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. INTRODUCCIO




La transformacio maligna dels teixits és el resultat d"un procés que
consta de multiples etapes, on diverses alteracions genetiques empitjoren
progressivament el control de la proliferacio cel.lular i les seves caracteristiques
fenotipiques. La progressido tumoral implica una seleccio de cel.lules amb
alteracions somatiques que activen els oncogens i inactiven els gens
supressors tumorals. Aquestes alteracions dirigeixen les cel.lules a través del
cicle cel.lular provocant proliferacio incontrolada i alteracions en els
mecanismes d’apoptosi, ocasionant la immortalitzacio de les cel.lules
neoplasiques; i I"adquisicié de propietats per part d’aquestes cél.lules per tal
d"afavorir la seva capacitat invasiva i metastasica. Per tant, aquestos aspectes
sén considerats objectius principals en la investigacié de qualsevol tipus de

cancer.

Un dels organs del cos huma on més freqientment s observa la
transformaci6 maligna de les seves ceéllules és la prostata, essent
I"adenocarcinoma el tipus histologic més frequent de cancer en aquesta
localitzacio. Malgrat tot aix0, existeixen altres tipus histologics de neoplasies
malignes, com els carcinomes neuroendocrins, limfomes i sarcomes, els quals
constitueixen menys del 1 % de les neoplasies malignes a la prostata. Aquest
fet fa que el carcinoma de prostata (CP) sigui gairebé sinonim

d"adenocarcinoma en aquesta localitzacio.

El CP és un tumor geneticament heterogeni i la seva patologia
molecular és forca complexa, essent encara poc coneguda. En els darrers anys
s’ha incrementat molt I'interes pel que fa al paper dels gens supressors
tumorals i I"apoptosi en la patogenesi del CP. L'interes s"ha estés als factors de
creixement i a gens relacionats amb |"adquisicio de capacitat invasiva i induccié

de metastasi.

Donada la seva complexitat, el CP ha estat poc estudiat fins fa poc
temps. No obstant, durant la passada decada, el CP ha anat deixant de
considerar-se com la "ventafocs" dins la recerca del cancer. Existeixen 4 motius

principals que han motivat aquest canvi de concepcio:



1) S"ha evidenciat la magnitut del CP a escala mundial. Actualment,
el CP és el cancer no cutani amb més incidéncia als Estats Units (EUA) i els
paisos escandinaus. A més, és la segona causa de mort per cancer en I'home
després del cancer de pulmo.

2) El paper controvertit de I"antigen especific prostatic (PSA) com a
modalitat primaria de cribatge juntament amb el desenvolupament de la
prostatectomia radical (PR) com a procediment terapéutic definitiu en el maneig
del CP inicial.

3) L'elevada prevalenca de la hiperplasia benigna de prostata (HBP)
i la morbiditat associada amb aquesta malaltia ha estimulat una seérie
d’investigacions que han donat com a resultat un augment de la comprensio de
la biologia del desenvolupament de la glandula prostatica, particularment en la
importancia que té la interaccio entre I'estroma i |I"epiteli.

4) Lexpansié del model de CP amb rates Dunning, juntament amb
els més avancants sistemes de desenvolupament cel.lular, proveeix actualment
una serie de variants de cel.lules epitelials prostatiques, derivades clonalment,
genotipicament estables i de comportament divers, Gtils per la investigacio de la

seva patogenesi.

L analisi comparativa d"aquestes linies de cél.lules fenotipicament
distintes en aquestos sistemes ha aportat una oportunitat Unica per identificar
factors individuals que determinin aspectes particulars del comportament de les
cel.lules canceroses prostatiques. Aquestos factors, juntament amb els
avencos recents en les tecniques biologiques cel.lulars i moleculars, s estan
revelant com processos fonamentals en |etiopatogenia de la neoplasia
prostatica epitelial. Per tant, havent ja entrat al segle XXI, els estudis del CP

sén actualment capdavanters en la recerca basica del cancer.

El model del CP presenta la interessant qualitat, que també
s’observa en altres organs, com la mama o el colon, de contar amb lesions
preneoplasiques que, des del punt de vista histologic, recapitulen la progressio
fenotipica de les cel.lules prostatiques des del teixit normal al neoplasic, amb el
que es fa teoricament possible I"estudi de la progressié tumoral des dels seus

primers estadis. Aixi, en la prostata es reconeix com a lesié premaligna



I"'anomenada Neoplasia Prostatica Intraepitelial (en anglés, PIN), que d'una
forma molt similar a la hiperplasia atipica i al carcinoma "in situ" mamari o als
adenomes displasics del colon, progressaria cap a la lesi6é invasiva, existint
evidents semblances fenotipiques i genetiques que recolzarien aquesta

hipotesi.
A. EPIDEMIOLOGIA DEL CANCER DE PROSTATA

A.1. CARCINOMA

Sense considerar els tumors cutanis, el CP és el tumor maligne més
frequient en I'home a nivell mundial. S estima una prevalenca, basada en estudis
histologics, de més del 30% d’homes més grans de 50 anys, augmentant fins a
un 80% als 80 anys ™.

Fins a la década dels anys 90, tant la incidéncia com la mortalitat van
anar augmentant, amb un pic maxim d’incidéncia entre 1989 i 1992 2
Posteriorment, entre els anys 1991 i 1995, I'index de mortalitat per CP va
disminuir, tot i el creixent envelliment de la poblacié masculina . Aquestos canvis
en la incidéencia es troben relacionats, almenys parcialment, amb |"aparicié de
noves eines diagnostiques com |antigen prostatic especific séric (PSA) i la
ultrasonografia prostatica, a més de I"'augment en el coneixement de la malaltia
per part de la poblacid. Aixo ha suposat un augment de fins a un 60% entre 1986
i 1994 en el diagnostic dels tumors clinicament localitzats i potencialment
curables. Malgrat tot aix0, encara hi ha una proporcié significativa de pacients que
presenten malaltia disseminada en el moment del diagnostic inicial, representant,

en aquestos casos, una malaltia dificilment curable.

La incidencia és elevada a America del Nord, sobretot en la poblacié
de raca negra, i a la d"Australia. Zones que tenen una incidéncia intermedia son
les del nord i I'oest d"Europa, América Llatina i les poblacions asiatiques dels
Estats Units d"’America (EUA). Els registres que tenen unes taxes meés baixes

d’incidéncia sén els situats al sud i a I'est d"Europa, a I'Asia i a ' Africa *.



Com s’ha esmentat abans, als EUA el CP és la neoplasia interna més
freqlient, amb una estimacié de 179.300 nous casos l'any 1999. El CP és la
segona causa de mortalitat, només superat pel cancer de pulmé, amb una
mortalitat estimada de 37.000 casos als EUA 'any 1999 °. A la Uni6 Europea es
diagnostiquen al voltant de 85.000 nous casos per any, amb una previsio per
I"any 2020 de 118.000 nous casos °.

La seguent taula (Taula 1) resumeix la incidéncia i mortalitat a nivell

mundial en diferents paisos del mon:

RISC PAIS INCIDENCIA | INCIDENCIA | MORTALITAT | MORTALITAT
1973-1977 1988-1992 1973-1977 1988-1992

EUA (negres, SEER¥) 79.9 137.0 27.6 34.3
EUA (blancs, SEER*) 47.9 100.8 13.4 15.7
r’i*s'g Canada (BC) 39.8 84.9 143 17.0
Suécia 44.4 55.3 21.6 20.8
Australia (NSW) 28.4 53.5 15.6 17.9
Franca (Bas-Rhin) 23.0 48.1 15.0 17.1
Dinamarca 23.6 31.0 13.5 18.6
i Anglaterra (S. Thames) 20.1 29.3 12.1 16.8
E'Itsj‘; Italia (Varese) 22.8 28.2 10.5 11.5
Espanya (Navarra) 17.6 27.2 124 13.1
Israel (jueus) 15.5 23.9 7.5 9.0
Singapur (xinesos) 4.8 9.8 19 3.7
Baix | Jap6 (Miyagi) 4.9 9.0 2.4 3.8
MSC 1 Hong Kong 5.1 7.9 2.1 2.8

Taula 1. Incidéncia i mortalitat per CP a diferents poblacions mundials representatives.
Entre paréntesi hi figura la poblacio o registre d’on s’ha determinat la incidéncia. Els valors son per
100.000 persones-any, amb edad ajustada a I'estandar mundial .
* La base de dades de la SEER es accesible de franc a Internet i, actualment, conté
dades corresponents al periode 1973-1998. L'adreca web és: http://mww-seer.ims.nci.nih.gov
(comprovada el 25 de Juliol de 2001).

Cal destacar també les diferencies que hi han entre les poblacions de
les diverses etnies dels EUA i les poblacions dels seus paisos d origen, les quals
revelen unes variacions d’incidencia molt importants. L’increment entre la

poblacié negra és el més destacable i no es pot explicar per una variacio de la




taxa d’autopsia entre les diverses étnies dels EUA ’. Aixi, mentre la poblaci6
negra de la ciutat de Los Angeles presenta una de les taxes més elevades, la

poblacié xinesa resident alli presenta una taxa molt més baixa.

Per coneixer la incidéncia del CP a Espanya i, particularment a
Catalunya, disposem de registres de tumors hospitalaris i poblacionals. El
Departamento Nacional de Estaditica y Epidemiologia de la Fundacién Cientifica
de la Asociacion Espafiola contra el Cancer ha anat recollint les dades
d’incidencia a Espanya dels diversos tumors humans. Segons aquestes dades, el
cancer de prostata és el quart tumor més frequent pel darrera del cancer de
pulmo, de pell no melanoma i del colo-rectal. Ens els darrers anys ha superat en

freqiiéncia al cancer de bufeta urinaria i laringe ©.

La segient taula resumeix aquestes dades i, a més, s"han afegit les

dades del registre de tumors de I"'Hospital Clinic de Barcelona:

Any Freqliencia relativa (Espanya) Frequencia relativa (Hospital Clinic)
1993 6.0 % (6% 6.2 % (6%
1994 7.1% (59 6.4 % (5%
1995 8.0 % (4% 8.0 % (49
1996 8.5 % (49 7.0 % (49

Taula 2. Freqliiéncia relativa dels tumors de prostata respecte al total de tumors, segons el
conjunt de Registres Hospitalaris de tumors i el Registre de tumors de I'Hospital Clinic de
Barcelona. Entre paréentesis, ordre de fregliencia del carcinoma de prostata respecte a la resta de

tumors.

Des de I'any 1980, a Catalunya disposem del Registre poblacional del
Cancer de Tarragona (RCT). Segons dades corresponents a I'any 1992, el CP és
la cinquena localitzacio més frequent en aquest registre, pel darrera del cancer de
pulmo, pell no melanoma, colo-rectal i el de bufeta urinaria. Representa el 10,9 %
dels cancers en I'home. La corba d’edat mostra que els primers casos apareixen
al voltant dels 50 anys i tendeix a un gran increment de la incidencia a partir dels
65 anys, per arribar a triplicar-se en els grups d’edat més avancada. La mitjana




d"edat al diagnostic és de 74,3 anys. A diferencia d altres registres, al RCT el CP

no ha experimentat cap increment significatiu en els Gltims anys °.

Referent a la mortalitat, segons el Centro Nacional de Epidemiologia
obtingudes a Internet (http://193.146.50.130, comprovada el 25 de Juliol de 2001),
I"any 1997 a Espanya es varen produir 5.460 defuncions per CP (9,9 % del total
de cancers), amb una edat mitjana en el moment de la defunci6 de 74,7 anys. El
CP és la tercera causa de mort per cancer en els homes, a Espanya, després del
cancer de pulmd i el colo-rectal, tot i que és una malaltia molt restringida als grups
d’edat avancada. Aquestes dades estan per sota de les que s’obtenen a paisos
d"alt risc, com als EUA i, com es reflexa a la taula anterior (taula 1), la mortalitat
per 100.000 habitants-any durant el periode 1988-1992 va ser de 34,3 a la raca
negra i el 15,7 a la raca blanca, enfront de 13,1 obtingut al registre de Navarra en

el mateix periode 2.

A Catalunya, la mortalitat per 100.000 habitants I'any 1992 va ser de
14,1. No obstant, no s’observen canvis significatius en I"evolucio de la mortalitat
per aquest cancer ni presenta cap patrd de distribucié geografica clara. De tota
manera, les taxes de mortalitat observades a Catalunya son forca similars a les
dels paisos europeus, amb [‘excepcid de Grecia, que presenta una taxa
notablement baixa en el periode 1965-1985 i sensiblement reduida respecte als

paisos d’alt risc com els EUA “.

A.2. PIN

Respecte a I'epidemiologia de la PIN, la reunié del grup de treball de
la OMS de I"any 2000 sobre lesions premalignes de la prostata va revisar aquesta
questio en profunditat '°. Es va trobar que la prevalenca de la PIN d"alt grau era
molt variable depenent del tipus de mostra tissular avaluada, la cohort estudiada,
els criteris diagnostics i el processament de les mostres. Amb tot aixo, un resum

dels resultats exposats es mostra a la pagina seguent (taula 3).



Segons un estudi realitzat a la Fundacié Puigvert de Barcelona, la

prevalenca de la PIN d"alt grau a Barcelona en mostres de biopsia amb agulla (n
= 2.807) fou del 4,4% ! i la incidéncia del CP al repetir la bidpsia fou del 28,7 %

en els casos on s havia aillat PIN d"alt grau en la biopsia inicial.

TIPUS DE MOSTRA

POBLACIO

PREVALENCA DE PIN

(NOMBRE D’ESTUDIS) (MITJANA)
Europa (7) 0,7-15,2(9,2)
Biopsia amb agulla EUA (6) 2,3-15(8,0)
Asia (2) 32-44(3,8)
Europa (4) 10- 60 (43,4)
Reseccié transuretral EUA (2) 2,3-4,2(3,3)
Europa (2) 64 - 65 (64,5)
Prostatectomia radical EUA (5) 52,7 -89 (74,5)
Asia (2) 67,6 - 76 (71,8)
Europa (1) 44,6 (44,6)
Necropsia EUA (3) 37,8-62,5(48,1)
Brasil (1) 84,4 (84,4)

Taula 3. Prevalenca de la PIN als diferents tipus de mostres prostatiques. Resum dels

estudis més importants publicats.

En un altre estudi realitzat a Cérdoba *2, no inclds en la revisié del grup

de treball de la OMS, la incidéncia de PIN d alt grau fou del 17,0 % en els casos

de biopsia amb agulla (n = 188), del 10,1 % en les RTU i adenomectomies (n

267), i del 50 % en peces de cistoprostatectomia radical (n = 44).

D’altra banda, en I'estudi amb un nombre de casos mai reportat (n

132.426) 3, realitzat amb mostres de bidpsia als EUA, es troba PIN d"alt grau en

el 3,7 % de les mostres, foren sospitoses de PIN un altre 0,3 %, es diagnosticaren

com a benignes el 61,8 % i es troba CP en un 22,6 % al rebiopsiar els malalts on

es va trobar PIN d"alt grau en la biopsia inicial.

En I'estudi amb més casos estudiats amb peces de prostatectomia

radical (n = 1.439) *, també realitzat als EUA, es trobaren focus de PIN d’alt grau



en el 89% de les mostres i fou I'estudi amb un més alt percentatge de PIN d alt

grau de tots els que s"han realitzat amb peces de prostatectomia radical.

B. ETIOLOGIA DEL CANCER DE PROSTATA

Les causes responsables del desenvolupament del CP soén
desconegudes i no existeixen dades concluents pel que fa a la incidéncia de
factors desencadenants. Amb I"'excepci6 de I'edat, la raga, la historia familiar i,
possiblement, el greix de la dieta, els estudis realitzats no han permés establir
els factors de risc (o protectors) en relacio al CP. A continuacié es comenten

més extensament els diversos factors estudiats:

B.1. LESIONS PRECURSORES

b.1.1) PIN

La Neoplasia Intraepitelial Prostatica (PIN) és una proliferacid
neoplasica, sovint multicentrica, que es troba limitada a I"epiteli glandular i que
no trenca la membrana basal. La referéncia més antiga d"aquesta lesi6é data de
I"any 1926 *°, perd no va ser fins a I'any 1965, quan es va considerar la seva

possible naturalesa premaligna *°.

L'any 1986 es van descriure criteris
diagnostics i reproduibles i la van anomenar com a "displasia intraductal”, la
qual es va classificar en tres graus *’. La denominaci6 PIN fou proposada |"any
1987 *® i finalment adoptada l'any 1989 en una taula de treball de lesions
premalignes de |’American Cancer Society i el National Cancer Institute *°.
També en aquesta taula de treball es va recomanar subdividir la PIN en només
dos graus (alt i baix grau) segons la severitat de les alteracions morfologiques,
essent actualment la classificacio meés utilitzada en la seva diagnosi. En
aguesta tesi es considerara PIN com a sinonim de PIN d"alt grau, mentre no

s especifiqui cap altra cosa.



La PIN es defineix per una série de criteris arquitectonics i citologics
qgue inclouen la pérdua progressiva de la disposicio en bicapa amb la
desaparicié, finalment, de les cél.lules basals ?°*?. També és caracteristica la
proliferacio cel.lular en conductes i acins prostatics presentant canvis citologics

qgue simulen el CP, particularment ["'augment de la mida nuclear i nucleolar.

Hi han 4 patrons principals de PIN d"alt grau (ondulat, micropapilar,
cribiforme i aplanat). El patré ondulat (en angles, "tufting”) és el més comu, i es
troba present en el 97% dels casos, encara que en moltes ocasions s’associa
amb multiples patrons. No es coneixen diferéncies clinicament importants entre
els diferents patrons arquitéctonics de PIN d’alt grau, i el seu reconeixement
sembla tenir només utilitat diagnostica. Altres patrons inusuals de PIN inclouen
el patré en cel.lules en "anell de segell”, el neuroendocri de cél.lula petita, el
mucinés i el de cél.lules espumoses ?%. La PIN s’associa amb anormalitats
progressives del fenotip i genotip, intermedies entre |"epiteli prostatic normal i el
cancer, indicant empitjorament en la diferenciacié cel.lular i del control

regulador de la proliferacio en estadis inicials de la carcinogenesi prostatica.
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Fig. 1. Continuitat morfologica des de I'epiteli prostatic normal mitjancant graus
incrementats de PIN fins al carcinoma invasiu inicial, d"acord amb el concepte de progressié de
la malaltia. Modificat de Bostwick DG i Brawer MK **



La expressio immunohistoquimica de la citoqueratina d'alt pes
molecular 34BE12 en aquestes glandules confirma la preséncia de cel.lules
basals i ajuda a distingir entre PIN d"alt grau i carcinoma invasiu, encara que
s"ha descrit expressié d"aquesta citoqueratina en uns pocs casos de carcinoma
metastasic *. També s’ha de diferenciar de la invasié intraductal i intraacinar
del carcinoma de prostata, que es caracteritza fonamentalment per la presencia
de masses cel.lulars malignes a dins de les llums ductals i acinars, sense

contactar amb les cél.lules basals %°.

La importancia clinica de reconeixer la PIN es basa en la seva forta
associacio amb el CP. El paper de la PIN com a precursor de CP ha estat
confirmat recentment amb dos estudis experimentals independents utilitzant
ratolins transgénics ** ?’. Coexisteix amb el CP en més del 85% dels casos,
especialment a la part periferica de la prostata. El risc de CP concurrent es
troba relacionat més amb el volum de PIN a la prostata que a la seva preséncia
absoluta. Per tant, la PIN té un valor predictiu alt com a marcador de CP i la
seva identificaci6 en mostres de biopsia prostatica indica proseguir I"estudi de
CP concurrent al malalt. Tant el tractament radioterapic com la terapia de
deprivacié d"androgens sembla que disminueixen la prevalenca i I'extensié de
la PIN 2%, Aixd ha fet pensar que malalts amb PIN podrien ser uns candidats
ideals per la quimioprevencié del CP.

b.1.2) Hiperplasia adenomatosa atipica

La hiperplasia adenomatosa atipica (HAA) ?® es caracteritza per una
proliferacio circumscrita de glandules petites i densament agrupades que, més
que semblar invasives, tendeixen a confluir amb les glandules benignes del
voltant. Les cél.lules tenen un citoplasma clar amb secrecions intraluminals
variables. Arquitectonicament, I"'HAA sembla un adenocarcinoma ben
diferenciat i molts casos de CP amb un grau 1 de Gleason es podrien
considerar que, en realitat, son HAA. El reconeixement de la capa basal exclou
el diagnostic de CP. Malauradament, la identificacié de |"epiteli basal es sovint
dificil, ja que generalment es troba atenuat i, fins i tot, pot arribar a ser



discontinu. En aquestos casos esta indicat utilizar la queratina dalt pes
molecular 34BE12. El criteri més important per diferenciar HAA de CP és la
morfologia nuclear i nucleolar. Aixi, les cél.lules del CP presenten nuclis grans i
clars amb un patré de cromatina irregular o fina. La major part de casos (86%)
d’HAA estan localitzats a la zona de transici6. La incidéncia d'HAA a les
mostres de prostata varia entre un 2,2% i un 23%. L"HAA s’ha considerat una
lesié premaligna per diverses troballes com la seva incidéncia augmentada en
relaci6 amb CP (15% en prostates sense CP enfront d’'un 31% de prostates
amb CP en estudis autopsics), la seva relacié topografica amb el CP de petits
acins i per trobar-se casos rars amb anormalitats genétiques. Tanmateix,
alguns autors creuen que la relacié entre HAA i CP és un epifenomen i les
dades obtingudes sén insuficients per arribar a una conclusié sobre la seva
naturalesa premaligna, ja que no s"ha documentat una transicio directa entre
HAA i CP.

b.1.3) Atrofia inflamatoria proliferativa

Recentment, s"ha descrit una nova lesio que s ha anomenat "Atrofia
inflamatoria proliferativa” (PIA) #°. Consisteix en la preséncia de dues capes
cellulars  juntament amb cel.lules inflamatories mononuclears i
polimorfonuclears tant al compartiment epitelial com a I'estromal i atrofia

estromal amb un cert grau de fibrosi.

Aquesta lesio es caracteritza per ser glutatio-S-transferasa de clase
n (GSTP-1) (+), Bcl-2 (+) i per la inhibicié de la tincié de p27<*'. Donat que
GSTP-1 és un enzim que sembla protegir a les cél.lules de la lesié de I"’ADN i
s’expressa, en |"epiteli normal, només a les cel.lules basals. Aixd suggereix que

la PIA seria una resposta induida per |"estrés cel.lular.

La importancia d’aquesta lesid és motivada per la hipotesi que
podria representar una lesid precursora de PIN, segons diverses troballes
fenotipiques i també pel fet d"haver-se observat zones de PIA que conflueixen

amb la PIN d"alt grau en una mateixa glandula. Tanmateix, aquesta hipotesi va



ser rebutjada en estudis autopsics de l'atrofia a la decada 1960-1970 i

actualment no es disposa encara de prou dades que la recolzin.

b.1.4) Altres lesions

No s’ha trobat relacié entre la hiperplasia benigna prostatica i un
augment en el risc de patir CP *°. Tampoc s ha evidenciat relacié amb el CP pel

que fa a la hiperplasia postatrofica .

B.2. FACTORS PERSONALS | CONSTITUCIONALS

b.2.1) Edat

La prevalenca de CP en autdpsies arriba al 80% a la 82 década **.
Alguns autors havien suggerit que aqguestos carcinomes "latents” representaven
una forma innocua de CP, diferent de la malaltia clinica ** 3. Estudis més recents
indiqguen que els carcinomes detectats en autopsies 0 cistoprostatectomies
radicals per cancer de bufeta no son inherentment diferents del CP que s’ha
manifestat clinicament, sino que sén senzillament més petits i millor diferenciats i,
per tant, amb menys significacié clinica *> *. El risc que un home de 50 anys
desenvolupi al llarg de la seva vida un carcinoma detectable per autopsia és del
42%, mentre que el risc de desenvolupar malaltia clinica o de morir per CP és del

10% i del 3% aproximadament *.

El CP que es manifesta clinicament sol succeir entre la 62 i 8 década
de la vida i menys del 1% dels casos es diagnostiquen en malalts de menys de 50
anys *, tot i que un estudi recent reporta que un 4% dels casos es diagnostiquen
en aquesta franja d’edat *°. Aixd es degut a que, amb el cribatge del PSA es
detecten molts més casos en homes relativament joves, entre 40 i 55 anys,
respecte a passades décades. En les principals séries historiques de casos
publicades, I'edat mitjana en la qual el malalt ha manifestat CP clinicament es

troba al voltant dels 65 anys ***3. De tota manera, casos de CP s han documentat



fins i tot a la primera decada de la vida i sovint s"han caracteritzat per ésser
histoldgicament agressius ** *°. La duracié del periode assimptomatic (o de
latencia) del CP s’estima en 11-12 anys de mitjana en individus de raca blanca

i de 9-10 anys en individus de raca negra *°.

Respecte a la PIN, un estudi autopsic relativament recent ha mostrat
que la PIN podia ja observar-se en homes a finals de la 2% decada de la vida. En
aquest mateix estudi, es detecta carcinoma invasiu en aproximadament el 25%

d’homes a la 32 década de la vida *.

Un estudi recent, a partir de les dades obtingudes de I'estudi de
Framingham, ha reportat un augment del risc de CP en els fills nascuts amb

a7

edats avancades del pare, perdo no de la mare ', malgrat que els estudis

realitzats anteriorment amb aquestes variables han mostrat resultats conflictius
48

b.2.2) Altres factors

No s"han obtingut dades concluents fins a I"actualitat en relacié amb
el risc de CP per factors antropomeétrics (alcada, pes, index de massa
corporal i altres) tot i la relacié trobada amb altres cancers, com el de colon i
mama “°. S’ha proposat que les associacions observades entre els factors
antropometrics i el CP s explicarien per una interaccié amb els androgens i, fins

i tot, es proposa la relacié amb factors de creixement insulinics (IGF) *°.

El pes al néixer també ha estat motiu d'estudi. S"ha postulat la
hipotesi d"un possible paper del medi hormonal uteri durant I'embaras en el
desenvolupament de CP al cap d'unes décades **. Aquesta hipotesi no ha
estat confirmada posteriorment i no s"ha trobat una associacié entre pes al
néixer i incidencia de CP, malgrat la possibilitat d’'una associacié positiva

modesta entre el pes al néixer i el CP d"alt grau no es pot descartar .



B.3. FACTORS RACIALS

El risc és clarament diferent en els diversos grups etnics. La
mortalitat en homes afro-americans és més elevada que en homes caucasics i
excedeix ampliament als homes de raca negra residents a |'Africa > **. D"altra
banda, els homes americans d origen asiatic tenen una mortalitat associada al
cancer de prostata més baixa respecte als caucasics. Malgrat tot, les
diferéncies en el comportament clinic entre els grups racials no han comportat
un augment en el nombre de carcinomes associats a la raca negra detectats en

estudis autopsics °.

Els estudis de migracions mostren que els homes japonesos i
xinesos emigrats als EUA adquireixen els indexs de risc dels EUA en la 22-32
generacid. Els homes jamaicans descendents d"africans tenen un risc
augmentat respecte als seus compatriotes *°. També, en un estudi antic es va
evidenciar una disminuciéo en la mortalitat a jueus residents a Nova York

respecte a la poblacié blanca no jueva *’.

S’han demostrat polimorfismes genétics associats amb grups
racials. Aixi, variacions alél.liques del gen del receptor de la vitamina D en afro-
americans s ha relacionat amb una incidéncia augmentada de CP avancat en
aquest grup racial &,

També s ha proposat un paper en el risc de patir CP als trinucleotids
microsatel.lits anomenats "sequencies de repetici6 CAG". Es troben situats a la
regio N-terminal del receptor d"androgens i que es creu que tenen un paper
important en la regulacié de la transcripcié. S"ha comprovat una relacié inversa
entre el nombre de sequencies de repeticio i el risc de patir CP, essent la raga
negra on menys sequencies s’han trobat i la ragca asiatica on més se n"han

trobat °°.



Un estudi recent ha corroborat que les diferencies en el risc de CP
entre la raca negra i blanca caldria atribuir-les a factors biologics, tot i que
factors no biologics com |’ estatus socio-economic podrien contribuir, perd no
explicar, les diferencies d’incidencia i supervivencia en el CP entre ambdues

races °°.

B.4. FACTORS GENETICS

b.4.1) Historia familiar

Actualment, disposem de suficient evidencia pel que fa a I'existencia
de formes hereditaries/familiars amb inici de la malaltia en edats tempranes,
curs agressiu i independeéncia dels factors dietaris, ambientals i del grup etnic al
qual pertanyin ®*. El CP hereditari es creu que representa el 9% del total de CP
2 Sji un parent de primer grau esta malalt de CP, llavors el risc relatiu
augmenta al doble. Si sén dos o més els parents afectats de CP, la probabilitat
d’afectar-se de CP és de 5 a 11 cops més elevada ®. En estudis anatomo-
patologics de CP familiar, les neoplasies foren de grau més baix que el seu

homoleg esporadic, sense observar cap altra diferéncia clinica ni patologica ®*.

Actualment, hi ha un gran interés en identificar marcadors
moleculars a les families amb alt risc de desenvolupar CP. Mitjancant técniques
danalisi de lligament genetic s"han identificat fins I"actualitat 4 loci amb
susceptibilitat augmentada pel CP hereditari (logaritme de la probabilitat de
ligament (LOD) > 3) ®°

En la pagina seguent, la taula 4 resumeix les caracteristiques

d"aquestos loci.



NOM DEL LOCUS LOCALITZACIO GENS CANDIDATS MES
DEL LOCUS REPRESENTATIUS*

ARG
GPR52
HPC1 1924-25 TRK

MR1
LAMB2

PCTA1

PCAP 1942.2-43 RAB4
TWIK

RIZ
CMM1
CAPB 1p36 p73

caspasa 9
MMP21, 22, 23
TNFR2
PAX7
PLA2G2A

ATP2A3
TMR2
LAGE1
HPCX Xq27-28 LDOC1
MAGE
ICAM
CALT

Taula 4. Loci amb susceptibilitat augmentada per cancer de prostata. Localitzacié de
cada locus i gens canditats més representatius.
*Font: OMIM (http://www3.ncbi.nlm.nih.gov/Omim/searchmap.html, comprovada
el 25 de Juliol de 2001)

b.4.2) Canvis genétics

La carcinogenesi prostatica aparentment implica mdultiples canvis
genetics, que inclouen la pérdua de sequencies genomiques especifiques que
es poden associar amb la inactivacié de gens supressors tumorals i el guany de
algunes regions cromosomiques especifiques que poden estar associades amb

I"activaciéo d’oncogens. Les alteracions genetiques meés frequents a la PIN i al




carcinoma son el guany del cromosoma 7, particularment 7g31; la perdua de 8p

i el guany de 8q; i la pérdua de 10q, 16q i 18q °°.

S’ha identificat un gen inductor de tumor prostatic (PTI-1) que no
s’expressa en la prostata normal o en la hiperplasia benigna prostatica, pero si
en el CP, en lines de cél.lules canceroses i en el serum de pacients amb
cancer ®. També, molt recentment, s’ha identificat un nou gen anomenat
PTOV-1 (de "prostate tumor overexpressed”), que es sobreexpressa en fases

inicials i finals del carcinoma de prostata .

B.5. FACTORS HORMONALS

Les hormones testiculars son necessaries pel creixement i
funcionament de la prostata normal. L"administraci6 de grans quantitats
d’androgens pot induir el CP tal com s’ha demostrat en diversos models
animals ®°. A més, el CP aparentment no es desenvolupa en homes castrats
després de la pubertat o en pseudohermafrodites amb una deficiéncia de la 5a-
reductasa i el CP, tant primari com metastasic, sovint responen a castracio

quirargica, tractament amb estrogens externs i antiandrogens.

No s’han detectat anormalitats destacables en androgens serics de
malalts amb CP. En canvi, si s"han evidenciat concentracions augmentades de
testosterona, dihidrotestosterona i androstendiona en teixits de cancer de
prostata comparats amb teixits de prostata normal i a I'orina s"ha trobat un
augment de la rad estrona/androsterona °. Un risc reduit de CP s’ha
documentat en malalts cirrotics, potser pels nivells circulants elevats

d estrdgens i disminuits de testosterona .

A més, diversos gens implicats en el metabolisme dels androgens
com el gen que codifica el receptor d"androgens (RA), membres de la familia
del gen del citocrom P450 i el gen SRD5A2, que codifica la 5a-reductasa tipus
Il (enzim que converteix la testosterona en dihidrotestosterona), han estat

implicats en | etiologia del CP 2. Aixi, mutacions en el gen RA es troben en el
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8% de CP clinicament detectables Més freqlientment s observa

I"amplificacié del gen RA, que s ha trobat en el 22% de les metastasis en el CP

hormono-refractari .

L"amplificacio del gen RA sembla que succeeix en
pacients que responen inicialment a la terapia de deprivacio d"androgens, pero
recauen després. L"amplificacié del gen RA i la sobreexpressio del tipus natiu
de RA pot causar el creixement de cel.lules tumorals independentment dels

androgens tot i el baix nivell d"androgens circulants *°.

També, com ja s"ha comentat, es considera que la disminucié del
nombre de sequéncies de repetici6 CAG a la regid N-terminal del RA
afavoreixen el risc de patir CP *°.

B.6. FACTORS DIETETICS

De la mateixa manera que la incidéncia mundial del CP, els habits
dietétics també varien considerablement a les diferents parts del moén. Aixi, en
els paisos asiatics, caracteritzats per la seva baixa incidéncia del CP, la dieta
és rica en fibra i soja i pobra en greixos animals. D"altra banda, als EUA, on la
incidencia de CP és alta, la dieta és abundant amb greixos animals. La relacio
entre dieta i CP és recolzada amb els estudis realitzats amb emigrants asiatics
als EUA, en els quals s’ha observat que, amb unes quantes generacions, la
incidéncia de CP augmenta fins arribar als nivells de la poblacié indigena. No
obstant, cal tenir en compte que la majoria dels estudis realitzats sobre aquesta
guestié sén de casos i controls i, en I"actualitat, estan comencant a obtenir-se

dades preliminars amb estudis prospectius °.

També la deficiencia de vitamina D ha estat implicada. De fet, la
Vitamina D s’uneix a receptors especifics (VDRS) a les cél.lules tumorals " i, a
més, el CP és més freqlent a paisos nordics respecte a |'equador i la
incidencia i mortalitat del CP s"ha relacionat inversament amb |"exposicié a

radiaci6 ultraviolada, un factor necessari per a la sintesi de vitamina D.



Altres factors que podrien estar implicats sén els retinoids,
(particularment la vitamina A), carotenoids (particularment el licopé) 8, vitamina

E, calci °, seleni ®, fructosa, fitoestrogens i isoflavonoids &*.

B.7. FACTORS MEDIAMBIENTALS | OCUPACIONALS

Existeix una més gran incidéncia de CP en paisos industrialitzats i
un clar factor geografic, com ho demostra |'elevada incidéncia del CP als EUA i
en paisos nordics europeus i una minima incidéncia en paisos asiatics; no
obstant, aquesta incidéncia és equiparable a la de la poblaci6 amb més gran
risc geografic quan es produeixen migracions %%, tal com s’ha comprovat en
japonesos emigrats als EUA, en els quals la segona generacio ja presenta una
incidéncia similar a la de la poblacié americana de raca blanca.

El risc de CP entre els grangers ha estat avaluat en diversos estudis
epidemiologics als EUA i Europa ®* ®. Recentes meta-analisis han reportat un
risc augmentat de CP entre un 7 - 12 % als grangers %. Altres professions que
s’han associat a un augment del risc del CP soén: treballadors del metall,
mecanics, llauners, miners del carbd, quimics, paperaires, fusters, tabacaires,
treballadors del cadmi i cautx(; llibreters, executius i professors 2 D" aquestos,
nomes els compostos de cadmi i els pesticides s han relacionat consistentment
amb un augment del risc del CP 8%, Aixi, calen més estudis per identificar les
exposicions especifiques individuals relacionats amb I"augment del risc de CP

en aquestes ocupacions i industries.

B.8. MISCEL.LANIA

b.8.1) tabac

S’han realitzat uns bon grapat d’estudis epidemiologics fins a
I"actualitat, per determinar el risc de CP associat al tabac. S ha suggerit que el
tabac podria influir en [linici o progressio del CP, ja que: 1) algunes

nitrosamines que indueixen el CP en ratolins s"han trobat en I"orina d"homes



fumadors *°

i 2) els fumadors tenen nivells elevats de testosterona i
androstendiona sériques, dos esteroids que poden contribuir a la progressié del
CP ', Malgrat totes aquestes troballes, |'habit tabaquic no és considerat

generalment com a factor de risc de CP % %

, tot i qué alguns estudis han
reportat una associacié positiva ** %. En altres estudis on s’ha estudiat la
mortalitat només s’ha trobat una associacié debil entre habit tabaquic i
disminucié de la supervivéncia per CP °® %’. Treballs publicats recentment han
destacat una possible associacio debil entre el nombre de cigarretes fumades i
el risc de CP %, tot i qué un altre també estudi ha indicat que no hi ha

associacié comprovada entre |'habit tabaquic i la incidéncia de CP *°.

A més, cal afegir que la suplementacié durant un llarg temps amb
vitamina E en individus fumadors s’associava amb un augment en la incidéncia

i mortalitat per CP *°.
b.8.2) alcohol

Les dades epidemiologiques disponibles actualment no indiquen un
paper etioldgic en el CP de la ingesta d"alcohol **, tot i I'existéncia d’estudis
on s’ha trobat associacié entre |"habit endlic i el risc de patir un CP %,

b.8.3) Vasectomia

La possibilitat d’'una relacié entre la vasectomia i el CP va ser
inicialment estudiada de forma prospectiva I'any 1984 *° perd no va ser motiu
de controversia fins a I'any 1990, quan es publicaren independentment dos
estudis epidemiologics retrospectius, en els quals s’obtingueren resultats
significatius °* 1%, A partir d"aquest moment, diversos panels d’experts van
estudiar a fons aquesta relacié sense trobar resultats significatius addicionals
que confirmessin aquesta hipotesi. El gran desconeixement que encara es té
del CP i la possibilitat que diversos factors de confusio hagin influit en aquestos
resultats podrien explicar la deébil relacié que s"ha observat en alguns estudis.
Publicacions més recents sobre aquest tema recolzen |"abséncia de relacio

significativa entre vasectomia i CP 1% %7 a excepci6 d"un de molt recent on es



refereix que la vasectomia sembla augmentar el risc de CP almenys 10 anys
després de la cirurgia, sense poder excloure I'impacte de possibles biaixos en

els individus vasectomitzats 1,

b.8.4) altres factors

S’ha estudiat el possible paper d altres factors com [ activitat fisica,
I"estat civil, el nivell socio-economic, la diabetis, els papilomavirus i els

98, 109-122

herpesvirus , encara que els resultats obtinguts no han permes

demostrar una associacio clara amb el cancer de prostata.
C. FACTORS PRONOSTICS

Els factors pronostics es poden definir com les caracteristiques
d"una malaltia que poden predir I"'evolucié d"aquesta en un individu determinat.
Quan aquesta malaltia és el CP, molt pocs factors poden acomodar-se a
aguesta definicié i la majoria de les publicacions han adoptat una visi6 més
amplia del tema, incloent caracteristiques del CP que defineixen la seva natura
(marcadors biologics), prediuen la seva deteccio futura, es relacionen amb el
seu grau i/o estadi, 0 pronostiquen una resposta a la terapeutica a curt termini,

essent aquest darrer el punt més important d"aquest apartat.

Depenent de I'evolucié esperada, un pacient pot ser tractat amb
intencid curativa, de vegades produint una morbiditat considerable iatrogenica
0, ja d’entrada, amb una intencié paliativa, basada en mantenir la millor qualitat
de vida del malalt. La tasca d"haver d’escollir el tractament optim per cada
malalt individual es dificil donades les dificultats per predir el curs d aquest
procés en cada malalt. Malgrat que la probabilitat de desenvolupar un CP
evident clinicament és del 16% i la prevalenca en estudis autopsics arriba al
80%, la major part dels homes moren amb un CP més que per un CP, per la
qual cosa és molt important poder distingir aquestos tumors potencialment
letals dels tumors relativament indolents. L"Us de marcadors pronostics, per

tant, pot ser crucial per identificar aquest subgrup de pacients amb CP



agressiu. Malauradament, en I"actualitat no hi han marcadors tumorals que
puguin predir el curs clinic del CP de forma individual per a cada malalt i caldra
encara esforcar-se més en la tasca de trobar el marcador pronostic ideal pel
CP. Durant el mes de juny de 1999 i de forma separada, dos equips
multidisciplinaris de metges (Col.legi America de Patolegs (CAP) i Organitzacio
Mundial de la Salut (OMS)) es reuniren per avaluar les dades existents i per
classificar els factors pronostics associats al CP. Les dues reunions van aplicar
el sistema de categoritzacido de factors predictius introduit I"any 1994 per la

CAP, amb resultats molt similars en ambdds casos.

CATEGORIA I

Factors amb valor pronostic demostrat
basat en I'evidéncia de mdltiples estudis
publicats, els quals es recomana vagin

1. Estadi TNM

2. Grau histologic (Patré de Gleason i grau
nuclear de la OMS)

3. Estat dels marges quirargics

4. PSA perioperatori

inclosos en ['informe  histopatologic 5. Efectes patologics del tractament (OMS)

rutinari. 6. Localitzacié anatdomica del cancer a la
prostata (OMS)

CATEGORIA I

Factors amb possible valor pronostic basat
en l'evidéncia de multiples estudis
publicats, perd que requereixen de més
avaluacié abans de recomanar el seu Us.
També s’inclouen en aquesta categoria
aquells factors dels quals hom recomana
el seu s com a marcadors pronostics o
diagnostics tot i tenir dades incompletes.

