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RESUMEN

Con la finalidad de establecer la relación entre ploidia,
fase S y las características morfológicas del carcinoma
de mama se estudiaron 402 muestras de material en
fresco.  No se encontró ninguna relación entre ploidia y
fase S, y el status de los ganglios linfáticos y la edad de
las pacientes.   Las lesiones aneuploides resultaron de
mayor tamaño que los tumores diploides y usualmente no
expresaban receptores hormonales.   Los carcinomas
ductales inf i l t rantes (322/402) mostraron mayor
porcentaje de lesiones aneuploides y una fase S más
elevada en relación con el incremento del grado
histológico, la formación de túbulos, el pleomorfismo
nuclear y el índice mitótico.  En el análisis multivariante,
el pleomorfismo nuclear y el tamaño tumoral constituyeron
las únicas variables independientes y con valor de
predicción para la aneuploidia.  El patrón de ADN y la
fase S constituyen variables que se correlacionan con los
cambios morfológicos y así proporcionan información
objetiva y reproducible.

Palabras clave: Citometría de flujo.  Neoplasia
mamaria.  Patología.

SUMMARY

In order to establish  the relationship between ploidy,
S-Phase fraction and morphological features in breast
carcinoma, 402 frozen specimens were studied.  No rela-
tionship could be found when ploidy and S-phase fraction
were correlated with lymph node status and patient’s
age.  Aneuploid lesions were larger than diploid tumors
and usually did not express hormone receptors.  Infiltrat-
ing duct carcinoma (322/402) showed a higher rate of
aneuploidy and S-phase fraction related to the increase

of the histological grade, scores of tubule formation,
nuclear pleomorphism and mitotic rate.  In a multivariate
regression analysis the nuclear pleomorphism and tu-
moral size were the only independent variables and most
powerful predictive for aneuploidy in infiltrating duct
carcinomas.

DNA pattern and S-phase fraction are variables that
correlate with morphological features, providing more
objective and reproducible information.

Key words: Flow cytometry.  Breast neoplasm.  Pa-
thology.

INTRODUCCIÓN

El cáncer de mama es el tumor maligno más
frecuente en mujeres y representa aproximadamente
el 30% del total de cánceres diagnosticados en el
sexo femenino.  En la actualidad constituye la tercera
causa de muerte por cáncer, siendo superada sólo
por el cáncer de pulmón y el colorrectal.  Casi el
18% de las muertes por cáncer en mujeres se
encuentran relacionadas con el cáncer de mama (1).
Se han establecido muchos factores pronósticos con
la finalidad de determinar qué tumores comportan
mayor agresividad; el estadio clínico y las caracte-
rísticas histopatológicas son los únicos factores
utilizados en la práctica con fines pronósticos.  Sin
embargo, estos sólo representan aspectos estáticos
de la enfermedad neoplásica, pero son importantes
para predecir la evolución, conocer el ritmo y la
dinámica de crecimiento tumoral.  En los últimos
años, el análisis del ADN mediante citometría de
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flujo ha aportado información acerca de la ploidia y
cinética celular para predecir el comportamiento de
esta modalidad de cáncer (2-6).

La relación entre el contenido de ADN y la fase
S (FS) de las células tumorales se ha establecido no
solamente con la edad, la menopausia y el estadio
clínico, sino también con el tamaño tumoral, el tipo
y grado histológico, la existencia o no de metástasis
en los ganglios linfáticos y el status de los receptores
hormonales (2-5, 7-11).  Aquellos tumores de alto
grado que no expresan receptores hormonales son
usualmente aneuploides y cont ienen un al to
porcentaje de células en FS (3,4,6,7,9,10,12,14).

En esta contribución presentamos los patrones
de ploidia y FS en relación con diversos aspectos
morfológicos del tumor, como tipo y grado histoló-
gicos, tamaño, afectación de ganglios linfáticos
axilares y status de los receptores hormonales
estudiados en muestras de tejido tumoral congelado
provenientes de 402 cánceres de mama.

