo corto del cromoso-
ma 17, parece ser la localizacién mds frecuente de las
alteraciones genéticas en el cancer humano (42). Su pro-
ducto normal. o proteina p53 tipo salvaje, actia impidien-
do la propagacién de células dafiadas genéticamente en
un paso de control (checkpoint) del ciclo celular entre las
fases G, y S (43, 44). Su vida media es muy corta, por lo
que suele ser indetectable con los procedimientos habi-
tuales de inmunohistoquimica. Las alteraciones del gen
llevan a la expresion de formas mutantes de la proteina,
no funcionantes y con una vida media m4s larga, que, de
este modo, pueden ser detectados. -

Aungue en este estudio no se ha llevado a cabo una
estimacién precisa, desde el punto de vista cuantitativo,
de Ia positividad en la tincién para p33, es destacable
que esta sobreexpresién no tiende a ser mds extensa o
evidente ni a presentar un patrén morfolégico diferentfz
en casos con lesiones graves que, cuando estd presente,
en aquellos con alteraciones histol6gicas menores.

De los datos obtenidos en nuestro estudio puede de-
ducirse que:

1) La tincidn para p53 permitirfa, si es positiva y en ca-
sos dudosos, catalogar una determinada muestra
como muy probablemente portadora de lesiones en el
rango de displasia/carcinoma (aunque no diferenciar
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Jose, CA, EE.UU.), que contiene ribonucleasa A. Las me-
diciones se realizaron con un citémetro de flujo FACSorr®
(Becton Dickinson), utilizando el programa informaético
de andlisis CellFit software® version 2.0.2 y analizando al
menos 10.000 nicleos por muestra (22).

Si se detecté la presencia de excesivos detritos tisu-
lares (>20%) o si el coeficiente de variacién del pico
G,/G, fue mayor del 8% (23), se reintentd procesar la
muestra si quedaba material suficiente; en caso contra-
rio, fue excluida del estudio. Se consideraron como
muestras diploides aquellas cuyos histogramas mostra-
ron un solo pico G/G, definido. Las muestras aneuploi-
des se definieron como aquellas cuyos histogramas pre-
sentaban un segundo pico en una localizacién no espe-
rada para los picos G /G, 0 G,/M (24. 25). Los casos con
picos G,/G, asimétricos (casi diploides, no gaussianos)
0 con pequefios shoulders de la poblacion G /G, (Fig. 1)
fueron excluidos (26). No se encontraron tejidos tetra-
ploides (o con fases G,/M>20%). El indice de DNA para
cada muestra aneuploide fue computado dividiendo el
canal medio de la poblacién celular aneuploide por el
canal medio de la poblacién celular diploide.

Las 95 medidas citométricas validas realizadas prd—
porcionaron entre 10.600 y 26.100 nticleos por espéci-
men (media: 15.800) con un coeficiente de variacién
medio del 5,3% (rango: 2,7-7,9). La totalidad de las
medidas citométricas fueron realizadas por personal del
Servicio de Inmunologia de este hospital, de modo inde-
pendiente y sin conocimiento del diagndstico histopa-
toldgico asignado a cada muestra o de los resultados de
la tincién inmunohistoquimica.

Deteccion de la proteina p53

Se utilizd el método de estreptavidina-biotina peroxidasa.
Brevemente, tras su desparafinacién y rehidratacién, las
secciones histoldgicas fueron colocadas en una solucién
de tampén citrato 10 mM, ajustada a pH 6 y sometidas a
2 pulsos de 5 minutos en horno microondas a 700 W,
con un reposo entre ambos de 3 minutos. La actividad
peroxidasa endégena fue inhibida tratando el tejido con
H,0, al 3%, durante 10 minutos. Todos los lavados tras
cada incubacion se realizaron con PBS (2 lavados X 5 mi-
nutos). El anticuerpo primario monoclonal anti-p53 uti-
lizado procede del clon DO-7 (Dako Diagnostics®,
Glostup, Denmark), a una dilucién de 1:50; durante 60 mi-

(81

Ploidia risular. citometiia de flujo de DNA x proteina p33: su relacion con el eséfago de Barrett

nutos {la solucién diluyente empleada contiene un 10%
de suero no inmune, de bloqueo; Biomeda® Corp.,
Roster City, CA. EE.UU.). Tras lavado, se afiadi6 el an-
ticuerpo secundario biotinilado (Dako Lsab 2 Kit®, pre-
diluido), y posteriormente se incubaron los cortes con el
complejo estreptavidina-peroxidasa (Dako Lsab 2 Kif®).
El cromégeno utilizado fue el aminoetilcarbazol al 3%.