. Ploidia del DNA

. Tipus histologic

. Volum tumoral (tant en bidpsies per
agulla com en peces de prostatectomia
radical)
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CATEGORIA Il:

Factors amb alguna evidéncia cientifica
gue recolzi la seva adopcié com a factors
pronostics o diagnostics, perd actualment
encara no recomanats. També s’inclouen
els factors de significat incert.

1. Antigen de membrana especific de
prostata

. Altres tests serics (PSM, hK2, IGF, etc)

. Invasid perineural

. Invasi6 vascular / limfatica

. Densitat de microvasos

. Factors estromals, com TGF-p,
integrines, etc.

. Marcadors de proliferacié i apoptosi

. Morfometria nuclear i analisi
cariometrica

9. Receptors androgénics

10. Marcadors neuroendocrins

11. Marcadors genétics

12. Altres factors
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Taula 5. Classificacio dels factors pronostics del cancer de prostata
(Reunions de la CAP i de la OMS (1999)) 2%




C.1. CATEGORIA'I

c.1.1) Estadi tumoral

L estadiatge correcte de la malaltia neoplasica és la base fonamental
per a la posterior eleccid de [|'estrategia terapéutica adequada i per a
homogeneitzar criteris clinico-patologics amb la finalitat de tenir casuistiques
comparables. Amb aquesta idea Whitmore va crear I'any 1956 el primer
sistema de classificaci6 del CP %, posteriorment modificat per Jewett I"any
1975 *%°,

El comité de la OMS recomana que els patolegs utilitzin la
classificaci6 TNM per informar les peces de prostatectomia radical 2%, Aixo
inclou I"avaluacié de la preséncia i quantitat d’extensié extraprostatica. Tot i
que no hi ha consens en el métode per quantificar I"extensié extraprostatica,
hom recomana utilitzar com a metodologia les conclusions de la reunié de la
UICC/AJCC de l'any 1995. Si la quantitat de tumor extraprostatic es igual o
menor a 2 camps de gran augment (x40), la quantitat d"extensio extraprostatica
s’ha de considerar focal. En cas de ser més gran de 2 camps es considera

difas.

Classificacio TNM (1997) **’:

Es la classificaci6 més utilitzada, encara que només s aplica als
adenocarcinomes. El carcinoma de cél.lules transicionals de prostata es
classifica com a tumor uretral. Sén valides les mateixes classificacions per

I"estadi clinic, TNM, i per |'estadi anatomopatologic, pT.pN.pM.

En la pagina seglent, es comenta aquesta classificacié acuradament
(Taula 6)



ESTADI LOCAL:

(T: tumor primari)

Tx: no es pot avaluar el tumor primari

T1: tumor no evident clinicament, no palpable ni visible
mitjancant tecniques d’imatge.

Tla: tumor detectat com a troballa fortuita en una
extensio < 5 % del teixit resecat.

T1b: tumor detectat com a troballa fortuita en una
extensio > 5 % del teixit resecat.

T1c: tumor identificat mitjangant una puncié bidpsica
o ecografia transrectal (per exemple com a
consequéncia d'un PSA elevat).

T2: tumor limitat a la prostata (un tumor detectat en un o
ambdds I0buls mitjancant puncid biopsica, perd no
palpable ni visible pertécniques d’imatge, es
classifica com T1c).

T2a: tumor que afecta a un lobul.
T2b: tumor que afecta a ambdoés lobuls

T3: tumor que s extén a través de la capsula prostatica
T3a: extensi6 extracapsular (unilateral o bilateral)
T3b: invasi6 de la capsula seminal

T4: tumor fixat 0 que envaeix estructures adjacents diferents a
les vesicules seminals, coll vesical, esfinter extern,
recte, elevadors de I"anus i/o paret pélvica.

AFECTACIO
GANGLIONAR:

(N: ganglis limfatics
regionals)

Nx: no es poden avaluar els ganglis limfatics regionals.
NO: no hi han metastasis ganglionars regionals.
N1: metastasis als ganglis limfatics regionals.

MALALTIA
METASTASICA:

(M: Metastasi)

Mx: metastasi distant que no pot ser avaluada
MO: no hi ha metastasi distant

M1: metastasi distant

M1la: gangli(s) limfatic(s) no regional(s).

M1b: os(sos)

Mlc: altra localitzacié

Taula 6. Classificaci6 TNM. 52 edici6 (1997).




c.1.2) Grau histologic

Diversos sistemes de gradacio del CP s6n ampliament utilitzats en
I"actualitat. La utilitat d"aquestos sistemes depen de la seva reproductibilitat i

validesa.

La OMS recomana que els patolegs informin del patr6 de Gleason i
el grau nuclear de la OMS i que també incloguin la proporcié de cancer dalt

grau (Gleason 4 i 5) %

El grau nuclear es basa en el grau nuclear
predominant, pero també té valor el grau nuclear maxim en cas de no ser

predominant.

Daltra banda, el CAP encara que reconeix la utilitat del grau nuclear

de la OMS, recomana com a sistema estandard, el sistema de Gleason 24,
A més del sistema de Gleason i del sistema de la OMS, existeixen
altres classificacions per determinar el grau histologic com son la de Broders

(1926) '?®, Gaeta (1981) i MD Anderson (1982) .

a) Sistema de Gleason:

Es el sistema més difés en I'actualitat. Es tracta d'un sistema
avaluat i desenvolupat pel Veteran Administration Cooperative Urological
Research Group (VACURG). Aquest grup estudia el CP en un estudi clinic
prospectiu, controlat i aleatoritzat en més de 4.000 pacients de 20 hospitals de
la Veterans Administration (VA) als EUA, des del 1960 al 1975. Aquest sistema
es va publicar a I'any 1966 *?° i es va redefinir als anys 1974 *° i 1977 3!, Els
patrons histologics observats es categoritzaren per [|‘extensié de la
diferenciacio glandular i el patré de creixement del tumor en |"estroma prostatic
i s"obteniren 5 graus. El grau 3 es divideix en 3A, 3B i 3C, iels graus 4i5 es

divideixen en 4A i 4B, 5A i 5B, respectivament.



ADENOCARCINOMA DE PROSTATA
Crrne histoldgics

[

Fig 2. Esquema simplificat del sistema de gradacié de Gleason per a |"'adenocarcinoma

de prostata. Modificat de Gleason DF ™'

Gleason, corroborat posteriorment per altres investigadors, s’adona
que el CP contenia dos o més patrons arquitectonics recognoscibles en més
del 50 % dels casos. El nombre de patrons també sembla augmentar en relacié
amb l'increment de volum tumoral. En casos amb mdltiples patrons, el
reconeixement d’un carcinoma d"alt grau entre un carcinoma moderadament o

ben diferenciat és una troballa forca frequient (53 % dels casos) **.

Per informar d"aquesta heterogeneitat, Gleason assigna un primer
grau al patré "dominant” (el més freqlientment observat) i un grau secundari al
seglent grau més frequent, amb la particularitat qué aquest ultim havia de

comprendre almenys el 5 % del tumor. Ambdos graus foren qualificats com un



nombre enter i van ser sumats, obtenint-se valors compresos entre 2 i 10,
donant lloc al patr6 combinat ("score") de Gleason. Recentment, s"han publicat
dades sobre el possible valor pronostic, en casos de CP ben diferenciats, de la
presencia d'un grau terciari de Gleason 4 ¢ 5, tot i qué aquestes dades

133 Com s’ha comentat fins ara, el

requereixen estudis que ho confirmin
sistema de Gleason pren en compte |"heterogeneitat tumoral histologica del
CP. Aquesta caracteristica, aixi com la multifocalitat del tumor, poden induir a
errors del mostreig quan el grau s’ estableix a partir de bidopsies per agulla ***.
Fins i tot, no s"hauria de diagnosticar amb una biopsia per agulla un CP amb un
grau de Gleason entre 2 i 4 **. A més, el poder pronostic del patré combinat de
Gleason és més gran en tumors amb el patré més baix (2-4) i el més alt (8-10).
Malauradament, la majoria dels tumors tenen un estadi intermedi (5-7) i
mostren agressivitat biologica heterogenia. La puntuacié de Gleason no serveix
per discriminar entre les formes indolents i les formes agressives del CP. A
més, la variabilitat inter- i intra-observador dificulta I"Gs del patr6 combinat de

Gleason com a indicador pronostic en pacients amb CP.

b) Sistema de Mostofi (OMS):

Descrit I'any 1975 %, subdivideix el CP en base a la diferenciaci6

glandular i I"'anaplasia nuclear.

La diferenciacié glandular es classifica des d’un grau 0, on el 100%
de les glandules es troba diferenciat, fins a un grau 4, caracteritzat per un
component tumoral pobrement diferenciat que constitueix més del 25% del total
tumoral. L"anaplasia nuclear va des d’un grau 1, on els canvis nuclears sén

lleus, fins a un grau 3, amb marcats canvis nuclears.

La combinaci6é d"aquestos dos graus en una mesura Unica indica un
pitjor pronostic. Una escala additiva que resulta de sumar ambdds graus, amb
valors compresos entre 1 i 7 amb totes les categories representades, ha estat

suggerit.



c.1.3) Estat dels marges quirurgics

La OMS *?® recomana que s’informi de la preséncia, localitzacio i
extensié de tots els marges quirdrgics. No obstant, reconeix la mancanca
d"acord per trobar un metode que permeti quantificar el cancer en aquestes
localitzacions. També recomana informar de la preséncia de glandules
prostatiques benignes en el marge de reseccio per tal d"alertar als clinics de la

posible preséncia de teixit residual productor de PSA després de la cirurgia.

El CAP '#* assenyala la controvérsia existent sobre quin és el millor
metode per examinar els marges. La definicio de "marge positiu” és variable i
casos amb marges positius s6n erroniament inclosos en la categoria pT3. Es
important localitzar exactament el marge positiu, donat que I'impacte de |I"apex
pel seu compte té un impacte negatiu menor que en altres localitzacions.
També és important detectar el marge positiu en el lloc d afectacié
extraprostatica pT3a respecte a la resta. Finalment, es destaca que la longitud
del marge afectat pot ser important. Cal destacar que s ha de reportar sempre
en |I'informe anatomo-patologic i té un valor pronostic contrastat, encara que la
localitzacio i el métode per mesurar la longitud afectada romanen questions

obertes.
c.1.4) PSA

L antigen especific prostatic (PSA) es considera actualment el
marcador més important per a la deteccio precog i el cribatge del CP. Es una
serina-proteasa identificada I'any 1979 **’ i seqiienciada |"any 1988 **® malgrat
que des de lI'any 1966 a l'any 1978 es van descriure proteines del liquid
seminal que podrien correspondre realment al PSA **°. Es secretada per les
cel.lules luminals dels acins i conductes prostatics al liquid seminal. La seva
funcié fisiologica és liquar el gel seminal mitjancant la lisi de la seminogelina | i
Il en fragments solubles. També s"ha detectat PSA d origen no prostatic i, fins i
tot, al serum de les dones, encara que els nivells observats han estat molt

baixos *°. Per tant, |'especificitat del PSA per la prostata ha estat refusada i,



actualment, s’estan estudiant nous marcadors especifics de la prostata, com la

prosteina **,

Tanmateix, molts estudis han reportat la utilitat clinica dels nivells de
PSA per establir la probabilitat de la diseminacié extraprostatica i a ganglis
limfatics del CP, en especial quan s"associa amb altres parametres com el grau
tumoral, I"'examen per tacte rectal i les troballes ecografiques.També s"ha
destacat el seu paper en la monitoritzacié dels pacients de CP després del seu

diagnostic inicial o després del tractament %2,

La major part dels CP presenten uns nivells sérics de PSA superiors
a 4,0 ng/ml. Aixo ha fet que s"hagi considerat aquest valor, de forma arbitraria,
com a limit superior del PSA "normal" **. Malgrat aixo, el PSA pot ser superior
a 4,0 ng/ml en diverses situacions de benignitat, especialment en la hiperplasia
benigna prostatica, tot i qué també es pot observar un augment del PSA en la
prostatitis, l'infart o la isquémia prostatica, la retencié urinaria aguda; la
realitzacio de biopsia prostatica, massatge prostatic i manipulacio uretral; aixi

com a |"ejaculaci6 **2.

Es considera actualment que la PIN no augmenta massa els nivells
de PSA séric. Quan la biopsia prostatica d"un pacient és diagnosticada de PIN
i aguesta troballa s"associa a un PSA elevat, cal sospitar que aguest augment
és degut a CP invasiu i no detectat amb la biopsia, per la qual cosa seria
recomanable repetir la bidopsia. Aquesta asseveracié té la seva logica si es
considera que la PIN, com el seu nom indica, €s intraepitelial i, per tant, el PSA
sintetitzat per les cel.lules luminals aniria a parar al liquid seminal més que a

I'estroma o als vasos sanguinis **%.

Amb tot aix0, el PSA seric mostra una poca sensibilitat i especificitat
pel CP. Per intentar solucionar aquest problema, s"han calculat diversos indexs
relacionats amb el PSA séric, com la densitat del PSA, la velocitat del PSA i,

especialment, el percentatge de PSA lliure.



Actualment la utilitat del PSA lliure es troba, quan s’utilitza
conjuntament amb el valor del PSA total, en la distincio dels pacients amb CP

dels que estan afectats de malalties benignes. EI CAP 24

assenyala que les
mesures derivades del PSA (com el percentatge de PSA lliure) encara es
consideren factors pronostics de categoria lll, donat que la informacio reportada

fins I"actualitat mostra importants variacions.

c.1.5) Localitzacio del cancer dins de la prostata (només OMS)

La OMS *? reconeix que el CP és freqiientment multifocal i bilateral.
Aquestos focus cancerosos probablement sén genotipicament i fenotipicament
diferents, respecte al seu comportament, incloent la seva resposta terapeutica.
Per tant, recomana que en les mostres de biopsia es detalli acuradament la
localitzacio anatomica, per poder incloure en I'informe |"area anatomica on es
troba localitzat el cancer. També s’hauria d’incloure, quan fos possible, la
localitzacié anatomica del cancer en les peces de prostatectomia radical.

C.2. CATEGORIA I

c.2.1) Contingut d"ADN (ploidia)

Diversos estudis han suggerit que I"aneuploidia de ’ADN en peces
de prostatectomia radical i biopsies per agulla es correlaciona amb progressio,
metastasi i mal pronodstic *** **°. Tot i aixi, el seu paper clinic és encara motiu

de discussio.

El CAP '** especifica que nombrosos estudis suggereixen que
I"analisi de la ploidia afegeix informacio pronostica addicional, malgrat que no
es pot garantir encara el seu Us rutinari donat que no hi ha consens en el
meétode estandard a utilitzar i perque la mida petita de molts tumors exclou la
utilitzacié de I'Gnic métode estandaritzat existent (citometria de flux). Malgrat
tot, s"han obtingut resultats interessants aplicant la tecnica de FISH a |"estudi

de la ploidia al cancer de prostata ** 7. Tanmateix, calen més estudis,



incloent la possibilitat d"aplicar tecniques d’analisi d'imatge en el cas que la

ploidia de I"’ADN adquireixi utilitat clinica.

c.2.2) Volum tumoral a les biopsies per agulla

El CAP '* assenyala que s han realitzat nombroses aproximacions
per reportar aquesta dada, entre les quals s’inclouen: nombre de cilindres
positius (en anglés, "cores"), percentatge de cilindres afectats, longitud total
(mm) de tumor en tots els cilindres i longitud maxima Unica (mm) de tumor en
qualsevol cilindre i percentatge total de biopsies afectades (area de la
superficie afectada). Existeix variabilitat sobre com contar els "cores" i com
valorar els casos fragmentats, aixi sobre com contar 2 focus independents de
tumor en la mateixa biopsia (dubte en si cal incloure teixit no tumoral existent

entre els dos focus)

c.2.3) Volum tumoral en la peca de prostatectomia

El CAP '* especifica que no es tracta d’'un métode acceptat de
quantificacié, donat que el tallat parcial enfront del tallat total continua essent
una glestié no resolta. No obstant, recomana que |I'extensié intraprostatica del
tumor ha de ser avaluada per algun metode estandard, per tal de reportar el
percentatge de tumor en la mostra analitzada. Aquesta dada especifica hauria

de ser inclosa en I'informe anatomopatologic.

c.2.4) Subtipus histologics de cancer

El CAP assenyala que alguns subtipus histologics 8

(cél.lules
petites, ductal, mucinés) han de ser reportats, donada la seva implicacié
pronostica i terapeutica significativa. Comprenen menys del 10% dels casos de

CP.

La taula 7, a les pagines seglents, resum les caracteristiques més

destacables dels diversos subtipus histologics del carcinoma de prostata.



TIPUS
HISTOLOGIC

CA RACTERiSTIQUES
HISTOLOGIQUES

CARACTERISTIQUES
CLINIQUES

ADENOCARCINOMA
DUCTAL

Proliferacié epitelial florida, papil.lar,
cribiforme o solida en grans
conductes periuretrals prostatics. Pot
retenir cél.lules basals detectables
amb la citoqueratina 34pE12 150,

Generalment presenta un estadi
avancat sense un nivell de PSA
elevat. Curs més agressiu.
%?ntrovertit com a entitat neoplasica

CARCINOMA
INDIFERENCIAT DE
CEL.LULA PETITA

(neuroendocri d alt
grau)

Idéntic a la seva contrapartida al
pulmé o altres localitzacions.

Pronostic molt dolent, amb una
mitjiana de supervivéncia inferior a 2
anys. Es pot associar a sindromes
paraneoplasiques com la sindrome de
Cushing, secreci6 inapropiada d"’ADH
i altres.

CARCINOMA
MUCINOS

(col.loide)

Almenys el 25% del tumor es
composa de mucina extracel.lular,
alguns amb mucina extraglandular, i
també presenta cel.lules tumorals
soltes o agrupades dins de llacs de
mucina ~ . Una variant rara inclou el
carcinoma de prostata de tipus
colonic, perdo aguest patr6 és
freqientment motivat per la
diseminacié contigua d’un cancer de
recte.

Similar o lleugerament pitjor que
|I"adenocarcinoma convencional.

CARCINOMA DE
CEL.LULES EN
ANELL DE SEGELL

Caracteristiques tipiques d’un
carcinoma de cél.lules en anell de
segell convencional, amb ceél.lules
tumorals que mostren
immunoreactivitat per fosfatasa acida
prostatica (PAP) i PSA. La mucina pot
no estar present. Freqlentment es
troba barrejat amb adenocarcinoma
acinar tipic.

Molt rar en la seva forma pura,
pronostic molt dolent.

CARCINOMA
ESCAMOS

Es manifesta principalment com a
carcinoma adenoescamdés mixt, pero
formes pures de carcinoma de
cel.lules escamoses amb
caracteristiques tipiqgues de malignitat
es poden observar.

El carcinoma adenoescamoés mixt i el
carcinoma de ceél.lules escamoses pur
pot aparéixer després de terapia
hormonal o radioterapia per un
adenocarcinoma acinar tipic. El
carcinoma escamés pur és molt
estrany i té molt mal prondstic, essent
refractari al tractament de deprivacié
hormonal.




CARCINOMA
SARCOMATOIDE

Carcinoma de ceél.lules fusiformes
indiferenciades, usualment  amb
carcinoma acinar tipic. La
immunohistoquimica pot ser (til,
mostrant almenys una positivitat focal
per PSA, PAP, queratines i altres
marcadors epitelials. També pot
presentar elements heterolegs, i es
pot considerar com a carcinosarcoma,
quan mostra diferenciacio
mesenquimal a nivell morfologic,
immunohistoquimic o ultraestructural
153, 154

Prondstic molt dolent amb mort abans
de 48 mesos.

CARCINOMA DE
CEL.LULES
TRANSICIONALS

Pot ser primari de prostata o de la
uretra prostatica, pero generalment es
deu a afectacié6 secundaria per un
carcinoma de bufeta. EI tumor pot ser
"in situ" o invasiu a la prostata. Cal
buscar també diseminacié pagetoide,
que rarament es pot estendre al llarg
dels conductes ejaculadors a través
de la prostata cap a les vesicules
seminals.

Pronostic  desfavorable, important
distingir de |’adenocarcinoma, donat
gue és refractari al tractament de
deprivacié hormonal.

CARCINOMA
ADENOIDE QUISTIC
o de cél.lules basals

Nius de cel.lules basaloides rodones
u ovals, freqlientment amb un patr6é
cribiforme. Buscar mucina luminal i
material  eosinofil  semblant a
membranes basals.

Molt rar, amb metastasis o0 mort no
definides.

CARCINOMA DE
TIPUS
LIMFOEPITELIOMA

lles de glandules molt estretament
agrupades enmig dun estroma
limfoide dens.

Només 2 casos reportats, amb un
significat pronostic incert.

CARCINOMA
PSEUDOHIPERPLASIC

Papil.les, glandules atipiques grans,
capa basal absent, ramificacions,
C0SS0S amilacis, engrandiment
nuclear i nucleols. Poc freglientment
associat a mitosi, secrecié de mucina,
. - D 155
PIN adjacent i invasio perineural =

No establertes. Recentment descrit.

Taula 7. Subtipus histologics del cancer de prostata de tipus no acinar

C.3. CATEGORIA III

c.3.1) Invasio perineural

La invasié perineural és freqiient en adenocarcinomes, trobant-se

fins en un 38% de les biopsies **°. Juntament amb la fibroplasia mucinosa i les



glomerulacions, constitueix una troballa histologica diagnostica de CP a les
bidpsies per agulla *’. De tota manera, no és patognomonica, donat que es pot
veure en &cins benignes, encara que infreqiientment **8. La utilitat predictiva de
la invasio perineural a la invasio extraprostatica €s molt limitada. Malgrat tot
aixo, recentment s"ha suggerit que la preséncia d’invasié perineural en mostres
de biopsia amb agulla pot tenir un paper predictor independent de I"evoluci6 de
la malaltia un cop realitzada la prostatectomia radical en cancers localitzats,

independentment dels nivells de PSA *°.

c.3.2) Micrometastasis a ganglis limfatics

El CAP '** destaca que existeixen diferéncies en els métodes
utilitzats per la seva avaluacio (llevat de I"estudi histologic de rutina), incloent
immunohistoquimica i metodes moleculars. Actualment, no hi ha cap acord en
la definici6 de micrometastasi al CP i la significacid clinica de petits focus de
cancer en els ganglis limfatics és incerta. Hom considera com a micrometastasi

una metastasi confirmada histologicament igual 0 menor a 2 mm.

c.3.3) Diferenciacio neuroendocrina

Les cel.lules neuroendocrines sOn components dels conductes
prostatics i acins, aixi com del CP amb diferenciacié neuroendocrina. Formen
part del sistema regulador neuroendocri difus i ampliament dispersat, conegut
com cel.lules endocrines-paracrines. A la prostata humana, s han identificat
subpoblacions de cel.lules neuroendocrines basant-se en la morfologia o els
seus productes de secrecio. La majoria de les cél.lules neuroendocrines de la
prostata contenen serotonina, cromogranina A i altres marcadors
neuroendocrins que no s’expressen coherentment. Basant-se en la funcié en
altres organs, les cel.lules neuroendocrines de la prostata estan probablement
implicades en la regulacié del creixement, diferenciacié i funcions secretores.
En I'home, el CP exhibeix diferenciacié neuroendocrina com a: 1) carcinoma
neuroendocri de cél.lula petita (infrequient), 2) cancer "carcinoide-like" (rar) i 3)
CP convencional amb diferenciaci6 neuroendocrina focal. EI significat

d"aquesta diferenciacié neuroendocrina en el CP és incert.



Recents investigacions que han plantejat la relaci6 entre
diferenciacié neuroendocrina i pronostic han generat resultats contradictoris i
controvertits. Alguns estudis han mostrat una correlacié amb altres factors de
risc coneguts, com el grau i I'estadi, mentre daltres, entre els quals s’inclouen
els estudis publicats més recentment, mostren un significat pronostic
independent de la diferenciacié neuroendocrina i, fins i tot, n"hi han d"altres que

no mostren cap correlaci6 **°.

Les ceél.lules neuroendocrines no tenen receptors androgeénics, per
tant no hi han alteracions en la diferenciacid6 neuroendocrina després de la
terapia hormonal, fet que pot comportar resistencia a aquest tipus de

tractament.

c.3.4) Densitat de microvasos

Fins a l'actualitat, s"han realitzat alguns estudis per investigar la
relacié entre la densitat microvascular (MVD) i I"estadi tumoral *** 12, La major
part dels estudis realitzats en prostatectomies han trobat una correlacié positiva
entre MVD i I"estadi tumoral, encara que hi han excepcions '®%. En canvi, en
biopsies, el MVD ha mostrat una correlacié amb prostatectomies parellades i ha
estat un factor predictiu independent de |'extensié extraprostatica °% !,
Actualment es troba acceptat el potencial predictiu de la MVD , pel que fa a la

recurréncia i la supervivéncia 1% 7,

c.3.5) Morfometria nuclear

La mesura de l'arrodoniment nuclear, mida, forma i textura dels
nuclis, nombre, mida i forma dels nucleols i I"area nuclear poden tenir un valor
pronostic en pacients amb CP '°®. No obstant, dificultats en relacié amb les
técniques d analisi d'imatge, processament de mostres i reproductibilitat dels
resultats romanen com a assumpte principal i han evitat que I"avaluacio de la

morfometria nuclear es consideri predictiva de CP.



D. MECANISMES MOLECULARS DE
PROGRESSIO DEL CANCER

El cancer és una malaltia en la qual es produeix una incessant
expansio, habitualment clonal, de cel.lules somatiques que envaeix, trastorna i
erosiona el teixit normal fins causar la seva mort. A cada cancer succeeixen un
nombre limitat d’esdeveniments ‘“critics" que afavoreixen | expansio
incontrolada i la invasié per part de les cél.lules tumorals. Un d’aquestos
esdeveniments és la desregulacio de la proliferacié cel.lular que, juntament
amb I'obligada supressié de |"apoptosi compensadora, estableix un entorn
adequat que recolza la progressié de la neoplasia. Amb posterioritat,
I"establiment d"un microambient entre les cél.lules tumorals i I'estroma permet
I"intercanvi d"enzims i citoquines, les quals modifiquen la matriu extracel.lular,
estimulant la migracio i promovent la proliferacio i supervivéncia de les cél.lules

tumorals.

Tot seguit, s"analitzara el paper del cicle cel.lular en la regulacio de
la proliferacié cel.lular, el desencadenament i la regulacié de |"apoptosi i els
mecanismes d’invasié tissular. En el capitol posterior es comentara com
aquestos esdeveniments intervenen en |"aparicio i progressio del cancer de

prostata.
D.1. EL CICLE DE DIVISIO CEL.LULAR

Les cel.lules disposen d’un alt nivell d estructuracié i han d” adaptar-
se a les necessitats especifiques de I'organisme. La majoria de les cél.lules
han de mantenir-se en un estat de repds on no es produeix la seva
diferenciacio. Les cél.lules obeeixen doncs, senyals que els impedeixen de
dividir-se. Aquests senyals no provenen només de factors nutricionals, sind
també de factors solubles, de la propiu matriu extracel.lular, factors d"adhesioé i

d’interaccions entre cél.lules veines. Només quan s’eliminin aquestes



restriccions i les cel.lules rebin senyals de proliferacio especifics podran iniciar

un nou cicle de divisio °°.

Les cel.lules es divideixen per duplicacio del seu ADN i les seves
estructures, i posteriorment es reparteixen els continguts citoplasmatics i els
diferents organuls entre dues cél.lules filles idéntiques. Aquesta duplicacié té
dues finalitats: en primer lloc, es requereixen moltes divisions per a la formacié
d’un nou individu, pero alhora, quan arriba a |"estat adult, la propia homeostasi
obliga les cel.lules a estar dividint-se constantment i ordenadament per tal de
substituir les cél.lules que van morint al llarg del temps. Aquest procés
s’anomena cicle de divisio cel.lular, o més freqientment cicle cel.lular i es
pot definir com el procés universal mitjancant el qual les cel.lules es
reprodueixen i serveix com a base per al creixement i desenvolupament de tots

els organismes vivents *'°.

d.1.1) Fases del cicle cel.lular

El cicle cel.lular es divideix en 4 fases (G1, S, G2, M), a més d"una
fase de repos (G0). Les més caracteristiques soén les fases de sintesi d’ADN
(anomenada fase S) i mitosi (anomenada fase M). A la fase S es duplica el
contingut total d"’ADN dels cromosomes. A la fase M és on es produeix la
particio en dues de la cél.lula de forma que cadascuna de les cel.lules filles rebi

el mateix contingut d"’ADN que la cél.lula progenitora *"*,

A més de les etapes S i M, es poden definir unes etapes funcionals
que es produeixen entre aquestes dues. La fase G; (de gapl) és l'interval
temporal en qué les cél.lules es preparen per a la fase S. Correspon a l'interval
entre la mitosi prévia i la nova replicacié6 cromosomica. El periode entre la
sintesi d’ADN i I'inici de la fase de mitosi i divisio cel.lular s"anomena fase G,
(de gap2). Aguestes fases G; i G, son fases en qué la cel.lula s"assegura que
les etapes anteriors han estat completades satisfactoriament i que, per tant,
sigui el moment adequat de poder passar a la fase seguent dins de I'esquema

ordenat del cicle. Per tant, els principals punts de regulaci6 i control d" aquest



procés es troben localitzats a les transicions entre les fases G; i S ila fase G, i
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Les cel.lules que es troben a G;, si encara no estan compromeses
en la realitzacié d’un nou cicle de divisié, poden passar a un estat, anomenat
Go (de gap 0), en qué poden gquedar en repos, fora del cicle, durant un temps
indefinit. Aquest estat pot ser induit per la mancanca de factors proliferatius o
bé per I"absencia de nutrients i es caracteritza per una disminucié generalitzada
del metabolisme cel.lular amb disminucié de la sintesi de proteines i d"’ARN.
Les céel.lules també poden quedar en repos a la fase G,, esperant un senyal
que les indueixi a continuar la mitosi (o la meiosi, com en el cas dels oocits).
L"entrada i sortida d’aquest estat de quiescéncia estara controlada per les
caracteristiques intrinseques de cada tipus cel.lular i una série de factors
externs com soOn la disponibilitat de nutrients, la mida cel.lular i la relacié
existent entre factors de creixement i proliferacié amb factors de tipus inhibidor.
Donat que el temps necessari per progressar per les altres fases del cicle és
breu i constant, I'estona en la qual es troben les cel.lules a Gy i G; condiciona
les diferencies en la durada del cicle cel.lular entre els diferents tipus cel.lulars,
i que el temps necessari per a una cél.lula per entrar en la fase S sigui superior
si prové d'un estat Gy (Go-S) respecte a si prové d un estat G; (G1-S), ates que
requereix un espai de temps addicional per posar en marxa tota la seva

maquinaria metabolica i transcripcional **°.

d.1.2) Control del cicle cel.lular

La coordinacié entre I'ordre i la temporalitat en la seqiencia de
processos que constitueixen el cicle cel.lular és un factor clau per a la correcta
transmissi6 de la informacid genetica. Per aquest motiu, la cellula ha
d"assegurar-se que un cert pas del cicle no s’inicii fins que els passos anteriors
no s"hagin completat d’'una forma eficient i correcta. Aquest coordinacio
s'efectua en els anomenats punts de control, en els quals diversos
mecanismes bioquimics determinen la capacitat de progressar en el cicle. Els
dos punts de control més coneguts es troben a les transicions G;-S i G,-M. A la

transicio G;-S es troba el punt de control anomentat "punt de restriccigd", en el



qual la cel.lula queda compromesa a replicar el seu contingut d’ADN i a
completar un cicle complet de divisi6 **. També en aquest punt s’integren
senyals positius i negatius ja siguin interns o externs. Un cop traspassat aguest
punt, en condicions normals, la cel.lula travessara la fase S i també les fases
G2 i M. Arribats en aquest punt, un mecanisme binari de tot o res és generat a
partir de I"acumulacié de senyals de tipus continu. Quan aquestos senyals
arriben a un nivell critic s"inicia irreversiblement tot el procés. Un cop iniciada la
replicacio, la cél.lula ha de completar-la un sol cop i no ha d’intentar dividir-se
fins que aquesta no s"hagi acabat. A la transicié G,-M la cél.lula té I"oportunitat
de controlar si la replicacié de I’/ADN s’ha completat sense problemes i "’ADN
duplicat no es troba danyat.

El sistema de control del cicle cel.lular esta fonamentat en I"accié
coordinada de dos tipus de proteines. Les primeres son les proteina-quinases
dependents de ciclines (Cdk). Aquestes proteina-quinases controlen les
successives etapes del cicle mitjancant la fosforilacié d’altres proteines en
residus de serina i treonina. Entre d’altres proteines, aguestes quinases
fosforilen factors de transcripcid, histones, lamines, etc. La seva activitat depén
de la seva associacié amb una segona familia de proteines, les anomenades
ciclines. Aquesta nomenclatura es deu a que s’acumulen per sintesi "de novo"
durant la interfase i es destrueixen sobtadament per degradacié proteolitica
durant la fase M. La formacié de complexos entre diferents Cdk i diferents
ciclines, la seva activacio, la unié de diferents proteines amb caracter inhibidor,
i la dissociacié i degradacié de les subunitats de ciclina sén els punts que

governen i regulen tots els diferents punts de control al llarg del cicle **.

Entre els pocs substrats de les Cdk de la fase G; coneguts
actualment destaca la proteina del gen del retinoblastoma (pRb/p105) i les
proteines relacionades p107 i p130. El gen del retinoblastoma és el prototip de
gen supressor tumoral; la seva perdua condueix a la proliferacio cel.lular
incontrolada i a la transformacié neoplasica. Les proteines pRb/p105, p107 i
pl30 actuen al cicle cel.lular de forma repressiva, per la unidé i consequent
inactivacié dels factors de transcripcid6 E2F. L activitat dels factors E2F és

necessaria per a |I'expressio de gens involucrats en la replicacio de ’ADN i la



transicio G;-S. La pRb/p105 només pot unir-se i inactivar els factors E2F quan
es troba en un estat hipofosforilat. La fosforilacio de pRb/p105 per complexos
ciclina-cdk al final de la fase G; allibera I'E2F permetent que la ceél.lula avanci
cap a la fase S. Al contrari, si pRb/p105 és mantingut en un estat hipofosforilat,
ja sigui pels propis factors antiproliferatius de |'organisme o per un medi

ectopic, el cicle és bloquejat al final de G, *"°.

Variacions en la relacié entre els nivells de les proteines inhibidores
de ciclina/cdk (CKIs) i els nivells dels diferents complexos ciclina-cdk regulen el
pas a través del punt de restriccid. Els mitogens indueixen I'expressio de les
ciclines i, ocasionalment, de les propies cdk, mentre disminueixen |I'expressié
dels inhibidors. En el cas contrari, els factors antiproliferatius indueixen els
efectes oposats, generalment sense interferencies entre les respectives vies de

transduccié de senyals **°.

d.1.3) Regulacié de l'activitat de les quinases depenents de

ciclines

Molts aspectes de la biologia dels complexos ciclina-cdk romanen
encara poc entesos. La seva activitat es pot regular a nombrosos nivells i
actualment es coneixen almenys 6 mecanismes implicats *'":

(a) la sintesi de ciclines es produeix en determinats moments del
cicle. Aixi, I'expressi6 de ciclines D va associada a la presencia o no de factors

de creixement mitogénics *’®

, (b) regulacié activa de la degradacio de ciclines.
Aquesta "maquinaria” analoga al complex promotor de I"anafase (el qual regula
la mitosi) és la diana de diverses proteines induint la seva degradacio
mitjangcant el sistema ubiquitina-proteasoma, (c) necessitat de la unié a una
cdk, tal com s"ha explicat previament, (d) activacié del complex ciclina-cdk per
una quinasa activadora de ciclina, la qual fosforila una treonina a la cdk ', (e)
desfosforilacié d"aminoacids addicionals mitjancant la inhibicié de determinades
quinases (conegudes com weel/mytl) i activant algunes fosfatases
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(conegudes com cdc25A, B i C) i (f) interacci6 amb altres proteines

conegudes com inhibidores de ciclina-cdk (CKIs).



Proteines inhibidores de ciclina-cdk (CKIs):

Les CKIls s6n unes proteines que, un cop activades, impedeixen que
els complexos ciclina-cdk fosforilin una gran varietat de substancies implicades

tant en la transicio G;-S com a la G,-M, inhibint la progressio del cicle cel.lular.
S’han identificat dos grups:

1) la familia dels inhibidors anomenada Ink4 (per inhibidors de cdk4)
inclou p16™“*, p15"48 184 | n19'"™4P (on els nimeros indiquen el seu pes
molecular aparent). Es caracteritzen per presentar a la seva estructura motius
similars a I"anquirina. Aquests motius estructurals sén importants per a la unio i
inhibicié que efectuen sobre cdk4 i cdk6. La seva uni6 impedeix la formacié de

complexos actius de les quinases amb les corresponents ciclines D 176,

2) la familia d’inhibidors relacionats amb p21 inclou tres membres:
p21War/Cipl - 5o 7KiPL § n57KiIP2 176 - A diferéncia dels inhibidors de la familia Ink4,
els de la familia p21 s"uneixen amb més afinitat amb els complexos ciclina-cdk
que amb la quinasa sola. Els membres de la familia de p21 presenten un
domini N-terminal comu que esta involucrat en la interaccio i inhibici6é d"aquests
complexos ciclina-cdk i un domini C-terminal, només present a p21Va/cP! que
interacciona i inhibeix I"antigen nuclear de cél.lules proliferants (PCNA). L accio
coordinada dels dos efectes duu a la inhibicié del cicle quan p21Wa/cirt
s’indueix. Entre aquestos casos destaquen la induccié transcripcional de
p2
p27KP! els seus nivells estan elevats en cél.lules en repds i disminueixen

1Wal/CiPl “mediada per p53, en resposta a | alteracié de I'/ADN. En el cas de

notablement en resposta a factors de creixement, aparententment per la seva

proteolisi dependent d"ubiquitina.

_ p2 1Waf1/Cip1 .

Es la primera CKI que es va identificar, I'any 1993, quan es
comprova que la seva expressié podia ser induida per p53 nativa **° i no per la

p53 mutada. Consta de 189 aminoacids i la codifica un gen localitzat a 6p21.2.



p21WaCiPl a5 yn important mediador de I"aturada del creixement i de
la senescéncia. Donada la seva important tasca en la regulacio de |"aturada del

cicle cel.lular per part de p53, és considerat com un gen supressor tumoral. No

1Waf1/Cip1 18

obstant, les mutacions de p2 sén rares en humans ***, ja que s'ha

evidenciat que ratolins "knock-out" per p21Wat/ciet

es desenvolupen amb
normalitat i no mostren un augment del nombre de tumors 2. L aturada del
cicle cel.lular com a consequéncia de I'expressié de p21"¥™CP! sycceeix tant a
la fase G; com G, . Aquest fet s’acompanya pel desenvolupament de
marcadors morfologics i fenotipics de senescencia en algunes o la totalitat de
les cél.lules 84, L aturada del cicle mediada per p21""/CP! gs resultat de la
seva habilitat per inhibir els complexos ciclina-cdk. Aixd comporta la
desfosforilacié de pRb/p105 i la inhibicié d"un gran nombre de gens dependents
d"E2F, els quals es troben implicats en la replicacié de I'’ADN i la progressio del
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cicle cel.lular ~°. Aquest ultim efecte s’atribueix al segrest d'E2F per la

1Waf1/C|p1

pRb/p105 desfosforilada, encara que p2 també sembla inhibir E2F a

cél.lules sense pRb/p105 %,

1Waf1/C|pl

La inducci6 de p2 , mediada tant per factors dependents de

p53, com per factors independents de p53 (com, per exemple, la TGF-p 8",
s"ha associat tant amb formes transitories com permanents d aturada del cicle
cel.lular. L aturada transitoria evita que les cél.lules danyades entrin en mitosi
18 D altra banda, en alguns casos la induccié transitoria de p21Wa/CP! també
succeeix al comencament de I"aturada permanent del creixement, tal com s"ha
observat a fibroblastes normals **° i a cél.lules tumorals després de patir dany
gendmic o introduir I'oncogen ras **°. p21"Va/CP! també s’indueix amb I aturada
final del creixement durant la senescéncia replicativa dels fibroblastes quan
envelleixen %%,

L expressié de p21"Var/cirl

a les cel.lules quiescents es troba
habitualment reduida o absent. D altra banda, s"ha postulat també un possible
paper de p21"3"/CPl en |a induccié de I"apoptosi encara que aquesta giestio
continua essent motiu de controvérsia i els efectes de p21"W¥™ P! podrien ser

dependents del contexte.



Un fet interessant és que p21Wa/ciPl (i

d"altres CKlIs semblants)
poden activar els complexos ciclina-cdk *"°. Aquest fet es basa en qué la ra6 de
les unions estequiomeétriques de p21"¥/CP amp els complexos ciclina-cdk pot
ser més gran de 1:1. L activitat del complex ciclina-cdk només és inhibida a

1Waf1/C|pl

raons altes d'uni6 de p2 a aquestos complexos. Recentment s ha

1Waf1/C|p1

postulat que l"aturada del creixement induida per p2 s’associa amb

I"exhauriment de les proteines controladores de la mitosi, i aixd pot contribuir a
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anormalitats en el procés mitotic (tetraploidia, poliploidia, aneuploidia) ales

cel.lules tumorals.