MATERIAL Y MÉTODOS

Pacientes.  Se incluyó en el estudio un total de
402 carcinomas infiltrantes de mama intervenidos
quirúrgicamente en nuestro instituto, en el curso de
los últimos 5 años.  Todas las pacientes eran de raza
caucásica con una media de edad de 50 años (25-83
años).

Hallazgos anatomopatológicos.  En los casos
en que fue posible, el tumor se midió en su diámetro
mayor.  Los tipos histológicos incluidos fueron los
siguientes:  carcinoma ductal infiltrante (CDI), car-
cinoma lobulil lar infi ltrante (CLI), carcinoma
infiltrante mixto (CIM) (coexistencia de componente
ductal y lobulillar en la misma lesión) y carcinoma
medular (CM).  En 336 casos se practicó linfade-
nectomía ipsolateral a fin de determinar el status
ganglionar.  El resto de las muestras correspondía a
44 biopsias por incisión, 15 mastectomías simples y
7 biopsias de lesiones recidivadas.

En los carcinomas ductales infiltrantes, el grado
histológico se estableció de acuerdo con la clasifi-
cación de Scarff-Bloom-Richardson modificada por
Elston (15), especificándose la formación de túbulos
(FT), el pleomorfismo nuclear (PN) y el índice
mitótico (IM).  Estos parámetros aparecen resu-
midos en el Cuadro 1.

Citometría de flujo .  Con el espécimen en fresco
se tomó una muestra de tumor de unos 0,5 g y se
almacenó a -30ºC.  Las muestras fueron troceadas y
sumergidas en tampón citrato según la técnica
propuesta por Vindelov y col. (16), preparándose
una suspensión de núcleos aislados que se coloreó
con yoduro de propidio (Sigma®).  Las suspensiones

Cuadro 1

Características clinicopatológicas y biológicas
de los casos

N %

Edad
< 50 238 59,2
> 50 164 40,8

Tamaño tumoral
Sin determinar   28  6,9
< 2 cm 185 46,0
2-5 cm 168 41,8
> 5 cm   21   5,3

Afectación ganglionar
pN(-) 202 60,1
pN(+) 134 39,9

Tipo histológico
Carcinoma ductal infiltrante 322 80,1
Carcinoma lubulillar infiltrante  44 10,9
Carcinoma infiltrante mixto  21   5,3
Carcinoma medular  15   3,7

Grado histológico*
Combinado

I 123 38,2
II 147 45,7
III   52 16,1

Pleomorfismo nuclear
1   70 21,7
2 180 55,9
3   72 22,4

Índice mitótico
1 170 52,8
2 125 38,8
3  27   8,4

Formación de túbulos
1  56 17,4
2 125 38,8
3 141 43,8
Receptores hormonales

RE+ 180 47,2
RE- 201 52,8
RP+ 204 53,5
RP- 177 46,5

* En el carcinoma ductal infiltrante.
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celulares se analizaron en un citómetro de flujo
Becton-Dickinson-Faxscan y el programa Cellfit
(Becton-Dickinson®) para la adquisición de datos.
El citómetro utilizado estaba equipado con un rayo
láser de argón de 488 nm.  El análisis del ADN fue
el resultado del estudio de 15 000 núcleos en cada
caso a una razón de 40-100 núcleos/seg.  Se utilizaron
eritrocitos de pollo y linfocitos humanos como
controles externos.  El índice de ADN se calculó
mediante el cociente entre el contenido de ADN de
las células tumorales en G

0
/G

1
 y el contenido de las

células normales en G
0
/G

1
.  En el presente estudio,

los tumores fueron clasificados como diploides o
aneuploides.  La FS pudo calcularse en 343 casos
(85%).