Se utilizaron secciones de un tumor mamario con
positividad conocida para p53 como control en cada una
de las baterias de tincidn, tanto positivo como negativo
{en este ultimo caso el fragmento tisular se incubd sin el
anticuerpo primario).

La tincion fue valorada, de manera independiente,
por un unico patdlogo, sin conocimiento de los diagnds-
ticos asignados previamente a cada preparacién en el
examen con hematoxilina-eosina o de los resultados de
la citometria de flujo. Los casos fueron etiquetados co-
mo positivos para pS3 si se demostré cualquier tincién
nuclear intensa, evidente, detectada al menos en €l 1%
de los ntcleos del drea tisular de interés. Para ello, una
vez identificada ésta a bajo aumento, se examinan a gran
aumento (400x) 10 campos microscépicos al azar, que

contengan cada uno de ellos al menos 50 células epite-
hales (19) (Fig. 2).

Métodos estadisticos

Para la comparacién de proporciones de muestras inde-
pendientes (por ejemplo, entre la presencia o ausencia
de aneuploidfa y las alteraciones histopatolégicas) y
para el célculo de la sensibilidad, especificidad y valor
predictivo de los distintos pardmetros, se realizé un ané-
lisis de tablas de contingencia mediante el test x> de
Pearson y el subsiguiente anélisis de residuos. También
se aprovechd este mismo andlisis para estudiar la ten-
dencia lineal de las proporciones de resultados patoldgi-
cos en funcién de la gravedad histolégica. Cuando las
frecuencias eran bajas se utilizé el test exacto de Fisher.
La comparacién de la sensibilidad, especificidad y valor
predictivo de ambas técnicas se realizé mediante el test
de McNemar.

RESULTADOS

Como se aprecia en la Tabla 2, se observa una estrecha
correlacidn, estadisticamente muy significativa, entre la
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Figura 3. Correlacion entre la presencia de aneupioidia y los resultados de Ia tincién inmunohistoquimica para p53.

Reciprocamente, si una biopsia presenta una tincion
positiva, la probabilidad de que el cuadro histoldgico sea
de displasia o carcinoma es del 100% (valor predictivo
positivo). Si la inmunotincién es negativa, la probabili-
dad de que la biopsia sea histolégicamente normal es del
78,9% (valor predictivo negativo).

Los valores obtenidos para la sensibilidad y el valor
predictivo negativo de la tincién para p53 son, como
vemos, superiores a los obtenidos para la deteccién de
un pico aneuploide en la citometria de flujo (aunque sélo
en cuanto a la sensibilidad estas diferencias alcanzan
significaci(’)h estadistica: p<0.05; test de McNemar). Por
lo que respecta a la citometria de flujo, l6gicamente, al
estar concentrados los casos aneuploides entre las lesio-
nes més graves, se observa un notable incremento de
estos valores en la deteccion de este tltimo tipo de alte-

Tabla 3. Resultados obtenidos en el calculo de la sensi-
! bilidad, especificidad y valores predictivos de ambas
. técnicas (los datos se expresan en porcentajes).

Discriminacién
sin displasia frente a Citometria
displasia + carcinoma de flujo Tincién p53
Sensibilidad 40 . 703
Especificidad 100 100
Valor predictivo positivo 100 100
: Valor predictivo negativo 69 789

raciones. Asi, la sensibilidad y valor predictivo negativo
para la deteccién de lesiones de displasia de alto grado
y/o carcinoma son del 75% y 90,9%, respectivamente.
En la deteccién de adenocarcinoma estos valores ascien-
den a 81,8% y 95.2%, respectivamente.