Per acabar, la induccié de p21"¥"CPl pot ocasionar la
desestabilitzacio genetica de les cél.lules tumorals exposades a radioterapia o
quimioterapia 3, la qual cosa comporta el sorgiment de variants tumorals més
malignes o resistents al tractament. La utilitzaci6 de diversos agents
quimioterapics a les cel.lules tumorals indueix un fenotipus senescent. Aquest
fenomen s’associa amb alteracions de la ploidia cel.lular ***. Per tant, la

reentrada al cicle cel.lular després de la induccié de p21Wa?/cirl

pot comportar
una més gran desestabilitzacié genética, la qual cosa pot contribuir a la

progressié tumoral.
- p27KPL:

p27KP! va ser identificat com a inhibidor en cél.lules bloquejades pel
factor de creixement en transformacio p (TGF-B) i es troba regulat per
citoquines inhibidores del creixement i per inhibicié de contacte. ElI gen que
codifica per p27X! es troba localitzat al cromosoma 12q13. La proteina p27"*
té 198 aminoacids i esta constituida per un domini N-terminal semblant al de
p21War/cipl 193 = 5o7KiPl a5 troba intensament expressat en cél.lules no
proliferants i juga papers importants en la regulacié tant de la quiescéncia com
de la progressié a G;. p27f" augmenta durant la diferenciacié en molts tipus
cel.lulars tant en cultiu de teixits com "in vivo" ***. En ratolins "knock-out" per
p27¥"! s’ha observat un excés de proliferacié cel.lular que comporta
organomegalies, perd no un augment de la incidéncia de tumors espontanis .

Alguns estudis han evidenciat que la perdua o disminucié de I'expressio de



p27KP! és un marcador pronostic de moltes neoplasies malignes humanes, com
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mama, prostata i bufeta Un fet interessant és que mutacions

especifiques de tumor no han estat identificades pel gen de p27". En lloc
daix0, els baixos nivells de p27“P* en alguns tumors s'han atribuit a un
augment de la degradacié, especifica de tumor i mediada per proteasomes, de

19 Recentment s’ha identificat una nova isoforma de p27<P

~7KiplR

la proteina
anomenada p2 , per la seva resisténcia a la degradacio. Es diferencia de
p27XP en el seu extrem C-terminal i podria ser un inhibidor del cicle cel.lular,

amb una tasca diferent a la desenvolupada per p27<P* 2%°,

d.1.4) Punts de control del cicle cel.lular

a) G4-S:

En aquest punt es troba implicat de manera destacable p53, que té
un paper essencial en I"aturada de les cél.lules a G; després de dany genomic.
Actualment es coneixen els mecanismes potencials mitjancant els quals la
pérdua de funcié de p53 en aquest punt de control pot comportar un augment
de la susceptibilitat al cancer. En primer lloc, es sap que el dany a I"ADN
augmenta els nivells de p53 i la seva activitat, la qual cosa fa que s’incrementin
secundariament els nivells de p21"acPt | “elevacié dels nivells de p21Var/cirt
inhibeix I"activitat dels complexos ciclina-cdk que dirigeixen la transicié G; a S a
I'impedir la hiperfosforilacié6 de pRb/p105. En cél.lules on falta p21Wa/cPl
I'aturada de G; a S després de dany a I'ADN és defectuosa *®2. Tal com es
comenta més endavant, a més de tenir un paper decisiu en I'aturada de G; a S,
p53 també pot dirigir les cel.lules cap a una via apoptotica, quan les lesions de
I’ADN no poden ser reparades *°*. Els mecanismes que indueixen p53 a aturar
el cicle cel.lular o induir I"'apoptosi no es coneixen prou bé. Tanmateix, no hi ha
cap dubte que la perdua de p53 produeix una resposta cel.lular inadequada,
mitjancant dos mecanismes: (a) permet que I'ADN danyat es repliqui i (b)
allarga la supervivencia de cel.lules que haurien de ser eliminades per

apoptosi.



D altra banda, s"han identificat dos nous gens relacionats amb p53,
anomenats p73 i p63 2% 2% | a importancia d aquestos gens al cancer huma i
als punts de control requereix d"estudis addicionals.

b) Fase S:

El punt de control a la fase S roman poc conegut en humans, encara
que s"han identificat gens a llevats (MEC1, MEC2 i HUS1) amb aquesta funcié
204 E| gen ATM podria ser I'equivalent en I'home de MEC1. Es troba mutat a
I"ataxia-telangiectasi, una entitat on tots els punts de control del dany genomic
(G1-S, S, G,-M) es troben alterats 2%,

c) Go-M:

Actualment es sap que si ’ADN no ha estat correctament replicat, la
cel.lula no continua el cicle i resta aturada a la fase G; fins que aquestos errors
son corregits per mecanismes de reparacio. L aturada de les cél.lules a la fase
G, després de dany a I’ADN ocasiona inestabilitat genética i un augment de la
radiosensibilitat. L entrada a la mitosi és dirigida per I"accio del complex ciclina
B-cdkl, que s"acumula en estat fosforilat (inactiu) al llarg de les fases Si G,. La
desfosforilacié (activacid) d’aquest complex (particularment a la Tyrl5 i la
Thrl4) és induida per la fosfatasa Cdc25c, la qual pot ser inactivada per les
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proteines 14-3-3c °%°. Segons un estudi recent

també hi estarien implicats p53, p21Va™/“" i fins i tot, ATM.

, en aquest punt de control

d) punt de control del fus mitotic:

Aquest punt impedeix la transici6 de metafase a anafase fins que
tots els parells de cromatides "germanes” no s’han alineat i s"han enganxat al
fus mitotic. Alteracions en aquest punt de control poden induir canvis en el
nombre de cromosomes, amb [aparici6 de tetraploidia i aneuploidia.
Tanmateix, no s"han identificat en '"home els gens que aturen la mitosi quan es

produeixen alteracions als microttbuls 2%,



En canvi, una troballa interessant ha estat la implicacio de p53 en
aquest punt de control a ratolins °°, la qual cosa, un cop més, demostra la seva
importancia en el cicle cel.lular. Fins i tot, p21"*™“P1 podria estar també

1Waf1/C|p1

implicada en aquest punt, a I"haver relacionat p2 amb alteracions de la

ploidia cel.lular **.

e) senescencia cel.lular:

S’ha suggerit que la senescencia cel.lular podria representar un
tipus de punt de control, que s’activaria quan els telomers s escurcen fins a

arribar a un nivell critic 2%°.

Es creu que telomers amb una llargaria
suficientment disminuida poden ocasionar anormalitats a la cadena de I"ADN
que activin senyals per aturar el cicle cel.lular i impedir la proliferacié, donant
lloc a senescéncia cel.lular.

Aquest fet podria ser important a la tumorogenesi, donat que les
cel.lules tumorals poden presentar alteracions als punts de control del cicle
cel.lular. Per tant, si a més s afegeix la produccié de telomerasa, tot aixo

contribueix al desenvolupament de cél.lules tumorals immortals.

P16 P15 P18 P19 mdm2
R‘b
cicina —— P21 -«—— P53
P cdk
o —— po7,ps7
S
APOPTOSI
Go
G2 <=

@A/ M

Fig.3. Caracteristiques més importants de la regulacié del cicle cel.lular



D.2. APOPTOSI

La supervivencia de les cél.lules depéen de la continua disponibilitat
de factors trofics, els quals sovint es troben en quantitats limitades i restringides
en uns determinats ambients. Per tant, la desregulacié de I'expansié cel.lular
ocasiona un esgotament d"aquestos factors locals de supervivencia i I'entrada
d’aquestes cél.lules en un programa d’autodestruccid anomenat apoptosi.
Aixi, podem definir I"apoptosi (o mort cel.lular programada) com una forma de
mort cel.lular que elimina cel.lules de I'hoste no dessitjiades mitjancant
I"activaciéo d’una serie de successos coordinats i programats internament que
efectuen els productes d"una serie de gens. Per tant, representa un mecanisme
alternatiu al control de la proliferacié cel.lular per regular la poblacié cel.lular,

tant en teixits normals com neoplasics.

La primera observacio de cel.lules mortes correspon a ["any 1665,
quan Hooke idea el terme "céllula" amb la finalitat de descriure unes
estructures que havia observat en estudiar microscopicament el suro ?**. La
mort cel.lular fou descrita I'any 1842, quan es va observar el procés de mort
neuronal a embrions de gripau %*2. El terme "mort cel.lular programada"” data de
I"any 1965, per descriure la mort cel.lular en la metamorfosi d’insectes 3.
L"any 1966 es va demostrar que la pérdua de la cua dels capgrossos estava
relacionada amb la mort cel.lular i que podia ser bloquejada amb cicloheximida,
amb la qual cosa es va deduir que requeria de I'expressié de gens endogens
214 Tanmateix, el terme "apoptosi" no aparegué fins a I'any 1972 ?**, quan
s’evidencia que la morfologia d"hepatocits exposats a toxines i limfocits tractats
amb hormones era molt semblant a I'observada a experiments embriologics
descrits amb anterioritat 2*°. Aquest descobriment va adquirir importancia quan
I"any 1988 es descobri I"activitat antiapoptotica de bcl-2 7, fet que va obrir tot
el camp de la investigacio de I"apoptosi al cancer en un nivell molecular, amb

importants avengos especialment en els darrers anys.



S’ha comprobat que I'apoptosi succeeix a les seglents
circumstancies: (a) durant el desenvolupament, (b) com un mecanisme
homeostatic per mantenir les poblacions cel.lulars als teixits, (c) com un
mecanisme de defensa, com per exemple les reaccions immunes, (d) quan les

cel.lules estan lesionades per malalties o agents nocius i (e) a I'envelliment.

L"apoptosi és considerada com la forma "normal" que tenen les
cel.lules de morir-se, a diferéncia de la necrosi, que és una forma "traumatica”
de mort cel.lular, provocada per I'accié intensa d’estimuls externs a la cél.lula.
Nogensmenys, ambdos tipus de mort cel.lular poden coexistir en un gran

nombre de situacions.

El procés apoptotic pot comencar per diferents estimuls: (a) retirada
de factors de creixement, (b) dany a I’ADN, (c) alteracions a la regulacié del
cicle cel.lular i (d) unié a receptors letals. Quan aquest procés s altera,
contribueix en un gran nombre de malalties com el cancer, malalties

autoimmunes i malalties neurodegeneratives 2.

d.2.1) Caracteristiques morfologiques de les cél.lules

apoptotiques

D’entre les caracteristiques morfologiques de les cél.lules
apoptotiques destaca la disminucié del volum nuclear degut a la condensacié
del citoplasma, formant vesicules que protueixen ("blebs") i s"acaben
desprenent de la cel.lula. A més, al nucli també s”observa una condensacio de
la cromatina. Una altra caracteristica és la fragmentacié de I"’ADN per unes
endonucleases que actuen a nivell internucleosomal, formant fragments de 180
bp. Aquest procés de proteolisi €s selectiu per algunes proteines molt
concretes. Finalment, les cel.lules son fagocitades pels macrofags. El senyal
qgue indueix la fagocitosi seria |"exposicié de fosfatidil-serina, que habitualment
es troba a la part interna de la membrana cel.lular, a la superficie externa. En
cultius cel.lulars, on no hi han macrofags, les cél.lules es destrueixen mitjangant

una necrosi secundaria 2°,



d.2.2) Regulacio del procés apoptotic

L"esdeveniment clau a |"apoptosi és l'activaci6 d'una serie de
proteases anomenades caspases. Presenten una cisteina al seu centre actiu i
tenen especificitat pels residus d'acid aspartic. SoOn sintetitzades com a
proenzims i activades per la proteolisi d"alguns residus d"acid aspartic de la
seva estructura. En la seva forma activa constitueixen tetramers. Actualment ja

s’ha demostrat que actuen sobre > 100 substrats ?°

, com per exemple les
lamines, que mantenen |"estructura del nucli (amb la qual cosa quan les
caspases actuen sobre elles es trenca |'estructura nuclear), i també sobre
I'ICAD (un inhibidor d"’ADNasa activat per caspases), amb la qual cosa

s’allibera I’ADNasa que permet tallar I'’ADN pels espais internucleosomals.

Les caspases es subdivideixen en caspases pro-inflamatories (ex:
caspasa 11) i caspases pro-apoptotiques. Aquestes darreres habitualment es
troben en forma inactiva i, segons la seva funcid, es poden dividir en:
iniciadores, les quals activen altres caspases mitjancant dues vies: la via dels
receptors letals (ex: caspasa 8) i la via mitocondrial (ex: caspasa 9), i
efectores, activades per les iniciadores i son les que realment actuen sobre els

substrats (ex: caspasa 3).

La via dels receptors letals és desencadenada per membres de la

superfamilia dels receptors letals (com CD95 i TNFR-1) %8

, que actuen sobre la
caspasa 8. En canvi, la via mitocondrial és utilitzada extensament en resposta
a senyals extracel.lulars i lesions internes, com el dany de I"ADN. Aquestes
multiples vies de resposta convergeixen a la mitocondria, sovint mitjancant

2 218 amb la finalitat

I"activacié d’'un membre pro-apoptotic de la familia BCL-
d activar la caspasa-9 tal com s explica més endavant. La convergéncia de la
via dels receptors letals i la via mitocondrial activa la caspasa-3. Aquest fet
condueix en fases posteriors a la generacié d’'una munio de subprogrames de

mort cel.lular, la suma dels quals ocasiona |"eliminacio de la cél.lula.

La familia BCL-2 rep aquest nom del membre fundacional Bcl-2 ("B-

cell lymphoma-2"), que codifica una proteina de 26 kDa i va ser descrita I"any



1984 ?*' per la seva associaci6 amb la translocaci6 cromosomica
t(14;18)(g32;921), caracteristica pero no exclusiva del limfoma fol.licular.
Actualment s"han identificat més d’una dotzena de components, els quals es
poden clasificar en 3 grups funcionals ?2. Els membres del primer grup, com
Bcl-2 i Bel-xL es caracteritzen per tenir 4 dominis curts a la seva estructura
(BH1-BH4) i per una cua hidrofobica C-terminal (TM), que permet la localitzacio
d’aquestes proteines a la superficie externa de les mitocondries, tot i que
també les podem trobar al reticle endoplasmatic i a la membrana nuclear. La
seva caracteristica principal és la seva activitat antiapoptotica. Bcl-2 forma
homodimers amb proteines homologues per tal d’assolir la seva capacitat
funcional i també s associa amb altres proteines no homologues, com raf-1 2%,
S’ha proposat que Bcl-2 podria actuar modificant la permeabilitat d’'un porus
situat a la membrana mitocondrial, el qual condueix la produccié d"ATP 2. El
segon grup, que inclou membres com Bax i Bak, es diferencia del primer en
que no presenten el domini BH4 i la seva activitat €s pro-apoptotica. Finalment,
el tercer grup conté una col.lecci6 de proteines diverses, com Bid i Bik, que
comparteixen la preséncia del domini BH3 en tots els casos. Malauradament,
encara no es coneixen els multiples i complexos mecanismes d"accié dels

membres de la familia BCL-2.

A diferencia de la proteina Bcl-2, que sembla realitzar la major part
de la seva activitat funcional a les membranes intracel.lulars, molts membres
del segon i tercer grup, com Bax, Bad, Bim i Bid, poden anar del citosol als
organuls i vice-versa 2. La forma citosolica és inactiva, perd preparada per
actuar immediatament. Aixi, senyals pro-apoptotics, activats per protedlisi,
fosforilacié i, probablement, per molts d"altres mecanismes, fan que aquestes

proteines es dirigeixin cap a la mitocondria #*°.

Llavors els membres pro-
apoptotics i antiapoptotics es troben a la superficie de la mitocondria, on
competeixen per regular la sortida del citocrom c. Si acaben dominant les
proteines pro-apoptotiques es produeix |"alliberament de diverses molécules
des del compartiment mitocondrial al citosolic. La principal, com ja s’ha
comentat, és el citocrom c. Aquesta sortida de citocrom c és el fet més
destacable d’aquesta via i el mecanisme pel qual es produeix roman obscur.

Un cop alliberada, s’uneix a una molecula adaptadora anomenada Apaf-1 i,



posteriorment, a la caspasa-9 (i possiblement a altres proteines) formant un
apoptosoma. D’altra banda, les proteines anomenades de xoc termic (en
angles, "heat-shock") actuen en mdultiples etapes d’aquesta via per modular

|"apoptosi

. Recentment, s’ha identificat una molecula que s’uneix a la
proteina Bcl-2 i indueix apoptosi a cél.lules tumorals 2?°. Aixd podria obrir les

portes a noves alternatives terapeutiques.

Tot segquit, la figura 4 resumeix els esdeveniments més importants

gue succeeixen durant |"apoptosi.
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Fig. 4. Esdeveniments més importants durant |"apoptosi.

d.2.3) p53

L"apoptosi és la resposta cel.lular tipica enfront de moltes formes
d"estrés cel.lular, i particularment del dany a I"’ADN. Entre els diversos senyals



activadors de I"apoptosi s’inclouen un gran nombre dels trobats a cél.lules
neoplasiques incipients, com la hipoxia i deprivacidé de nutrients, aixi com dany
genomic secundari a l'erosi6 dels telomers, defectes a la reparacio,
desregulacio d oncogens i diverses terapies. La proteina p53 és important en la
integracio d’aquestos senyals i el seu funcionament és similar a la d’'un node
integrat a una xarxa de tipus World Wide Web (WWW) %’ permetent la
transduccio d"aquestos senyals i aixi produir respostes d apoptosi i aturada del
creixement de les cel.lules tumorals. Tot aixd0 implica que ha d’existir una
propensié per part de les cél.lules tumorals a perdre la funcié normal de p53. A
més, diferents estimuls que activen p53 succeeixen a les diverses etapes de la

progressié tumoral.

a) Caracteristiqgues moleculars de p53:

El gen supressor tumoral TP53 va ser descobert I'any 1979 %%,

encara que inicialment es va considerar que era un oncogen. L'any 1991 es va
demostrar que p53, a més d’aturar el cicle cel.lular, induia I"apoptosi **°. Es
troba localitzat a 17g13.1 i codifica una fosfoproteina tetramerica nuclear de 53-
kDa anomenada p53, de 393 aminoacids #*°. Entre els aminoacids 102 a 292
conté un domini nuclear especific d'unié a I’ADN, amb una funcié reguladora
en la transcripcio. En les regions conservades d’aquest domini central (en
anglés, "core domain”) és on es donen la major part de mutacions a TP53
identificades a tumors primaris humans, havent-se documentat ja 15.121
mutacions  somatiques i 196 mutacions de la linia germinal

(http://www.iarc.fr/p53/index.html, comprovada el 25 de Juliol de 2001).

b) Funcionament normal i degradacié de p53:

Com ja s"ha comentat, p53 s activa en situacions d’estrés o dany
genomic, situacié en la qual son més probables les mutacions i la pérdua del
control del cicle cel.lular, fets que augmenten marcadament el risc d"esdevenir
cel.lules canceroses. La proteina p53 nativa s"uneix a diversos punts d unié en
forma de tetramer i estimula |'expressio de gens que inhibeixen el creixement

i/o la invasid. Aquesta expressio es pot perdre de diverses maneres. Aixi, en



alguns tumors, la pérdua d’un o ambdés al.lels disminueix la concentracio dels
tetramers de p53 per sota dels requeriments necessaris per tal d estimular
I"expressio genica. En altres tumors, una mutacié sense sentit ("non-sense")
dona lloc al truncament de p53 i la perdua del domini d oligomeritzacio a la
localitzacio C-terminal evita que la p53 mutada participi a la composicié dels
tetramers. Més frequentment, un al.lel de p53 desenvolupa una mutacié de
sentit equivocat ("missense"). Aixo fa que disminueixin els tetramers composats
nomes per monomers p53 natius. Aquestos tetramers de tipus natiu-mutant no
funcionen amb normalitat i I'efecte dominant negatiu pot ser exacerbat per
I"augment de |"estabilitat de la proteina mutada respecte a la nativa. Aixo fa que
augmenti la concentracio intracel.lular de p53 i sigui més probable la seva
deteccié mitjancant técniques immunohistoquimiques. De tota manera, una
mutacio de sentit equivocat d"un al.lel de p53 s"associa freqientment amb la
delecié de l'altre al.lel, generalment per recombinacié mitotica, donant lloc a

|"abséncia de tetramers de p53 natius ?3*,

En céel.lules sense dany genomic i que es divideixen mitjancant un
cicle cel.lular normal, p53 és altament inestable, amb una vida mitjana de
minuts. En canvi, quan es produeix el dany a I’ADN, p53 inhibeix la progressio
a través del cicle cel.lular i, fins i tot, en molts casos inhibeixen |"apoptosi
d’aquestes cel.lules en un intent desesperat de controlar el dany i protegir
I'organisme. Actualment es creu que aquesta activacio de p53 no estaria
controlada per un unic lloc de fosforilacid, sino per un conjunt de llocs de p53
I"estimulacié dels quals dependria del tipus de senyal desencadenant de
I"activacio de p53 i, fins i tot, per altres mecanismes encara no prou ben

coneguts #’.

La degradacié de p53 es produeix per la uni6 de moltes copies a
I"extrem C-terminal de p53 d"un petit péptid anomenat ubiquitina. Aquest péeptid
actua com una "diana" que permet la destruccié de p53 per part d’enzims
proteolitics. La degradacio de p53 és regulada per la proteina mdm2 mitjancant
un mecanisme de retroalimentacié negativa. Habitualment, p53 s’uneix a la

regio reguladora del gen mdm2 i estimula la trascripci6 a ARNmM i,



posteriorment, la traduccié a proteina. Llavors, mdmz2 s’uneix a p53 i estimula

la seva ubiquitinacié i posterior degradaci6 #*’.

Per tant, p53 representa un fre essencial al desenvolupament
tumoral. Aix0 explicaria que mutacions puntuals a TP53 que duen a terme la
sobreexpressio de proteina p53 mutada (inactiva) siguin les alteracions
genéetigues més frequients descrites (en més del 50% dels casos) en cancers
solids humans *2. En aquestos casos amb p53 mutada, podem suposar que
I"apoptosi estara inhibida. Donat que els agents quimioterapics indueixen
apoptosi en part per mecanismes dependents de p53, les cel.lules amb p53
mutada no solament s"acumulen meés rapidament durant la progressio tumoral,
sino que s6n més resistents quan es comenca la terapia. Per aquest motiu,
mutacions de TP53 s’han associat tant a la progressio tumoral com a

I"adquisicié de resisténcia i a les recidives després de la terapia #*°.

c) Mecanismes d activacié de p53:

p53 es pot activar per 3 vies independents %’

- per dany genomic: com el causat per radiacions ionitzants. L activacié
d"aquesta via depéen de dues proteina-quinases anomenades ATM i Chk2.

- per senyals de creixement aberrants: com les resultants de |'expressio dels
oncogens ras i c-myc. L activacié d aquesta via depén de p14”%F, que inhibeix
mdm2.

- per mecanismes no dependents d’ATM, Chk2 ni p14°FF: utilitzades per
agents quimioterapics, llum ultraviolada i inhibidors de proteina-quinases. En la
seva actuacio hi poden estar implicades proteines com ATR i la casein-quinasa
.

Aquestes 3 vies inhibeixen la degradacié de p53, estabilitzant-la i,
com ja s’ha comentat amb anterioritat, augmentant la seva concentracié, la
cual cosa permet la seva deteccid per técniques immunohistoquimiques

utilitzant marcadors adequats que detectin les formes nativa i mutada de p53.



d) Consegiiéncies de |"activacié de p53:

La p53 activada s"uneix a sequéncies especifigues d"’ADN, en una
unitat estimuladora de localitzacié distal, des d’on estimula TRAP80, un
cofactor de I"’ARN-polimerasa Il, afavorint el procés de transcripcio 2.
Practicament totes les mutacions de TP53 disminueixen la capacitat de la

proteina p53 d activar la transcripcio.

S’han identificat un gran nombre de gens controlats per p53 i que
intervenen en els seglients processos:
- inhibici6 del cicle cel.lular: mitjancant I"estimulacié directa de p21"3™/“* que
inhibeix les fases de transicié Gi1-S i G,-M. També estimula |'expressio de la
proteina 14-3-3c, que segresta els complexes ciclina Bj-cdkl i manté el
bloqueig a G,. Un altre gen, anomenat Reprimo, també atura les cél.lules a G..
p53 també actuaria sobre GADD .
- apoptosi: estimula la via mitocondrial de |"apoptosi activant directament la
transcripcido del gen bax, NOXA i P53AIP1. p53 també actua a la via dels
receptors letals sobre proteines, com per exemple PIDD, que tenen similituds
amb els receptors letals classics TNF i Fas. Finalment, p53 també pot actuar
estimulant directament la mitocondria per tal de produir un excés de productes
oxidants altament toxics.
- estabilitat genética: p53 pot afavorir I'estabilitat i la reparacio dels gens,
encara gue els mecanismes no sOn encara prou coneguts. Sembla que podria
estimular els gens que regulen la reparaci6 de I'’ADN per escissido de
nucleotids, la recombinacio i la segregacié dels cromosomes. S ha observat
que p53 indueix una ribonucleodtid reductasa especifica després de dany
genomic %’
- inhibicié de la formaci6 de vasos sanguinis: p53 estimula I"expressio de gens

que inhibeixen I"angiogénesi.

Malgrat I"abundant informacié disponible sobre p53, no és encara
una molecula prou coneguda. Actualment, p53 esta essent investigat per
utilizar-la com a terapia genica. Recentment, s"ha descobert un virus anomenat

Onyx-015 que actua sobre cel.lules p53 mutades afavorint la seva destruccio.



Estudis preliminars en carcinomes de cap i coll intractables han donat resultats
esperancadors, la qual cosa pot fer pensar en una possible alternativa als

tractaments existents per les formes agressives del cancer %,

D.3. MECANISMES D’'INVASIO TUMORAL | METASTASI

Les neoplasies humanes soOn heterogenies en moltes de les seves
propietats, entre les quals s"hi troben la capacitat dinvasio i metastasi. El
procés metastasic és sequencial i el creixement de les metastasis constituieix
la culminacié d’una série d’esdeveniments letals que només un reduit nombre
de cel.lules tumorals aconsegueix superar. La formacié de les metastasis
depen de la interacci6 de les ceél.lules metastasiques amb diferents factors
homeostatics de I'hoste. Aixi, les cél.lules metastasiques que sobreviuen, ho

fan mitjancant la usurpacié dels mecanismes homeostatics de |"hoste #*°.

d.3.1) Nutricio6 i angiogénesi

Un cop la cél.lula esdevé neoplasica, la proliferacié progressiva
d’aquestes cél.lules es veu afavorida inicialment pels nutrients (factors de
creixement) que aporta el microentorn de |I"organ per difusio i per I"'abséncia de
molecules toxiques. Una massa tumoral de menys de 0,5 mm de diametre pot
rebre oxigen i nutrients per difusié. Quan la mida de la tumoracioé va més enlla
de 0,5 mm, requereix de la proliferacié i morfogenesi de cél.lules endotelials

vasculars %',

L angiogenesi consisteix en una serie de processos seqlencials que
s’inicien a les cél.lules endotelials microvasculars. Per a que es formin brots
capilars, les cél.lules endotelials han de proliferar, migrar i penetrar en
I'estroma de [|"hoste, dirigint-se la migracié cap a la font de molécules
angiogeniques que son alliberades tant per les cél.lules tumorals com per les
cellules de I'hoste, entre les quals hi han cél.lules endotelials, epitelials,

mesotelials i leucocits.



d.3.2) Invasié tissular i metastasi a distancia
Un cop assegurat el subministrament de nutrients, comencen a
adquirir importancia un conjunt de mecanismes, que no sO6n mutuament

excloents, i afavoreixen el potencial invasiu d aquestes cél.lules ?*:

a) infiltracid per pressié mecanica:

La rapida multiplicaci6 de les cél.lules tumorals deriva en un

augment de la mida tumoral i la capacitat d’infiltracio per pressio mecanica.

b) disminuci6 de la cohesié:

La pressid mecanica no justifica la frequent observacié histologica de
cel.lules tumorals aillades o formant agregats en el teixit de I"hoste, sense
establir continuitat amb la massa tumoral adjacent. La major part de les
cel.lules tumorals poseeixen la maquinaria citoplasmatica necessaria per a la
seva mobilitat activa. Aquesta mobilitat s"associa a una alteracié dels elements
citoesquelétics i de les respostes al factor d"automobilitat de citoquines, al
factor de dispersio, a la tromboplastina, a la matriu extracel.lular i a monoquines

derivades de monocits.

L"augment de la mobilitat de les cél.lules tumorals és precedida per
una disminucié de les forces cohesives entre les cél.lules. Des de fa anys es
coneix |I'existencia de molecules de membrana que modulen I"adhesié de les
cel.lules al seu entorn, tant les cel.lules normals les tumorals. Tradicionalment
s’han dividit en molecules d’adhesié intercel.lular (cadherines, selectines,
integrines) i molécules d’adhesi6 a la matriu extracel.lular (integrines 2%,
receptors de laminina, galectines (particularment la galectina-1 i la galectina-3

240.241 \cp44 #? | CEA).



c) destrucci6 de teixits de I"hoste per enzims degradants:

La matriu extracel.lular (MEC) i formes particulars d’ella, com les
membranes basals, han de ser permeables per a que les cél.lules malignes
abandonin el compartiment neoplasic i viatgin per |I'estroma intercel.lular fins
als vasos limfatics i sanguinis. De tot |'anterior es dedueix que aquestos
elements invasius han de contar amb uns mecanismes que permetin

I"ancoratge, la degradacio i la progressio per la MEC.

Les membranes basals i la MEC del teixit connectiu estan formades
per quatre tipus de molecules: colagens, elastina, glucoproteines i
proteoglucans. La proporcio de cadascuna d’elles és diferent segons el tipus de
teixit i la membrana basal. Aquestos components de la MEC s’estabilitzen i
s’organitzen gracies a una serie d’interaccions entre proteines, aixi com entre
proteines i polisacarids. Aquestes interaccions es desestabilitzen per accio

d"enzims catalitics, anomenats genéricament proteases.

S’han identificat 3 classes de proteases: metal.loproteases de la
matriu (MMPSs), serin proteases i cistein proteases. D’entre les cistein
proteases, en destaquen unes de tipus papaina anomenades catepsines, de
localitzacié lisosomal, de les quals se n’han descrit 11 fins a |'actualitat 2**.
S’ha proposat que, entre altres funcions, estarien implicades en la progressié
tumoral degut a les seves propietats degradants de la MEC, a angiogénesi o a
I"activacié daltres proteases latents ***. La catepsina B (Cat B) es va purificar
I"any 1973 ?* i és una proteina de 339 aminoacids que és codificada per un
gen situat a 8p22 #*°. Es troba implicada en el recanvi normal de proteines en
les cél.lules de mamifers i s"expressa en un gran nombre de neoplasies com el
melanoma; carcinomes com els de mama, gastric, pulmé, esofag i bufeta 24"2*°
i sarcomes, com el condrosarcoma 2! . L’ expressi6 de la Cat B al colon s’ha
associat amb un estadi avancat de la malaltia i amb una curta supervivéncia 2,
havent-se observat resultats similars en tumors de cap i coll ?*3. La catepsina S

(Cat S) es va purificar I'any 1975 2°*

, tot i que no es va clonar fins I"any 1992
%% Es una proteasa de 331 aminoacids que és codificada per un gen localitzat

a 1921 %°. S"expressa en macrofags i altres cél.lules presentadores d"antigens



27 pero té també una potent activitat elastolitica i és capa¢ de degradar moltes

molécules de MEC en un pH neutre 2.

d) metastasis

A continuacid, les cél.lules tumorals poden envair el sistema limfatic
0 accedir als vasos sanguinis, des d"on tenen la possibilitat d"interaccionar amb
els teixits de I'hoste. A I'etapa final del procés metastasic, per produir lesions
detectables clinicament, les metastasis han de desenvolupar una xarxa
vascular i evitar les respostes immunes de |I'hoste. Les cél.lules tumorals també
poden envair I'estroma de I'hoste, penetrar als vasos sanguinis i accedir al
torrent circulatori per produir metastasis secundaries, €s a dir "metastasis de

metastasis".

E. BASES MOLECULARS DEL CANCER DE
PROSTATA

Els esdeveniments moleculars associats amb la iniciacid, promocio i
progressié del CP romanen encara poc entesos. Durant la progressidé des
d’epiteli prostatic benigne cap a PIN i cancer alguns gens es sobreexpressen,
mentre que d altres sén inhibits. Existeixen dades actualment que indiquen que
els gens sobreexpressats son majoria, encara que no es coneix prou bé la seva
importancia. S"ha evidenciat una important agrupacié de canvis en |'expressio
de molts gens entre I"epiteli benigne i la PIN, indicant que en aquest punt es
troba el llindar de la carcinogeénesi prostatica. Posteriorment, un petit nombre
de nous canvis s’introdueixen a la progressié de PIN cap a CP localitzat, CP
metastasic i CP refractari a hormones, i es magnifiquen els canvis preexistents

durant aquesta cascada de progressi6 .



E.1. TRASTORNS DE LA PROLIFERACIO | DIFERENCIACIO
DURANT LES FASES MES INICIALS DE LA CARCINOGENESI
PROSTATICA

Es considera com a inici del tumor el moment en el qual la cél.lula
pateix la primera alteracid genética en un dels gens importants per a la
proliferacié cel.lular (iniciaci6). Com ja s’ha comentat anteriorment, el
compartiment proliferatiu es localitza fonamentalment a la capa de cél.lules
basals, mentre que les cél.lules luminals han anat perdent la seva capacitat
proliferativa al diferenciar-se. A la PIN succeeix tot el contrari: en un procés que
alguns autors han anomentat com a "infidelitat topografica", les cél.lules basals
van perdent aquesta funcio proliferativa, mentre que les cel.lules luminals la
van incrementant **®. Aquestos canvis premalignes a la proliferaci6 estan
associats a I'expressié aberrant d’oncogens (com erbB-2, erbB-3 i c-met) aixi
com gens supressors tumorals (com nm23-H1) en les cél.lules luminals, quan
habitualment només s expressen a les cél.lules basals °°. A més, alteracions
importants als mecanismes de |"apoptosi donen com a resultat una expressio
anormal de Bcl-2. Aixi, almenys el 20% de les PIN expressen |'oncoproteina
Bcl-2 al compartiment diferenciat de I'epiteli transformat #*°. Aquest patr6
d"expressio anormal de Bcl-2 podria evitar que aquestes cel.lules entressin en
apoptosi. L'augment en la durada de la vida d"aquestes cel.lules proliferatives,
juntament amb el seu alt index proliferatiu, genera un medi en el qual la
inestabilitat genética és més probable. Per tant, quan aquesta PIN progressi
cap a CP es produiran una série d alteracions genétiques que meés endavant es

detallaran.

En la fase de promocio6 del tumor, les cel.lules que contenen alguna
alteracio genetica i romanen fenotipicament normals, adquireixen
caracteristiques tumorals després d’haver estat exposades a un agent
promotor, el qual no disposa de propietats mutageniques i, consequentment,
aguestes cel.lules acaben progressant cap a la PIN. A la prostata, a partir
d"estimuls proliferatius periodics, actuen com a agents promotors els

androgens (i potser també els estrogens, encara que en menor grau) després



d’haver-se lligat a receptors especifics, amb la qual cosa indueixen la
transcripcid de gens que estimulen el creixement i la diferenciacié de la
prostata. Aquest creixement continu permet la manifestacié de les alteracions
genetiques acumulades préviament a la cellula i, a més, augmenta la
probabilitat de produir nous errors en la fidelitat de la replicacié o reparacié de
I"”ADN.

Donat el seu fenotip luminal, les cél.lules de la PIN expressen
receptors androgenics (RA) i PSA. Diversos estudis clinics han mostrat que la
major part de lesions de PIN mostren caracteristiques regressives com a
consequencia de deprivacié hormonal, encara que lesions residuals de PIN
poden continuar persistint durant llargs periodes de temps malgrat la situacio
de deprivacié androgénica **°. S"ha observat també que I"expressié anormal de
Bcl-2 tendeix a inhibir el RA, la qual cosa es demostra amb la reduccio
marcada dels nivells de receptors detectables #*°. Per tant, es probable que les
cel.lules de PIN que sobreexpressen Bcl-2 siguin resistents a processos

d"apoptosi mediats per androgens.

D altra banda, el paper dels estrogens en la transformacié maligna
de I'epiteli prostatic continua essent motiu de controversia, tot i que estudis
epidemiologics i experimentals suggereixen la implicacié dels estrogens a la
carcinogénesi prostatica ?°*. En condicions normals, |'expressié del gen ERa es
troba restringida a les cel.lules basals. A la PIN, aquesta expressio es trasllada
cap a les céllules luminals ?®2. Almenys el 10% de les PIN expressen la
proteina ERa a I"epiteli displasic. A més, en alguns malalts amb CP localment
avancat, s"ha identificat una proteina induida per estrogens, anomenada PS2,
al teixit prostatic benigne i displasic, pero no al teixit prostatic de pacients sense
evidéncia de CP %3, Aquestes dades suggereixen que els estrdgens poden
afectar fases inicials en la carcinogénesi prostatica mitjancant un procés mediat

per ERa..

Altres canvis genetics destacables son (a) la hipermetilacié del gen
promotor de la GSTP-1, la qual cosa produeix una disminuci6 de |"expressio de



gens gue produeixen enzims destoxificadors de carcinogens, (b) I"expressio de
telomerasa en un 25% de lesions de PIN i 85% de lesions de cancer de
prostata, amb la qual cosa no disminueix la longitud del final dels telomers amb
cada cicle cel.lular, afavorint la immortalitat cel.lular i (c) la sobreexpressio de

multiples copies de c-myc .

Respecte a la hiperplasia adenomatosa atipica (HAA), la seva
naturalesa premaligna esta molt menys establerta i, en aquest cas, |'expressio
de bcl-2 es troba restringida a les cel.lules basals. De tota manera, pot succeir
que es produeixin desequilibris al.lelics, fet que indicaria un lligam genetic entre
I'HAA i el CP %,

E.2. ALTERACIONS DELS MODULADORS DEL CICLE
CEL.LULAR | APOPTOSI EN CARCINOMES DE PROSTATA

El paper dels oncogens cel.lulars no ha estat encara prou ben definit,
durant la progressio del CP. Malgrat I'estudi de I'expressié dels gens ras, c-
myc, n-myc i d'altres, no s’ha trobat cap marcador oncogenic que pugui
augmentar la deteccié del CP o pugui identificar els CP que podrien haver-se
desenvolupat per una ruta citogeneética particular o tinguessin un comportament

fenotipicament previsible .

Diverses mutacions en el gen Rb/p105 han estat associades amb un
comportament agressiu i una evolucio clinica pobra en determinats tumors. En
el CP, aquestes mutacions del Rb/pl05 han estat caracteritzades com a
esdeveniments primaris a les fases més inicials de la progressio tumoral °4.
S’estima que el 20% dels CP presenten mutacions de Rb/pl05 i aquest
nombre podria incrementar-se donat la LOH al cromosoma 13q que afecta al
locus de Rb/p105 ?°°. No obstant, és discutible si la inactivacié del gen del
Rb/pl05 és un esdeveniment primari en la patogenesi del CP o secundari
associat amb progressié de la malaltia ?°®. L activitat de pRb/p105 ha estat
també associada a la induccié de |"apoptosi en diversos marcs cel.lulars %*’. En

el cas de la prostata, s’ha documentat un paper funcional de pRb/pl105 al



comunicar |'apoptosi a cél.lules del CP 2. Aixd ha promogut la idea que la
inactivacié de la via apoptotica Rb/p105 podria ser un regulador critic de control
que es perd durant la progressié metastasica del CP.

La proteina p53 es pot detectar immunohistoquimicament, segons
diverses séries, entre el 5 i el 97% de casos %*° ?’°. En alguns casos, a més de
sobreexpressio de p53 al CP, també se n’ha trobat a la PIN, suggerint que
aguestes alteracions podrien ser un esdeveniment inicial a la tumorogenesi
prostatica 2’ 2. D altra banda, els CP que recidiven localment després de
prostatectomia radical o radioterapia tenen una proporciod de sobreexpressié de
p53 més elevada que la dels tumors abans de ser tractats 2’>%’*. La ra encara

Nno es coneix.

p21VaCPL 5" expressa entre el 17 i 75% dels casos, segons diverses

séries publicades 2™ 27°.