Análisis de receptores hormonales.  En el curso
del estudio peroperatorio de las muestras se obtu-
vieron seis cortes congelados adicionales de 7 µm y
se colocaron en por taobjetos especia lmente
preparados.  La determinación de receptores se
realizó mediante la utilización de equipos comer-
ciales para receptores estrogénicos (RE) Abbott ER-
ICA monoclonal® y receptores de progesterona (RP)
Abbott PgR-ICA monoclonal®.  Los tumores se
consideraron positivos o negativos para cada tumor
después de aplicar métodos estandarizados (17).

Análisis estadístico.  La media de células en FS
se comparó con otras variables mediante el test de
ANOVA o el test no paramétrico de la U de Mann-
Withney y el análisis de la varianza de Kusrkal-
Wallis.  Para comparar la ploidia se utilizó el test
exacto de Fisher.  El análisis multivariante se realizó
de acuerdo con una regresión logística no condicio-
nal.  La diferencia se consideró estadísticamente
significativa ante valores de p< 0,05.

RESULTADOS

De los 402 tumores estudiados, 322 (80%) eran
carcinomas ductales infiltrantes, 44 (11%) carcino-
mas lobulillares infiltrantes, 21 (5%) carcinomas
mixtos infiltrantes, y 15 (4%) carcinomas medulares.
El 62% de los CDI, el 25% de CLI, el 40% de CIM,
y el 87% de CM fueron aneuploides, y se constató
además, una relación entre el tipo histológico y la
ploidia (p< 0,001).  En los tumores diploides la
media de FS de los CDI fue de 3,03 (desviación
estándar ± 2,43), en los CLI de 2,78 (± 2,18), en los
CIM de 3,12 (± 2,08) y en los CM de 6,20 (± 4,80).
En lesiones aneuploides, la media de FS fue de 9,18
(± 6,55) en los CDI, de 10,41 (± 7,56) en los CLI, de

8,66 (± 3,87) en los CIM y de 19,98 (± 8,71) en los
CM.  La media de FS en neoplasias aneuploides fue
mayor que en las diploides, independientemente del
tipo histológico, pero en los tumores aneuploides se
encontró una diferencia estadísticamente signifi-
cativa (p< 0,005) entre el tipo histológico y la media
de FS.

Existió una relación estadísticamente signi-
ficativa entre el grado histológico, el PN, la FT y el
IM, y el tipo de ploidia.  El porcentaje de tumores
aneuploides fue mayor cuando el grado histológico,
el PN, la FT y el IM aumentaban (Figura 1).  La FS
fue significativamente mayor cuando el grado
histológico era alto, no sólo en tumores aneuploides,
sino también en los diploides (Cuadro 2).  También
se constató una relación positiva entre la media de
FS y el PN, la FT y el IM, independientemente de la
ploidia.  Cuando los valores de estas variables
aumentaban, la FS era mayor.

En las 336 pacientes en las cuales se practicó
linfadenectomía axilar no se encontró relación entre
el tipo  y grado histológicos, el patrón de ploidia, la
media de FS y la existencia de metástasis ganglio-
nares o no.  El porcentaje de lesiones aneuploides en
pacientes con glanglios negativos fue del 54% y del
60% cuando se encontraron metástasis ganglionares.
La media de FS fue de 2,64 (± 2,36) en pacientes con
tumores diploides y en ganglios negativos y de 9,79
(± 7,01) en aquellas con lesiones aneuploides y
ganglios negativos.  En pacientes con ganglios
positivos, la media de FS fue de 3,43 (± 2,50) en
tumores diploides y de 8,14 (± 5,29) en los
aneuploides.

No se encontraron diferencias significativas
cuando todas estas variables se confrontaron con la
edad de cada paciente.  La edad media de las pacientes
con lesiones aneuploides fue de 50,9 años (± 12,3) y
de 50,2 años (± 11,8) para aquellas con tumores
diploides.