DISCUSION

Se ha afirmado que la aneuploidia es probablemente el re-
flejo de una inestabilidad gendmica que, en caso de per-
sistir en el tiempo, puede culminar en un céncer (27). De
hecho, aparte de los adenocarcinomas (9 de los 11 pro-
cesados), Unicamente otros 3 pacientes presentaron
aneuploidias en su mucosa esofagica en ausencia de car-
cinoma. En todos ellos se trata de pacientes con lesiones
de displasia de alto grado en los que una nueva toma
bidpsica realizada poco tiempo después (entre 1 y 6 me-
ses) mostrd la presencia de una degeneracion neoplésica
no detectada previamente. Nosotros no hemos encontra-
do ningtn caso de aneuploidia entre los pacientes con
metaplasia de Barrett simple o con alteraciones histopa-
tolégicas menores, resultados concordantes con los ob-
tenidos por algunos autores (15, 16), aunque no con
otros (11-14), tanto en éste como en otros tejidos (28).
Asfi pues, tal y como ha sido definido en nuestro traba-
Jjo. la existencia de un histograma aneuploide en la cito-
metria de flujo se nos presenta como un marcador estre-
chamente relacionado con la presencia de un cambio
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remoto, emisor de las imdgenes (3, 4). Estos sistemas
de alta calidad presentan esencialmente dos limitacio-
nes. En primer lugar su elevado coste, especialmente a
la hora de disponer de lineas de transmisién con ancho
de banda suficiente para soportar la transmisién de
video de calidad. La segunda limitacién es que se trata,
en general, de sistemas cerrados. La comunicacién se
establece entre dos puntos, o entre una pequefla red de
nodos donde se han situado las lineas especiales de co-
municacion.

Para intentar superar estas dos limitaciones hemos
desarrollado un sistema de telepatologia con dos carac-
terfsticas bésicas: su sencillez y bajo coste, y su aplica-
cién précticamente ilimitada, extensible a cualquier pa-
télogo del mundo a través de la red Internet.

Para ello hemos utilizado como origen de las comu-
nicaciones un ordenador de prestaciones domésticas
conectado a un microscopio convencional, y con la tinica
adicién de una cadmara de video para obtener las imédge-
nes y una sencilla tarjeta digitalizadora que las incorpore
al ordenador. El software empleado es de distribucién
gratuita (freeware) y de bajo coste (shareware). Se trata
de un sistema que optimiza la transmisién de imagenes a
través de lineas telefénicas convencionales de 33,6 Kb/s.
permitiendo recibir secuencias de imagenes estaticas con
una frecuencia del orden de 1-2 por segundo.

MATERIAL Y METODOS

Las comunicaciones mantenidas se establecian esencial-
mente entre dos ordenadores. El receptor es potencial-
mente cualquier ordenador que disponga de conexién a
Internet. No necesita ningtn tipo de software especifico,
pues las imdgenes llegan a su pantalla a través del nave-
gador de Internet.

El ordenador emisor empleado ha sido un PC con pro-
cesador Intel Pentium a 166 MHz, con 64 Mb de memo-
ria RAM y tres discos duros con una capacidad global de
7.4 Gb, y un monitor de 17”. El sistema operativo em-
pleado ha sido Windows 95 (4.00.950a) y disponiamos de
una instalacion en el mismo de servidor de Internet (Mi-
crosoft Personal Web Server, versién 4.02.0602), obteni-
do de forma gratuita en la siguiente direccion de Internet:
http://www.microsoft.com/ie/download/?/msdownload/
ieplatform/pws/pws.htm. La instalacién de este servidor
estd automatizada y dnicamente requiere para Windows 95
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la actualizacién del Winsock a la versién 2, que obtuvi-
mos también de forma gratuita en la siguiente direccién:
ftp://ftp.microsoft.com/bussys/winsock/winsock?2/

Las imdgenes se obtenfan de un microscopio Nikon
Labophot 2A, al que se le conecté una camara de video
en color Sony SSC-C370P, con una resolucién de 470 li-
neas de TV y un sensor de 752 X 582 elementos de ima-
gen. La cdmara transmite las imdgenes al ordenador a
través de una tarjeta digitalizadora (ComputerEyes/PCI)
insertada en una de la ranuras de expansién del ordena-
dor de tipo PCI. Las imdgenes se envian a una pagina
web disefiada en formato HTML, localizada en el propio
ordenador, y accesible desde Internet a través del PWS.
El software que comprime la imagen a formato .jpg y la
envia de forma continua a la pdgina web disefiada es
WebCam32, versién 4.7.1. Se trata de un programa sha-
reware (software con un periodo gratuito de evaluacién
de 30 dias antes de su compra) con un precio de 25 ddla-
res y que obtuvimos en la siguiente direccién de Inter-
net: http://www.kolban.com/webcam32/