En un estudi publicat amb CP primaris, sense
mutacions de p53 demostrables, el 18% dels tumors presentaren mutacions per
p21War/CiPl 277 “ A més, no s”ha trobat correlacié entre la sobreexpressié de p53 i

I"expressié de p21Wat/cirl

al CP, probablement degut a que la p53 mutada és
incapac d activar p21"#™%CP1 | 3 pérdua d activitat de p21"Ve™/“"* pot contribuir
a la progressié del CP ja que s’ha demostrat una LOH que afecta 6p al CP ?'’.
La correlacio amb el grau de Gleason no queda clara, ja que en alguns casos
no s’ha trobat correlaci6 ?® i en d’altres la correlacié ha estat inversa #°. S’ha
observat recentment que, en cultius cel.lulars, el IFN-y pot induir I'expressio de
p2
proliferaci6 cel.lular 2%,

AWatiCPl “en |a linia cel.lular DU-145 (del CP metastasic) i inhibir la

En relacié amb p27<*, la pérdua d’immunoreactivitat podria tenir un

paper com a marcador pronostic potent per predir un augment de la capacitat

proliferativa i la progressié de la malaltia en malalts de CP 19281,



E.3. ALTERACIONS EN LES LESIONS PROSTATIQUES
PREMALIGNES QUE COMPORTEN L’INICI DE LA INVASIO
ESTROMAL

Les lesions prostatiques premalignes es troben envoltades per
membranes basals que expressen les mateixes proteines de membrana basal i
receptors d’integrines que a |'epiteli normal i hiperplasic ?®2. Durant el procés
meés inicial de la invasi6 estromal es produeixen canvis dramatics que
comporten la perdua de capacitat de diferenciacié a cel.lula basal de I"epiteli
transformat. Aixi, la progressio de la PIN cap a les fases més inicials de CP
invasiu es caracteritza per la pérdua de proteines formadores
d"hemidesmosomes i molécules d"adhesié associades, com el colagen VI, les
subcadenes B3 i y2 de la laminina 5 i les integrines a6/p4, que son essencials

en acins benignes i PIN per mantenir la diferenciacié a cél.lules basals 2%,

Un altre esdeveniment important a les etapes més inicials de la
invasio estromal és la sintesi de membranes basals associades al tumor 222,
Aixi, les cel.lules del CP invasiu produeixen motllos semblants a membranes
basals, per tal denvair el teixit de I'hoste. També s expressen altres tipus
d’integrines, anomenades o6B1 i «a2Bl, que intervenen en [|‘ancoratge
d"aquestes membranes basals neoplasiques. Aguesta caracteristica del tumor
es manté durant els diversos estadis de la malaltia, incloses les fases
metastasiques i els canvis induits pel tractament ***. Finalment, aquestes
membranes basals neoplasiques es diferencien de les membranes basals
normals en que sén més susceptibles a I'accié de la pepsina, i també perque

no presenten laminina 5, colagen VII ni cadenes a5 i a6 de colagen IV 2%,

La capacitat d’extensio local i metastasi del cancer de prostata es
troba regulat, entre daltres factors, per I"activitat proteolitica de les cél.lules
tumorals, encara no prou ben estudiada. Actualment, hom sap que existeix una
sobreexpressio de proteases al CP, particularment metal.loproteases (MMP).
Aixi, I"'expressié de colagenasa tipus IV (també anomenada, gelatinasa A o

MMP-2) és minima al teixit benigne i s"expressa de forma més destacable a la



PIN i carcinomes invasius de prostata; si bé només es detecta, per hibridacio
"in situ", ARNm d’aquest enzim a |'estroma i no a I'epiteli tumoral *> 2%¢
Recentment, s"ha observat que les MMP-2 i MMP-9 (gelatinasa B) s"associen
amb un augment del patré combinat de Gleason, malgrat que I"associacié més
forta amb el CP avancat s'observa amb la raé6 de MMP-2 i MMP-9 amb la
cadherina-E %" %8 Entre les estromalisines, la matrilisina s expressa focalment

en CP i a |'epiteli normal, tant en forma proteica com d”’ARNm 2%,

Estudis preliminars en séries de CP han demostrat expressié de Cat
B en céllules prostatiques benignes i neoplasiques, on podrien estar
implicades en la progressié tumoral i apoptosi 229?92, D altra banda, no existeix
informacio referent a I'expressié de Cat S al CP. En canvi, alguns estudis si
que han relacionat el paper d’altres catepsines, com la catepsina D, en la

progressio del CP 29 2%,

Per acabar, no cal oblidar la importancia de I|'angiogénesi a la
progressié tumoral. El paper de VEGF al carcinoma de prostata ha estat forca
estudiat i sembla tenir un paper important en aquest sentit. Fins i tot,
recentment s"ha reportat que I"angiogénesi tumoral i el VEGF estarien regulats

per androgens al CP sensible a androgens *%°.

E.4. MECANISMES D’ INDEPENDENCIA HORMONAL

La causa principal de recaiguda després del tractament amb
bloqueig androgenic és que el cancer de prostata en cada pacient esta format
per una gran varietat de clons fenotipicament diferents préviament al
tractament. Aixi, en els tumors prostatics s"han postulat tres tipus de fenotipus
cel.lulars: androgen-dependents, androgen-sensibles i androgen-independents.
Les cel.lules tumorals androgen-dependents requereixen d’un nivell critic
d"estimulacié androgénica per a la seva supervivéncia i creixement; per tant,
sense una adequada estimulacié androgénica aquestes cél.lules moren.

Considerant tot aix0, aquestes cél.lules sébn molt semblants a les cel.lules no



neoplasiques androgen-independents de la prostata normal *°®. D altra banda,
les cel.lules androgen-sensibles no es moren, en absencia d’androgens, sind
que disminueixen la seva velocitat de creixement. El tercer grup cel.lular, les
cel.lules androgen-independents, no es moren ni disminueixen la seva velocitat
de creixement, és a dir, son absolutament autonomes dels estimuls
androgenics. Per tant, només les ceél.lules androgen-dependents sén
eliminades amb un tractament de bloqueig androgénic.

S’ha descrit un perfil de cél.lules androgen-independents que
inclouen (a) amplificacions al brac¢ llarg del cromosoma 8qg, on es troba
expressat I'oncogen c-myc, (b) alteracions numeriqgues a Xpll-g1l3, on es
localitza el receptor androgénic, (c) un increment de 7q, on es troba el receptor
del factor de creixement epidérmic i (d) alteracions a 5q, on es troba el gen
supressor tumoral APC i la a-catenina. Tots aquestos canvis podrien no tan
sols afavorir I"adaptaci6 a un ambient independent d’androgens, siné que

també podrien ser essencials en la supervivéncia cel.lular.

La sobreexpressio de p53 també s’ha associat amb un fenotipus
resistent als androgens %%, havent-se trobat en 2/3 d"aquestos tumors. També
en els CP recurrents i independents dels androgens s’ha observat que la
sobreexpressié de p53 correlacionava amb [|"amplificacié del receptor
androgeénic 2’3. Aquest fet suggereix que la mutacié de TP53, que pot conduir a
inestabilitat gendomica, permet a un subgrup de CP adquirir propietats que
afavoreixen el creixement tot i la preséncia de nivells baixos d"androgens i, per
tant, comporta progressio tumoral. Utilitzant técniques dhibridacié genomica
comparada (HGC) s’han identificat anormalitats no nomeés al cromosoma 17p,
sin6 també a 1p, 7, 8, 10q, 13q, 17q, 18q, 19, 22 i Xqg als tumors independents
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dels androgens Aquesta heterogeneitat genética podria ser la rad

fundamental del seu pronostic desfavorable.

D altra banda, I'oncogen bcl-2 es troba altament expressat a les
recaigudes. Sembla que el mecanisme es basaria en el bloqueig de la mort
cel.lular, tasca que habitualment realitzen els androgens, amb la qual cosa

deixen de ser essencials i, per tant, es permetria la conversié a cel.lules



independents dels androgens 2%, L’efecte net de la sobreexpressié de Bcl-2
seria el d'incrementar la velocitat de creixement de les ceél.lules tumorals. Una
altra dada d’interés és que Bcl-2 no es detecta a la majoria de tumors
dependents dels androgens i, en canvi, s expressa amb grans nivells en tumors
independents dels androgens #*°. La privacié cronica d’androgens selecciona
I"aparicid de clons cel.lulars amb els receptors d’androgens amplificats, els
quals sén més sensibles als nivells baixos d"androgens *®°. A més, s"han trobat
mutacions puntuals especifigues al domini del receptor d’androgens que
s’uneix a I'"hormona i que canvia la seva resposta funcional respecte a les

diferents hormones esteroidees 3.

Aquestes mutacions poden canviar la
sensibilitat d’una cél.lula als diferents factors de creixement polipeptidics 3%, i
es creu gque soOn responsables de la resposta paradoxal als antiandrogens,
agents progestagens i estrogens observada a la malaltia independent dels

androgens 3%

F. RESUM FINAL

Per acabar, donada la impossibilitat de resumir breument tots els
marcadors implicats en la carcinogénesi prostatica i potser en el seu pronostic,
a les pagines seguents es detalla un resum dels marcadors implicats en la
carcinogenesi prostatica segons la recent revisio efectuada per De Marzo et al
304 on ja es comenten les alteracions observades a la fase d’atrofia inflamatoria
proliferativa (PIA). Referencies bibliografiques especifiques per a cada

marcador es poden trobar a I'esmentada revisio.



MARCADORS SERICS

Marcadors seérics

PSA

HK-2

Endotelina-1

PSAP

VEGF (plasma)

IGF-1

IGFBP-3

Licope

Isoflavonoids de la soja
Seleni

Cel.lules tumorals circulants

Taula 8. Marcadors serics i carcinogenesi prostatica.

HK = calicreina humana, IGF = factor de creixement semblant a la insulina, IGFBP
= proteina que s'uneix a la IGF, PSA = antigen especific prostatic, PSAP = fosfatasa acida
especifica de la prostata, VEGF = factor de creixement de I"endoteli vascular.

ALTERACIONS DE LA LINIA GERMINAL

Gens familiars

HPC-1
Cromosoma X

Polimorfismes genétics modificadors
del risc

Receptor de la vitamina D
3-B-hidroxiesteroid deshidrogenasa tipus I
esteroid 5-a reductasa tipus Il
polimorfismes del receptor androgénic

Taula 9. Alteracions de la linia germinal proposades com a gens del cancer de prostata
hereditari o gens que suposen un factor de risc genétic*.

HPC = Cancer de prostata hereditari.

* Les associacions genétiques que suposen un risc estan emergint en |"actualitat.




ALTERACIONS SOMATIQUES

LOH 12p

18q
pTEN
2q, 5q, 64, 15q, 11p, 19, 3qi 2p

Guany 8q

Guany 7

Guany Xq
11p, 1q, 39, 2p
Guany / Amplificacié cromosomica Amplificacié c-myc
Amplificacié RA
PSCA

Her-2/Neu

Ciclina D1

Ploidia

GSTP-1

p16INK4a

Metilacio d’illes Cpg Receptor b d"endotelina
Receptor androgenic
E-cadherina

CD44

Taula 10. Seleccid d alteracions genomiques somatiques a la carcinogenesi prostatica.

LOH = Pérdua d’heterozigosi, PTEN = homoleg de fosfatasa i tensina (també
anomenat MMAC1)




MARCADORS GENETICS | HISTOLOGICS (¥)

Normal PIA HGPIN CaP
Engrandiment nuclear - -1+ +H+ o+
Hipercromasia nuclear - -1+ +++ +H+
Histopatologia Engrandiment nucleolar - J+ A+t
Agrupament cel.lular - -+ +++ +++
Pleomorfisme nuclear - -+ +++ +++
Hipercromasia citoplasmatica - -+ A+
Alteracions en la textura de la cromatina i la morfometria nuclear - +++ +++
MAC 4+
Marcadors de proliferacio Ki-67 +& FIFEI IS S i
PCNA +& FIFETI IS i
Expressio génica _
7rit ++4°5 e (V) (V)
Inhibidors de cdks g2 - +
leWafll(lel _/+$ +
pRB ++ ++ +(V)
Productes de gens supressors tumorals p53 -J+& +/- ++(M)
pTEN +++ +++ +(V)
Apoptosi TUNEL / Cossos apoptotics +/- - ++ ++
Bcl-2 +++%  +4++BL) -+ H-(M)
Angiogénesi Microvasos (CD31, CD34) +
Hif-1o -/+ +/- +-(V)
Cadherina E +4+ ++(V)
Cadherina P +++(B) +/- -
CD44H/s +++ ++(V)  ++(V)
CD44v6 +4& +/- +/-
Molécules d"adhesi6 PSCA +4° +
PSMA ++(L) ++ +++
o-Catenina +++ +(V)
C-CAM +4& + -
Ep-CAM ++ +++ +++
Proteines de xoc térmic HSP27 - ++(M)
("heat shock")
Gens supressors metastasics KAl ++ -[+
Nm23 ++& ++ ++




Immortalitzacio Activitat telomerasa - +HV)
FGF (o, B, 8) +(B) ++ ++
TGE-q - +++ +++
Factors de creixement KGF - -[+ +
TGF-B1 -/+(B) ++
Proteina morfogenética ossia 6 + ++
EGF-R ++& +++  ++(V)
Receptors de factors P185 c-erbB2/HER-2-neu +++8 +++ ++
de creixement P180 c-erbB3 45 ++ ++
c-met ++(B) ++ ++
receptor de la prolactina +++ +++(1+) ++
Proteines que s’uneixen IGFBP-2 - ++(M)
a factors de creixement IGFBP-3 +++(BL) +++(1-)  +++(1-)
Receptors nuclears Receptor d"androgens T ++° +++ +++
Receptor d estrogens +(B) -+ +
Destoxificador de carcinogens | GSTP-1 +++5 +++(BL) - -
Filaments intermedis Citoqueratines 5, 14 +++(B) + - -
Enzims metabolitzadors 15-LOX-2 +++(L) ++(V)
d’acid araquidonic
Ciclooxigenases COX-2 + ++
Gens metabolics Sintetasa d’acids grassos -/+ ++ +++
Apolipoproteina D -1+(L) +++(V)
Altres AIPC +++(B)  ++ At

Taula 11. Selecci6 de marcadors genétics i histologics implicats en la carcinogenesi
prostatica.

AIPC = activat al carcinoma de prostata, B = especific basal, BL = tant a cél.lules
basals com luminals, CaP = adenocarcinoma, CAM = molécula d"adhesi6 cel.lular, COX =
ciclooxigenasa, EGF = factor de creixement epidérmic, FGF = factor de creixement fibroblastic,
GSTP-1 = glutatiéon-S-transferasa =, HGPIN = neoplasia intraepitelial prostatica d"alt grau, I+ =
marcat augment de la intensitat comparat amb el normal, |- = marcada disminucié de la
intensitat comparada amb el normal, IGFBP = proteina que s’uneix al factor de creixement
semblant a la insulina, KGF = factor de creixement queratinocitic, L = especific de cél.lula
luminal, LOX = lipooxigenasa, M = marcadament augmentat a carcinomes refractaris a
hormones, PCNA = antigen nuclear de proliferacié cel.lular, PIA = atrofia inflamatoria
proliferativa, PSCA = antigen de cél.lula mare prostatica, PSMA = antigen prostatic especific de
membrana, TGF = factor de creixement transformant, TUNEL = osca de marcatge terminal
mediat mitjangant dUTP in situ amb desoxinucleotidil transferasa terminal (Tdt), V = variabilitat
significativa entre casos, amb uns positius i d"altres negatius.




-/+ = positiu a molt poques cél.lules, +/- = positiu en una minoria de cél.lules, + =
positiu a moltes cél.lules, ++ = positiu a la majoria de cél.lules, +++ = positiu a totes les
cel.lules.

(*) Les dades d’expressi6 s’han basat en estudis amb teixits humans
exclusivament en un nivell proteic (o nivell enzimatic per la telomerasa) utilitzant
immunohistoquimica. Els marcadors s’han relacionat amb la seva expressié en epiteli
d"aspecte normal (s"han exclos les cel.lules estromals). Donat que és un resum, només s’han
inclos els marcadors més remarcables. S exposen els nivells d expressio relativa, pero sovint
apareixen discrepancies en relaci6 amb el percentatge de casos positives, a més del
percentatge de tincid cel.lular. Els espais en blanc indiquen que no es disposa d’informacio o
no es pot trobar a la base de dades Medline.

* Pel que fa a les PIN d"alt grau, les dades corresponen a les cél.lules luminals.

# Canvis detectats en epitelis d”aspecte normal amb carcinoma contra prostates
sense carcinoma.

% Basal més gran que luminal.

¥ Luminal més gran que basal.

NOUS MARCADORS POTENCIALS

Antigen epitelial transmembrana 6 de la
prostata

Marcadors nous Caveolina-1

DD3

Transglutaminasa tissular

HK2

Factor Ets derivat de la prostata

Reguladors del desenvolupament Nkx3.1
Hox

Gens de resposta al creixement inicial

Proteines de la matriu nuclear D-1, D-2, D-3
AM-1, AM-2, PC-1

8-hidroxidesoxiguanosina
Marcadors de lesi6 oxidativa timidina glicol (urinari)
malondialdehid
5-hidroxi-2"-desoxicitidina

Taula 12. Altres marcadors potencialment implicats en la carcinogenesi prostatica.

AM = adrenomedul.lina, D = polipéptid ribonucleoprotéic nuclear petit (Sn RNP
Sm), DD3 = antigen de cancer prostatic 3 (també anomenat PCA 3)




l. HIPOTESI DE TREBALL
| OBJECTIUS




Basant-nos en la existéncia comprovada d alteracions en |"expresié
de gens reguladors del cicle cel.lular, de I"apoptosi i dels agents que intervenen
en l"adquisicié del fenotipus metastasic en diversos models tumorals tant "in
vivo" com "in vitro", es va plantejar com hipotesi de treball |'existéncia

d alteracions d’agquest tipus a diferents nivells, des d'una fase inicial

premaligna fins a les fases més avancades metastasiques en carcinomes

prostatics de malalts al nostre medi. Aix0 ocasionaria alteracions de la

regulacio del cicle cel.lular, de la mort cel.lular programada, aixi com de
I"adquisicié del fenotipus metastasic, amb la qual cosa influirien en una
proliferacio cel.lular accelerada i podrien correlacionar-se amb caracteristiques

clinico-patologiques dels tumors.

Per comprovar experimentalment aquesta hipotesi, s"han plantejat els segtients

objectius:

1.- Estudiar les alteracions de |'expressié dels gens TP53, bcl-2 i p21Wat/cirl

com a moduladors de vies de regulacié del cicle cel.lular i apoptosi, per tal
d"analitzar el seu paper i la possible coincidéncia de les seves alteracions en

carcinomes prostatics.

2.- Determinar les possibles alteracions de I|'expressiéo del gen supressor
tumoral p27X*! en el desenvolupament i progressié de les lesions premalignes

prostatiques fins al carcinoma invasiu i metastasic.

3.- Establir els canvis fenotipics, en quant a |'expressié de proteases que
degraden la matriu extracel.lular, que pateixen les cél.lules prostatiques en la
progressid6 a la premalignitat i malignitat, aixi com el paper regulador
d"aquestos mecanismes en |"apoptosi, mitjancant I"estudi de les catepsines B i
S.

4.- Determinar si hi ha correlacié entre aquestes alteracions i parametres
clinico-patologics d’agressivitat, aixi com amb la capacitat proliferativa de les

cel.lules tumorals prostatiques.



. MATERIAL | METODES




A. SELECCIO DELS TEIXITS

L'estudi s’ha realitzat a partir de [|'analisi de 164 mostres
composades per:

a) 52 adenocarcinomes, 36 focus de PIN dalt grau i 50 mostres de
teixit normal adjacent a la tumoracio, obtinguts de 52 prostatectomies radicals
consecutives, corresponents a tumors primaris localitzats (estadis pT2 i pT3),
que varen ser intervinguts a I"Hospital Clinic i Provincial de Barcelona.

b) 19 metastasis ganglionars corresponents a biopsies ganglionars
en CP estadi T4, biopsies ganglionars diagnosticades de CP no sospitat i
necropsies.

c) 11 mostres d hiperplasia nodular corresponents a peces
d”adenomectomia transhipogastrica.

Els estudis realitzats es basaren en la disponibilitat del teixit
prostatic, essent aquest aspecte d’importancia cabdal pel que fa a les mostres
de teixit metastasic, on I'escassa quantitat d"aquest tipus de mostra va limitar el
seu estudi a un Unic marcador immunohistoquimic (p27¢PY). A més,
excepcionalment, I"'obtencié de material de carcinoma primari i metastasic d"un
mateix pacient va ser possible en 6 casos (4 biopsies per agulla i 2
prostatectomies radicals efectuades tot i la preséncia de metastasis als ganglis

limfatics regionals estudiats preoperatoriament).

Tots els casos tenien un diagnostic comprovat histopatologicament a
la nostra instituci6 d’adenocarcinoma de prostata, amb material inclos en

parafina per a la practica d”estudis histopatologic i immunohistoquimic.

B. ESTUDI HISTOLOGIC

B.1. OBTENCIO | TRANSPORT DE LA MOSTRA

Un cop realitzada la prostatectomia radical al quirofan, es col.loca la



peca en un recipient i s’envia al Servei d"Anatomia Patologica de |"Hospital
Clinic i Provincial en fresc o en un recipient en formol al 10 % quan es produi

demora en |I"enviament.

B.2. ESTUDI MACROSCOPIC

b.2.1) Prostatectomia radical (protocol de tallat)

Es va pesar i medir la peca. S orienta i es deixa fixar durant 24-48
hores. Es separaren les vesicules seminals i conductes deferents, amb inclusio
total de les mateixes efectuant seccions transversals i assenyalant clarament el
marge de reseccio d"ambdos conductes deferents i la zona de transicié entre el
teixit prostatic i les vesicules seminals. Es secciona la prostata transversalment,
efectuant talls d"aproximadament 3 mm de gruix. Finalment, es realitza la
inclusio dels marges vesical i apical (uretral distal) obtenint multiples seccions
radials dels fragments. La resta de teixit prostatic es va incloure en la seva
totalitat, efectuant un megabloc ("whole mount") de la zona de tumor meés

evident.

b.2.2) Tallat de la resta de peces

Pel que fa a les biopsies per agulla i els ganglis metastasics es
realitza inclusié total del material. De les peces corresponents a prostatectomia
parcial (adenomectomia transhipogastrica per hiperplasia de prostata
s’obteniren fins a 8 seccions representatives, en especial de les zones més

solides i grogenques.

B.3. INCLUSIO DEL MATERIAL EN BLOCS DE PARAFINA

El procés va consistir en 12 pasos amb una durada total de 17 hores
i 15 minuts i es realitza de manera totalment automatitzada. Els pasos
inclogueren succesivament: formol al 10%, etanol 96°, etanol absolut, tolue i

parafina.



B.4. OBTENCIO DE TALLS HISTOLOGICS
Amb el microtom es realitzaren talls de 3 um de gruix.
B.5. TINCIO | MUNTATGE DELS TALLS HISTOLOGICS

Les preparacions es tenyiren de forma automatitzada seguint un
protocol que consta de 22 pasos i dura 49 minuts. Els pasos inclogueren
succesivament: desparafinacié i rehidrataci6 amb xile, etanol absolut, etanol
96°, aigua, hematoxilina, aigua, aigua acética, aigua, etanol 96°, eosina, etanol

absolut, xilé-eucaliptol i xilé.

Al finalitzar aquest procés, s’obtingué la preparacio histologica
tenyida. Finalment, per muntar les mostres, damunt la preparacié es va afegir

DPX i un cubre-objectes.

C. ANALISI MICROSCOPICA DELS TALLS
HISTOLOGICS | OBTENCIO DELS
PARAMETRES CLINICO-PATOLOGICS

Les mostres obtingudes es visualitzaren amb el microscopi optic fins
arribar al diagnostic histopatologic del tumor. Tot seguit, s obtingueren les
dades corresponents a les variables clinico-patologiques que ens interessaren

en aquest estudi, les quals es resumeixen a la taula 13.

(Pagines segients) Taula 13. Descripci6 de les variables clinico-patologiques.



VARIABLE

CARACTERISTIQUES

Edat

- Sinclogueren tots els casos, segons |"ordre cronologic de
presentacio.

- Variable quantitativa discreta, en el moment de la recollida
de les dades.

- Variable qualitativa dicotomica amb el punt de tall als 65
anys, en diverses proves estadistiques.

Grau Histologic

- Sutilitza el sistema de gradacié de Gleason combinat
("score").

- Variable quantitativa discreta, en el moment de la recollida
de les dades.

- Variable qualitativa dicotdomica amb el punt de tall al patré
combinat 7, en diverses proves estadistiques.

Aquest valor és el recomanat en la literatura més recent
de forma majoritaria, considerant per sota de 7 les mostres
com de "baix grau" i a partir de 7 considerant-les com "d’alt
grau".

Estadi Tumoral (T)

- S'utilitza el sistema d’estadiatge recomanat pel carcinoma
de prostata per I'’American Joint Committee on Cancer
(AJCC) i la Unio Internacional Contra el Cancer (UICC),
mitjancant la classificacié TNM (52 edici6, 1997) **'.

- Casos corresponents a primaris localitzats (pT2 6 pT3).

- Variable qualitativa dicotdmica. Les categories
corresponen a cada estadi tumoral.

Marge de Reseccio

- Es considera marge positiu o afectat quan s’observaren
cél.lules canceroses en contacte amb la tinta amb la qual
es delimita el marge durant el processament macroscopic
de la pega.

- Variable qualitativa dicotomica, en la qual una categoria
contenia les mostres amb marge lliure i I'altra amb les
mostres amb marge afectat.

Invasi6é Perineural

- Es considera "invasio perineural” la presencia de cél.lules
tumorals en una localitzacié perineural circumferencial i/o
intraneural, tant intraprostatica com extraprostatica.

- Variable qualitativa dicotdmica. Les categories
corresponen a absencia o presencia d’invasié perineural.




Invasié de Vesicules
Seminals

- Només avaluada en els casos amb estadi pT3.

- Es considera que una vesicula seminal com a envaida
guan s’ afecta la capa muscular de la vesicula seminal i no
nomeés |"adventicia.

- Variable qualitativa dicotomica. Les categories
corresponen a abséncia o preséencia d’invasio de vesicules
seminals.

Metastasis Ganglionars

(N)

- S’inclogueren els casos amb metastasi ganglionar
detectada en |"estudi histologic.

- Variable qualitativa dicotdomica. Les categories
corresponen a  abséncia 0 presencia de metastasi
ganglionar detectada (Ng, N1).

PSA Preoperatori

- S’ha avaluat a partir de la darrera determinacié sérica del
PSA abans del tractament.

- Variable quantitativa continua, en el moment de la
recollida de les dades.

- Variable qualitativa dicotdmica. Es considera com a punt
de tall 20 ng/ml, d"acord amb dades de la literatura medica
gue consideraren que a partir d’aquest valor el risc de
presentar metastasis 0ssies era destacable .

Recidiva del PSA

- Es considera I'aparicié de recidiva quan els nivells de
PSA augmentaren de més de 0,4 ng/ml en relacié amb els
obtinguts just després de la prostatectomia radical, d"acord
amb estudis previs 306,

- Variable qualitativa dicotomica. Les categories
corresponen a abséncia o preséncia de recidiva.

Moment de la Recidiva
del PSA

- S’han avaluat els nivells de PSA en cadascun dels
controls de seguiment de la malaltia.

- Variable quantitativa discreta, en el moment de la recollida
de les dades, considerant el mes en el qual s’efectua el
control del PSA.

- Variable qualitativa dicotdomica. Les categories es
correspongueren amb un punt de tall als 6 mesos, valor
més aproximat a la mediana de la mostra.

Tractament Previ

- S’inclogueren els casos amb qualsevol tipus de
tractament previ a la prostatectomia radical.

- Variable qualitativa dicotdmica. Les categories
corresponen a absencia o no de tractament previ.




D. ANALISI DE LA PLOIDIA | LA PROLIFERACIO
CEL.LULAR

La determinacio de la ploidia cel.lular i I'analisi de la fase S, per tal
de quantificar el contingut d"’ADN, es realitza amb el citometre de flux Coulter
Epics-Profile 1l (Coulter Electronics), sobre seccions de material fixat en formol i
inclos en parafina, i usant un programa Multicycle (Phoenix Flow Systems, San
Diego, CA (EUA)), basat en el métode matematic descrit per Dean i Jett *°’. Per
estudiar la proliferacié cel.lular es determina la fase S global en tots els casos
independentment de la seva ploidia. A més, en els casos amb presencia de
poblaci6 aneuploide es determina la fase S corresponent a aquesta

subpoblacio.

Les caracteristiques corresponents a aquestes variables es

resumeixen a la taula de la pagina segient.



VARIABLE

CARACTERISTIQUES

Ploidia

En l'avaluacié de la ploidia cel.lular s"han considerat les
seglentes possibilitats:

. Diploidia: quan només s observa un pic d’ADN nuclear
a la regio diploide (2c) amb un coeficient DI (index d”ADN,
és a dir, la fraccié de poblacid6 Go/G; / fraccié poblacio
diploide de referéncia) entre 0,95 1,05.

. Tetraploidia: quan s’identifica un segon pic que es
caracteritza per la preséncia de > 15 % dels nuclis a la
regié tetraploide (4c), amb un coeficient DI entre 1,95 i
2,05.

. Aneuploidia: quan s’identifica un tercer pic prominent
entre la regio diploide (2c) i la tetraploide (4c), amb un
coeficient DI entre 1,051 1,95.

Donada la raresa de tumors hipodiploides, per conveni 3%,
quan s’identifica més d"un pic es considera el primer com
a diploide i va servir per calcular la ploidia i el coeficient de
variacié (CV). Es considera valorable un CV < 8 3%,

- Variable qualitativa dicotdmica. Una categoria esta
composada per les mostres diploides i la restant per les
mostres aneuploides i tetraploides.

L’escas nombre de mostres no diploides ha fet que
s’agrupin en una sola categoria, per tal d obtenir millors
resultats estadistics.

Fase S Global

- Inclou el percentatge considerant la totalitat de cél.lules
de la mostra que es troben a la fase S del cicle cel.lular.

- Variable quantitativa continua, el valor de la qual és
calculada pel citometre de flux.

- Variable qualitativa dicotomica amb el punt de tall a 3,50,
obtingut a partir de la mediana de la mostra.

Fase S Aneuploide

- Inclou el percentatge considerant només la subpoblacio
de cel.lules tumorals aneuploides que es troben a la fase S
del cicle cel.lular.

- Variable quantitativa continua, el valor de la qual és
calculada pel citometre de flux.

- Variable qualitativa dicotdomica amb el punt de tall a 3,50,
a l'igual que la fase S global, encara que en aquest cas la
mediana fou de 2,90.

Taula 14. Descripci6 de les variables relacionades amb ploidia i proliferacié cel.lular.




La tecnica utilitzada fou una modificacié de la técnica original de

Hedley, d"Us habitual en teixits obtinguts a partir de blocs de parafina *°°:

PAS ACCIO

Tallar el bloc de parafina a 50 um de gruix, per tal d"obtenir un minim de

1 10.000 nuclis cel.lulars (valor minim que es considera per considerar
una mostra com avaluable, segons els criteris de consens de |'any
1993) 3%,

2 Posar el tall en un tub de vidre per a desparafinar-lo.

3 Afegir-hi 5 ml de xilé i deixar-ho 20 minuts.

4 Eliminar el xilé per decantaci6, amb cura de no perdre teixit.

5 Repetir els passos 3 i 4 fins a un total de 5 vegades.

6 Afegir-hi 5 ml, d"etanol absolut i decantar-lo. Aquest rentat s"ha de fer 3
cops.

7 Afegir-hi 3 ml d”etanol absolut.

Per a la hidratacié es van afegint al tub les quantitats d"aigua necessaries

8 per a assolir seqiiencialment les concentracions convenients d”etanol.
Afegir-hi 160 um d’aigua per a obtenir etanol de 95% i deixar-ho 2
minuts.
9 Afegir-hi 1,13 ml d"aigua per obtenir etanol de 70% i deixar-ho 2 minuts.
10 Afegir-hi 1,71 ml d’aigua per a obtenir etanol de 50% i deixar-ho 2
minuts.
11 Decantar-ho i afegir-hi 5 ml d"aigua destil.lada, decantar-ho i repetir

aquest rentat amb aigua 3 vegades. Deixar-ho amb aigua destil.lada
fins I'endema.

Treure el tall de l'aigua, posar-lo en una placa de Petri i, sense que
s"assequi, triturar-lo amb fulles de bisturi, passar-la a un tub Eppendorf

12 i afegir-hi 1 ml. de pepsina al 0,5% en solucio salina al 0,9% (sérum
fisiologic) amb el pH ajustat a 1,3-1,5 amb acid clorhidric 1 N.

(Cal netejar bé el bisturi i la placa de Petri per a evitar la contaminacio
d"una mostra amb fragments de |"anterior).




Agitar-ho bé amb un mesclador i incubar-ho en bany d’aigua a 37°C

13 durant el temps que calgui segons el teixit que es processa
(normalment 90 minuts), amb agitaci6 amb el mesclador cada 15
minuts.

14 Quan s ha exhaurit el temps d’incubacid, treure els tubs del bany, agitar-

los amb el mesclador i centrifugar-los durant 10 minuts a 2.000 rpm.

Descartar el sobrenadant en una pipeta Pasteur i resuspendre el
sediment amb 1 ml. de solucié de lodur de Propidi i RNAsa (*) diluida

15 1/10 amb PBS. Agitar amb el mesclador, embolicar-ho amb paper
d"alumini i deixar-ho a temperatura ambient 30 minuts.

Incubar-ho en nevera a 4°C fins I'endema.

16 Filtrar-ho amb malla de nylon de porus de 50 um i seguidament passar la
mostra pel citbmetre.

Taula 15. Métode de Hedley modificat.

(*) Soluci6 d’iodur de Propidi i RNAasa 10X:

- Aigua destil.lada (250 ml)

- Citrat sodic . 2 H,O (250 ml)

- Tetraclorur d"espermina  (420,5 mg)

- Trizma (15,125 mg)

- Nonidet P40 (250 ml)

- lodur de Propidi (104 mg)

-RNAsa (7,5 mg)

Fer aliquotes de 10 mli conservar a -40° C fins al seu Us.

E. DETERMINACIONS EXPERIMENTALS

E.1. JUSTIFICACIO DE L’ELECCIO DELS METODES D'ESTUDI

e.l.1) p53:

La proteina p53 nativa té una vida mitjana curta i és habitualment
indetectable utilitzant técniques immunohistoquimiques. No obstant, quan
s’altera el gen TP53 frequentment dona lloc a una proteina anomala i inactiva
que s‘acumula al nucli, per la qual cosa pot ser detectada per
immunohistoquimica. Malgrat tot aix0, aguesta técnica no és perfecta donat



que existeix la possibilitat de mutacions puntuals o deleccions que comportin

I"abséncia de proteina.
e.1l.2) Bcl-2

Alteracions genomiques en el gen bcl-2 s’han detectat
infreqlientment a les neoplasies malignes humanes, a excepcié dalguns tipus
de limfomes, per la qual cosa el metode escollit per la valoracio de I'expressio

proteica fou la immunohistoquimica.
e 1 3) p21Waf1/Cip1

Alteracions genomiques en el gen p21V¥CPl no s6n massa
freqlents a les neoplasies malignes humanes, per la qual cosa el métode

escollit per la valoracio de |'expressio proteica fou la immunohistoquimica.
e.1.4) p27rl

Alteracions gendmiques en el gen de p27“P! s’han detectat
infreqientment a les neoplasies malignes humanes. A meés, la regulacié
d"aquesta proteina es basicament posttranscripcional, tant a nivell traduccional
com, sobretot, entre la traduccio i la degradacié proteica, per la qual cosa el
meétode escollit per la valoraci6 de I'expressio proteica fou la

immunohistoquimica.
e.1l.5) CatepsinaB i S

Una abordatge immunohistoquimic de |'expressié d aquestos tipus
de proteases ha estat considerat obligat, donada la presencia promiscua de
macrofags en teixits normals i neoplasics en els quals, técniques de biologia
molecular com els extractes d'immunoblot, Northern blot o RT-PCR podrien

estar més probablement contaminats pels seus productes no tumorals

A tot aixo, cal afegir la frequent multifocalitat dels carcinomes



prostatics i dels focus de PIN, que requereix una avaluacié microscopica,

essent aquesta també aplicable als marcadors anteriors.
E.2. TECNICA IMMUNOHISTOQUI'MICA

Es realitza estudi immunohistoquimic dels gens supressors
p21WarlCirL j n27kP1 dels gens reguladors de I'apoptosi bcl-2 i p53, i de les

catepsines B i S.
e.2.1) Caracteristiques generals dels anticossos
El anticossos utilitzats foren monoclonals, obtinguts a partir de ratoli,

a excepcio dels anticossos anti-catepsina, que foren policlonals i obtinguts a
partir de conill. En el cas de 'anticos anti-p53, s’utilitza el clon BP53-12, que

detecta tant la forma nativa com la mutada de p53 >°.
ANTICOSSOS CLON CASA COMERCIAL DIL.LUCIO LOCALITZACIO
ESPECIFICITAT PRIMARIS
Novocastra
anti-p53 BP53-12 Newcastle upon Tyne, 1/50 Nuclear
Anglaterra
anti-Bcl-2 124 DAKO 1/50 Citoplasmatica
Glostrup, Dinamarca
anti-p21Wartcet EA-10 | Oncogene Sciences Inc. 1/20 Nuclear
Cambridge, MA, EUA
anti-p27"°* DCS-72.F6 Neomarkers 1/200 Nuclear

Freemont, CA, EUA

Anticos no comercial

anti-catepsina B | Policlonal Cortesia de la Dra. 0,004 pm/ml Citoplasmatica

Bonnie F. Sloane
(Detroit, EUA)

Anticos no comercial
anti-catepsina S | Policlonal Cortesia del Dr. Guo- | 0,008 pum/ml Citoplasmatica
Ping Shi (Boston, EUA).




(Pagina anterior). Taula 16. Caracteristiques dels anticossos utilitzats.

e.2.2) Protocol del método immunohistoquimic

L estudi immunohistoquimic es realitza amb material fixat en formol i
inclos en parafina, sobre seccions de 2-3 pm colocades en preparacions

recobertes de sila.

Es van utilitzar diferents métodes immunohistoquimics donat que els
experiments es realitzaren en diferents moments i es va anar adoptant el

meétode més sensible disponible en cada ocasio.

El métode utilitzat per I"estudi immunohistoquimic de la catepsina B
i la catepsina S fou el del complex d"avidina-biotina (ABC) (Vectastain ABC kit;
Vector Laboratories, Burlingame, CA (EUA)) amb revelat de peroxidasa-
diaminobenzidina per la Catepsina B i fosfatasa alcalina-fast red per la
Catepsina S.

El métode utilitzat per |'estudi immunohistoquimic de p21Wa/CiP j
p27"'P1 fou el métode d’estreptavidina-biotina (LSAB) (Biogenex Supersensitive

Kit) amb revelat de fosfatasa alcalina - fast red.

El métode utilitzat per I"estudi immunohistoquimic de p53i Bcl-2 fou
el métode Envision+™ de DAKO, mitjancant un sistema automatitzat DAKO

Techmate 500, amb revelat de peroxidasa-diaminobenzidina.

En el moment de realitzar els experiments, els anticossos contra la
catepsina B i la catepsina S no es trobaven comercialment en el mercat. Per
la qual cosa, es van obtenir de centres als Estats Units amb més experiéncia
en aquestes dues catepsines. Aixi, la catepsina B va ser subministrada per la
Dra. Bonnie F. Sloane de la Wayne State University de Detroit i la catepsina S
fou obtinguda del Dr. Guo-Ping Shi de la Facultat de Medicina de la Universitat

de Harvard a Boston. Protocols d’obtencio i purificacié d"aquestos anticossos



es poden trobar publicats a la literatura

245,311

a) Protocol dels métodes ABC i LSAB:

PAS ACCIO
1 Obtencio de talls que es deixen a |'estufa a 37 °C tota la nit
Desparafinacié i rehidrataci6 :
2 Xilé 10 min, xilé 5 min, xilé 5 min, etanol absolut 5 min, etanol 96° 5 min,
etanol 80° 5 min, etanol 70° 5 min.
Posteriorment rehidratar amb aigua bidestil.lada.
Desenmascarament antigenic:
(p21WCPt 527"l Mitjancant un pretractament calentant en un forn
3 microones a 900 W durant 10 min, en 1500 ml d’una solucié
tamponada de citrat sodic DAKO ChemMate 10 mmol/l (DAKO,
Glostrup, DK). Deixar reposar en PBS.
(Cat B, Cat S) No es va realitzar desenmascarament antigenic.
Inhibicié de la peroxidasa enddgena:
(Cat B) Durant 20 minuts. Amb 250 ml de metanol i 5 ml de H,O, al 30%.
Posteriorment, es realitzen 2 rentats de PBS de 5 minuts cadascun.
4
(p21WaCPL n27KPL Cat S) Només realitzar 2 rentats de PBS de 5 minuts
cadascun. Es passa directament al pas 5, donat que no s’utilitza
peroxidasa sino fosfatasa alcalina en la técnica immunohistoquimica
realitzada.
Supressio del fons:
5 Incubacié amb sérum huma a una dilucio 1/20 en PBS durant 20 minuts a
temperatura ambient.
Incubacié amb anticossos primaris:
6 Previament, diluir els anticossos primaris en PBS.

Incubacié de les seccions amb ["anticos primari tota la nit a 4° C en
cambra humida. Posteriorment, es renta 3 cops amb PBS durant 5
minuts cadascun.




Incubacié amb anticos biotinat:

Utilitzar un anticos secundari biotinat (DAKO) diluit 1/400 en PBS, al qual
s afegeix el doble de la quantitat de supressor (sérum huma). El temps
d’incubacié és de 30 minuts a temperatura ambient en cambra humida.

Posteriorment, es realitzen 2 rentats de PBS de 5 minuts cadascun.