El tamaño medio de los tumores fue de 2,32 cm
(± 1,62) con una variación entre 0,3 y 13 cm.  Los
tumores con una población celular aneuploide fueron
mayores que los diploides (p< 0,05).  El tamaño
medio de los tumores diploides fue de 2,03 cm (±
1,22) y el de los aneuploides de 2,53 cm (± 1,83).  La
FS no mostró relación alguna con el tamaño tu-
moral.  En aquellos tumores en los que se estableció
el grado histológico, el tamaño medio fue mayor
cuando el grado y cada una de las variables
morfológicas (PN, FT e IM) aumentaban de forma
independiente. El tamaño del tumor fue la única
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Cuadro 2

Fase S y grado histológico en los carcinomas ductales
infiltrantes

Diploides Aneuploides
X P X P

Grado
histológico
I 2,28 ± 1,49 P< 0,001  5,51 ± 4,39 P< 0,001
II 3,77 ± 2,99  7,98 ± 5,22
III 4,42 ± 0,81 12,50 ± 7,56
Pleomorfismo
nuclear
1 2,38 ± 2,63 P<0,001  5,51 ± 4,39 P<0,001
2 3,29 ± 2,19  7,89 ± 5,22
3 4,46 ± 1,77 12,50 ± 7,56
Formación de
túbulos
1 1,87 ± 1,21 P< 0,001  6,57 ± 4,31 P<0,05
2 3,14 ± 2,29  7,63 ± 4,68
3 3,67 ± 2,80 10,99 ± 7,52
Índice
mitótico
1 2,55 ± 1,64 P< 0,05  7,07 ± 5,39 P< 0,001
2 2,83 ± 2,32   9,56 ± 5,28
3 5,82 ± 6,93 15,90 ± 10,11

Figura 1.  Patrón de ploidia en función del grado histológico y cada una de sus variables en los carcinomas ductales
infiltrantes.

variable relacionada con la existencia de metástasis
ganglionares; los tumores mayores presentaron
metástasis más frecuentemente (p< 0,001).

En 381 casos se determinaron los receptores
hormonales, 180 de los cuales expresaron RE y 204
RP; la mayoría de los tumores (39%) fueron positivos
para RE y RP.  El porcentaje de aneuploidia en los
tumores positivos para RE fue del 53% y del 72% en
negativos para RE.  En positivo para RP el 52% de
los tumores fueron aneuploides y el 75% de los
negativos para RP.   Los tumores aneuploides
usualmente no expresaban ni RE (p< 0,001) ni RP
(p< 0,001).  Los tumores diploides fueron con mayor
frecuencia positivos para ambos receptores.

No se encontró ninguna relación entre la FS y la
existencia de RE o no en las lesiones diploides.  Sin
embargo, en las lesiones aneuploides, la FS fue
significativamente mayor (p< 0,05) en los tumores
negativos para RE.  En cambio, la relación entre la
FS y la existencia de RP o no, fue estadísticamente
significativo (p< 0,05), independientemente del tipo
de ploidia, de forma que los tumores negativos para
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RP mostraron una media de FS mayor.  El status de
los receptores hormonales no estaba relacionado ni
con el status ganglionar ni con el tamaño tumoral.

En el análisis multivariante, el PN y el tamaño
tumoral fueron las únicas variables independientes
y con valor de predicción para aneuploidia en el
carcinoma ductal infiltrante.

DISCUSIÓN

El análisis del contenido de ADN mediante
citometría de flujo y la actividad proliferativa celular,
se han utilizado como factores pronósticos en
diversos tumores (18).

Estos dos parámetros, como en el caso de tumores
en otras localizaciones, también en la glándula
mamaria se han relacionado con las recidiva de la
enfermedad y con la supervivencia (5).  En la mayoría
de los estudios, las lesiones aneuploides y con FS
elevada se asocian con peor pronóstico, alta
mortalidad y mayor índice de recidiva (7,8,18).
Estos resultados son válidos sobre todo en pacientes
sin metástasis en ganglios linfáticos axilares (9,19-
21), aunque algunos autores han demostrado una
relación y el patrón de ADN y/o FS y la supervivencia
o recidiva en pacientes con metástasis en ganglios
linfáticos (22,23).  La ploidia y la FS también se han
relacionado con otros factores pronósticos del cáncer
de mama, de forma que los tumores con tipo histo-
lógico agresivo, núcleos anaplásicos y numerosas
mitosis, suelen ser aneuploides y con una FS alta
(6,14,24,25).