Este programa permite escoger la resolucién de las
imégenes hasta un maximo de 720 X 576 pixels, equiva-
lente a la resolucién PAL que aporta la cdmara. El nivel
de compresién de las imdgenes en formato .jpg es tam-
bién configurable, y hemos empleado preferentemente
compresiones del 70%. Un elemento importante de este
programa es la posibilidad de utilizacién de la denomi-
nada tecnologia server push, que es la que permite que
las imdgenes se actualicen de forma continua en el nave-
gador de Internet del equipo receptor conforme se van
recibiendo.

El ordenador emisor estaba conectado a Internet a
través de una RDSI con dos canales de 64 Kb/s de capa-
cidad. Uno de ellos se empleaba para la transmisién de
imédgenes mientras que con el otro se mantenia simulta-
neamente una conexién telefénica con voz con el recep-
tor. Todos los ordenadores receptores en que se ensayd
el sistema disponian de conexiones de telefonia conven-

cional a Internet con capacidad maxima de transferencia
de datos de 33,6 Kb/s.

FUNCIONAMIENTO DEL SISTEMA

El sistema se utilizé funcionando de la siguiente forma.
Inicialmente se establece una conexién telefénica con voz
entre emisor y receptor. Ambos conectan con Internet y
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estas tultimas entre si: bajo grado, alto grado y carci-
noma).

Con el examen citométrico, por el contrario, el des-
cubrimiento de una linea celular aneuploide nos indi-
carfa que estamos ante un proceso neoplisico ya
avanzado en su historia natural.

Aunque, como vemos, ambos métodos pueden ser
complementarios, si tenemos en cuenta la simplicidad
técnica, el bajo coste y la rapidez de ejecucién de la
tincién para p53, un procedimiento al alcance de la
mayoria de laboratorios de anatomia patolégica. Si
todo ello se une a su superior sensibilidad en la detec-
cion de lesiones displasicas, parece evidente que el
uso de esta inmunotincién podria desempefiar un
papel destacado, a corto plazo, en la evaluacion de los
pacientes con eséfago de Barrett.
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Figura 2. Pantalla del ordenador emisor. lzqda.: ventana del programa WebCam32 que captura, comprime y envia las imagenes. Dcha.: ventana

de la pagina web que est4 recibiendo simultaneamente el receptor.

/l'www.geocities.com) y realmente la pérdida de veloci-
dad del sistema es muy escasa. La Unica variacién nece-
saria para este segundo procedimiento es modificar el
cddigo de la pagina web (Tabla 1) sustituyendo la direc-
cién del servidor emisor por la direccién IP de la cone-
xi6n a Internet del ordenador emisor, e indicar al recep-
tor la direccién de la pagina web que tiene que teclear
para acceder al servidor remoto (Geocities en nuestro
ejemplo) donde llegan las imédgenes.

DISCUSION

Desde el principio de esta década han surgido diversos
sistemas de telepatologia. En muchos casos venian jus-
tificados por necesidades de {ndole geogréfica (5) o'de
carencia de patdlogos en lugares remotos, como entre
los pioneros noruegos en el desarrollo de estos sistemas
en Europa (6). Existen diversos estudios que intentan
demostrar la validez de los diagndsticos anatomopatol6-

Tabla 1. Cédigo HTML de la pagina web.

<HTML>
<HEAD>
<TITLE>cdmara 1</TITLE>
</HEAD>

<center><img src="titulo.gif">

</center>

<P><BR>

<HR size=5>

<font size=—1>Luis Alfaro Ferreres</font>
</BODY>

</HTML>

<BODY bgcolor="#000000" font text="#ffff00" link="#999999" vlink="4999999" alink="#999999">

<BR><A HREF="mailto:lalfaro @ctv.es"><IMG SRC="http://ordenador_emisor:puerto” border=25></A>

-~ 124 -