(p21"aCPL 127" Pl Incubacié amb estreptavidina-fosfatasa alcalina:

Sutilitza estreptavidina-fosfatasa alcalina (Biogenex Supersensitive Kit) a
una dilucié 1/20 en PBS, durant 30 minuts a temperatura ambient i
posteriorment es realitzen 2 rentats de 5 minuts amb PBS.

(Cat B, Cat S) Incubacié amb avidina-fosfatasa alcalina:

S’utilitza avidina-fosfatasa alcalina (Vectastain ABC kit) a una dilucié de
1/20 durant 30 minuts a temperatura ambient. Posteriorment, es
realitzaren 2 rentats de 5 minuts amb PBS.

Revelat:

(Cat B) S’utilitza una solucié de diaminobenzidina i peroxid d’hidrogen
com a cromogen (*) i es revela durant 7 minuts a temperatura ambient.
Posteriorment, rentar amb aigua bidestil.lada.

(p21WaCPL 2 7XPL cat S) Utilitzar fast red com a cromogen, revelar
durant un minim de 15 minuts i un maxim de 30, a temperatura
ambient, i posteriorment rentar amb PBS.

10

Contrastar amb hematoxilina de Gill durant uns 20 segons i rentar amb
aigua de l'aixeta. Seguidament, passar per aigua acética 20 segons i
rentar amb aigua de |"aixeta.

11

(Cat B) Deshidratar utilitzant el protocol invers:

Etanol 70° 5 min, etanol 80° 5 min, etanol 96° 5 min, etanol absolut 5 min,
xilé 5 min, xilé 5 min, xilé 5 min. Seguidament, muntar amb DPX
(Sigma).

(p21WaCPL 127K Cat S) Sense deshidratar, vessar 1 gota de medi
acuos (Cristal Mount, Biomeda Labs). Quan s’assequi, muntar amb
DPX (Sigma).

Taula 17.

Metodes ABC i LSAB




b) Protocol del métode Envision+ amb peroxidasa:

PAS AccIO
1 Obtenci6 de talls que es deixen a I'estufa a 37 °C tota la nit
Desparafinacio i rehidratacio:

2 Xilé 10 min, xilé 5 min, etanol absolut 5 min, etanol absolut 5 min, etanol
96° 5 min, etanol 96° 5 min. Posteriorment rehidratar amb aigua
bidestil.lada un minim de 5 minuts i després deixar en PBS fins al
desenmascarament.

Desenmascarament antigénic:

3 Mitjancant un pretractament calentant en olla a pressio durant 5 min en
2000 ml d"una solucié tamponada de citrat sodic DAKO ChemMate 10
mmol/l (DAKO, Glostrup, DK). Es deixa reposar durant 15 minuts.
Posteriorment, deixar en PBS fins a la incubacio.

Incubacié amb anticossos primaris:
Préviament, diluir I"anticos primari a |I’Antibody Diluent per a Dako

4 ChemMate (**).

Incubacié de les seccions amb [|‘anticos primari durant 1 hora a
temperatura ambient. Posteriorment, es realitzen 2 rentats amb PBS de
5 minuts cadascun.

Inhibicié de la peroxidasa enddgena

5 Amb 3 gotes de la Peroxidase Blocking Solution (DAKO Envision Kit,
botella 1) durant 7 minuts. Posteriorment, es realitzen 2 rentats de PBS
de 5 minuts cadascun.

Incubacié amb el metode Envision+

6

Amb 3 gotes del Labelled Polymer (DAKO Envision Kit, botella 2) durant
30 minuts. Posteriorment, es realitzen 2 rentats de PBS de 5 minuts
cadascun.




Revelat amb una solucié de diaminobenzidina i perdxid d hidrogen (***),
preparada abans del revelat:

Es revela seguint el seguient protocol:

7 Solucié de revelat 2 min 30, PBS 5 min, Soluci6é de revelat 2 min 30, PBS
5 min, Solucié de revelat 2 min 30. Posteriorment, es realitzen 2 rentats
amb PBS de 5 minuts cadascun.

Contrastar amb hematoxilina de Gill (Merck) durant uns 20 segons i
8 rentar amb aigua de I"aixeta. Seguidament, passar per aigua acética 20
segons i rentar amb aigua de |"aixeta.

9 Deshidratar utilitzant el seglient protocol:

Etanol 50°, Etanol 96°, Etanol 96°, Etanol absolut, Etanol absolut, Xile,
Xile, Xile. Durada total del protocol: fins a 5 minuts.
Seguidament, muntar amb DPX (Sigma).

Taula 18. Metode Envision+ amb peroxidasa

(*) Solucid de treball:
- Diaminobenzidina (DAB) (300 ul)
- Peroxid d"hidrogen al 3% (300 pnl)
- PBS (5 ml)
Conservar a -20°C.

(**) Composicié de I’Antibody Diluent per Dako ChemMate:
Tris Buffer pH 7.2, que conté 15 mmol/l de NaNj3 i proteina.
Conservar a la nevera.

(***) Solucid de treball:
- DAB + cromogen (DAKO Envision Kit, botella 3b)
- Tampo (DAKO Envision Kit, botella 3a)
Preparar amb 1 gota de DAB + cromogen per cada 1 ml de tampé. Guardar a la nevera
fins al seu Us.

e.2.3) Controls

Paral.lelament, s”utilitzaren controls positius i negatius per descartar
qualsevol expressio no especifica de I'anticos primari. La taula de la pagina

seguent resumeix els controls utilitzats per cadascun dels anticossos.



MARCADOR

CONTROL POSITIU

CONTROL NEGATIU

CONTROL INTERN

POSITIU
Substitucid de
Casos comprovats I"anticos primari per la
d’expressi6 de la fraccio d’IgG de
p53 proteina a séerum de ratoli a la | -
carcinomes de mateixa concentracio,
laringe *** mantenint les
mateixes condicions
en tot el procés
Substitucid de
Casos diagnosticats I"anticos primari per la
a |'Hospital Clinic i fraccio d’IgG de
Bcl-2 amb expressio séerum de ratoli a la Limfocits
comprovada de la mateixa concentracio,
proteina a limfomes mantenint les
fol.liculars mateixes condicions
en tot el procés
Substitucio de
["anticos primari per la
Casos comprovats fraccio d’IgG de
_ d’expressi6 de la serum de ratoli a la
p21Wartcie proteina a mateixa concentracié, | = --------e-
carcinomes de mantenint les
mama_°** mateixes condicions
en tot el procés
Substitucid de
["anticos primari per la
Casos comprovats fraccio d'IgG  de
_ d’expressi6 de la serum de ratoli a la
p27<Pt proteina a ganglis mateixa concentracio, Limfocits
limfatics reactius mantenint les
mateixes condicions
en tot el procés
Substitucio de
["anticos primari per la
Casos comprovats fraccio d'IgG de
Catepsina d’expressi6 de la serum de conill a la
B proteina a mateixa concentracio, Macrofags

carcinomes de colon
252

mantenint les
mateixes condicions
en tot el procés




Substitucid de
["anticos primari per la

Casos comprovats fraccio d’IgG de

Catepsina d’expressié de la serum de conill a la Macrafags prostatics
S proteina a histiocits mateixa concentracio,
de la melsa_**° mantenint les

mateixes condicions
en tot el procés

Taula 19. Controls per cada anticos.

e.2.4) Valoracio

En linies generals, |"eleccié del punt de tall emprat per |'estudi de
cadascun dels anticossos com a variables dicotomiques es basa en els
utilitzats amb anterioritat en estudis relacionats amb el tema d aquesta tesi 2®
315320 i també en la seva aportacié per obtenir relacions significatives entre la

variable problema i la resta de variables.

a) p53:

Es va avaluar com a variable qualitativa, donats els resultats
obtinguts, com s’explicara posteriorment, amb un baix nombre de casos
marcadament positius. La tincié nuclear de les mostres de carcinoma i normals
es valora mitjancant la proporcio de cel.lules amb positivitat intranuclear en 10
camps de gran augment (x400) a les zones més tenyides. En les mostres de
PIN es valora la totalitat del teixit amb aquestes caracteristiques. Es considera
I"expressid de p53 com a negativa quan la immunotincié nuclear fou totalment
absent. La positivitat de p53 s’avalua de forma semiquantitativa establint
inicialment tres intervals: <1 %, 1-10 % o més del 10% de les cel.lules. No es
considera la tincié del citoplasma de p53.

b) Bcl-2:

Es va avaluar com a variable qualitativa, degut a la dificultat derivada
de la quantificacié de I'expressié de Bcl-2 en una localitzacio citoplasmatica,



amb limits pitjor definits respecte a les tincions clarament nuclears. En les
mostres de carcinoma i teixit normal, la valoracié de la tincio citoplasmatica es
feu mitjangant la proporcio de cél.lules amb positivitat intracitoplasmatica en 10
camps de gran augment (x400) a les zones més tenyides. En les mostres de
PIN, es valora la totalitat del teixit d"aquestes caracteristiques Els casos es
classificaren de forma semiquantitativa com a positius (preséncia de cél.lules

positives) o negatius (abséncia de cel.lules positives).

C) pz 1Waf1/Cip1 .

Es va avaluar com a variable quantitativa, donat el seu patrd
d"expressio ben definit, de localitzacié nuclear. En les mostres de carcinoma i
de teixit normal la quantificacié de la tinci6 nuclear es valora mitjancant el
percentatge de cél.lules amb positivitat intranuclear en 10 camps de gran
augment (x400) a les zones més tenyides, després de contar almenys 500
cel.lules. Per avaluar les mostres de PIN es consideraren la totalitat de cél.lules
premalignes, sovint presents en un nombre menor de 500. Els casos es
classificaren com a positius (> 5 % de cel.lules positives) o negatius (< 5 % de
cel.lules positives). La tincid citoplasmatica no fou valorada donat que no esta

demostrada la utilitat de la seva interpretacio.

d) p27XirL:

Es va avaluar com a variable quantitativa, donat el seu patrd
d"expressié ben definit, de localitzacié nuclear. En les mostres de carcinoma,
de teixit normal i hiperplasic, la quantificacio de la tincidé nuclear es valora
mitjancant el percentatge de cél.lules amb positivitat intranuclear en 10 camps
de gran augment (x400) a les zones més tenyides, després de contar 500
cel.lules. Per avaluar les mostres de PIN i metastasi es consideraren la totalitat
de cel.lules premalignes, sovint presents en un nombre menor de 500. Els
casos es van classificar inicialment com a expressors baixos i alts quan el
nombre de cél.lules positives fou del 0-50 % o més del 50% respectivament 2’®
281, 319 També, diverses publicacions han demostrat la utilitat del punt de tall

definit en el 30% de les cel.lules positives, el qual afegi informacié addicional



320-322

e) Catepsines B i S:

Es va avaluar com a variable qualitativa, degut a la dificultat derivada
de I'expressié d aquestes catepsines en una localitzacié citoplasmatica, amb
limits pitjor definits respecte a les tincions clarament nuclears. La tincié
citoplasmatica de les mostres de carcinoma i teixit normal es valora mitjancant
la proporcio de cel.lules amb tincid intracitoplasmatica positiva en 10 camps de
gran augment (x400) a les zones més tenyides. En les mostres de PIN es
valora la totalitat de teixit amb aquestes caracteristiques. Tant en el cas de la
catepsina B com la S, es considera |'expressid com a negativa quan fou
totalment absent. La positivitat d’ambdues catepsines s’avalua de forma
semiquantitativa establint inicialment 3 intervals: < 10%, 10-50 %, > 50% de les
cel.lules. A més, en aquestos marcadors, s'avalua també la intensitat de la
tincié utilitzant una gradacié semiquantitativa amb intensitats que anaren des

de debil (+) fins a forta (+++).

F. ANALISI ESTADISTICA

L'estudi estadistic es va realitzar amb el paquet de "software"
estadistic SPSS 7.5 (SPSS Inc., Chicago, IL, EUA) a partir de resultats
previament introduits en una base de dades dissenyada amb el programa
Access 97 del paquet ofimatic Microsoft Office 97 (Microsoft Corp.). Els

resultats es van considerar significatius amb un risc alfa de 0,05.

En primer lloc, es realitza un breu estudi descriptiu de les 20
variables de I'estudi, 6 de les quals eren experimentals (i corresponien a les
tincions immunohistoquimiques) i 14 eren no experimentals (corresponent als
parametres clinico-patologics: grau, estadi, proliferacio, etc.). Es va obtenir la
mitjana i el rang de les variables quantitatives, aixi com el percentatge de casos
corresponents a cada categoria, pel que fa a les variables qualitatives



dicotomiques. En aquest moment, en les variables quantitatives, es va
comprovar la normalitat mitjacant la prova de Kolmogorov-Smirnov i la

homocedasticitat amb la prova de Levene.

Tot seguit, es comenca la comparacio dels resultats experimentals
amb els diferents parametres clinico-patologics. També s’estudiaren els
resultats experimentals entre si, per tal d'intentar obtenir patrons combinats
d"expressio dels marcadors immunohistoquimics. Finalment, i de manera breu,
es compararen entre si els diferents parametres clinico-patologics, per tal de
trobar dades que puguessin ser rellevants per I'estudi dels diversos marcadors

immunohistoquimics.

Per valorar la relacié entre dues variables quantitatives, s’utilitza el
coeficient de correlacié de Pearson i, com a prova no parametrica, el coeficient

de correlacio rho de Spearman.

Amb la finalitat de comparar dues categories corresponents a una
variable qualitativa en relaci6 amb una variable quantitativa, s’utilitza la prova
de comparacio de mitjanes t de Student-Fisher, amb la qual, a més, es calcula
I"interval de confianca i I'error estandar de la mitjana. Donada la impossibilitat
d’estudiar exactament les mateixes cel.lules amb tots els marcadors
immunohistoquimics, fet especialment remarcable pel que fa a |'estudi de
lesions de mida molt petita (com la PIN) que comportava la preséncia d'una
mateixa lesié en una o dues preparacions histologiques, només es va realitzar
I"estudi mitjancant un diseny de dades independents i, en cap cas, amb dades
aparellades. Finalment, quan calgué utilitzar una prova no parametrica, per no
complir-se les condicions daplicacié, es va fer amb la prova U de Mann-
Whitney.

Per tal d'estudiar les frequéencies observades en relacio amb les
esperades a les diferents categories de les variables qualitatives, s utilitza la
prova de khi al quadrat (). Les condicions d aplicacié6 emprades van ser que
els casos esperats fossin més grans de 5 en un 80% dels casos com a minim i

que mai s”observés un nombre de casos esperats inferior a 2 *22,



Inicialment, es van assignar a algunes de les variables qualitatives
un nombre de categories més gran de 2. Tanmateix, la impossibilitat de no
poder utilitzar la prova de khi al quadrat en un gran nombre de casos va obligar
a la dicotomitzacié d"aquestes variables, amb la consequent construccié de

taules de contingéncia 2x2 i I"aplicacié de la prova exacta de Fisher.

Finalment, es van intentar explorar les associacions entre dues
variables controlant els efectes d"altres variables que puguessin actuar com a
factors de confusié, mitjancant la transformacié de les variables qualitatives en
quantitatives i la posterior analisi de les correlacions parcials entre les diferents

variables %%,



V. RESULTATS




A. ANALISI DELS PARAMETRES CLINICO-
PATOLOGICS

A.1. ANALISI DESCRIPTIVA DELS PARAMETRES CLINICO-
PATOLOGICS

S’analitza |I'edat en tots els tipus de mostres. La resta de variables

clinico-patologiques només s han estudiat a les mostres de carcinoma.
a.1l.1) edat

Les mostres obtingudes a partir de prostatectomies radicals, i amb
les quals es van estudiar teixits normals, PIN i carcinomes, corresponen a
homes amb edats compreses entre els 46 i els 75 anys. L edat mitjana fou de
64,03 anys i la mediana de les edats de 65,50 anys. Aguesta mostra estava
composada de 2 casos (4 %) menors de 50 anys, 14 casos (27 %) entre 51 i 60
anys, 31 casos (60 %) entre 61 i 70 anys i 5 casos (10 %) en homes de més de
70 anys.

L edat mitjana de les mostres d hiperplasia fou més elevada (68,90
anys), probablement perque es van incloure mostres de malalts més grans de
80 anys, en els quals no estava contraindicada la adenomectomia prostatica.
En canvi, I'edat mitjana de les mostres de metastasi fou molt semblant (64,36

anys) a la de les mostres de carcinoma.

Tanmateix, es buscaren possibles diferéncies, que puguessin
atribuir-se a la pertinenca a diferents poblacions, entre les mitjanes de les edats
de les mostres de carcinoma, metastasi i hiperplasia, sense detectar-ne cap.
Per tant, fent referencia a |'edat, les dades obtingudes no recolzen que les
mostres d’hiperplasia, carcinoma i metastasis pertanyin a poblacions que
puguin ser comparables entre si, malgrat la diferencia en el nombre de casos

de cada tipus de mostres.



a.1.2) Resta de variables clinico-patologiques

A la taula 20 es resumeixen els resultats corresponents a la resta de

parametres clinico-patologics:

VARIABLE CARCINOMA
Nombre de pacients 52
Edat (anys) 64,03 (46-75)*
<65 26 (50,0)
> 65 26 (50,0)

Grau (Gleason)

2-6 28 (53,8)

7-10 24 (46,2)
Estadi (patologic)

pT2 33 (63,5)

pT3 19 (36,5)
Marge de reseccié

Lliure 24 (46,2)

Afectat 28 (53,8)
Invasié perineural

No 29 (55,8)

Si 23 (44,2
Invasié de seminals (només pT3)

No 11 (57,9)

Si 8 (42,1)
Metastasis ganglionars

No 31 (86,1)

Si 5 (13,9
PSA preoperatori 13,4 (1.29-39.0)*

<20 35 (76,1)

=20 11 (23,9)
Recidiva PSA

No 23 (57,5)

Si 17 (42,5)
Moment de la recidiva del PSA (1-42)*

<6 mesos 9 (52,9

> 6 mesos 8 (47,1)
Tractament previ

No 37 (78,7)

Si 10 (21,3)

Taula 20. Resum descriptiu de la resta de variables clinico-patoldgiques en els casos de
carcinoma (N° de pacients i percentatge).
* Mitjana; entre paréentesis valors minim i maxim. ** Només valors minim i maxim.




A.2. ANALISI DELS PARAMETRES CLINICO-PATOLOGICS
ENTRE Sl

L"analisi de les diferents variables clinico-patologiques entre si
reporta diferéncies significatives (p<0,05) o quasi significatives (p<0,10) en
algunes ocasions, les quals queden resumides al final de I"apartat, a la taula
21.

La relaci6 entre aquestes variables fou directa en tots els casos
excepte quan es va relacionar el PSA preoperatori amb el moment de la
recidiva del PSA i lI'edat amb [‘aparici6 de metastasis ganglionars, on

I"associacio fou inversament significativa.

a.2.1) Relacio entre grau tumoral i estadi tumoral

Es van avaluar tots els casos (52) de la mostra de tumors primaris.
La majoria dels casos (26 de 28) (93 %) amb grau de Gleason baix tingueren
un estadi tumoral pT2 i la majoria dels casos (17 de 24) (71 %) amb grau de
Gleason alt van tenir un estadi tumoral pT3. Per tant, s"observa una relacié
directa entre I"augment del grau tumoral i un estadi tumoral més avancat (p <
0,001).

a.2.2) Relacio entre grau tumoral i metastasis ganglionars

S"avaluaren un total de 36 mostres. Tots els casos amb metastasis
ganglionars (14 %) presentaren un grau de Gleason alt. D altra banda, només
13 casos sense metastasis ganglionars (42 %) foren d alt grau. Malgrat |I'escas
nombre de mostres amb metastasis ganglionars, tot aixd evidéncia un augment
de les metastasis ganglionars en el grup de mostres amb un alt grau tumoral

respecte al grup amb un baix grau tumoral (p = 0,045).



a.2.3) Relacio entre grau tumoral i PSA preoperatori

S’avaluaren un total de 46 mostres. En 9 casos de 24 (38 %) amb un
grau de Gleason alt, els nivells de PSA preoperatori foren superiors a 20 ng/ml.
En canvi, només en 2 casos de 22 (9 %) aquestos nivells foren alts en el grup
de tumors amb un grau baix de Gleason. Per tant, s’observa una relacio directa

entre "'augment dels nivells de PSA preoperatori i el grau tumoral (p = 0,024).

a.2.4) Relacio entre grau tumoral i recidiva dels nivells de PSA

S’avaluaren un total de 40 mostres. S’evidencia un augment de
nivells del PSA postcirurgia en 12 casos (71 %) de tumors dalt grau, pero
nomeés en 9 casos (39 %) dels tumors de baix grau. Per tant, s"observa relacio
directa entre "'augment de nivells de PSA postcirurgia i el grau tumoral (p =
0,049).

a.2.5) Relacio entre grau tumoral i marge de reseccio

S’avaluaren la totalitat de mostres de carcinoma. S’ha evidenciat
una tendéncia a observar-se afectacio del marge de resecci6 amb més
freqlencia als casos amb un grau de Gleason alt. Aixi, només 12 de 28 casos
(43 %) de baix grau presentaren el marge afectat, mentre que en 16 dels 24
tumors (67 %) d alt grau el marge fou positiu. Per tant, s"observa una relacié
directa entre I"augment del grau tumoral i I'afectacié del marge de reseccio,

essent aquesta associacio quasi significativa (p = 0,086).

a.2.6) Relaci6 entre grau tumoral i invasio perineural

S’avaluaren la totalitat de mostres de carcinoma. La majoria dels
casos (20 de 28) (71 %) amb grau de Gleason baix no presenten invasio
perineural i la majoria dels casos (15 de 24) (62 %) amb grau de Gleason alt
van presentar invasio perineural. Per tant, s’observa un augment de casos amb
un grau tumoral més alt en relacié amb la presencia d’invasio perineural (p =
0,014).



a.2.7) Relacio entre estadi tumoral i metastasis ganglionars

S’avaluaren un total de 36 casos. Els casos que presentaren
metastasis ganglionars (5) pertanyeren a un estadi tumoral pT3. Dels casos
sense metastasi, 21 (68 %) pertanyeren a un estadi pT2 i els 10 restants (32 %)
es classificaren amb un estadi pT3. Per tant, s"observa una relacio directa entre
estadi tumoral més avancat amb presencia de metastasis ganglionars (p =
0,008).

a.2.8) Relaci6 entre estadi tumoral i PSA preoperatori

S’avaluaren un total de 46 casos. S'observaren nivells de PSA
preoperatori superiors a 20 ng/ml en 2 casos de 27 (7 %) amb estadi pT2ien 9
casos de 19 en estadi pT3 (47 %). En canvi, 25 casos (93 %) amb nivells
inferiors a 20 ng/ml foren d’estadi pT2, per 10 casos en estadi pT3 (53 %). Per
tant, s"observa una relacio directa entre els nivells de PSA i estadis més alts (p
= 0,004).

a.2.9) Relacio entre estadi tumoral i recidiva dels nivells de PSA

S’avaluaren un total de 40 mostres. S"observa |"aparicio de recidiva
dels nivells alts de PSA en només 7 casos en estadi pT2 (41 %) per 10 casos
en estadi pT3 (59 %). En canvi, 16 casos sense recidiva dels nivells de PSA
foren d'estadi pT2 (70 %) per només 7 (30 %) en estadi pT3. Per tant,
s’observa una relacié directa entre I'aparicié de recidiva per augment dels
nivells de PSA postcirurgia i estadis tumorals més alts, essent aquesta relacio

quasi signiticativa (p = 0,073).
a.2.10) Relacio entre estadi tumoral i invasio perineural
S’avaluaren la totalitat de les mostres de carcinoma. La major part

dels casos (23 de 33) (70 %) amb un estadi pT2 no presentaren invasio

perineural. En canvi, la major part dels casos (13 de 19) (68 %) amb un estadi



pT3 presentaren invasid perineural. Per tant, s’"ha observat un augment de
casos amb un estadi tumoral més avancat en relaci6 amb la preséncia

d’invasié perineural (p = 0,008).

a.2.11) Relacio entre metastasis ganglionars i PSA preoperatori

S’avaluaren un total de 35 casos. Quatre casos (80 %) dels 5 que
presentaren metastasis ganglionars van tenir nivells de PSA superiors a 20
ng/ml. Dels casos sense metastasis ganglionars, 6 (20 %) de 30 presentaren
nivells de PSA superiors a 20 i en 24 casos (80 %) els nivells foren inferiors a
20 ng/ml. Per tant, s’ha observat una relacio directa entre aparicio de
metastasis ganglionars i nivells de PSA superiors a 20 ng/ml, essent aquesta

associacio significativa (p = 0,017).

a.2.12) Relaci6 entre metastasis ganglionars i recidiva dels

nivells de PSA postcirurgia

S’avaluaren un total de 31 casos. Tots els casos amb metastasis
ganglionars presentaren recidiva amb augment dels seus nivells de PSA
postcirurgia. En canvi, dels casos sense metastasi ganglionar, només
s’observa recidiva en 10 casos (38 %), mentre que els altres 16 (62 %) no en
presentaren. Per tant, s’observa una relacid directa entre [aparicid de

metastasis ganglionars i la recidiva dels nivells de PSA postcirurgia (p = 0,018).

a.2.13) Relacio entre metastasis ganglionars i edat

S’avaluaren un total de 36 casos. La totalitat dels casos amb
metastasis ganglionars s’observaren en malalts amb 65 anys o menys. En el
grup de malalts sense metastasis ganglionars, només en 15 casos (48 %)
tingueren fins a 65 anys. Els altres 16 (52 %) van tenir més de 65 anys d edat.
Per tant, s"observa una relacio inversa entre |"aparicié de metastasis i |"edat,

essent aquesta associacio quasi significativa (p = 0,053).



a.2.14) Relacio entre metastasis ganglionars i marge de reseccio

S’avaluaren un total de 36 casos. La totalitat de casos amb
metastasis ganglionars s observaren en casos amb marge de reseccié afectat.
En canvi, en els casos sense metastasis ganglionars, 16 (52 %) presentaren un
marge negatiu i 15 el presentaren positiu (48 %). Per tant, s'observa una
relacié directa entre aparici6 de metastasis ganglionars i marge de reseccio

positiu, essent aquesta associacio quasi significativa (p = 0,053).

a.2.15) Relaci6 entre metastasis ganglionars i invasié de

vesicules seminals

S’avaluaren 15 mostres d’estadi tumoral pT3. En 4 casos (80 %)
corresponents a preséncia de metastasis ganglionars, s’observa invasio de les
vesicules seminals. El cas restant no mostra signes d’invasié de les vesicules
seminals. Pel que fa als casos amb ganglis limfatics no afectats, s’observa
invasié de vesicules seminals en nhomés 2 casos (20 %), mentre que els 8
restants (80 %) no la presentaren. Per tant, s"observa una relacié directa entre
la preséncia de metastasis ganglionars i la invasié de vesicules seminals,

essent aquesta associacio quasi significativa (p = 0,089).

a.2.16) Relacio entre PSA preoperatori i recidiva del PSA

S’avaluaren un total de 40 mostres. Vuit casos (73 %) dels 11 amb
nivells de PSA prequirargics superiors a 20 ng/ml presentaren posteriorment
recidiva del PSA postquirdrgic, per 3 casos (27 %) on aquesta recidiva no es
dona. Pel que fa a les mostres amb nivells de PSA prequirargics inferiors a 20
ng/ml, s"observa recidiva del PSA en 9 casos (31 %), per 20 casos (69 %) que
no la presentaren. Per tant, s"observa una relacié directa entre un augment
dels nivells del PSA prequirargics i la posterior aparici6 de recidiva
postquirargica de I"'augment de nivells de PSA (p = 0,030).



a.2.17) Relaci6 entre PSA preoperatori i moment de la recidiva
del PSA

S’avaluaren les 17 mostres que presentaren recidiva, amb un
augment del PSA postquirdrgic. S’evidenciaren set casos (88 %) de 8
recidivats abans dels 6 mesos postcirurgia quan els nivells de PSA prequirdrgic
foren superiors a 20 ng/ml, per només 2 casos (22 %) de 9 recidivats abans
dels 6 mesos postcirurgia quan els nivells de PSA prequirargic estigueren per
sota de 20 ng/ml. Per tant, s’observa una relacié inversa entre els nivells de
PSA prequirdrgics i el moment d aparicid de la recidiva, apareixent aquesta
més preco¢cment quan els nivells de PSA prequirdrgic ja eren elevats (p=0,015).

a.2.18) Relacio entre PSA preoperatori i marge de reseccié

S avaluaren un total de 46 mostres. Deu casos (91 %) dels 11 amb
nivells de PSA prequirdrgics superiors a 20 ng/ml tingueren el marge de
resecciod positiu, per només un cas (9 %) amb marge negatiu. En el grup de
mostres amb nivells per sota de 20 ng/ml, el marge estava afectat en 17 (49
%), per 18 casos (51 %) amb el marge lliure. Per tant, s"observa una relacio
directa entre els nivells de PSA preoperatori i |"afectacié del marge de reseccio
(p =0,016).

a.2.19) Relacié entre recidiva del PSA i marge de reseccio

S’avaluaren un total de 40 mostres. Catorze casos (82 %) amb
recidiva del PSA presentaren el marge de resecci6 positiu, per 3 casos (18 %)
qgue no el presentaren. Pel que fa a les mostres que no presentaren recidiva del
PSA, el marge de resecci6 afectat s’observa en 9 casos (39 %) per 14 casos
(61 %) que el tingueren lliure. Per tant, s"observa una relacio directa entre la

recidiva del PSA i I"afectacio del marge de reseccié (p = 0,006).



a.2.20) Relaci6 entre recidiva del PSA i invasio de vesicules

seminals

S’avaluaren un total de 17 mostres corresponents a un estadi pT3.
No s’observa invasié de vesicules seminals en cap cas corresponents a les
mostres que no van presentar recidiva del PSA. En canvi, quan s observa
I"augment dels nivells de PSA postquirdrgic, nomeés 2 casos (20 %) presentaren
les vesicules seminals lliures i, en canvi, 8 casos (80 %) mostraren signes
d’invasié. Per tant, s"observa una relacio directa entre la recidiva del PSA i la

invasié de les vesicules seminals (p = 0,002).

a.2.21) Relaci6 entre tractament previ i moment en que apareix
larecidiva del PSA

S’avaluaren un total de 17 mostres que presentaren recidiva dels
nivells de PSA postquirargics. La totalitat dels casos que no presentaren
recidiva dels nivells de PSA fins als 6 mesos no van rebre cap tractament previ.
En canvi, dels casos amb recidiva del PSA a partir de 6 mesos, la meitat (4
casos) havien rebut tractament previ, mentre els 4 casos restants no en van
rebre. Per tant, s"observa una relacio directa entre el moment que apareix la

recidiva del PSA i I"'administracié de tractament previ (p = 0,029).

a.2.22) Relacié entre PSA preoperatori i invasié perineural

S’avaluaren un total de 46 mostres. No s evidencia una associacio
significativa entre invasio perineural i PSA preoperatori superior a 20 ng/ml. En
canvi, si que s'observaren diferéncies entre el grup amb PSA preoperatori
superior a 10 ng/ml i el grup amb nivells de PSA per sota d"aquest valor. Aixi,
quinze casos (62 %) amb nivells de PSA prequirlrgics superiors a 10 ng/ml
presentaren posteriorment invasio perineural, per 9 casos (38 %) on no
s’observa aquest fet. Pel que fa a les mostres amb nivells de PSA prequirurgics
inferiors a 10 ng/ml, s"observa invasio perineural en nomeés 7 casos (32 %), per

15 casos (68 %) que no la presentaren. Per tant, s"observa una relacié directa



entre un augment dels nivells de PSA prequirtrgics i la preséncia d’invasi6

perineural (p = 0,037).
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Taula 21. Resum de I"analisi dels diversos parametres clinico-patologics entre si, amb les

relacions significatives (<0,05) i quasi significatives (<0,10) obtingudes. NS indica una p > 0,10.

L"asterisc indica relacio inversa entre les variables, amb una més freqlient aparicié de recidiva

del PSA quan el PSA preoperatori fou elevat (*) i una probable aparicié de metastasi ganglionar

en individus més joves (**). Les caselles buides corresponen a associacions no significatives

amb una p >0,10.




B. ESTUDI DE LA PLOIDIA | LA PROLIFERACIO
CEL.LULAR

B.1. ANALISI DESCRIPTIVA DE LA PLOIDIA | PROLIFERACIO
CEL.LULAR

L'estudi de la ploidia cel.lular i I"analisi de la proliferacié tumoral
mitjancant la determinacio de la fase S es feu en 47 casos amb resultats
avaluables en 46 casos (98 %) (el cas restant mostra un coeficient de variacié
del 9,3 (valorable <8), per la qual cosa fou descartat).

Trenta-nou tumors foren diploides (85%). La resta de tumors es
dividiren entre els 6 tumors aneuploides (13%) i 1 tumor tetraploide (2%).

Pel que fa a la fase S global es va obtenir uns valor minim inferior al
0,1 % i un valor maxim de 10,8 %, amb una mitjana del 3,75 % i una mediana
de 3,50. Van haver 30 casos <4 (65 %) i 16 casos > 4 (35 %).

Els tumors aneuploides presentaren una fase S corresponent a la
seva poblacié aneuploide amb un valor minim inferior al 0,1 % i un valor maxim
de 6,7, una mitjana de 3,14 i una mediana de 2,90. Van haver 4 casos <4 (57

%) i 3 casos > 4 (43%).

VARIABLE CARCINOMA

Ploidia

Diploide 39 (84,8)

No diploide 7 (15,2)
Fracci6 de Fase S 3,75 (<0,1-10,80)*

<3,50 23 (50,0)

> 3,50 23 (50,0)
Fracci6 de Fase S en tumors

aneuploides 3,14 (<0,1-6,70)*
<3,50 4 (57,1)
> 3,50 3 (42,9

Taula 22. Resum descriptiu de la ploidia i proliferacio en els casos de carcinoma (N° de

pacients i percentatge).

* Mitjana, entre paréntesis valors minim i maxim.




B.2. ANALISI DE LA PLOIDIA | PROLIFERACIO CEL.LULAR
AMB LA RESTA DE PARAMETRES CLINICO-PATOLOGICS

L"analisi de la relaci6 entre els parametres de proliferacio cel.lular i
els diversos parametres clinico-patologics aporta les seguents diferencies

significatives (p<0,05) i quasi significatives (p<0,10):

EDAT GRAU ESTADI PSA PRE-
OPERATORI
PLOIDIA 0,043 0,043
FASE S 0,077 0,070
GLOBAL

Taula 23. Resum de les associacions significatives (p<0,05) i quasi significatives
(p<0,10) obtingudes a lanalitzar les variables experimentals amb les variables clinico-
patologiques. La relacié entre variables fou directa en tots els casos. Les caselles buides

corresponen a associacions no significatives amb una p >0,10.

A continuacio s’expliquen els resultats obtinguts d"una manera meés

detallada:

b.2.1) Relacio entre ploidia i edat

La major part dels tumors aneuploides (6 de 7) (86 %) s observaren
en individus majors de 65 anys. En canvi, en els individus de menys de 65
anys, 23 de 24 tumors (96 %) foren diploides. Per tant, s’observa un augment
dels casos aneuploides en el grup de més edat. La diferencia entre ambdos
grups fou estadisticament significativa (p = 0,043), encara que aquest resultat
cal analitzar-lo amb precaucié donat I'escas nombre de tumors aneuploides

que formen part d"aguesta mostra.




VARIABLE N EDAT <65 EDAT > 65 p

Ploidia
Diploide 39 23 (59,0) 16 (41,0) 0,043
No diploide 7 1 (14,3) 6 (85,7)

Taula 24. Associaci6 significativa entre ploidia i edat al comparar les mitjanes de les

edats en funcio de la ploidia i agrupant en dues categories.

b.2.2) Relacié entre ploidia i PSA preoperatori

Al comparar els nivells mitjans de PSA preoperatori a les mostres
diploides enfront de les no diploides, no s’ observaren diferéncies significatives.
En canvi, quan es va estudiar la variable PSA preoperatori amb dues
categories separades per un punt de tall establert als 20 ng/ml si s"observa una
associacio de nivells alts de PSA amb el grup de tumors no diploides (p=0,043)
(taula 25).

VARIABLE N PSA <20 PSA > 20 p
Ploidia
Diploide 35 29 (82,9) 6 (17,1) 0,043
No diploide 7 3 (42,9) 4 (57,1)

Taula 25. Associaci6 significativa entre ploidia i PSA preoperatori. Agrupacié en dues

categories.

b.2.3) Relacié entre fase S global i grau tumoral

Una bona part dels tumors (15 de 24) (62 %) amb un grau baix de
Gleason presentaren una fase S <3,50. En canvi, la major part dels tumors (14
de 22) (64 %) amb un grau alt de Gleason presentaren una fase S > 3,50. Per

tant, s’observa una tendéncia a augmentar els casos amb una fase S global




més elevada en relaci6 amb els tumors de més alt grau. La diferéncia, pero, no
fou estadisticament significativa (p = 0,077).

VARIABLE N 2-6 7-10 p
Fracci6 de Fase S
<3,50 23 15 (65,2) 8 (34,8) 0,077
> 3,50 23 9 (39,1) 14 (60,9)

Taula 26. Associacié quasi significativa entre fase S global i grau de Gleason. Agrupacio
en dues categories.

b.2.4) Relaci6 entre fase S global i estadi tumoral

La major part (17 de 28) (61 %) de tumors en l'estadi pT2
presentaren una fase S global <3,50. En canvi la major part (12 de 18) (67 %)
de tumors en I'estadi pT3 presentaren una fase S global > 3,50. Tot i aquesta
tendencia a augmentar la fase S global amb I'estadi tumoral, les diferéncies

entre ambdos grups no foren significatives (p = 0,070).

VARIABLE N pT2 pT3 p
Fracci6 de Fase S
<3,50 20 17 (73,9) 6 (26,1) 0,070
> 3,50 22 11 (47,8) 12 (52,2)

Taula 27. Associacié quasi significativa entre fase S global i estadi tumoral. Agrupacio
en dues categories.

C. ESTUDIS EXPERIMENTALS IMMUNOHISTOQUIMICS

Els estudis experimentals immunohistoquimics que tot seguit
s’expressen corresponen als resultats de I'expressié dels gens TP53, bcl-2,

p21WaltiCipl “no7KiPl - catepsina B i catepsina S. Un resum de les correlacions



significatives entre aquestos marcadors i els parametres clinico-patologics
s’observa a la taula 52 i un resum de les correlacions significatives entre els

diversos marcadors entre si s’observa a la taula 53.

C.1. ESTUDI DE L'EXPRESSIO DE p53, Bcl-2 i p21" /P
c.1.1) Descripcio de I'expressi6 de p53

L expresidé de p53 en el teixit prostatic normal peritumoral es va
poder estudiar en 46 mostres. Les cél.lules luminals no mostraren en cap cas
positivitat per a p53. En canvi, es van detectar focals cél.lules basals (<1%)
amb positivitat per a p53 (Figura 5). La intensitat de la tincié va ser generalment
debil.

En 24 casos es va poder estudiar aquesta expressio a la PIN d alt
grau. S evidencia expressié de p53 en escasses cél.lules luminals (<1%) en 14
casos (58 %) i a les cel.lules basals, la positivitat es detecta rarament (Figura
6). La intensitat de la tinci6 va ser generalment debil, encara que en alguns

casos s aprecia una intensitat destacable.

En les mostres amb carcinoma es va detectar positivitat en 28 dels
46 casos examinats (61 %). En aquestos casos, la positivitat es detecta en
menys del 1% de cél.lules en 19 casos (41 %), entre el 1 i el 10% de les
cél.lules en 6 casos (13%) i en 3 casos en més del 10% de les cél.lules.
Destaca un d’aquestos darrers casos, el qual va evidenciar positivitat en
practicament la totalitat de les cél.lules (Figures 9 i 10). Tot i 'escas nombre de
cel.lules positives a la major part dels casos, es va observar una tendéencia a
formar agregats (utilitzant un terme anglofon, "clusters”) amb zones que
presentaren una elevada proporcio de cél.lules positives alternant amb zones
totalment negatives, dins d’una mateixa tumoracio (Figures 7 i 8). L"augment
del percentatge de cel.lules positives per a p53 no fou significatiu quan es

compara la PIN amb el carcinoma. La intensitat de la tincié també fou forca
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Fig 5. Glandula prostatica normal amb
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Fig. 7. Carcinoma de prostata amb positivitat
per a p53 en escasses cel.lules que pertanyen
a una zona "hot spot”. x100.

Fig. 9. Carcinoma de prostata amb positivitat
intensa i difusa per a p53 en una zona amb un
alt grau de Gleason. x100

Fig.6. Positivitat per a p53 en escassescel.lules
luminalsen una glandula amb PIN. x400.
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Fig. 8. Imatge a més gran augment dela figura
anterior. x200.

Fig. 10. Imatge ampliada de I"anterior
figura,, on Sevidencia una alternanga de
cél.lulas intensament positives amb cél.lules

totalment negatives per a p53. x200.



variable, observant-se cél.lules intensament positives al costat de cel.lules amb

una tincio débilment positiva o, fins i tot, negativa (Figura 10).

En general, els casos amb un percentatge més elevat de cél.lules
positives van mostrar també una tendéncia a presentar una més gran intensitat

de tincio per a p53.