El porcentaje de lesiones aneuploides en CDI
varía entre el 63% y el 70% (6,9); sin embargo, la
mayoría de las series están de acuerdo que el CM es
el tipo histológico con el más alto porcentaje de
lesiones aneuploides (5,6,25).  El CM también es el
tumor con la media más alta de FS (4,5,7,25).  Este
hecho está relacionado muy probablemente con los
rasgos citológicos de este tipo de cáncer, aunque los
valores de ploidia y FS no concuerdan con el
pronóstico favorable (25,26).  La existencia de un
infiltrado linfocitario prominente en estos tumores
se ha utilizado para explicar estos valores (27).  En
cambio, el CLI es el tumor con mayor porcentaje de
lesiones diploides (28).

Cuando se considera el grado histológico del
CDI, el porcentaje de lesiones aneuploides aumenta
con el grado (4-7,9,10,12-14,18,27,29,30).  Una
revisión de siete estudios en que se compara ploidia
con el grado histológico (basado en la clasificación

de Scarff-Bloom-Richardson), reveló que el 49% de
los tumores de grado I, el 66% de los de grado II y
el 85% de los de grado III eran aneuploides (6),
resultados similares a los que hemos obtenido.  Hay,
sin embargo, otras contribuciones que no han logrado
correlacionar el grado histológico con el patrón de
ploidia.   Esta discordancia puede atribuirse a la
utilización de distintas normas para clasificar los
tumores (2,9).  La media de FS es habitualmente
mayor en las lesiones aneuploides en comparación
con las diploides; las diferencias varían entre el
doble y el cuádruple (4,5,18).  En nuestros casos, los
valores de FS fueron algo menores.  Ello puede
explicarse por el hecho de haber utilizado tejido en
fresco en lugar de tejido previamente incluido en
parafina, como ocurre en muchas de las series
publicadas, donde la existencia de detritos celulares
es mayor e incrementan el valor de FS (4,7,18,27).
Independientemente de la ploidia, la FS también es
mayor en tumores escasamente diferenciados (3-
5,7,10,31).  La relación existente entre ploidia, FS y
grado histológico ha permitido a algunos autores
sugerir la utilización de estos parámetros en lugar
de sólo el grado histológico porque parece una
valoración más objetiva (29,32).  Si se emplea la
clasificación de Scarff-Bloom-Richardson o alguna
de sus variantes para determinar el grado histológico,
se ha observado que la ploidia y la FS no sólo
aumentan con el grado histológico combinado, sino
también con cada una de las variables que lo forman
(PN,FT e IM), de forma que el porcentaje de lesiones
aneuploides aumenta significativamente cuando hay
un incremento de los valores PN, FT e IM.  Estos
resultados no concuerdan con los obtenidos por
Frierson quien encontró una correlación entre el
porcentaje de lesiones aneuploides y el PN y el IM,
pero no con el FT (6).  Joensuu y col. mediante una
modificación de la clasificación de la Organización
Mundial de la Salud, encontraron una relación entre
ploidia y el PN y el IM; en la FT, esta relación se
obtuvo con el cambio de los valores 1 y 2 frente al 3
(18).  Smith y cols. encontraron una correlación
directa entre el índice de ADN y el grado nuclear
(33).