A continuacié es resumeixen els resultats de |I"expressio de p53 en
les mostres de PIN d’alt grau i carcinoma, segons els intérvals amb els

percentatges de ceél.lules positives:

p53 PIN CARCINOMA
negatiu 10 (41,7) 18 (39,1)
<1% 14 (58,3) 19 (41,3)
1-10% 0 (0) 6 (13,0
> 10 % 0 (0) 3 (6,6)

Taula 28. Resum descriptiu de p53 en mostres de PIN d"alt grau i carcinoma.

c.1.2) Expressi6 de p53 i parametres clinico-patologics

Un resum dels resultats corresponents a I"analisi de |'expressio de
p53 en funcid dels diferents parametres clinico-patologics es detalla a la taula
29.

(Pagina segtient) Taula 29. Expressi6 de p53 i parametres clinico-patologics. (Casos i,
entre parentesis, frequéncia (%)).




VARIABLE N p53 (-) p53 <1 |[p53>1-10| p53>10 p
(- vs.t)
Edat (anys)
<65 22 9 (392) | 9 (39,2 | 2 (8,6) 2 (8,6) NS
> 65 24 9 (37,5) | 10 (41,7) | 4 (16,7) 1 43
Grau (Gleason)
2-6 22 13 (59,1) | 7 (31,8) | 2 (9,1) 0 (0,0 0,008
7-10 24 5 (20,8) | 12 (50,0) | 4 (16,7) | 3 (12,5
Estadi (patologic)
pT2 27 15 (55,6) | 9 (33,3) 1 (3,7) 2 (7,4) 0,013
pT3 19 3 (15,8) | 10 (52,7) | 5 (26,3) 1 (5,2
Marge de reseccio
Lliure 19 11 (57,8) | 6 (316) | 1 (5,3 1 (5,3 0,029
Afectat 27 7 (259) |13 (48,1) | 5 (185 | 2 (74
Invasio perineural
No 24 11 (45,9) | 8 (33,3) | 3 (12,5 | 2 (8,3 NS
Si 22 7 (319 | 11 (50,0) | 3 (136) | 1 (4,55
Invasio de
seminals (pT3)
No 11 1 (91) | 6 (54,5) | 3 (27,3) 1 (91 NS
Si 8 2 (250) | 4 (50,00 | 2 (25,0) | 0O (0,0
Metastasis gangl.
No 27 11 (40,8) | 12 (44,4) | 3 (11,1) 1 3,7) NS
Si 5 1 (20,0) | 2 (40,0) | 1 (20,00 | 1 (20,0
PSA preoperatori
<20 31 12 (38,7) | 13 (41,9) | 4 (12,9) 2 (6,5) NS
> 20 11 3 (27,3) 5 (45,5) 2 (18,1) 1 (9,1
Recidiva del PSA
No 22 10 (45,5) | 7 (31,8) 3 (13,6) 2 (9,1) NS
Si 15 5 (33,3) | 7 (46,7) 2 (13,3) 1 (6,7)
Moment de la
recidiva del PSA
<6 mesos 8 1 (12,5) | 4 (50,0) 2 (25,0) 1 (12,5) NS
> 6 mesos 7 4 (57,1) | 3 (42,9) 0 (0,0 0 (0,0
Tractament previ
No 33 10 (30,3) | 15 (45,5) | 6 (18,1) 2 (6,1) NS
Si 9 5 (55,6) | 3 (33,3 0 (0,0 1(11,1)
Ploidia
Diploide 35 15 (42,9) | 15 (42,9) | 2 (57) 3 (8,5 NS
No diploide 7 2 (28,6) 2 (28,6) | 3 (42,8 0 (0,0
Fracci6 de Fase S
<3,50 20 12 (60,0) | 5 (25,0) 1 (5,0 | 2 (10,0 0,014
> 3,50 22 5(22,7) | 12 (54,5) | 4 (18,2) | 1 (4,5
Fracci6 de Fase S
aneuploide
<3,50 4 1 (25,0) 1 (25,00 | 2 (50,0) | O (0,0) NS
> 3,50 3 1 (33,3) 1333 |1 (333) | 0 (0,0




Al considerar com a cas positiu per a p53 la preséncia de qualsevol

tipus d"expressio, els resultats significatius foren els seglents:

a) Expressio de p53 i grau tumoral:

L expressio de p53 fou positiva en 19 dels 24 casos (79 %) amb un
grau alt de Gleason, mentre que |"expressio de p53 fou positiva en només 9 de
22 casos (41 %) amb un grau baix de Gleason. Cal destacar que la totalitat dels
casos amb una sobreexpressié de p53 > 10% pertanyeren a tumors d"alt grau.
Per tant, s"observa un augment de casos amb sobreexpressi6 al grup d alt grau

tumoral. Agquesta diferencia fou significativa (p = 0,008).

b) Expressié de p53 i estadi tumoral:

L expressio de p53 fou positiva en 16 de 19 casos (84 %) amb un
estadi pT3. Als casos amb un estadi pT2 només 12 de 27 (44 %) mostraren
expressio positiva de p53. Per tant, s‘observa un augment de casos amb
sobreexpressio de p53 al grup amb un estadi tumoral més avancat. Aquesta

diferencia fou significativa (p = 0,013).

c) Expressio de p53 i marge de reseccio:

L expressio de p53 fou positiva en 20 dels 27 casos (74 %) amb
marge quirdrgic afectat i només en 8 de 19 casos (42 %) amb marge lliure. Per
tant, s"observa un augment de casos amb sobreexpressio de p53 al grup amb
el marge de resecci6 afectat. Aquesta diferéncia fou significativa (p = 0,029).

d) Expressio de p53 amb ploidia i proliferacié cel.lular:

No s’ observaren diferencies significatives entre la ploidia de I'’ADN i
I"expressid de p53. Tampoc es trobaren diferencies significatives al relacionar

les mitjanes de la fase S global en relacié a I'expressio de p53. Tot i aixo, Si



dividim la mostra en dues categories (< 3,50 i > 3,50) i analitzem ambdues
variables de forma qualitativa, si que s observen resultats interessants. Aixi,
I"expressié de p53 fou positiva en 17 dels 22 casos (77 %) amb una fase S >
3,50 i només en 12 dels 20 casos (60 %) amb una fase S < 3,50. Aquesta
diferencia fou significativa (p = 0,014). Com I"analisi de variables qualitatives té
menys potencia estadistica que la comparacio de mitjanes, les conclusions que

s obtinguin s"han de valorar amb una certa cura.

c.1.3) Descripcio6 de I'expressié de Bcl-2

L expressio de Bcl-2 es va examinar en 49 mostres de teixit prostatic
normal on es va trobar positivitat ocasional en cél.lules luminals (<1% de
cel.lules), mentre que si s'observa positivitat destacable a la majoria de
cel.lules basals, limfocits i fibres nervioses (Figura 11). Les glandules atrofiques
sovint foren negatives per a Bcl-2 (fig 15); no obstant, esporadicament
s’observa una intensa positivitat, especialment quan aquestes glandules es
trobaven properes a zones tumorals (fig 14). La positivitat fou intensa a
glandules inflamades i conductes prostatics. En canvi, a les cel.lules estromals,
Bcl-2 fou fonamentalment negatiu amb algunes cél.lules tenyides de forma
ocasional. La intensitat de la tincio fou variable amb zones intensament
positives en un alt percentatge de cél.lules i zones amb expressio debil de Bcl-2
en un escas nombre de cel.lules. En general, les cél.lules basals i transicionals
es tenyiren intensament, mentre que les cél.lules luminals i estromals ho feren

de forma més debil.

En 23 casos es va poder estudiar I'expressié de Bcl-2 a la PIN d alt
grau. Contrastant amb ['epiteli normal, es troba positivitat a les cél.lules
luminals en 15 casos (65 %) (Figura 12). També continua essent aparent la
positivitat a cellules basals, de manera heterogenia, alternant zones
intensament positives amb negatives. La intensitat de la tinci6é fou destacable

en alguns casos.



Fig. 11. Glandula prostatica normal amb Fig. 12. PIN amb positivitat intensa i difusa per
positivitat difusa per a bcl-2 a les cél.lules a bcl-2 tant a cél.lules lumnals com a les
basals. x100. cél.lulesbasals. x200.

Fig. 13. Carcinoma de prostata amb positivitat Fig. 14. Glandules progtatiques atrofiques (A)

per a bcl-2. x200. intensament positives per a bcl-2, envoltades
per carcinoma de prostata (C) que no expressa
bcl-2. x100.

Fig. 15. PIN (P) intensament positiu per a bcl-2, Fig. 16. PIN (P) intensament positiu per a bcl-
adjacent a zona de carcinoma (C) i glandules 2, adjacent a zona de carcinoma (C) i glandules
atrofiques (A) que no expressen bcl-2. x100. normals (N) que mostren una debil positivitat

en algunes cel.lules basals. x200.



A les mostres amb carcinoma, I'expressié de Bcl-2 fou evident en 7
dels 49 casos examinats (14 %) (Figura 13). Quan es va observar, es
caracteritza per ser molt heterogenia, amb zones intensament tenyides que es
barrejaren amb zones negatives. La disminucio del percentatge de ceél.lules
positives per a Bcl-2 va ser estadisticament significativa quan es compara la
PIN amb el carcinoma (p < 0,001).

A continuacié es resumeixen els resultats obtinguts en relaciéo a
I"expressié de Bcl-2 al carcinoma i PIN d"alt grau:

Bcl-2 PIN Carcinoma
negatiu 8 (34,8) 42 (85,7)
positiu 15 (65,2) 7 (14,3)

Taula 30. Resum descriptiu de Bcl-2 en mostres de PIN i carcinoma.

c.1.4) Expressi6 de Bcl-2 i parametres clinico-patologics

S’observaren associacions significatives entre Bcl-2 i els segients

parametres clinico-patologics (Taula 31):

(Pagina segiient).Taula 31. Expressi6é de Bcl-2 i parametres clinico-patologics.




VARIABLE N Bcl-2 (-) Bcl-2 (+) p
Edat (anys)
<65 25 23 (92,0) 2 (8,0 NS
> 65 24 19 (79,2) 5 (20,8)
Grau (Gleason)
2-6 26 25 (96,2) 1 (3,8 0,041
7-10 13 17 (73,9) 6 (26,1)
Estadi (patologic)
pT2 30 27 (90,0) 3 (10,0 NS
pT3 19 15 (78,9) 4 (21,1)
Marge de reseccié
Lliure 22 22 (100) 0 ©) 0,012
Afectat 27 20 (74,1) 7 (25,9
Invasié perineural
No 27 24 (88,9) 3 (11,1) NS
Si 22 18 (81,8) 4 (18,2)
Invasio de seminals (pT3)
No 11 9 (81,8) 2 (18,2) NS
Si 8 6 (75,0 2 (25,0
Metastasis ganglionars
No 28 24 (85,7) 4 (14,3) NS
Si 5 4 (80,0) 1 (20,0
PSA preoperatori
<20 33 30 (90,9) 3 (9,1 0,054
> 20 11 7 (63,6) 4 (36,4)
Recidiva del PSA
No 23 20 (87,5) 13 (12,5) NS
Si 15 11 (73,3) 4 (26,7)
Moment de la recidiva del
PSA
<6 mesos 9 7 (77,8) 2 (22,2) NS
> 6 mesos 6 4 (66,7) 2 (33,3
Tractament previ
No 35 31 (88,6) 4 (11,4) NS
Si 9 6 (66,7) 3 (33,3
Ploidia
Diploide 38 34 (89,5) 4 (10,5) 0,064
No diploide 7 4 (57,1) 3 (42,9)
Fracci6 de Fase S
<3,50 22 19 (86,4) 3 (13,6) NS
> 3,50 23 19 (82,6) 4 (17,4)
Fracci6 de Fase S
aneuploide
<3,50 11 3 (75,0) 1 (25,0 NS
> 3,50 3 1 (33,3) 2 (66,7)




a) Expressid de Bcl-2 i grau tumoral:

Als tumors amb un grau de Gleason baix, 25 dels 26 casos (96 %)
foren Bcl-2 negatius. En canvi, als casos amb un grau de Gleason alt, només
17 dels 23 casos (74 %) foren Bcl-2 negatius. Per tant, s"observa un augment
de la sobreexpressio de Bcl-2 als tumors d"alt grau (p = 0,041).

b) Expressid de Bcl-2 i marge de reseccio:

Una dada interessant fou que tots els casos amb marge de reseccid
lliure foren Bcl-2 negatius. En canvi, 7 dels 27 casos (26 %) amb marge de
resecci0 afectat foren Bcl-2 positius. Per tant, sempre que s’evidencia
sobreexpressio de Bcl-2, el marge de reseccid es va trobar afectat (p = 0,012).
Aquesta dada tan contundent cal valorar-la amb cura donat I"escas nombre de
casos que van mostrar sobreexpressio de Bcl-2 en aguesta mostra.

c) Expressi6 de Bcl-2 amb ploidia i proliferacio cel.lular:

L expressio de Bcl-2 relacionada amb la ploidia nuclear mostra una
diferencia quasi significativa (p = 0,064). Els tumors diploides sobreexpressaren
Bcl-2 només en 4 de 38 casos (10 %), mentre que 3 dels 7 tumors aneuploides
(43 %) foren Bcl-2 positius. Aquesta dada cal valorar-la amb precaucié donat
I"escas nombre de tumors aneuploides que contenia aquesta mostra.

c.1.5) Descripci6 de |'expressi6 de p21"/a/cipt

L expressi6 de p21Wat/cil

es va poder examinar en 49 mostres de
teixit prostatic normal. S evidencia positivitat a cel.lules luminals i basals, tot i
que la proporcié de cel.lules luminals tenyides fou superior (Figura 17). La
positivitat a les cél.lules basals fou més apreciable a les glandules atrofiques
(Figura 18). La positivitat fou difusa i intensa a la metaplasia transicional. A les
glandules inflamades no s’apreciaren diferencies destacables respecte a les
glandules no inflamades. També s’evidencia positivitat focal en algunes

cél.lules estromals. En 10 casos (20%), Iexpressié de p21Va/“P! fou totalment



absent. En la resta de casos, |'expressi6 de p21"#™*“P! fou forca variable. Per
intérvals, 11 casos (22%) mostraren positivitat en menys del 1% de cél.lules, 16
casos (33%) entre el 1 i el 5% de les cel.lules, 9 casos (18%) entre un 5 i 10%
de les cel.lules i, finalment, 3 casos (6%) amb positivitat en més del 10% de

casos. La tincio fou intensa a la majoria de casos, quan s observa.

Pel que fa a la PIN d'alt grau, fou possible examinar la seva
expressid en 36 casos. No es va detectar cap tipus d’expressio en 20 casos
(56%). En canvi, a la resta de casos, s evidencia positivitat en cel.lules luminals
amb negativitat de les cél.lules basals (Figura 19). Per intervals, 8 casos (22%)
mostraren positivitat fins a un 1% de les cél.lules, 4 casos (11%) entre el 1 i el
5% de les cel.lules, 2 casos (6%) entre un 5 i un 10% de les cel.lules i,
finalment, 2 casos (6%) amb positivitat en més del 10% de cel.lules.

A les mostres amb carcinoma, |'expressié de p21Wa/cirt

es va
examinar en 52 casos, en els quals no s evidencia positivitat alguna en 7 casos
(14%). En canvi, altres 7 ocasions (14%) mostraren positivitat en menys del 1%
de cél.lules, 16 casos (30%) entre el 1 i el 5% de les cél.lules, 10 casos (19%)
entre un 5 i un 10% de les cel.lules i, finalment, en 12 casos (23%) la positivitat
s’observa en més del 10% de cel.lules. Generalment, la tincio fou intensa quan
s’observa. En tumors amb morfologia cel.lular diversa, I"observacio d expressio
de p21Wa/CPL fo; més freqiient i intensa a les cél.lules neoplasiques de nuclis
grossos i bigarrats, amb citoplasmes amplis (Figures 21 i 22) i, rarament, en
tumors d’alt grau la positivitat adopta un patré periféric als nius tumorals (Figura
20). La intensitat de la tinci6 fou variable, en alguns casos en menor grau que a

les cél.lules normals i la PIN.

No s’han observat variacions significatives entre |'expressio de
p21WalCiPl 5| teixit normal respecte a la PIN i el carcinoma; malgrat observar-se
una tendéncia a augmentar I'expressié de p21"W¥CPl 3 |es cél.lules luminals
des del teixit normal fins al tumoral, amb un lleuger retrocés a la fase de PIN.
En canvi, si que s’evidencia una augment significatiu de [‘expressié de

p21WaCPL qyrant la progressié des de PIN a carcinoma (p<0,001).



Fig. 17. Glandula prostatica normal amb una Fig. 18. Glandula atrdfica amb intensa
positivitat debil per a p21 a escasses cel.lules positivitat per a p21. x200.
luminals. x200.

Fig. 19. PIN predominantment negatiu per a Fig. 20. Carcinoma de prostata d’alt grau amb
p21, a excepci6 daillades cel.lules positivitat intensa per a p21 a la part periférica
luminal (fletxes). x200. delsniustumorals. x100.

Fig. 21. Carcinoma de  progtata Fig. 22. Imatge a més gran augment
predomi nantment negatiu per a p21, a excepcid corresponent a la figura anterior, de la zona
d’una zona intensament positiva composada per intensament positiva per a p21. x200.

cél.lulesde mida mésgran. x100.



A continuacié es resumeixen els resultats obtinguts en relacié a

I"expressi6 de p21Va/CP gl carcinoma, PIN i teixit prostatic normal:

DESCRIPTIU NORMAL PIN CARCINOMA
nombre de casos 49 36 52
mitjana 3,34 2,21 7,23
mediana 1,50 0,00 4,00
desviaci6 tipica 4,01 6,38 8,94
valor maxim 17 33,50 34,50
valor minim 0 0 0

% de positivitat

negatiu 10 (20,4) 20 (55,6) 7 (13,5)
<1% 11 (22,5) 8 (22,2) 7 (13,5)
1-<5% 16 (32,6) 4 (11,2) 16 (30,8)
5-10 % 9 (18,4) 2 (56) 10 (19,2)
> 10 % 3 (61) 2 (56) 12 (23,0)

Taula 32. Resum descriptiu de p21"*"“"* en mostres de teixit normal, PIN i carcinoma.
Freqiiéncia i percentatge de positivitat de cada categoria a les mostres de teixit prostatic

normal, PIN i carcinoma.

c.1.6) Expressi6 de p21WaCiPLj parametres clinico-patologics

- TEIXIT NORMAL i PIN:

No s observa cap associaci6 entre |'expressié de p21WVa/CP! 5| teixit

normal i a la PIN d"alt grau en relacié amb les variables clinico-patologiques

- CARCINOMA:

S’observa una associacio significativa o quasi significativa entre

p21VaCL j els segiients parametres clinico-patologics:



a) Expressio de p21"VaYCPL i grau tumoral:

S’avaluaren la totalitat de mostres de carcinoma. S’ evidencia una

1War/CiPl més elevada en el grup de mostres d’alt grau

mitjana dels nivells de p2
respecte als de baix grau, essent aquesta associacid quasi significativa
(p=0,100).

1Waf1/C|p1

b) Expressio de p2 i marge de reseccio:

S’estudiaren la totalitat de mostres de carcinoma. S"evidencia una
mitjana dels nivells de p21"a"/“P! més elevada al grup de malalts amb marge
afectat respecte als que presentaren el marge lliure, essent |I"associacio quasi
significativa (p=0,068). En 15 casos de 28 (54 %) corresponents a nivells de
p2
amb nivells de p2

1WarliCirl > 5 s aprecia afectacié del marge de reseccié. En canvi, al grup

QWallChl < 5 només s'observa afectacié del marge de
reseccié en 7 de 24 casos (29 %). Per tant, s’observa una relacio directa entre
I"afectacié del marge de resecci6 i nivells d expressié de p21Wa/CPl  essent

aguesta relacio quasi significativa (p = 0,076).

c) Expressio de p21VaYCPL i PSA preoperatori:

S’avalua un total de 46 mostres. En 13 casos de 24 (54 %)

1Waf1/C|p1

corresponents a nivells de p2 > 5 s’observa uns nivells de PSA

1Waf1/Cip1 < 5 noméS

preoperatori > 10. En canvi, en el grup amb nivells de p2
s’observaren nivells de PSA preoperatori > 10 en 6 de 22 casos (27 %). Per
tant, s'observa una relacié directa entre lI'augment dels nivells de PSA
preoperatori amb I'expressié de p21"W¥CPl  essent aquesta relacié quasi

significativa (p = 0,064).

d) Expressio de p21YVaYCPL | recidiva del PSA:

S’avalua un total de 40 mostres. En 9 casos de 17 (53 %)

1Waf1/C|p1

corresponents a nivells de p2 > 5 s’observa recidiva dels nivells de



PSA. En canvi, en el grup amb nivells de p21"¥CPl < 5 només s observa
recidiva en 6 de 23 casos (26 %). Per tant, s"observa una relacié directa entre

1Waf1/C|p1

I"aparicio de recidiva del PSA amb |'expressio de p2 , essent aquesta

relacio quasi significativa (p=0,083).

e) Expressio de p21VaYCPL | tractament previ:

S’avalua un total de 47 mostres. S observa un marcat increment a

QWarlCiPl quan  s’administra tractament previ (p=0,005).

I"expressié de p2
Tanmateix, aquesta relaci6 fou només quasi significativa (p=0,066) quan
s’estudia aquesta relacié mitjancant una taula de contingéncia 2x2, establint
dues categories amb un punt de tall del 5% de cel.lules que expresaven
p21Waf1/Cip1

casos de 10 (70%) de pacients tractats préviament enfront de 12 casos de 37

1Waf1/C|p1

. En aquest cas, p2 s’expressa en > 5% de les cél.lules en 7

(32%) que no van rebre cap mena de tractament previ.

A continuacié es resumeixen els resultats obtinguts corresponents a
I'expressié de p21VaCPl en funci6 de les diferents variables clinico-

patologiques:

Wafl/Cipl

(Pagina segiient).Taula 33. Expressio de p21 al teixit tumoral i parametres clinico-

patologics. Relacié de I'expressié de p21 al teixit tumoral amb ploidia i proliferacié cel.lular



VARIABLE N MITJANA ERROR p p
21" | ESTANDAR | (U Mann- | (Fisher.
o Whitney) | Tall: 5%)
Edat (anys)
< 65 26 6,62 1,52 NS NS
> 65 26 7,85 1,98
Grau (Gleason)
2-6 28 5,34 1,56 0,100 NS
7-10 24 9,44 1,91
Estadi (patologic)
pT2 33 5,97 1,39 NS NS
pT3 19 9,42 2,35
Marge de reseccio
Lliure 24 4,79 1,17 0,068 0,076
Afectat 28 9,32 2,01
Invasio perineural
No 29 6,36 1,71 NS NS
Si 23 8,32 1,81
Invasio de seminals (pT3)
No 11 9,68 3,43 NS NS
Si 8 9,06 3,26
Metastasis ganglionars
No 31 7,42 1,67 NS NS
Si 5 4,70 1,87
PSA preoperatori
<20 35 7,17 1,62 NS NS
>20 11 9,45 2,71
Recidiva del PSA
No 23 6,13 2,01 NS 0,083
Si 17 8,97 2,26
Moment de la recidiva del
PSA
<6 mesos 9 8,39 3,15 NS NS
>6 mesos 8 9,63 3,47
Tractament previ
No 37 5,69 1,34 0,005 0,066
Si 10 14,80 3,23
Ploidia
Diploide 39 7,15 1,39 NS NS
No diploide 7 11,36 4,45
Fracci6 de fase S
<3,50 23 8,67 2,07 NS NS
>3,50 23 6,91 1,78
Fracci6 de fase S aneuploide
<3,50 4 12,37 7,64 NS NS
>3,50 3 10,00 4,51




En considerar com a cas positiu per a p21"¥CPL |'expressié en igual
o més del 5% de les cél.lules, es tornaren quasi significatives les correlacions

amb el marge de reseccio, la recidiva del PSA i el tractament previ.
c.1.7) Correlacié entre p53, Bcl-2 i p21Varit/cirl
Aquestos 3 moduladors es troben en vies de regulacio del cicle
cel.lular i apoptosi molt properes, per la qual cosa es va considerar com a

interessant I"analisi de possibles coincidéncies de les seves alteracions.

a) p53 / Bel-2:

En les mostres tumorals, les alteracions en I'expressié d aquestos
marcadors semblen ser independents, donat que, per exemple, van haver
casos en que coincidiren positivitats de p53 i Bcl-2 i altres en els quals no es

troba cap coincidéncia.

VARIABLE BCL-2 N p53=0 p53 >0 p
Bcl-2

=0 38 16 (35,6) 22 (48,9) NS

>0 7 2 (4,4 5 (11,1)

Taula 34. Relacio6 entre I'expressié de p53 i Bcl-2 en el teixit tumoral.

b) [)53 / p21Waf1/Cip1:

En les mostres tumorals, tampoc es va evidenciar cap associaci
significativa entre p53 i p21Va/“"P1 De tota manera fou d’especial interés el fet
gue vam veure respecte a com la possible alteracié de p53 (p53 (+)) coincidia
en 12 casos amb I"expressié de p21Wa/CPL |3 qual esta suposadament induida
per I"anterior i, per tant, aquest darrer modulador no hauria d expressar-se en

els casos p53(+).




VARIABLE p53 N MITJANA ERROR p
(p21V*CPhy | ESTANDAR
p53
= 18 5,36 1,52 NS
>0 28 8,66 1,99
p21Waf1/C|p1 p21Waf1/C|p1
<5 >5
p53
=0 18 11 (23,9) 7 (152) NS
>0 28 16 (348) | 12 (26,1)
Taula 35. Abséncia d'associacié significativa entre |'expressié de p53 i p21"am/ePL,

Waf1/Cipl

Comparacié de mitjanes d expressio de p21 en relacié a qualsevol tipus de positivitat de

p53 i agrupant en dues categories.

c) p21War/Cirl 1 Bel-2:

- PIN:

No es va evidenciar cap associacié significativa pel que fa a
I'expressié de p21Va/cP! j Bcl-2 a les mostres de PIN.

- Carcinoma:

Només s’han obtingut dades significatives al relacionar I'expressié
de p21Wa/CPl i de Bcl-2 tant al comparar les mitjanes de |'expressid en
carcinomes de p21Wa/CPl respecte a Bcl-2 (p = 0,020), com avaluant
I"expressié de p21Wa/CP! gividida en dos grups amb un punt de tall del 5 %.
Aixi, els 28 casos (100 %) d’expressio de p21Va/“P! <5 foren Bcl-2 negatius.
En canvi, només 14 dels 21 casos (67 %) d expressié de p21Va/cP! > 5 foren
Bcl-2 negatius. Per tant, s’observa un augment de |'expressio de Bcl-2 en els

1Waf1/C|pl

tumors que expressaven de forma important p2 . La diferencia entre tots

dos grups fou estadisticament significativa (p = 0,001).



VARIABLE BCL-2 N MITJANA ERROR p
(p21V¥CPhy | ESTANDAR
Bcl-2
=0 42 6,02 1,35 0,020
>0 7 14,43 2,68
p21Waf1/C|p1 p21Waf1/C|p1
<5 >5
Bcl-2
=0 38 28 (57,1) 14 (28,6) 0,001
>0 7 0 (0) 7 (14,3)
Waf1/Cipl

Taula 36. Associacid significativa entre I"expressio de Bcl-2 i p21 en carcinomes.

Wafl/Cipl

Comparacié de mitjanes d’expressié de p21 en relacié a qualsevol tipus de positivitat de

Bcl-2 i agrupacio en dues categories.

Per tal d’eliminar el possible efecte del grau histologic sobre

I"associacié significativa entre p21Var/cirt

i Bcl-2, es va estudiar |'expressio de
p21Wal/CiPl § Bcl-2 només en el grup de casos amb baix grau de Gleason. Vam
observar, que aquesta associacié significativa es perdia quan es controlava el

grau.

C.2. ESTUDI DE L'EXPRESSIO DE p27Kirl

c.2.1) Descripci6 de |'expressi6 de p27"P*

L epiteli normal prostatic va mostrar, en la major part dels casos,
una expressié nuclear variable, encara que difusa i intensa, generalment a més
del 60% de les cel.lules tant a les arees centrals com a les periferiques de
I'organ (Figura 23). Resultats similars es van observar a la metaplasia
transicional, conductes ejaculadors, glandules atrofiques i inflamades. També
s’ha trobat expressié de p27“P* en algunes cél.lules estromals a tots els tipus
de mostres. Les cél.lules basals a les glandules benignes foren menys
freqlentment positives que les cél.lules luminals, i cada glandula usualment ha

presentat menys del 50% de ceél.lules basals positives.




Resultats similars als obtinguts al teixit prostatic normal, es van
observar als noduls hiperplasics benignes. L expressié mitjana fou de 71,81

amb un valor maxim de 90 i un de minim de 60.

D’altra banda, I"expressié de p27¥"* en mostres coincidentals amb
PIN d"alt grau, va correspondre sempre al grup d expressors baixos (<50%) i
mostra sovint un percentatge de cél.lules positives similars al carcinoma, o
intermedi entre aquest darrer i el teixit normal en casos amb carcinoma amb

baixa expressi6 (Figura 24).

Una evident regulacié disminuida de |'expressié de p27X** s"observa
a la major part dels carcinomes quan es compara amb |'epiteli prostatic
benigne parellat (Figura 25). Quaranta-set casos (84%) foren considerats
expressors baixos de p27P*, amb un percentatge de cél.lules positives que va
de menys del 1% al 50%. 9 casos (16%) mostraren una immunotincié de
p27XP1 a més del 50% de cél.lules (Figura 26).

Les metastasis del carcinoma de prostata foren expressores baixes
de p27"P! en 16 casos (84%) de les quals 7 foren absolutament negatives. 6
mostres metastasiques van tenir el seu primari corresponent analitzat (4
biopsies per agulla, 2 prostatectomies radicals): 3 casos mostraren una
expressié de p27""! disminuida a les metastasis, 2 casos foren negatius tant al
tumor primari com a les metastasis i un augment de I'expressio s evidencia al

cas restant.

La disminucié del percentatge de les cél.lules p27X** positives va ser
estadisticament significatiu quan es compara el teixit normal amb cada tipus de
lesi6 neoplasica (PIN, carcinoma i metastasis) (p< 0,0001, p < 0,0001, p <
0,001, respectivament). També va ser significatiu el descens de casos de PIN,
carcinomes primaris i metastasis amb elevada expressié de p27¥"* quan eren
comparats amb teixit normal (p<0,001). Sorprenentment, es va trobar una
mitjana d"expressié de p27¥P"! a la PIN lleugerament inferior al carcinoma, aixi

com una expressié al carcinoma també lleugerament inferior respecte ala
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Fig. 23.. Glandula prostatica normal que
mostra una intensa positivitat en la major part
delescél.lulesepitelials, predomnantment a la
capa luminal. Algunescél .lules estromal s també
mostren expressio nuclear de p27. x400.

i"f(?-'f

Fig. 25. Glandules malignes de carcinoma de
prostata que expressen p27 només a uns quants
nuclis. x400.

Fig. 24. Transicio6 entre epiteli normal (N) i PIN
(P) que mostra una disminuci6 de | expressi6 de
p27 en a les miltiples capes de | epiteli pre-
invasiu. L'expressi6 de p27 esreté en algunes
cél.lulesbasals. x400.

Fig. 26.. Expressio intensa de p27 en glandules
de carcinoma de prostata.. x400.



metastasi. Aquest fet podria ser atribuible a un insuficient nombre de casos

dels quals consta la mostra i a la utilitzacié de casos diferents per comparar

PIN i carcinoma amb les metastasis.

No s’han trobat diferéncies significatives de |'expressi6 de p27"P*

quan es compararen tumors amb metastasis utilitzant ambdds punts de tall

abans esmentats.

NORMAL | HIPERPLASIA PIN CARCINOMA | METASTASI
nombre de casos 50 11 21 52 19
mitjana 63,40 71,82 19,38 25,31 27,64
mediana 70,00 80,00 10,00 20,00 5,00
desviacié tipica 19,23 11,68 14,02 22,90 35,63
valor maxim 90 90 40 80 90
valor minim 10 60 0,10 0,10 0
% de positivitat

<50 % 10 (20,0) 11 (100) 21 (100) 43 (82,7) 13 (68,4)
>50 % 40 (80,0) 0 0) 0 0) 9 (17,3) 6 (31,6)
<30 % 6 (12,0) 11 (100) 18 (85,7) | 28 (53,8) 13 (68,4)
>30 % 44 (88,0) 0 0) 3 (14,3) 24 (46,2) 6 (31,6)

Taula 37. Resum descriptiu de p27

Kipl

en mostres de carcinoma, PIN i teixit normal,

hiperplasia, PIN, carcinoma i metastasi. Freqiiencia i percentatge de positivitat de cada

categoria a les mostres de teixit normal, hiperplasia, PIN, carcinoma i metastasis.

c.2.2) Expressi6 de p27¢P! i parametres clinico-patoldgics

- TEIXIT NORMAL | PIN:

En general no es van evidenciar dades rellevants. Només s obtingué

una associacié significativa entre |'expressié de p27""* al teixit normal amb

I"edat (p = 0,058). Aixi, s’observa una disminucié de p27P* al teixit normal en

funcié de |'edat.

No s observa cap relacié entre I'expressié de p27¥P* a la PIN i la

resta de variables clinico-patologiques.




VARIABLE N MITIJANA ERROR p
(p27"" ESTANDAR
Edat (anys)
< 65 24 68,75 3,20 0,058
> 65 26 58,46 4,14

Kipl

Taula 38. Relacié de I'expressio de p27°"" al teixit normal amb |"edat

- CARCINOMA:

S’observa una associacié significativa o quasi significativa entre

p27Kipl i els segients parametres clinico-patologics:

a) Expressio de p27%"* i grau tumoral:

En comparar les mitjanes de |'expressié de p27%P! als grups de
tumors d'alt amb els de baix grau, s’observa una relacié directa, amb un
augment dels nivells de p27"""* amb el grau tumoral (p = 0,060). D"altra banda,
prenent com a punt de tall el valor de 30%, el grup de tumors amb elevada
expressio de p27¥P* mostra un grau de Gleason significativament elevat (29 %)
al comparar amb el grup de tumors amb expressié baixa de p27<*, el qual

mostra preferentment un grau de Gleason baix (36% dels casos) (p = 0,029).

b) Expressio de p27X?* i estadi tumoral:

S’avaluaren la totalitat de les mostres. Prenent com a punt de tall el
30%, s’observa un més gran nombre de casos amb expressié alta de p27<P*
respecte als casos expressors baixos en un estadi pT3 (63 %) enfront del pT2
(37 %). Per tant, s’observa una relacio directa que fou quasi significativa (p =
0,062).

(Pagina segiient). Taula 39. Relaci6 de I'expressié de p27<** al teixit tumoral amb la resta

de parametres experimentals.



VARIABLE N MITJANA ERROR p
(p27°"Y ESTANDAR
Edat (anys)
< 65 26 24,73 4,06 NS
> 65 26 25,89 4,96
Grau (Gleason)
2-6 28 19,80 4,32 0,060
7-10 24 31,75 4,43
Estadi (patologic)
pT2 33 22,40 4,03 NS
pT3 19 30,37 5,07
Marge de reseccié
Lliure 24 25,50 4,48 NS
Afectat 28 25,15 4,55
Invasio perineural
No 29 18,04 3,28 0,014
Si 23 34,48 5,36
Invasio de seminals
(pPT3)
No 11 31,45 6,14 NS
Si 8 28,88 9,09
Metastasis ganglionars
No 31 27,85 3,96 NS
Si 5 32,00 11,14
PSA preoperatori
<20 35 29,20 4,03 NS
>20 11 23,83 6,29
Recidiva del PSA
No 23 29,65 4,90 NS
Si 17 25,42 5,60
Moment de la recidiva
del PSA
<6 mesos 9 26,79 7,21 NS
>6 mesos 8 23,88 9,20
Tractament previ
No 37 27,65 3,62 NS
Si 10 27,11 8,66
Ploidia
Diploide 39 27,26 3,54 NS
No Diploide 7 15,30 8,44
Fracci6 de fase S
<3,50 23 26,79 4,87 NS
> 3,50 23 24,09 4,52
Fracci6 de fase S
aneuploide
<3,50 0 - - -
> 3,50 4 16,52 16,52




c) Expressio de p27<P! i invasié perineural:

Tant prenent com a punt de tall el 30% com el 50%, les diferéncies
entre el grup expressor alt i I'expressor baix de p27X** foren quasi significatives
(30%: p = 0,058; 50%: p = 0,061). Els resultats mostren una tendéncia a no
haver invasio perineural al grup d expressors baixos i si al grup d’ expressors

alts.

Al considerar I'expressié de p27%P* com una variable qualitativa
dicotomica, amb punts de tall fixats en el 50% i 30% de les cél.lules tenyides,

les associacions significatives foren les seguents:

VARIABLE N p27<Pt <50 | p27°"*>50 p
Invasio perineural
No 29 27 (93,1) 2 (6,9 0,061
Si 23 16 (69,6) 7 (30,4)

Taula 40. Associacions quasi significatives entre I'expressio de pZ?Kipl i parametres
clinico-patologics. Punt de tall al 50%.

VARIABLE N p27<Pt <30 [ p27°™ > 30 p
Grau (Gleason)
2-6 28 19 (67,9) 9 (32,1) 0,029
7-10 24 9 (37,5 15 (62,5)
Estadi (patologic)
pT2 33 21 (63,6) 12 (36,4) 0,062
pT3 19 7 (13,5) 12 (63,2)
Invasio perineural
No 29 19 (65,5) 10 (34,5) 0,058
Si 23 9 (39,1) 14 (60,9)

Taula 41. Associacions significatives i quasi significatives entre I"expressié de p27Kipl i

parametres clinico-patologics. Punt de tall al 30%.




Per tal deliminar el possible efecte del grau histologic i I'estadi
tumoral sobre |'associacié significativa entre p27X** i la invasié perineural, es
va estudiar I"expressié de p27X* i Bcl-2 només al grup de casos amb baix grau
de Gleason i amb un estadi tumoral pT2. Vam observar, que aquesta

associacio significativa es perdia quan es controlava el grau i I'estadi tumoral.

d) Expressio de p27X?* amb ploidia i proliferacié cel.lular:

No s’observaren en cap cas diferéncies significatives entre el grup
d expressi6 elevada i el grup de baixa expressié de p27“"! en relacié a la

ploidia i la fase S global.

c.2.3) Relaci6 entre I'expressié de p27¢P* amb p53, Bcl-2 i
1Waf1/Cipl

p2

Tal com s’aprecia a la seguent taula, no s’evidencia cap relacio

significativa de p27"* amb p53, Bcl-2 i p21"/2™ciPt,
VARIABLE N MITJANA ERROR p
(p27"" ESTANDAR

p53
=0 18 24,28 5,58 NS
>0 28 28,86 4,50

Bcl-2
-0 42 25,10 3,46 NS
>0 7 31,71 11,30

p21Waf1/Cip1
<5 30 28,94 4,43 NS
>5 22 20,37 4,34

Taula 42. Relacié entre |'expressi6 de p27<"* amb p53, Bcl-2 i p21"*V/“"! en el

carcinoma.




C.3. ESTUDI DE L'"EXPRESSIO DE LES CATEPSINESB i S

c.3.1) Descripcio de I'expressié de les catepsines Bi S

Lepiteli luminal de les glandules prostatigues normals fou
generalment negatiu per la Cat B excepte a les glandules atrofiques o
inflamades (Figures 27 i 29). La positivitat en glandules normals es limita a una
expressio intensa a la capa de cel.lules basals, tot i qué positivitat focal a les
cel.lules luminals s’observa en alguns casos. La positivitat més intensa entre
tots els teixits prostatics s’observa sempre a |"epiteli transicional dels ductes
periuretrals prostatics i a la metaplasia transicional (Figura 31). També

s’observa una intensa positivitat als histiocits intraglandulars i intersticials.

La Cat S fou basicament negativa en ["epiteli prostatic normal,
encara que una deébil positivitat granular s”observa al pol basal de |"epiteli en
algunes glandules. Cal destacar també que, esporadicament, célul.les luminals
mostraren una intensa tincié citoplasmatica difusa en molts casos (Figura 28).
De forma similar a la Cat B, també es troba positivitat en histiocits
intraglandulars i periglandulars, metaplasia transicional i a I'epiteli inflamat

(Figures 30 i 32), encara que les glandules atrofiques foren negatives.

Les ceél.lules ganglionars periprostatiques foren intensament
positives per ambdues catepsines. En la major part dels casos, una expressio

debil d"aquestes proteases s'observa a I’estroma normal de la prostata.

En les glandules hiperplasiques també destaca |"expressio intensa
de Cat B a la capa de ceél.lules basals, amb focal positivitat en cel.lules luminals
tenyides. La Cat S motra una expressio similar a la observada en el teixit

normal, amb focals ceél.lules basals tenyides.

Vint dels 23 casos de PIN (87%) mostraren expressié de Cat B
(Figura 33). Resultats similars s’obteniren amb la Cat S (22 de 26 casos

(85%)), essent ambdues expressions concomitants en 18 casos (78%).



Fig. 27. Glandula prostatica normal (N) amb
cél.lules lumnals CatB(-) i escasses cél.lules
basals CatB(+). També s'observa una glandula
atrofica (A) intensament positiva. x400.

AT

Fig. 29. Glandula prostatica normal amb
expressio epitelial intensa de CatB a les zones

més inflamades (fletxes). x200.

Fig. 31. Intensa expressi6 de CatB a una zona
de metaplasia transicional (M), i a les
cél.lules basals de I"epiteli normal adjacent
(N). x400.

Fig. 28. Glandula prostatica normal (N) que
mostra un epiteli predominantment CatS(-) anb
escasses cél.lules intensament positives. També
sobserva un focus de carcinoma (C) CatS(+).
x200.

Fig. 30. Glandula normal inflamada que conté
macrofags que expressen CatS.També s'observa
expressié de CatS a lescél.lulesepitelials (E) i
a macrofags que migren (M). x400.

e

Fig. 32.. Intensa expressi6 de CatSa una zone
de metaplasia transicional (M), amb epiteli
normal adjacent negatiu (N). x400.



Fig. 33.. PIN d"alt grau amb intensa expressi¢
de CatB. x400.

Fig. 34. PIN d"alt grau amb intensa expressio
granular de CatSa lesceél .lulesluminals. x400

Fig. 35. Carcinoma de prostata que expressa
difusament CatB. Sobserven macrofags
intralumnals amb expressid intensa de Cat B

(fletxa). x200.

Fig. 36. Express6 granular de CatS al
carcinoma de prostata. La positivitat es més
intensa a sobre del nucli (fletxa). x600. A
"aproximaci6 es mostra |“acumulacio
d’immunopositivitat cap al pol apical. Oli
d’immersié. x1000.



L expressio de Cat S és generalment més granular que la de la Cat
B (Figura 34). Les escasses cél.lules basals de la PIN foren generalment

positives per la Cat B, mentre que I"expressio de la Cat S no resulta evident.

L expressio de la Cat B s’observa en 28 carcinomes (74%) (+: 13,
++: 14, +++: 1). La Cat S s’expressa en 32 casos (84%) (+: 17, ++: 12, +++: 3)
(Figures 35 i 36). Tant I'expressio citoplasmatica difusa com la finament
granular de la Cat B s’observa als carcinomes, mentre que la Cat S fou
basicament granular grollera. L expressio de la Cat S fou, de vegades, més
intensa a la part supranuclear de les cel.lules tumorals (Figura 36, requadre
superior esquerre). L expressié d aquestes proteases fou heterogénia en cada
cas, generalment en algunes arees de la neoplasia, i la positivitat d"ambdos
enzims s’ observa en 24 casos (63%). Els macrofags Cat B positius foren
observats freqientment a les glandules neoplasiques (Figura 35). D’altra
banda, escassos histiocits estromals positius s"observaren en focus tumorals

en alguns casos. També s’ obtingueren resultats similars per a la Cat S.

VARIABLE PIN CARCINOMA

Cat B

negatiu 3 (115 12 (27,3)

<10 % 21 (80,8) 13 (29,5)

10 - 50 % 2 (7,7) 18 (40,9)

> 50 % 0 (0,0) 1 (23
Cat S

negatiu 3 (11,5 7 (171

<10% 17 (65,4) 18 (43,9)

10-50 % 6 (23,1) 13 (31,7)

> 50 % 0 (0,0 3 (7,3

Taula 43. Resum descriptiu de |"expressio de catepsina B i S en mostres de PIN i

carcinoma (N° de pacients i percentatge).

Als casos on s’identifica carcinoma, PIN i teixit normal es va
evidenciar un augment significatiu de I'expressié de la Cat B a les mostres de

carcinoma respecte a les mostres de PIN (p=0,013). En canvi, a les mostres




tenyides de Cat S no s’evidencia cap augment de I'expressié a les mostres de
carcinoma respecte al teixit normal i PIN, ni entre la PIN respecte al teixit

normal.
VARIABLE Cat B N CatBT=0 | CatBT>0 p
Cat B PIN
=0 3 3 (11,5) 0 (0) 0,013
>0 23 4 (15,4) 19 (73,1)

Taula 44. Augment significatiu de I"expressié de Catepsina B en mostres de carcinoma

respecte a la PIN. Agrupacié en dues categories.

VARIABLE Cat S N CatST=0 | CatST>0 p
Cat S PIN
=0 3 0 (0) 3 (11,5) NS
>0 23 1 (3,8) 22 (84,6)

Taula 45. Abséncia de associaci6 entre |'expressié de Catepsina S en mostres de
carcinoma i a la PIN. Agrupacié en dues categories.

c.3.2) Expressi6o de les catepsines B i S i parametres clinico-

patologics

S’han comprovat diversos intervals de positivitat sense trobar cap
relacio significativa entre la Cat B i la Cat S amb els parametres clinico-
patologics analitzats, incloent I'estadi tumoral i el patr6 combinat de Gleason.
L’estudi de la Cat S no mostra cap dada d’interés al relacionar aquest enzim

amb els parametres clinico-patologics.

(Pagina segiient) Taula 46. Expressié de Catepsina B i parametres clinico-patologics.



VARIABLE N Cat B Cat B Cat B Cat B p
= >0-<10 10 - 50 > 50 + VS -
Edat (anys)
<65 20 3 (15,0) 7 (35,0) 9 (45,0) 1 (5,0 0,095
> 65 24 9 (37,5) 6 (25,0) 9 (37,5) 0 (0,0)
Grau (Gleason)
2-6 25 6 (24,0) 7 (28,0) | 11 (44,0) 1 (4,0 NS
7-10 19 6 (31,6) 6 (31,6) 7 (36,8) 0 (0,0
Estadi (patologic)
pT2 29 8 (27,6) | 10 (34,5) | 10 (34,5) 1 (3,4) NS
pT3 15 5 (33,3) 4 (26,7) 6 (40,0 0 (0,0
Marge de reseccio
Lliure 20 7 (35,0) 5 (25,0) 8 (40,0) 0 (0,0 NS
Afectat 24 5 (20,8) 8 (33,3) | 10 (41,7 1 (4,2
Invasio perineural
No 28 7 (25,0) 8 (28,6) | 12 (42,8) 1 (3,6) NS
Si 16 5 (31,3 5 (31,3 6 (37,4) 0 (0,0
Invasio de
seminals (pT3)
No 10 3 (30,0) 1 (10,0) 6 (60,0) 0 (0,0) NS
Si 5 2 (40,0) 3 (60,0) 0 (0,0 0 (0,0
Metastasis
ganglionars
No 28 8 (28,6) 7 (25,0) | 12 (42,8) 1 (3,6) NS
Si 4 1 (25,0) 2 (50,0) 1 (25,0) 0 (0,0
PSA preoperatori
<20 29 6 (20,7) 9 (31,0) | 13 (448) | 1 (3,9 NS
> 20 10 4 (40,0) 2 (20,0) 4 (40,0) 0 (0,0)
Recidiva del PSA
No 21 4 (19,0) | 6 (28,6) | 11 (52,4) | 0 (0,0) NS
Si 13 4 (30,8) | 4 (30,8 5 (38,5) 0 (0,0
Moment de la
recidiva del PSA
<6 mesos 8 3 (37,5) 2 (25,0) 3 (37,5) 0 (0,0) NS
> 6 mesos 5 1 (20,0) 2 (40,0) 2 (40,0) 0 (0,0)
Tractament previ
No 32 9 (28,1) 8 (25,0) | 15 (46,9) | 0 (0,0) NS
Si 8 2 (25,0 3 (37,5 2 (25,0 1 (12,5)
Ploidia
Diploide 32 8 (25,0) | 11 (34,4) | 12 37,5 | 1 (3,1) NS
No diploide 7 3 (429 |1 (143) | 3 (429 | 0 (0,0
Fracci6 de Fase S
<3,50 21 7 (333) | 5 (238) | 8 (38,1) | 1 (4,8 NS
> 3,50 18 4 (222) | 7 (38,9 | 7 (38,9 | 0 (0,0
Fracci6 de Fase S
aneuploide
<3,50 4 2 (50,0) | 1 (25,00 | 1 (25,00 | 0O (0,0 NS
> 3,50 3 1 333)| 0 (0,00 | 2 (66,79 | 0 (0,0




VARIABLE N Cat S Cat S Cat S Cat S p
= >0-<10 10 - 50 > 50 + VS. -
Edat (anys)
<65 20 3 (15,0) |11 (55,0) | 4 (20,0) | 2 (10,0) NS
> 65 21 4 (19,0) | 7 (33,3) | 9 (42,9 1 (4,8
Grau (Gleason)
2-6 23 3 (13,0) |11 (47,8)| 7 (30,4) 2 (8,7) NS
7-10 18 4 (22,2) | 7 (38,9 | 6 (33,3 1 (56
Estadi (patologic)
pT2 27 3 (11,1) |13 (48,1)| 9 (33,3) 2 (7,4) NS
pT3 14 4 (28,6) | 5 (35,7) | 4 (28,6) 1 (7,1)
Marge de reseccio
Lliure 18 3 (16,7) | 10 (55,5 | 5 (27,8) 0 (0,0 NS
Afectat 23 4 (174) | 8 (34,8 | 8 (34,8 3 (13,0
Invasio perineural
No 26 5 (19,2) | 10 (38,5 | 9 (34,6) 2 (71,7) NS
Si 15 2 (133) | 8 (63,3) | 4 (26,7) 1 (6,7)
Invasio de
seminals (pT3)
No 9 4 (445) | 3 (33,3) | 2 (22,2) | 0 (0,0 NS
Si 5 0 (0,0 2 (40,0) | 2 (40,00 | 1 (20,0
Metastasis
ganglionars
No 24 5 (20,8) | 13 (54,2) | 5 (20,8) 1 (4,2 NS
Si 4 0 (0,0 1 (250 | 2 (50,00 | 1 (25,0
PSA preoperatori
<20 27 2 (74) | 13 (48,2) | 10 (37,00 | 2 (7,9 NS
> 20 8 3 (375 | 3 (37,5 | 1 (12,5 1 (12,5)
Recidiva del PSA
No 18 4 (22,2) | 10(55,6) | 3 (16,7) 1 (5,6) NS
Si 12 1 (8,3 5 (41,7) 4 (33,3) 2 (16,7)
Moment de la
recidiva del PSA
<6 mesos 6 1 (16,7) 2 (333) | 1 (16,7) | 2 (33,3) NS
> 6 mesos 6 0 (0,0 3 (50,0) | 3 (50,0) 0 (0,0)
Tractament previ
No 30 4 (13,3) | 15(50,0) | 8 (26,7) 3 (10,0) NS
Si 6 2 (33,3 1 (16,7) 3 (50,0 0 (0,0
Ploidia
Diploide 30 3 (10,0) | 15 (50,0) | 10 (33,3) | 2 (8,7) NS
No diploide 5 2 (40,0) | 2 (40,00 | 1 (20,0 0 (0
Fracci6 de Fase S
<3,50 18 1 (5,6) 9 (50,0) | 6 (33,3) | 2 (11,1 NS
> 3,50 17 4 (235) | 8 (47,1) | 5 (29,9 0 (0
Fracci6 de Fase S
aneuploide
<3,50 2 0 (0) 1 (50,0) | 1 (50,0) 0 (0 NS
> 3,50 3 2 (66,7) | 1 (33,3 0 (0) 0 (0)




(Pagina anterior). Taula 47. Expressié de Catepsina S i parametres clinico-patologics.

c.3.3) Coexpressi6 de CatepsinaBi S

S’evidencia una coexpressio d"ambues catepsines en el 62 % de les
mostres de carcinoma i en el 78 % de les mostres de PIN. Les mostres amb
absencia d expressio simultania d’ambdues catepsines foren molt poques, 2 de
tumorals (5 %) i 1 de PIN (4 %).

Dels 9 carcinomes negatius per la Cat B, s"avalua concomitantment
la PIN d"alt grau en 6 casos, dels cuals 3 foren positius per Cat B. Només 1
dels 6 casos Cat S negatius en els carcinomes presenta una PIN coincidental,

gue va ser positiva.

Malgrat |'elevada coexpressié d’ambdues catepsines, a |'estudi
estadistic no s’evidencia una associacio significativa entre |I"expressio de Cat B
i Cat S avaluada tant a les mostres de PIN, com a les mostres de carcinoma.
Aquest fet pot ser degut possiblement a la desproporcié de casos entre les
diverses categories.

VARIABLE Cat B N Cat SPIN=0| Cat SPIN>0 p
Cat B PIN
=0 3 1 (43) 2 (8,7) NS
>0 20 2 (8,7) 18 (78,3)

Taula 48. Relacio entre I'expressié a la PIN de la Catepsina B i Catepsina S. Agrupaci6

en dues categories.

VARIABLE Cat B N CatS=0 CatS>0 p
Cat B
=0 10 2 (51) 8 (20,5) NS
>0 29 5 (12,8) 24 (61,5)

Taula 49. Relaci6 entre I'expressié de Catepsina B i Catepsina S en carcinomes.

Agrupacié en dues categories.




c.3.4) Expressio de Catepsina B i S i resta de marcadors

immunohistoquimics

a) Relaci6 de |I'expressié de Catepsina B amb p53 i Bcl-2:

No s"evidencia cap associacio significativa entre Cat B i p53.

Pel que fa a Bcl-2, savaluaren un total de 42 mostres. De les
mostres amb abséncia d expressio de Bcl-2, en 29 casos (81 %) s'observa
expressio de Catepsina B. En canvi, només en 2 casos (33 %) amb expressi6
de Bcl-2 s"observa expressio de Catepsina B. Per tant, s’evidéncia una relacié

inversa entre I'expressié de Catepsina B i Bcl-2 (p = 0,032).

VARIABLE Bcl-2 N CatB=0 CatB >0 p
Bcl-2
=0 36 7 (19,4) 29 (80,6) 0,032
>0 6 4 (66,7) 2 (33,3)

Taula 50. Relacio entre I'expressio de Catepsina B amb Bcl-2. Agrupacié en dues
categories.

b) Expressid de Catepsina S amb p53 i Bcl-2:

Respecte a p53, s’avaluaren un total de 36 mostres. En cap cas
s’observa abséncia d expressio de catepsina S i de p53. Quan p53 fou positiva,
en 17 casos (74 %) s"observa expressio de catepsina S. També fou destacable
que p53 es sobreexpressés en tots els casos amb absencia d”expressié de Cat
S. En canvi, en 13 casos s’observa expressio de catepsina S amb p53
negativa. Agquestos resultats sén d"avaluacié una mica complexa, perdo sembla
observar-se una tendencia a la relacié inversa entre ambddés marcadors, de

forma quasi significativa (p = 0,068).

La relacio entre la Cat S i Bcl-2 no aporta dades significatives.




VARIABLE N CatS=0 CatS>0 p
p53
=0 13 0 (0 13 (100) 0,068
>0 23 6 (26,1) 17 (73,9)
Bcl-2
=0 34 4 (11,8) 30 (88,2) NS
>0 5 2 (40,0) 3 (60,0)

Taula 51. Relacio6 entre I'expressié de Catepsina S amb p53 i Bcl-2.

c) Expressio de Catepsines B i S amb p21Wai/CiPL j np7Kpl.

No s’observa cap relacid significativa entre I'expressio d’ambdues

catepsines en carcinomes amb la p21"W3%CiPL j |g p27KiPL,



D. RESUM DELS RESULTATS OBTINGUTS

Un resum dels resultats obtinguts es detalla a continuacio:

p53 Bcl-2 | p21Wetert | po7iiPt CATB CATS

EDAT 0,095(*)

GRAU 0,008 0,041 0,100 0,029

ESTADI 0,013 0,062

MARGE DE 0,029 0,012 0,068
RESECCIO

INVASIO 0,014
PERINEURAL

PSA PRE- 0,054 0,083
OPERATORI

RECIDIVA DEL
PSA

TRACT. PREVI 0,005

PLOIDIA 0,064

FASE S GLOBAL 0,014

Taula 52. Resum de les associacions significatives (p<0,05) i quasi significatives
(p<0,10) obtingudes a I‘analitzar les variables experimentals amb les variables clinico-
patologiques als carcinomes. La relacié entre variables és directa a excepcid dels casos
assenyalats amb un asterisc (*) en els quals fou inversa. Les caselles buides corresponen a

associacions no significatives amb una p > 0,10.




p53

Bcl-2

p21Waf1/Cip1 0'001
p27Kip1
CATB 0,032 (*)

CATS 0,068 (*)

p53 Bcl-2 p21WarticipL | po7Kiel CATB CATS

Taula 53. Resum de les associacions significatives (p<0,05) i quasi significatives
(p<0,10) obtingudes a |"analitzar les variables experimentals entre si. La relacio entre variables
és directa a excepcid dels casos assenyalats amb un asterisc (*) en els quals fou inversa. Les

caselles buides corresponen a associacions no significatives amb una p > 0,10.

(Pagina segient). Fig. 37. Variacié en els perfils d’expressié inmunofenotipica dels
marcadors de cicle cel.lular i apoptosi en els diferents casos estudiats i comparacié amb el grau
de Gleason, fase S global i recidiva del PSA.

Significat del color vermell: p53 (+), Bcl-2 (+), p21"e™"! (+) > 5% de cél.lules, p27 " (+)
<30% de cel.lules, grau de Gleason >7, Fase S global > 3,50 i Recidiva del PSA (+).

Significat del color verd: p53 (-), Bcl-2 (-), p21"e™P* (+) < 5% de cél.lules, p27"P* (+) >
30% de cél.lules, grau de Gleason <6, Fase S global <3,50 i Recidiva del PSA (-).
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V. DISCUSSIO




Actualment, esta ben establert que en els gens reguladors del cicle
cel.lular succeeixen importants alteracions que intervenen en el procés
carcinogenetic "in vitro". L’aplicacié de tecniques immunohistoquimiques a
I"estudi de teixits neoplasics procedents de mostres anatomo-patologiques ha
permés comprobar que aquestos fenomens també s observen "in vivo". Entre
les neoplasies que més atencié dels investigadors estan atraent a nivell
mundial s’hi troba sense dubte el CP, per les raons ja esmentades a la
introduccid, entre les quals s'hi troba la incidéncia, mortalitat, |'escas
coneixement dels seus mecanismes de carcinogenesi i la mancanca de

tractament efectiu.

Per tal d’intentar col.laborar a arribar a una millor coneixenca dels
mecanismes que expliquin i ajudin a combatre aquesta neoplasia, els grups
d’investigacié sobre aquesta entitat estan prestant una atencié especial a les
possibles anomalies que apareixen a la regulacio del cicle cel.lular, |"apoptosi i
els mecanismes d’invasié neoplasica del CP. Per aix0, aquest estudi va
plantejar I"analisi d"alteracions en proteines involucrades a la progressié del CP
des del seu estadi preinvasiu fins el moment de la invasid6 metastasica. S han
comprovat que, efectivament, es produeixen diversos tipus d’anomalies en la

progressioé del CP, la qual cosa confirma la complexitat del procés carcinogenic.

A. PARAMETRES CLINICO-PATOLOGICS

La major part de les correlacions entre els parametres clinico-
patologics van ser les esperades per nosaltres, donat que es ben coneguda llur
influéncia en I"evolucié i pronostic d’aquesta neoplasia. Aixi, per exemple,
mereix la pena destacar la forta correlacio positiva que hi hagué entre el grau
histologic i altres parametres com |"estadi tumoral, marge de reseccio, invasio
perineural, metastasis ganglionars, PSA preoperatori i recidiva del PSA. En
aguest sentit, també cal destacar I'associacié observada entre la ploidia i la

fase S global.



A més, resulta interessant la correlacié entre el PSA preoperatori i
I"afectacié del marge de reseccio, que podria ser deguda a una accés més facil
d’aquesta molecula al torrent sanguini després de |‘extensid local de la

neoplasia, la qual resulta de més dificil reseccié.

Resulta logic, perd no per aixd menys important, la constatacio de la
correlacié entre |afectaci6 del marge de reseccid, invasié de vesicules
seminals i PSA preoperatori amb la recidiva del PSA. Quelcom semblant
succeeix també pel que fa a I"'associacio entre el tractament previ del malalt i la

més gran tardanca en la recidiva del PSA.

B. p53, Bcl-2 i p21"Wat/ciet

Un primer objectiu d'aquesta tesi era coneixer les possibles

alteracions en I'expressié de p53, Bcl-2 i p21Wat/cirl

. Actualment, es sap que
aguestos 3 moduladors es troben en vies de regulacid del cicle cel.lular i
apoptosi, per la qual cosa es va considerar interessant |"analisi de les possibles

coincidencies en les seves alteracions.

B.1. p53

La mutacio del gen supressor tumoral TP53 ha estat implicada des
de fa anys en la tumorogenesi de molts tipus de neoplasies malignes humanes
325 Aquestes mutacions son freqiients en una gran varietat de tumors. De tota
manera, a la prostata la freqiéncia de mutacions de p53 descrites és forga
variable, variant segons diversos autors entre el 0 i el 42% %%® 3% |a qual cosa
pot significar un paper important d’aquest gen a la tumorogéenesi. Aix0 ha
conduit a que nombrosos grups d’investigacio arreu del mén s"hagin interessat
pel paper d’aquest gen en el CP, havent estades publicats un bon grapat de
treballs. No obstant, tot i la gran quantitat dinformacié existent sobre aquest
tema, I"evidencia que considera el paper del gen TP53 en la carcinogénesi i

progressié del CP continua essent motiu de controversia.



L avaluacié6 immunohistoquimica de la sobreexpressio de p53 ha
donat lloc a abundant literatura on aquesta anormalitat s"ha trobat amb
assiduitat a un ampli rang entre el 2 i el 79% dels carcinomes de prostata 3'®
326, 328330 Tot | aixd, en un estudi antic s’ha referit una immunoreactivitat
enfront de la proteina p53 de fins a un 97% dels casos ?°. A més, hi ha una
informacié contradictoria en relacié a I'estadi de I"evolucio de la neoplasia en el
qual s’obtingué aquesta expressid. Segons alguns autors, aquest event ja
s observa en |"epiteli prostatic normal o després de radioterapia 2’* 33!, després
del desenvolupament d’hiperplasia **? o pot ser vist en epiteli displasic #* ?’*
333 Les darreres observacions més probablement representen una expressié
transitoria de p53 normal després de la induccié per diversos estimuls
proliferatius i/0 nocius més que deguda a anormalitats genomiques. De tota
manera, en la major part dels estudis s"ha proposat que la sobreexpressio de
p53 és un esdeveniment rar i tarda, més frequentment identificat a les

metastasis >34 3%,

En el teixit normal, hem trobat evidencia de sobreexpressio de p53 a
les cél.lules basals, tot i que de forma ocasional. La concepcié actual que es té
de la cel.lula basal com a cel.lula proliferant i, possiblement, com a cel.lula
mare de |"epiteli prostatic ens fa pensar que I'expressio focal de p53 nativa es
donaria en ceél.lules basals que haurien deixat de proliferar. Es possible que
aguestes cel.lules hagin finalitzat la seva tasca dins de la glandula prostatica,
tornant-se senescents. D’altra banda, es possible també que les cel.lules
basals hagin patit de dany genomic durant el seu procés de diferenciacid. En
tot cas, tot aix0 hauria comportat |"activacio de p53 per tal de procedir a la seva

eliminacié per apoptosi i esser substituida per una cél.lula basal més jove.

En les lesions preneoplasiques, la troballa de positivitat, en algunes
cel.lules basals i luminals, es podria correspondre amb una sobreexpressié de
p53 nativa, potser com a resposta enfront de la propia transformacio
neoplasica. En aquest cas, es possible que la p53 nativa estigués afavorint,
sense exit aparent, una resposta de I'hoste vers aquesta transformacio,
intentant que aquestes cel.lules transformades entressin en una via apoptotica i

fossin finalment eliminades.



En les mostres corresponents als carcinomes, la sobreexpressié de
p53 es caracteritza pel seguent: a) un rang ampli de pacients que expressa
p53, b) una mitjana del percentatge de cel.lules tenyides baix i ¢) la tendéncia a
I"agrupacié a determinades zones de la tumoracio, originant la formacio de
“clusters”. Els nostres resultats han evidenciat una associacio significativa amb

278, 279, 330, 336, 337

un grau histologic alt i amb un estadi avancat en consonancia

amb la major part dels estudis sobre el tema, malgrat que en altres estudis no

s’ha trobat aquesta relacié pel que fa al grau histologic 270 310 318. 338,339 § 5

318, 338-341

I"estadi tumoral S’ha demostrat que aquesta immunoreactivitat

augmenta a les metastasis, si es compara amb el tumor primari aparellat 3% 3%,
D’altra banda, s"ha provat de definir el paper de les mutacions de TP53 al CP

343347 les quals s’han trobat essencialment en tumors d’estadi avancat, on

podria estar relacionat amb resisténcia als androgens 3,

La troballa d"associacio significativa de |'expressio de p53 amb un
grau histologic alt i amb un estadi TNM avancat, ens fa pensar que p53 es
podria sobreexpressar en subpoblacions de la tumoracié visualitzades com a
“clusters" que confereixin una més gran agressivitat al tumor, amb una pérdua
de la diferenciacio i I"adquisicio de caracteristiques morfologiques de més gran
malignitat. Aquesta dada també ha estat comentada en algunes publicacions

329, 330, 349-351

recents i per I"'observacioé que els tumors amb un augment de la

positivitat de p53 presentaven indexs de proliferaci6 més alts, tal com s’indica

en alguns treballs 3!8 336. 340, 352, 353

, encara que en altres estudis no s ha trobat
aquesta relacié 2% 3! 3** D’entrada hom pot pensar en una contradiccié pel
que fa a la relacié existent entre p53 i un augment de la fase S, ja que p53 és
un gen supressor tumoral i, per tant, controla la proliferacié cel.lular. Una
explicacio per aquest fet podria ser que p53 es trobés mutada. Totes aquestes
troballes també justifiquen els criteris d"avaluacié immunohistoquimics emprats
en l"avaluacié immunohistoquimica de p53 en aquest estudi, a I"haver trobat
associacions significatives considerant qualsevol tipus d’expressié de p53 com

a positiva.



No hem evidenciat associacié significativa entre p53 i el PSA
pretractament, a |'igual que en diversos estudis publicats 38 338-339. 355, 3% j o
diferéncia d altres estudis *% 3°° 3¢ g'ha suggerit que nivells de PSA elevats
també definirien poblacions tumorals més agressives **’. Aquest extrem no
s’ha pogut demostrar amb els nostres resultats, si bé no és descartable,
donada |"associacié significativa del grau i I'estadi tumoral amb I"'expressié de

p53 i també amb els nivells elevats de PSA pretractament.

Respecte a altres variables estudiades, els nostres resultats sén
semblants als descrits a la literatura. Aixi s"ha trobat descrita en estudis previs
una associacié6 amb |afectaci6 del marge tumoral 2’* ¥ i una abséncia
d"associacié amb: I'edat *** > amb, afectaci6 de les vesicules seminals ?°,

360

270. 39 administracié de tractament previ **°,

afectacié de ganglis regionals
recidiva del PSA ¥ ploidia cel.lular **®. Malgrat la coincidéncia de resultats, en
diverses ocasions també s’han detectat discrepancies, com | associacié
significativa de |'expressié de p53 amb una abséncia d”afectacié del marge

i, sobretot, amb |"aparicié de recidiva del PSA 337 350 362:364

Possibles explicacions per les discrepancies abans descrites son: a)
la disparitat dels anticossos utilitzats, que només poden detectar o no la
proteina mutada (la majoria de les publicacions recents que inclouen I"estudi
immunohistoquimic de I"expressio de p53 a la prostata s"han realitzat utilitzant
el clon DO-7 329 330. 339,349,362 i még recentment, diversos estudis han utilitzat
també el clon 1801 3!% 3°° Pper realitzar el nostre estudi s’ha utilitzat el clon
BP53-12, que, al igual que els anteriors, reconeix tant la forma mutada com la
nativa de p53 338 305-3%8) 'h) e|s diferents protocols immunohistoquimics utilitzats
en Is quals la sensitivitat pot variar ampliament amb el metode (peroxidasa-
antiperoxidasa, avidina-biotina, estreptavidina-biotina, etc.) i amb I"Us o no de
desenmascarament antigenic (digestid, calentament amb microones,
tractament amb olla a pressio, etc), c) els criteris i métode d’avaluacio
(negativitat absoluta contra qualsevol tipus de positivitat, diferents percentatges
de punt de tall, morfometria contra ull nu), d) variabilitat en la mida de les
mostres avaluades (biopsia per agulla, reseccid transuretral, peces de

prostatectomia amb diferents expressions a diferents focus, etc.) i e) diferéncies



etiopatogeniques entre els diferents paisos. No és, per tant, sorprenent que
diferents opinions siguin expressades respecte a la utilitat d"aquest marcador

com a factor pronostic a la patologia prostatica.

D aquestos resultats es conclou que la sobreexpressio de p53 és
més freqlent en fases avancgades (carcinoma infiltrant) de la transformacio
neoplasica prostatica, mentre que la seva aparicié esporadica al teixit normal i
PIN probablement sigui deguda a sobreexpressio transitoria de p53 nativa. La
correlacio observada amb ["afectaci6 del marge de reseccidé aixi com amb
I"augment de la fase S estaria motivada per |'efecte del grau de Gleason sobre
aguestes variables.

B.2. Bcl-2

La proteina Bcl-2 ha estat menys estudiada que p53 en el CP i la
sobreexpressio detectada per métodes immunohistoquimics s"ha observat en
un percentatge menor de tumors primaris que |'expressié de p53 329 336, 337. 330,

%7 La detecci6 immunohistoquimica de Bcl-2 s’ha reportat en diversos

368371 | també, el de

carcinomes, com el de mama, ovari, colon, nasofaringe
prostata. Un estudi amb mostres consecutives de prostatectomia de malalts no
tractats previament va suggerir que la presencia de Bcl-2 estava associada

amb un pitjor pronostic, especialment quan es combinava amb una alta Ki-67
372

La distribucié de I'expressio de Bcl-2 en les nostres mostres va
adoptar una interessant distribucioé bimodal, amb dos pics, el primer del qual es
trobava en les cél.lules basals en el teixit benigne, aixi com a la PIN d"alt grau.
El segon, menys marcat, el vam trobar a les cel.lules corresponents a tumors

de més alt grau histologic.

Independentment, també es va observar expressi0 a algunes
glandules atrofiques. Es podria pensar en una contradiccid, donat que Bcl-2 és

un inhibidor de I"apoptosi i I"atrofia, quan és difusa i d"origen hormonal, mostra



elevats nivells d apoptosi 3**. També és possible que aquestes glandules
atrofiques que s han observat enmig de zones de carcinoma, expressin Bcl-2
per interacci6 amb el microambient originat a partir de la proliferacio
neoplasica. De tota manera, atrofia no ha d'implicar necessariament apoptosi i,
en aquest cas, és possible que algunes glandules atrofiqgues es trobin en un
estat de quiescencia amb una supervivencia perllongada manifestada amb
I"expressié de Bcl-2 o puguin pertanyer a I'entitat anomenada Atrofia
Inflamatoria Proliferativa (PIA), on |"apoptosi és un fenomen poc frequient *°*.
Fins i tot, aquestes glandules podrien ésser novament estimulades, amb la qual
cosa incrementarien de nou la seva proliferacié i podrien esser susceptibles de

desenvolupar una hiperplasia postatrofica.

L aparici6 del primer pic a l'etapa normal i, sobretot a la fase
preinvasiva, ens fa pensar que la inhibicié de I"apoptosi seria un tret important
de les cél.lules basals normals aixi com les que caracteritzen la PIN. Aquesta
troballa podria ser explicada per la suposada activitat proliferativa que
caracteritza les cel.lules basals normals. L expressié de Bcl-2 podria ser una
caracteristica normal a les cél.lules mare de la prostata. Aixi, per tal d"ajudar a
la seva diferenciacio, s’inhibirien les vies apoptotiques en aquest tipus de
cel.lules, possiblement regulades per androgens tal com s"han suggerit en

alguna publicacié "

, I se n'afavoriria la seva proliferaci6. Tanmateix, el
suposat augment en la supervivencia que cal esperar en aquestes ceél.lules
podria comportar una més gran probabilitat de patir mutacions i progressar cap
a PIN. Un cop a la fase de PIN, en un ambient favorable, |"expressi6 de Bcl-2
es mantindria a les cél.lules basals i també es podria arribar a observar a les
cel.lules luminals. Aquest manteniment de |"expressio de Bcl-2 en cél.lules més
diferenciades ens fa pensar que possiblement hi hagin altres mecanismes
implicats, com alteracions en |"estimulacié androgénica o la preséncia daltres
tipus de mutacions, fets que no poden ser comprovats amb els objectius
establerts en aquest estudi. De tota manera, estudis recents suggereixen
I'existéncia de vies de regulacié entre els androgens i Bcl-2 %% % malgrat no

disposar actualment de dades que confirmin totalment aquestes troballes.



En el nostre estudi, la deteccié d'immunoreactivitat per a Bcl-2 a la
PIN fou destacable (65%). Resultats similars s"han reportat en tres d"aquestos

estudis 37°377

, on la immunoreactivitat forta per Bcl-2 fou evident en més del
50% de les mostres de PIN avaluades, mentre que en altres 3 estudis, només
el 17-35 % de les mostres de PIN foren Bcl-2 positives 2% 33 38 A més, el

primer estudi publicat no va reportar sobreexpressi6 de Bcl-2 a la PIN 37°.

El segon pic d’expressio de Bcl-2 es troba associat a carcinomes
invasius preferentment d alt grau. Per tal d"explicar aquest fet, es pot postular
que Bcl-2 seria un mecanisme utilitzat per cel.lules indiferenciades en el
carcinoma de prostata d’alt grau, per tal devitar I"'apoptosi. Aix0 es podria
aconseguir amb I"afavoriment per part d’aquestes cel.lules de la mutacié del
gen bcl-2, la qual cosa podria significar I"expressié d”una proteina Bcl-2 mutada
que no respondria a altres moduladors com els androgens o p53. Aquesta
hipotesi es veu recolzada pel fet que la sobreexpressié de Bcl-2 s"ha associat
amb progressio de la malaltia i CP hormono-independent amb amplificacio del
receptor d’androgens. 2°® %% 378 Una altra possibilitat es basa en I"evidéncia
d"una regulacié inapropiada del gen bcl-2 no alterat genéticament mitjangant
mutacions de p53, defectes en la via supressora tumoral de p53 i/o

desregulacié dels membres de la familia BCL-2, com Bax "8 380-382

Dels 49 CP primaris corresponents al nostre estudi, només s ha
trobat immunoreactivitat per Bcl-2 en pocs casos (14 %). En la majoria dels
casos, la incidéncia publicada préviament ha variat ampliament (3-87 %) 34% 30
375.383385  Algunes d’aquestes variacions poden ser atribuides a un nivell llindar
de positivitat o a diferencies entre les poblacions de pacients presents a
diferentes institucions. D’altra banda, pot reflectir també diferéncies en els
anticossos utilitzats i a la relativa preservacio dels antigens. No obstant, en tots
els estudis, incloent aquest, la tincié de Bcl-2 fou sempre heterogénia a les

arees de cancers.

Hi han resultats conflictius sobre la relacid entre immunoreactivitat

de Bcl-2 i grau tumoral. En 2 estudis, I'expressié de Bcl-2 tendia a ser més

376, 378 ;

frequent en tumors dalt grau i en el nostre estudi aquesta diferéncia ha



estat significativa a I'igual que en diverses publicacions 3" 34% 3¢ En canvi, no
hem trobat associacié amb |"estadi tumoral, fet corroborat per diversos estudis

270, 340, 374, 383385 N9 gbstant, en altres estudis no s’ observa correlacié entre

expressié de Bcl-2 amb el grau histologic 27 336 378. 383, 386

| 317, 336, 364, 372

, pero si amb I"estadi

tumora

Respecte a altres variables, hem trobat uns resultats semblants als
obtinguts en altres estudis. Aixi, s"ha descrit una associacio significativa amb

37 i amb la ploidia cel.lular *** 3. De tota

els nivells de PSA preoperatori
manera, els nostres resultats han estat quasi significatius. En canvi, en
nombrosos estudis s’ha observat abséncia d’associaci6 amb |'edat *'°

372

I"afectaci6 de les vesicules seminals %’°, I"afectacié de ganglis regionals *"?, la

recidiva dels nivells de PSA 7, I'administracié de tractament previ *® i la

proliferaci6 cel.lular 260 270 336,340,372

Discrepancies amb els resultats obtinguts es troben en un petit
nombre de publicacions. Aixi, a diferencia de nosaltres, s"ha reportat una
associacid significativa amb la recidiva del PSA *° i amb la proliferacié cel.lular
317.3%3 i una abséncia d"associacié amb |"afectacié del marge de resecci6 2"°.
En el nostre estudi, aquesta relacido amb el marge afectat podria ser dependent
del grau histologic, la qual cosa explicaria aquesta discrepancia de resultats

observada.

Tot i que s ha reportat que I"expressio de Bcl-2 tipicament succeeix

en CP en estadis avancats %

i, per tant, probablement representa un
esdeveniment tarda en el desenvolupament del CP. Els nostres resultats
suggereixen que la sobreexpressio de Bcl-2 és un esdeveniment precog a la
carcinogenesi prostatica. Aquest fet fa que, probablement, la perllongacio de la
supervivencia cel.lular doni lloc a que les cel.lules de PIN es tornin més
vulnerables a altres oncogens, els quals podrien induir etapes posteriors en el
procés de tumorogenesi. Aixi, és probable que I'expressiéo de Bcl-2 estigui
també implicada, encara que possiblement en menor grau, en la tumorogénesi

inicial a la prostata.



B 3 p21Waf1/Cip1

1WerCPL " com p53, és un gen supressor que té una funci6

1Waf1/C|pl

p2
inhibidora dels complexos cdk/ciclina. L expressio de p2 a les mostres
del nostre estudi ha estat forca variable i, aparentment, no ha semblat que
adoptés cap patré definit, tant en les mostres de teixit normal, PIN i en els

carcinomes. Aquestos resultats contradiuen les troballes d"alguns autors que

1Waf1/Cip1 | 389

no van observar expressio de p2 en el teixit norma 0 només en
escasses cél.lules basals *®°. Si s’exceptua la relacié amb el tractament previ,
tampoc s"ha observat cap associacio significativa amb els diversos parametres
clinico-patologics, a diferencia d"altres tipus de carcinoma, com el de mama, on
si s’ha trobat relaci6 amb el grau tumoral *3. De tota manera, si que s ha

observat una tendéncia a relacionar-se p21VatcPt

amb el grau, marge de
reseccio i recidiva del PSA, malgrat no haver obtingut resultats significatius.
Aixd ens va fer pensar que els mecanismes de regulacié de p21"¥™CP! serien
forca complexos i, adhuc, maltiples i no podrien ser explicats totalment amb els
estudis experimentals realitzats en aquesta tesi. Aquesta idea és recolzada pel
fet que, malgrat ser un gen supressor tumoral, les mutacions del gen
p2
p21Va/CPL ho han evidenciat un augment significatiu en el desenvolupament de

QWar/CPl son rares i pel fet que estudis amb ratolins “"knock-out" per

tumors %2

A la nostra série, pocs casos (14 %) foren totalment negatius per

QWat/CPl i en casos positius per p21VeCP |3 variacié de la fraccié de

p2
Wafl/Cipl pN g . PN :

p21 a les cél.lules tumorals positives no fou excessivament amplia (O -

35 %). Aquestes dades contrasten una mica amb les obtingudes per altres

autors. Aixi, s"ha reportat una variacié en la fraccié de p21"WaCP! g |es cél.lules

tumorals positives entre el 17 i el 75 % 27> 276. 279, 318,389

Hem observat també un augment dels nivells de p21"2"/“"! associat
significativament amb |"administracié de tractament abans de la cirurgia *”°.
Aixo0 fa pensar que el tractament previ podria alterar la regulacio transcripcional

de p21WaCiPl nar un mecanisme no necessariament depenent de p53 donat



que no s'ha trobat cap associacié del tractament previ amb p53. Aquesta
alteracié sembla afectar només a ceél.lules tumorals invasives i no s"ha observat

relacio amb cel.lules normals ni amb la PIN en els malalts tractats.

A diferencia d’altres tipus tumorals, no hem trobat associaci

significativa de la sobreexpressié de p21"/a/cirl

1Waf1/C|pl

amb el grau i estadi tumoral,

encara que la relaci6 entre p2 i el grau fou quasi significativa. Els

nostres resultats segueixen la mateixa linia que les troballes de diversos autors

| 278, 318, 390 | 279, 318, 390

pel que fa al grau tumora i a I'estadi tumora , mentre que

d’altres si han trobat associacié significativa entre expressio de p21Waf/cirl
g p p

grau tumoral 2’® 3% 391 i amp |'estadi tumoral **° 3%, En el cancer de colon,

1WarliCiPl asta relacionada amb tipus tumorals no invasius %% o,

I"expressio de p2
d"acord amb una publicacié prévia, I'expressié de p21VaCPl &5 independent
de la seva profunditat d’invasié 3%%. Consequentment, al CP, p21Va'/cP! esta

associat amb un estadi clinic inicial 3%

i al cancer de mama el senyal
incrementat de p21WCP! correlaciona amb un alt grau i la negativitat dels
ganglis limfatics *2. No obstant, una analisi recent de quasi 200 casos de
carcinomes de bufeta revelen una relacié significativa entre p21"acP! j yn alt

grau i estadi 3.