Existe controversia en la bibliografía al valorar
la relación entre el contenido de ADN y la FS con la
existencia de metástasis en ganglios linfáticos o no
(5).  Algunos estudios indican que las pacientes sin
metástasis ganglionares tienen más frecuentemente
tumores diploides y con una FS baja (4,34).  La FS
en pacientes con ganglios positivos y tumores
diploides tienden a ser más alta si se compara con la
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de pacientes con tumores diploides y ganglios
negativos.  En lesiones aneuploides, la FS es elevada,
independientemente de la positividad o negatividad
de los ganglios linfáticos (2).  Cuando en otros
estudios se analiza la afectación ganglionar, sólo se
encuentran diferencias en los valores de la FS, pero
no en el patrón de ploidia (7,10).  Nosotros no hemos
encontrado diferencias estadísticamente significa-
tivas en la media de FS y en el contenido de ADN
entre las pacientes con ganglios afectados o no;
paradójicamente, la FS fue mayor en lesiones
aneuploides con metástasis ganglionares.  Hay
algunos estudios en los que no se encuentra relación
entre el patrón de ploidia, la FS y la afectación
ganglionar (13,30,35,36).

Parece que el porcentaje de tumores aneuploides
es mayor en mujeres con 50 años o más (4,34).
Otros estudios han intentado relacionar el porcentaje
de lesiones aneuploides con la menopausia sin
encontrar  re lación alguna, aunque la FS es
significativamente mayor en mujeres jóvenes o
premenopáusicas (2,5,12,37).  Nosotros no hemos
encontrado diferencias entre la edad y el contenido
de ADN y FS, en contraste con otros autores
(9,13,18).  Si las pacientes se estratifican por edad
en un grupo menor o mayor de 50 años, las más
jóvenes tienen un porcentaje ligeramente menor de
lesiones aneu-ploides.  En nuestro estudio, la edad
no está relacionada con otras variables, como el
tamaño del tumor, las metástasis ganglionares, el
tipo o grado histológico.

El tamaño tumoral se ha considerado una varia-
ble fuertemente relacionada con el patrón de ADN y
los valores de FS.  Los tumores de mayor tamaño son
más frecuentemente aneuploides y cursan con una
FS elevada (7-10,12).  Algunos autores han sugerido
que el cáncer de mama comienza como una lesión
diploide y se convierte en aneuploide a medida que
aumenta su tamaño (12).  En cambio, otros estudios
no han encontrado relación entre el tamaño del
tumor, la ploidia y la FS (5,13,35).

El status de los receptores hormonales es también
un factor de predicción importante en el cáncer de
mama (38,40); las pacientes con tumores positivos
para RE y RP, tienen una supervivencia libre de
enfermedad más larga si se compara con pacientes
cuyas lesiones no expresan receptores hormonales.
Además la respuesta a la terapia hormonal es más
favorable (24,38-40).  Tal y como ocurre en otras
series, en este estudio la mayoría de los tumores
fueron positivos para RE y RP (2,40).  La relación

entre ploidia y el status de los receptores hormonales
no ha sido comprobada estadísticamente en todas
las series (5,10,12), pero parece que los tumores
negativos para RE y RP tienden a ser aneuploides
(2,4-6,13,38).  Parece que existe una relación inversa
entre el status de receptores hormonales, el porcen-
taje y la FS.  Las lesiones con receptores hormonales
negativos tienen la media de FS más elevada y
mayor porcentaje de lesiones aneuploides en
contraste con las neoplasias con receptores hormo-
nales positivos con una FS menor y menor frecuencia
de lesiones aneuploides.

En resumen, tanto la ploidia como FS son va-
riables importantes que se correlacionan con
determinadas características morfológicas.  Los
tumores con un patrón de ADN aneuploide y FS alta,
tienden a ser más grandes, ocurren en pacientes más
jóvenes y pertenecen a tipos histológicos biológica-
mente más agresivos, con excepción del carcinoma
medular, se correlacionan con un alto grado
histológico (pleomorfismo nuclear marcado, índice
mitótico alto y escasa formación de túbulos), con
receptores hormonales negativos y metástasis en
ganglios linfáticos axilares.  Queda pendiente para
un futuro, correlacionar estas variables con la evolu-
ción de la enfermedad (intervalo libre de recidiva y
supervivencia) y eventualmente indentificar grupos
de pacientes en las cuales, además del valor pronós-
tico, se obtenga información útil con indicaciones
terapéuticas.
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