Malgrat I"abséncia d"associacié significativa entre |'expressié de

QWar/Cl i grau tumoral, els resultats obtinguts requereixen d’una

p2
interpretacié més acurada. Aixi, si partim de la idea que p21Ve™/“P! &s un gen
supressor tumoral i, per tant, la seva funcio és la de produir I"aturada del cicle
cel.lular i inhibir el creixement cel.lular, podem deduir que els nivells de
p21Vat/CPl haurien de ser més elevats a les cél.lules normals i cél.lules
tumorals més ben diferenciades, tal com succeeix amb la p27¥P*. Tanmateix,
vam trobar tot el contrari, amb una mitjana d’expressié de p21"¥CP en els
tumors d’alt grau que superava d’un 50% la mitjana de p21VaCP! en els
tumors de baix grau. Aixd és corroborat pel fet que en tumors citologicament
heterogenis, les cel.lules amb nuclis més grans i bigarrats mostraren una

1Waf1/C|p1

expressid més intensa de p2 , havent-se observat aquest fet també en

carcinomes de mama 3. L"augment de p21"3"/“"! podria ser un mecanisme



posat en marxa per aquest tipus de tumors per frenar la proliferacio i
I"acumulacié d’errors geneétics.

lWafl/Clpl i els
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La nostra troballa d"una absencia d associacié entre p2

nivells de PSA preoperatori, s"ha evidenciat també en un altre estudi °°, el

qual, malauradament, també va reportar una associacio significativa entre la
recidiva del PSA i p21Va™/cPl aspecte que no hem demostrat en el nostre

treball.

D’altra banda, no hem trobat una associacio significativa amb la

proliferacié cel.lular, a diferéncia dels estudis publicats fins ara 2°% 3% 389 A |a

nostra série, els tumors amb menor fase S mostraren nivells de p21"a?/cirl

baixos en 11 casos, la qual cosa pot significar que siguin tumors poc

1Waf1/C|p1

proliferants i, per tant, que no calguin grans nivells de p2 per tractar

d’impedir el seu creixement o que hi hagin altres moduladors, a més de
p21Vat/CPl " que inhibeixin el creixement tumoral. No sembla que p27<**, tot i la

1Waf1/C|p1

seva similitud amb p2 , estigui relacionada amb ella, pels resultats

obtinguts. En canvi, en altres 12 casos amb una fase S baixa, p21Wa?/cirl

s expressa amb nivells elevats, suggerint la necessitat de més p21"a/cirl

per
poder controlar el creixement tumoral, cosa que semblaria que aconsegueix. En
canvi, els tumors amb fase S elevada mostraren nivells de p21Va"/“?! haixos

en 14 casos, la qual cosa pot significar que p21"/cPt

sigui incapag de
respondre enfront de la proliferacié cel.lular o que la seva expressié pugui ser
inhibida per algun factor relacionat amb la tumoracio, la qual cosa permetria el

1Wafl/C|p1

creixement descontrolat de la neoplasia. En els 9 casos restants, p2 es

sobreexpressa amb una fase S elevada. Aix0 significaria que aquest grup de

tumors podria proliferar tot i la preséncia de p21"/a/cirl

. S"ha suggerit que en
aquestos casos, p21VaCPl podria combinar-se directament i basicament amb
I"antigen nuclear de proliferacié cel.lular (PCNA) o altres proteines que puguin
induir proliferacié cel.lular sense formar el complex quaternari normal amb la
ciclina, la CKIl i el PCNA. Aixd0 comportaria la disminucié de la raé de la unio
p21Vat/CPlicomplex ciclina-cdk, i aixi el complex ciclina-cdk restaria lliure. Per
tant, aquestes cel.lules podrien continuar les diverses etapes del cicle cel.lular i

proliferar 3%,



També s’ha observat una associacié quasi significativa entre la

ploidia cel.lular i I'expressié de p21"W¥CPl yna associacié significativa entre

1WarliCirl ha estat reportada a la literatura 3°°. No obstant, la troballa

1Waf1/C|pl

ploidia i p2
més interessant en quant a p2
1Waf1/Cip1

i la ploidia cel.lular ha estat la tendéncia

a I'expressi6 de p2 en una major proporcié de tumors aneuploides, si

ho comparem amb els diploides. Aquesta troballa podria ser explicada pel fet
que p21"WaCP també intervé en el punt de control regulador del cicle cel.lular

situat a G»/M '3 i s"associa a |'exhauriment de proteines controladores de la
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mitosi ~°°, com ja s"ha comentat a la introducci6é. Una regulacié deficient en

aquestos punts podria afectar la replicaci6 de I"ADN i induir I"aparicié

d"aneuploidia.

Una altra dada interessant, malgrat que no s’ obtingueren diferéncies
significatives, possiblement pel escas nombre de tumors aneuploides d"aquest

estudi, fou que tots els tumors aneuploides que mostraren un alt index

proliferatiu presentaren en tots els casos una expressio elevada de p21"aHePt,

contrastant amb els tumors amb un baix index proliferatiu, els quals

1Waf1/C|p1.

presentaren una expressio variable de p2 Al melanoma maligne

I'expressié de p21War/ciel

7

i la proliferacio cel.lular es troben intimament

relacionades *°
398

, mentre que en els carcinomes de cél.lules escamoses de la

1Waf1/C|p1

laringe 7, la fase S global i p2 no estarien correlacionades. En el

cancer de mama, p21"¥CP! es relaciona amb una proliferacié elevada de

cél.lules canceroses *'3. Per tant, les alteracions en el cicle cel.lular podrien fer

que alguns tipus tumorals no responguessin a |"efecte inhibidor de p21Wa?/cirl

0, si no, la proteina p21"Va"/“"! anormal seria incapac de controlar la proliferacié

1Waf1/C|p1

cel.lular. Dins de la céellula, p2 existeix com un complex proteic

juntament amb PCNA, ciclina i cdk. La regulacié positiva de p21"a%/cPl en

cel.lules proliferatives podria estar relacionada amb  alteracions

1Waf1/C|p1

estequiometriques de la unié de p2 en aquest complex quaternari.

L estequiometria alterada pot succeir com a resultat de nivells de ciclina

1Wai/Cipl astaria relacionat amb

incrementats en cel.lules proliferatives. Aixi, p2
I"expressio de ciclina Ai D en que el 68 i el 70 % dels tumors foren positius per

aguestes darreres proteines respectivament.



En resum, s’ha observat que la sobreexpressié de p21Wat/cil
succeeix en un nombre significatiu de casos i quasi correlaciona amb un grau
alt i I'afectaci6 del marge de reseccid, essent també destacable la seva

associacio amb I"administracio de tractament previ.

B.4. COINCIDENCIA EN ELS PATRONS D'EXPRESSIO DE p53,
BCI'2 I p21Wafl/Cip1

Els resultats obtinguts a partir de la interpretacié dels diferents

patrons d’expressi6 de p53, Bcl-2 i p21"a/crt

ens porten a pensar en
I"existéncia de complexos mecanismes de regulacié d aquestos moduladors

entre si.
b.4.1) p53- p21War/ciel

Un altre punt important d aquests discusio fou |I"analisi de la relacié

1Wafl/C|p1.

entre p53 i p2 En aquest treball no s’ha trobat una associaci

significativa entre ambdés moduladors, fet observat en estudis previs 2.
Malgrat tot, en un altre estudi s"ha publicat que existia aquesta associacio
significativa 2’°. Els resultats obtinguts mostren 16 casos (35 %) de fenotipus
p53 + / p21WaCPL _que pot correspondre a la situacié en la qual p53 es
sobreexpressaria pero faltaria activitat transcripcional degut a inactivacié
mutacional o funcional. Igualment, el fenotipus p53 - / p21"V¥CPl + que
s’observa en 7 casos (15 %), podria ser explicat a I"assumir que p21Var/cirt
podria estar activat per la p53 nativa, la qual cosa correspon a baixos nivells
immunohistoquimics de p53 i indueix la cél.lular a aturar el cicle cel.lular i
I'apoptosi. 11 casos (24 %) de fenotipus p53 - / p21WaCPL _ poden
correspondre a una situacio de normalitat, sense cap alteracié en la via

reguladora p53-p21Wa/ciel

, 0 a una hipotetica situacié en que p53 es trobaria
mutada i s"aboliria el seu producte génic. Sorprenentment, hi han 12 casos (26
%), amb un fenotip p53+ / p21"¥™CPL 1 Una possibilitat que darrerament ha

cobrat forca interés i que expliqui aquest resultat seria que la proteina



p21WalCiPl f5s induida per un mecanisme p53-independent, per exemple,
mitjancant el TGF-43%. De fet, vies independents de p53 han estat proposades

per altres tumors com la mama 3*3 400 401,

Per entendre tot aixo cal recordar que un dels gens coneguts que és

1Waf1/C|p1 1Waf1/C|pl

regulat per TGF-4; és p2 . Elevacions dels nivells de p2 induits
per TGF-/; inhibeixen el pas de les cel.lules de G; a S al cicle cel.lular, per la
qual cosa restringeixen la proliferacio cel.lular. Aquest sistema s’ha observat
gue roman intacte a les cel.lules prostatigues humanes, on es pensa que media
els efectes negatius del creixement de TGF-£; aturant les cel.lules a G; i
dirigint-les cap a una via apoptotica *°.

1Wall/Cipl - sembla  correlacionar-se amb la

L'expressi6 de p2
diferenciacio terminal de mdltiples linees cel.lulars i sembla estar d"acord amb
la proposta que contribueix a la sortida del cicle cel.lular i a la diferenciacio
durant el desenvolupament. Recentment, s"ha proposat que, a més de jugar un
paper positiu en el compromis per diferenciar-se, I'expressié disminuida de
p2
expressat transitoriament per les cel.lules musculars llises de la prostata en

1WalllCiPl 65 necessaria per a la diferenciacié terminal %, Aixi, el TGF-5

fase de desenvolupament actua com a factor paracri, el qual indueix
transitoriament I’expressié de p213/cP! 3 |es cél.lules epitelials adjacents. En
actuar d’aquesta manera, TGF-£; juga un paper a I'estimular I'entrada de les
cel.lules epitelials cap a una via de diferenciacié. La subsequent disminucié de

|a p21Waf1/Cip1

epitelial, potser relacionada amb la disminucié de TGF-4;, de les
cel.lules musculars llises, podria permetre finalment la diferenciacié terminal de
I"epiteli prostatic. La sequencia d aquestos esdeveniments podria hormalment
succeir durant una periode de "finestra" discret d oportunitat, i una interrupcié
d"aquestos aconteixements podria donar lloc a defectes en el desenvolupament

permanents de la glandula prostatica.



b.4.2) p53 - Bcl-2

S’ha suggerit que p53 podria estar implicada en la regulacié de Bcl-

2, particularment en estadis avancats de la malaltia **

, malgrat que tant en
aguesta tesi com en la major part d estudis previs sobre aquest tema no s"hagi
trobat una associaci6 significativa 2% 33 33 404 Eg possible que aquesta
regulacio sigui indirecta, ja que alguns estudis han trobat que p53 regula Bax a
nivell transcripcional i s’"ha demostrat que Bax accelera la tumorogénesi en

ratolins amb deficiéncia de p53 °°.

Donat que p53 estimula I"apoptosi i Bcl-2 la inhibeix, hom pot pensar
que p53, d"alguna manera, redueix I'expressio de Bcl-2. De tota manera, no
hem trobat una associacio significativa entre ambdos moduladors. En 16 casos
no hem trobat expressié de cap dels dos marcadors. Aixo ens fa pensar que
aguest grup estaria format per tumors de comportament poc agressiu, on
nivells minims de p53 nativa, no detectada mitjancant técniques
immunohistoquimiques, serien suficients per inhibir Bcl-2. No obstant, la
situacidé més frequent ha estat I'expressié de p53 amb negativitat de Bcl-2,
gairebé en el 50% dels casos. En aquesta situacid, hom pot pensar en un grup
de tumors de comportament una mica més agressiu que en grup anterior, on
seria necessari augmentar els nivells de p53 nativa per continuar inhibint Bcl-2.
Una altra possibilitat és que aquesta p53 expressada fos mutada i també sigui
capac¢ de negativitzar Bcl-2, possibilitat més remota donat I"'escas nombre de

mutacions de p53 detectades a la nostra mostra.

Finalment, trobem dues situacions que s’han donat en un petit
nombre de casos. En primer lloc, s"han observat 5 casos p53 + / Bcl-2 + . En
aguest cas, que sigui p53 la mutada i no pugui negativitzar Bcl-2 per la seva
incapacitat funcional. També podem pensar, encara que es consideri poc
probable, que tot i augmentar els nivells de p53, aquesta sigui incapac¢ de
negativitzar Bcl-2, possiblement perqué Bcl-2 es trobi mutada. En segon lloc,
trobem dos casos p53 - / Bcl-2 +, que plantegen una situacié que va en contra
de la nostra hipotesi inicial. L"explicaci6 més plausible, en aquest cas, és que

p53 sigui normal i que I'expressié de Bcl-2 estigui alterada per mecanismes



independents de p53 o que almenys p53 estigui mutada i no hagi estat

detectada per immunohistoquimica.

De tot aix0, cal pensar que el grup amb millor prondstic podria ser
p53 - / Bcl-2 - i el de pitjor pronostic p53 + / Bcl-2 + . Altres autors ja fa temps
que han demostrat, inicialment en altres tipus de neoplasies, que |'expressié
simultania de p53 i Bcl-2 s"associava amb un pitjor pronostic respecte als casos
amb acumulacié Gnicament de p53 *°°. Posteriorment, diversos estudis utilitzant
mostres de cancer de prostata amb llargs periodes de supervivéncia han
corroborat aquesta idea, observant que p53 - / Bcl-2 - era el grup amb una
supervivéncia més llarga i p53 + / Bcl-2 + era el grup de pitjor supervivéncia 3"
%4 La possibilitat que sigui Bcl-2 la que reguli p53 es considera improbable,
donades les funcions que es coneixen en [|‘actualitat d’aquestos dos

reguladors.

La focal observacio d expressio de p53 observada a la PIN, tal com
s"ha descrit préviament, podria ser un reflex de I'intent de resposta fisiologica
gue intentaria compensar, almenys inicialment, aquesta sobreexpressié de Bcl-
2. Tanmateix, aixd no explicaria la pérdua d expressié de Bcl-2 al carcinoma
invasiu amb el manteniment de I'expressié de p53, almenys en alguns casos, la
qual cosa ens fa pensar en uns mecanismes de regulacié molt més complexos,
amb participacié d"altres moduladors i amb [‘aparici6 de mutacions que
afectarien I"expressio de Bcl-2 i no de p53.

b.4.3) p21Wa/ciPl _ Bcl-2

Un altre resultat interessant va ser que I"augment de I'expressié de

1Waf1/C|p1

Bcl-2 es relacionava amb concentracions elevades de p2 en tots els

casos. No obstant, la possible relacié entre aquestos dos moduladors roman

poc clara, ja que hem trobat freqiienment que p21"/em/cPt

s’expressava amb
nivells alts i Bcl-2 era negativa. A més, |"associacié significativa es perdia quan
s’estudiaven aquestes dues variables en funcié del marge de resecci6 i del
grau de Gleason. Aix0o ens fa pensar en un possible factor de confusio, per la

qual cosa tant p21"aCPl com Bcl-2 no es trobarien directament associades,



sind mitjancant altres variables com el grau tumoral, donada la seva associacio

significativa o quasi significativa amb p21"a/€P! j ampb Bel-2.

Tanmateix, no es descartable que pugui existir una via reguladora
especifica en la qual Bcl-2 afavoriria |'expressi6 de p21VacPt  Ajxi, existeixen

~ 389, 407

estudis que han intentat definir aquesta relacio i d"altres que no han

mostrat relacié entre ambdés 2®. Altres treballs també proposen un paper

regulador dels androgens en aquesta hipotética via reguladora **’, que

ajudarien Bcl-2 a fomentar la sobreexpressi6 de p21Wer/cPl

Aix0 podria
explicar, considerant I'escas nombre de casos Bcl-2 +, perqué el percentatge
de cél.lules tumorals p21Va™/“Pl + ha estat relativament baix, en comparacié

amb diversos publicacions sobre el tema.
Kipl
C.p27°"°

Diversos estudis han augmentat l'interés en [|‘analisi de les
anormalitats d’inhibidors del cicle cel.lular com a aconteixements clau a la
carcinogénesi. Entre ells, la inhibicié6 de p27X"* ha estat proposada com un
esdeveniment important, la determinacio de la qual pot tenir un important valor
pronostic, o pot ser Gtil pel diagnostic diferencial de diversos models tumorals.
Cal remarcar que aquesta inhibicié progressa des de lesions preinvasives fins

als estadis invasius i metastasics al carcinoma de mama “°,

Malauradament, I"alta incidéncia del CP no s’associa a informacio
dels mecanismes moleculars que es produeixen un cop ha esdevingut la
transformacié maligna i la progressié del model. Analisis de series limitades de
CPs suggereixen que les alteracions genomiques en p27<** com sén les

mutacions puntuals, reordenaments i deleccions sén poc probables “% 41,

Els nostres resultats clarament mostren que la proteina p27<P
s’expressa ampliament en glandules normals prostatiques a més d’en lesions
benignes com la hiperplasia nodular i la metaplasia transicional, suggerint un

fenomen constitutiu que podria estar implicat en la modulacié del recanvi



epitelial prostatic. De tota manera, a partir dels resultats obtinguts es pot
postular que els nivells de p27XP' en teixit prostatic normal podrien anar
disminuint amb I"edat, i potser |I"edat podria ser una variable de confusio que
pugués influir i explicar parcialment la disminucié de |'expressié de p27<** que

succeeix a la PIN i als tumors invasius.

Alguns autors han observat una pérdua de p27¥P* a la Hiperplasia
Benigna Prostatica (HBP), fet que no hem trobat al nostre estudi.
Possiblement, la disminucié dels nivells de p27¥"* postulada a la HBP seria
deguda a mecanismes diferents als que succeeixen en el cancer de prostata,
donat que no s ha evidenciat regulacié de p27“P* a nivell posttranscripcional a
I'HBP %,

També es manté |'expressié de p27“P* a glandules atrofiques. Es
considera que a les glandules atrofiques hi ha un augment de la degradacié
proteica mitjancant la via de la ubiquitina-proteasoma. Per tant, p27X** hauria
de disminuir a les glandules atrofiques. Es possible que existeixi algun tipus de
mecanisme regulador selectiu al proteasoma, per tal d’eliminar algunes
proteines, I"abséncia de les quals produeixi atrofia glandular. Un altra explicacio
podria ser que, malgrat I"'augment de proteines per ser degradades, no
augmenti excessivament la funcié d’aquesta via eliminadora de proteines i, per
tant, es produeixi una inhibicié de tipus competitiu de la degradacié de p27<P*
per part d altres proteines, les quals habitualment no s”eliminarien amb tanta

quantitat.

Aquesta expressié disminueix durant els primers pasos de la
transformacié maligna i p27<"* és regulat negativament quan la neoplasia

intraepitelial d"alt grau es desenvolupa.

Aquesta inhibicid és manté o s"accentua quan la neoplasia arriba a
I'estadi invasiu i I"expressié de p27<P* és freqiientment minima en cél.lules
metastasiques. Si aquesta inhibicio esta directament implicada en la progressio
tumoral o és només un epifenomen, no pot determinar-se amb els nostres

resultats. S’ha observat que nivells elevats de p27“P* poden servir com a



barrera per la progressio de la cél.lula a la fase S i pot tenir la funcié de senyal
de sortida del cicle cel.lular *'*. Experiments "in vitro" han demostrat que els
nivells de p27X" sén elevats a les cél.lules quiescents. En resposta a estimuls
mitogenics, aquestos nivells cauen i romanen baixos a les cel.lules
proliferatives. L eliminacio dels estimuls mitogenics eleva de nou els nivells de
p27P!, Diversos estudis que tracten sobre linees de CP han demostrat la
inhibicié mediada per oligonucleotids "antisense", que augmenta la proliferacio i
redueix |'adhesié intercel.lular **?. Els resultats obtinguts mostren una
disminucié dels nivells de p27“P* en augmentar la fase S, sense ser aquest
augment significatiu. Les analisis en carcinomes colonics i de mama tampoc
han trobat una associacié entre la inhibici6 de p27"* i I'augment de la

proliferacig 199 408 413

, mentre que aquesta associacio si ha estat reportada en
tumors endocrins i limfomes *** ***. Tot i qué un possible impacte de la inhibici6
de p27¥P! en la proliferacié6 tumoral al CP encara necessita ser tractada
especificament, es pot postular que aquesta expressio reduida no només es
troba implicada en una modulacié del cicle cel.lular empitjorada mitjancant
I"activitat inhibidora de les CDK, siné també en la invasié per cel.lules tumorals,
facilitant el despegament de cel.lules individuals. Compatible amb aquesta
hipotesi, com ja s’ha esmentat, hem observat que |'expressié de p27¥P! és
sovint més baixa en ceéllules invasives que en cel.lules neoplasiques
intraglandulars de la PIN, i que és freqientment minima o absent als nius
tumorals metastasics. A més, s’ha proposat que la n-cadherina es trobaria
implicada en la inhibicié per contacte del creixement induint I"aturada del cicle
cel.lular a la fase G1 i I'elevacié dels nivells de p27KP* *6. Un altre efecte
proposat "in vitro" de la inhibicié de p27P* és la sensibilitzacié contra alguns
agents quimioterapéutics. Aquesta possibilitat caldria que fos confirmada
mitjangant estudis addicionals "in vivo", donades les seves implicacions
terapeutiques. De tota manera, en els casos de la nostra série que van rebre
tractament previ, els nivells de p27X"* no mostraren diferéncies amb el grup no
tractat, suggerint que el tractament previ no influiria a nivell posttranscripcional

en els malalts tractats abans de la cirurgia.

En canvi, si que hem trobat associacio significativa entre la

disminucié de I'expressié de p27"* i un alt grau histologic. Altres estudis



realitzats amb mostres de cancer de prostata també han evidenciat relacié amb

| 281, 319, 320, 322, 417

el grau tumora , malgrat que en dos estudis no s’observa

195, 418

aguesta associacio A més, la sobreexpressid6 de p27P' s'ha

correlacionat amb un baix grau tumoral, en altres models tumorals, com a la

mama i colon 4%8 419

Tal com s"ha evidenciat en altres estudis, hem observat absencia
d"associacié significativa pel que fa a |'estadi tumoral 19° 281 320, 417, 418 o5 320
420 invasi6 ganglionar “%° i PSA preoperatorj 281 319 320. 322, 420 " o difergncia dels
nostres resultats, en altres estudis s’ha reportat una associacié significativa
amb |"estadi tumoral 32, |"afectaci6 del marge de reseccié 3% *, |a invasi6 de
les vesicules seminals 3'° #?°, |a invasi6 ganglionar *'°, la recidiva del PSA 2%,

la ploidia cel.lular 3° i la proliferaci6 °°.

En la nostra serie, un petit percentatge de tumors mostra una
expressio alta de p27X", generalment similar a la del teixit normal. L existéncia
de tumors amb aquesta expressio intensa, que coincidia amb la de lesions de
PIN amb baixa expressi6é de p27“P!, suggereix que una estimulacié "tardana"
d"aquest modulador és possible durant la progressié neoplasica.

Malgrat pertanyer a la mateixa familia de CKls i existir fins a 14
casos amb una alteracié de p21"aCP! j p27KP! de forma simultania, no hem
trobat cap associaci6é significativa entre ambdos moduladors. Aquesta

associacié ha estat estudiada per altres autors amb resultats no concloents 2’°.

Donat que p21War/ciel

€és regulat transcripcionalment per p53 i altres
moduladors, i p27XP* és regulat a nivell posttranscripcional, és probable que la

seva regulacié estigui modulada per vies independents.

D. CATEPSINES

Un dels aconteixements més importants durant el desenvolupament i
la progressio tumoral és la invasio local mitjancant la degradacié de

components de la matriu extracel.lular, i un nombre creixent de proteases i els



seus inhibidors estan implicats en aquest procés. Entre els primers, les cistein
proteases sembla que estan sintetitzades per diversos tipus de neoplasies
malignes humanes. S’ha demostrat préviament que la catepsina B es troba
freqientment expressada per carcinomes de colon i que aquesta expressié es
correlaciona amb |'estadi tumoral i la supervivéncia dels malalts 2. La mama,
el pulmé, la laringe i altres tipus de neoplasies malignes poden produir aquesta
i altres catepsines, i aquesta produccié podria tenir importants implicacions
pronostiques 247 249 253,421,422 £ aquest estudi hem observat que dos tipus de
catepsines, B i S, es troben presents amb frequéncia en les cél.lules
prostatiques malignes, tant en estadis preinvasius com en invasius, i que

aquesta expressio ocorre concomitantment.

D.1. EXPRESSIO DE CATEPSINESB IS

L expressio més intensa d’ambdues molecules es va trobar, tal com
s’esperava, als macrofags de les llums glandulars normals i a I'estroma dels
focus inflamatoris, més probablement relacionat amb el processament i la

presentacié d antigens 2% 2°7: 423425,

La presencia de la Catepsina B (Cat B) i la Catepsina S (Cat S) a
I"epiteli de glandules inflamades suggereix un paper actiu d"aquestes cel.lules
en el processament d'altres enzims i proteines activats durant el procés
inflamatori. L expressio forta concomitant s’ha observat en glandules amb
metaplasia transicional, per tant cél.lules de tipus urotelial. L expressio de la

Cat B s’ha reportat a |'epiteli normal i al carcinoma de bufeta **

, suggerint que
aquesta proteasa podria ser expressada constitucionalment per cél.lules amb
aguest fenotip. Encara que, pel nostre coneixement, no es disposa d’informacié
respecte a I'expressié de la Cat S a I'uroteli, una explicacié similar podria ser

certa per agquesta altra catepsina.

En contrast amb la Cat S, s’ha observat una immunopositivitat
intensa per la Cat B a |"epiteli atrofic, el significat de la qual no és clar. Les

catepsines produirien la degradacié de diverses proteines que tenen un paper



important en el desenvolupament de I"atrofia i, per tant, estaria justificada la
seva expressio a les glandules atrofiques. Es possible que la Cat B pugui estar
implicada en I"apoptosi 0 en la remodelacio de la membrana basal de glandules
que pateixen canvis en la mida o tensié luminal 2% #2542 D altra banda, no
qgueda clar pergué no s’expressa la Cat S en glandules atrofiques. Es sap que
aquesta catepsina té una activitat elastolitica i és capa¢ de degradar diversos

components de la matriu extracel.lular a un pH neutre 2*°,

De manera similar, la Cat B s’expressa intensament en cél.lules
basals de glandules prostatiques normals, que podrien estar relacionades amb
el recanvi de la membrana basal o amb altres interaccions cél.lula-matriu
extracel.lular. La intensa expressio de la Cat S en cel.lules esporadiques de
glandules normals aillades, la distribucio topografica de les quals suggereix una
naturalesa neuroendocrina és digna d'una mencié especial **°. A més de la
intensitat, la distribucié difusa de la positivitat en aquestes ceél.lules contrasta
ampliament amb [|"expressio granular grollera a la majoria de carcinomes,
suggerint un diferent processament citoplasmatic i/o funcié a |"epiteli normal i

neoplasic.

Estudis previs han mostrat expressio de Cat B en proliferacions
premalignes humanes (displasia) en organs com la bufeta i el colon ** %%, La
presencia frequent de Cat B i Cat S als CP i les seves lesions premalignes
suggereixen un paper important en les etapes inicials i en la progressio
d"aquest tipus de neoplasia. Tot i que la funcié exacta d"aquestos enzims en la
progressié tumoral no s’ha establert definitivament a partir dels nostres
resultats, postulem qué, de manera similar a la Cat D i les colagenases **% 432 |
I"expressié de Cat B i Cat S a la PIN d"alt grau pot estar relacionada amb el
remodelament directe de la matriu extracel.lular adjacent previ a la invasio
estromal o a |"afectacié del processament citoplasmatic d altres proteases o
proteines relacionades amb aquest procés. L'existéncia de molts casos de
carcinoma negatiu per a Cat B amb PIN associada que expressa aquesta
proteasa accentua encara mes la possibilitat de funcions especifiques de la Cat
B a les primeres etapes de la transformacié maligna de la prostata, que es

podria perdre durant la progressié tumoral en alguns casos. Funcions similars a



les proposades per a la PIN d"alt grau es poden suggerir donada | expressio
d’aquestes proteases en carcinomes invasius, essent tot el contrari a les
neoplasies de colon i bufeta %% “?* | aquesta expressi® no va ser
especificament significativa a les vores invasives del tumor. Una altra diferencia
amb els models tumorals esmentats anteriorment és qué, encara que alguns
macrofags que expressen totes dues catepsines foren observats entre algunes
glandules neoplasiques, no es detecta una presencia significativa d"aquestes
cel.lules a I'estroma de glandules malignes adjacents, la qual cosa podria estar
relacionada amb I|"escas infiltrat histiocitic estromal del CP. Un estudi previ ha
demostrat I"expressio de Cat B als CP, en els quals s"ha proposat un paper a

I"angiogénesi i la invasi6 estromal 2% 291433,

Pel que fa a la Cat S, fins ara no s"havia publicat cap estudi sobre el
paper d’aquesta catepsina en el CP. El nostre estudi immunohistoquimic ha
permés una avaluacid acurada de |expressio citoplasmatica dambdues
catepsines, les quals mostren diferents patrons de positivitat. Aixi, la Cat B fou
basicament difusa, mentre que la Cat S semblava reflexar una distribucié en
forma de granuls citoplasmatics grollers, de vegades amb una localitzacio
predominant cap a la llum que podria indicar una funcié secretora. Diferéncies
en el seu paper podrien explicar les troballes abans esmentades i I"observacio
d"una tinci6 difusa i no granular de Cat B al carcinoma colo-rectal i de bufeta ha
estat interpretat previament com una forma truncada de la proteina que es
troba lliure al citosol o s’associa a la membrana amb una capacitat degradant

de la matriu extracel.lular augmentada #** %,

D.2. COEXPRESSIO DE CATEPSINESB IS

Entre les troballes principals del nostre estudi s"ha vist |'elevada
freqliencia de expressio concomitant de Cat B i Cat S, que arriba al 63% dels

247, 421 | 2°3. 434,435 ' melanoma **° i altres tipus de

casos. En la mama , cap i col
tumors malignes humans s’ha demostrat que expressen molts tipus de
catepsines i les seves inhibidores, les estefines, amb implicacions pronostiques
diferentes. Pel que coneixem, el nostre estudi €s el primer cop que reporta

I"expressié concomitant de Cat B i Cat S a la progressio inicial d’un tumor



huma. Aquesta coexpressid, també observada en fases preinvasives de | epiteli
prostatic transformat en la nostra seérie de casos, podria indicar un paper

col.laborador en el desenvolupament de les neoplasies prostatiques.

Tanmateix, la interpretacié d’aquesta coexpressio és complexa.
S’evidencia una tendéencia a disminuir la Cat B a tumors d"alt grau i amb |"edat.
En canvi, la Cat S sembla mostrar una tendéncia a expressar-se a tumors de
comportament més agressiu. Davant d"aixo, podem pensar en |"existéncia de
mecanismes, encara no ben aclarats, que possiblement actuarien als
lisosomes, afavorint posteriorment |'expressié d’ambdues catepsines alhora,
encara que un cop activades, la seva funci6 seria diferent en alguns aspectes.
Aixi, la Cat B podria ser protectora contra el carcinoma, afavorint |"apoptosi; en
canvi, la Cat S afavoriria la invasiéo tumoral potser per les seves propietats
elastolitigues, que permetrien la degradaci6 de la matriu extracel.lular

juntament amb altres enzims.

Per estudiar més detalladament el paper d"aquestes proteases en
estadis tardans de la progressido del CP, calen noves i detallades analisis
immunohistoquimiques a metastasis, encara que la dificultat per obtenir aquest

material, usualment no biopsiat, impedeix aquesta valoracio.

D.3. ASSOCIACIO ENTRE CATEPSINA B | BCL-2

Una de les troballes més interessants del nostre estudi fou I"aparicié
d"expressi6 de Cat B en tumors Bcl-2 -, que mostra una relaci6 significativa. En
canvi, aquesta troballa no s’observa amb la Cat S. Aquest fet suggereix que la
Cat B podria intervenir en la regulacié d’alguna via apoptotica a les cél.lules
tumorals. No obstant, és sorprenent que la relacié entre tots dos marcadors
sigui inversa, ja que caldria suposar inicialment que la Cat B s’hauria

d"expressar en tumors Bcl-2 + de comportament suposadament més agressiu.

En contra del paper directe de la Cat B a la regulacié de I"apoptosi,

inicialment es va postular que la funcio de la Cat B podria estar relacionada



senzillament amb la necessitat d eliminacié de les cél.lules apoptotiques, la
qual cosa pot suposar que la Cat B s’expressés en tumors, les céel.lules del
quals mostrarien un fenotipus menys agressiu i podrien ser eliminades en

quantitats destacables per apoptosi.

De tota manera aquesta hipotesi es considera actualment poc
probable, donat que el paper de la Cat B a I'apoptosi ha estat recentment
estudiat utilitzant cultius d"hepatocits tractats amb TNF-«, obtinguts de ratolins
"knock-out" per Cat B **’. S’ha trobat que quan es comparaven els ratolins Cat
B -/- amb ratolins Cat B +/+ |I"apoptosi disminuia, a més d’augmentar la seva
supervivéncia, suggerint que no es tractava tan sols dun epifenomen.
Experiments addicionals detectaren I"alliberament de citocrom c i I"activacié de
les caspases 3 i 9 en les cél.lules Cat B -/-. Per ratificar-ho, s"ha analitzat
I"alliberament de citocrom c¢ a partir de mitocondris purificats i s"ha observat
que, tot i I"alliberament de citocrom c induit per la Cat B, aquest alliberament va
augmentar marcadament al citosol, suggerint que una o varies dianes de la Cat

B en podrien ser les responsables **'.

Altres autors han reportat troballes a favor d"un paper actiu de la Cat
B a la regulacio de I"apoptosi, malgrat la majoria de treballs han estudiat la via
dels receptors letals i no directament Bcl-2: s"ha observat que les caspases 2 i
8 activades poden alliberar Cat B de lisosomes purificats “*’. A més, hi han
evidéencies que suggereixen que durant |"apoptosi, es produeix |"estimulacio de
la transcripcié de ARNm per sintetitzar Cat B, la seva traduccié a proteina i,
finalment, la translocacié d'aquesta proteina al citoplasma. Donat que el
citoplasma és el lloc on succeeixen diverses vies executadores de |"apoptosi,
aixo ens fa pensar que la Cat B podria interaccionar amb altres mecanismes
reguladors afavorint la progressio el procés apoptotic, fet que podria suposar un
paper regulador negatiu de Bcl-2. Un altre fet comprovat en estudis
experimentals realitzats en ratolins €s que la inhibicié dels nivells d"androgens
produeix |"apoptosi massiva de les cél.lules prostatiques *°. Davant aixo, cal
plantejar-se si els androgens podrien influir en "'augment dels nivells de Cat B
al cancer de prostata.



Per finalitzar, la relacié entre la sobreexpressié de la Cat B i un
comportament tumoral més agressiu, tal com s"ha observat en diversos models
tumorals 2°* 2°3: amb els resultats obtinguts en el nostre treball, sembla que no
dependria directament d alteracions en |"apoptosi de les cel.lules tumorals, sind
d"altres mecanismes, com pot ser, per exemple, la degradacié de la matriu

extracel.lular.

D.4. RELACIO ENTRE CATEPSINA S| P53

La funci6 de la Cat S presenta algunes caracteristiques
diferenciades de la Cat B, com les seves propietats elastolitiques. En
I"expressié de la Cat S podria ser necessaria la intervencié de p53, ja que s’ha
observat que en els casos amb abséencia d’expressié de Cat S, p53 es troba
sobreexpressada. Tanmateix, en la regulacié de la funcio de la Cat S hi
intervendrien altres factors amb tota seguretat, com evidéencia el fet d"haver

trobat molts casos amb p53 alterada que sobreexpressaren Cat S.

Malgrat aixo, amb les dades obtingudes en el nostre estudi, no és
descartable que aquesta relaci6 es tracti senzillament d"un epifenomen. A més,
no es disposa de cap treball cientific que estudii la relacié entre aquestos dos
moduladors i que servis per ajudar a explicar el significat de les nostres

troballes.

E. CONSIDERACIONS FINALS

Dels resultats obtinguts en aquest treball es pot deduir globalment
qgue els mecanismes de regulacio del cicle cel.lular i de I"apoptosi, aixi com els
mecanismes d’invasio tumoral, almenys alguns dels coneguts fins a |"actualitat,
es troben freqientment alterats al CP, estant afectats agents inhibidors de la
proliferacié com p21"aCPl j n27KPt moduladors inhibidors de |"apoptosi com
Bcl-2, estimuladors de |"apoptosi com p53 i enzims degradants de la matriu
extracel.lular com les catepsines. Aquestes anomalies, que amb freqiéncia

coincideixen en un mateix tumor, es poden detectar en molts casos en fases



inicials de la neoplasia, per la qual cosa probablement tinguin un paper
important en la progressio i expressin la gran complexitat de la regulacié del
creixement d’aquestos tumors. A la figura 38 s’intenta esquematitzar els
diferents fenotipus predominants al teixit prostatic normal, preneoplasic i

neoplasic en funcié dels marcadors estudiats.

L"avaluacié de la utilitat practica dels estudis immunohistoquimics
desenvolupats en aquest treball requerira estudis posteriors, en els quals
s"avaluin series amplies de casos seleccionats amb criteris d’homogeneitat
clinico-patologica i seguiments perllongats, i estudis utilitzant tecniques de
biologia molecular, particularment técniques de gendomica i protedmica, que ens
permetin coneixer millor les alteracions genétiques d aquestos tumors per tal
de poder predir el comportament d'aquestes neoplasies, aixi com definir

models terapéutics més acurats i adequats que els actuals.

NORMAL PIN
— —
Cél.lula luminal Cél.lula luminal
p53 - p53 -1
Bcl-2 -1 Bck2 +
/1 p21 -1+ /' p21 -1+
B p27 + p27 -/ ® p53 -/ g
S CatB /- CatB + Bcl2 /. 2
@@@®® cas -/ cats + @® p2a -/ ¢
@ 3 @® p27 -/
C;zl,;lula bas7l C;zl,;lula basal ; CatB +
p ~I- p =l Cats +
Ny Bek2 + N Bek2 +
p21 -1 p21 -
p27 + p27 -/
CatB + CatB -+
Cats +/. Cat$s
Fig. 38. Resum dels fenotipus dels diferents compartiments cel.lulars en la progressi6 neoplasica.
Els simbols + i - Gtnicament pretenen expressar en un sentit abstracte el fenotipus més fregtient de cadascin

dels tipus cel.lulars comentats.



VI. CONCLUSIONS




1.- La sobreexpressio del gen TP53 al model de neoplasia prostatica
s’ha trobat predominantment a la fase de carcinoma, la qual cosa recolza la
hipotesi que I"expressio del gen TP53 mutat succeeix en etapes tardanes de la
carcinogenesi de la glandula prostatica. L associacié de la sobreexpressié del
p53 amb certs parametres clinico-patologics, com el marge de reseccio positiu i
la fase S, probablement es deu a la seva associacio amb el grau histologic.

2.- La freqlent sobreexpressié del gen bcl-2 observada a la
Neoplasia Prostatica Intraepitelial dalt grau suggereix un paper d’aquest gen
antiapoptotic a la tumorogenesi prostatica inicial, on podria actuar com a factor
de supervivencia per contrarrestar un possible augment de I"apoptosi a lesions

premalignes i permetent la progressio tumoral.

AWalCiPl an |es cél.lules

3.- La sobreexpressio aberrant del gen p2
tumorals caracteritza un subgrup de pacients amb un curs clinic desfavorable,
la qual cosa es podria deure a la seva associacio amb el grau histologic. La
regulacié del punt de restriccié fisiologica G,/S del cicle cel.lular podria estar
alterat amb participacié de mecanismes d"activacié de p21"3*“"! independents

1Wal/Ciel g sembla tenir

de p53. D altra banda, la mancanca d expressio de p2
un paper rellevant al no trobar-se associada a altres parametres clinico-

patologics.

4.- La proteina p27""! es troba expressada intensament a | epiteli
prostatic normal i hiperplasic, i la regulacié negativa és un fenomen comu al
carcinoma de prostata, succeint a les fases inicials de I"evolucié neoplasica.
Donada la capacitat supressora tumoral del gen de p27""!, la seva expressio
disminuida podria tenir un important paper en el desenvolupament i progressio

del cancer de prostata.



5.- En la carcinogenesi prostatica es produeixen alteracions, sovint
multiples, que afecten en forma de sobreexpressio de diversos gens supressors
com TP53, p21WallCiPl j no7KPl o gens antiapoptotics com bcl-2, suggerint la
possibilitat d"un efecte col.laboratiu entre ells o la necessitat de progressives
alteracions fenotipiques. Aix0 succeeix amb una especial frequencia en tumors

de més alt grau histologic i, per tant, de més gran agressivitat biologica.

6.- Tant la Cat B com la Cat S es coexpressen freqientment als
carcinomes de prostata i aquesta expressié sembla tenir un paper ja en fases
de desenvolupament inicial. L"absencia d immunopositivitat comparable al teixit
normal suggereix un paper d’aquestes cistein proteases en la progressio del

carcinoma de prostata.

7.- La Cat B sovint es sobreexpressa en tumors negatius per a Bcl-2,
la qual cosa planteja un possible paper de la Cat B en la regulacioé dalguna via

apoptotica a les cél.lules tumorals.
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