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Introduccién

El cancer de prostata constituye uno de los problemas sanitarios mas importantes en los
paises desarrollados. El progresivo envejecimiento de la poblacidn ha contribuido al aumento de
su prevalencia. Ademas, los continuos avances tanto en los métodos diagnosticos como
terapéuticos, permiten diagnosticarlo de forma precoz y tratarlo eficazmente, reduciendo los
efectos secundarios derivados de estos tratamientos. Asi mismo, los continuos progresos en
investigacion sobre la biologia de esta neoplasia han permitido un mayor conocimiento sobre su
naturaleza y comportamiento bioldgico.

Sin embargo, todavia resulta extremadamente dificil el discernir entre el tumor silente,
que no va a producir ninguna manifestacion clinica, del clinico, que se comportara de una forma
agresiva, adquiriendo la capacidad de invadir y metastatizar, comprometiendo la supervivencia
de los enfermos. Es por ello que se hace perentorio el estudio de marcadores capaces de
predecir el comportamiento del cancer de prostata, para poder identificar estos tumores
agresivos y poder tratarlos de manera efectiva sin “sobretratar” el tumor silente, evitando asi los
efectos secundarios y el impacto que el tratamiento produciria en la calidad de vida de estos
pacientes.

El objetivo de este trabajo es el estudiar la importancia de productos celulares implicados
en los mecanismos de invasion, progresion y metéstasis del cancer de prostata y su posible

utilidad clinica como marcadores predictivos del comportamiento biolégico de esta neoplasia.

1. EPIDEMIOLOGIA DEL CANCER DE PROSTATA

El cancer de préstata (CP) es una de las enfermedades mas prevalentes en la
actualidad. A escala mundial, constituye la cuarta enfermedad neoplésica diagnosticada en el
hombre!. En Estados Unidos representa el tumor visceral mas frecuente, y la segunda causa de
mortalidad cancer-especifica tras el cancer de pulmdn2. La incidencia del CP en este pais ha
experimentado oscilaciones en los ultimos afios, siendo el de los varones afro-americanos el
grupo étnico en el que se ha observado la incidencia mas alta (en 1995 era de 170 por 100.000
habitantes mientras que en los americanos de origen asiatico e hispano las incidencias en este
periodo de tiempo eran de 82 por 100.000 habitantes y 104 por 100.000 habitantes,
respectivamente.) La incidencia de CP en los varones americanos caucasicos es de 110 por
100.000 habitantes®#. Globalmente, la incidencia de CP en los Estados Unidos es de 179.300
nuevos casos diagnosticados en 1999, siendo la mortalidad en torno a 37.000 casos en ese
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mismo afiod. Es cierto que la mortalidad en Norteamérica ha ido descendiendo en los ultimos
afios, a pesar del envejecimiento de la poblacions.

La incidencia a escala mundial varia considerablemente de unas areas geograficas a
otras, siendo los paises occidentales los que mayor numero de casos nuevos presentan. En
Europa las incidencias mas altas las encontramos en los paises escandinavos, siendo notorias
las diferencias de mortalidad por CP, si las comparamos con los paises del sur de Europa (24
por 100.000 habitantes en Suecia y 13 por 100.000 en Espafia’). En los paises de la Unidn
Europea se diagnostican unos 85.000 nuevos casos al afio, siendo el tumor mas frecuente en los
paises escandinavos, si bien en ciertas regiones de Italia (Turin, Parma, Varesse) ocupa entre el
cuarto y sexto lugar. El area geografica de menor incidencia de CP en Europa se encuentra en
Cracovia, Polonia®.

Las tasas de incidencias mas bajas se encuentran en las zonas orientales, como Japon,
Hong-Kong, Singapur y China. Es en este pais, y mas concretamente en el area de Quidong,
donde encontramos una de las tasas de incidencia méas bajas del mundo (en esta zona el CP se
situa como el vigésimo tumor en orden de frecuencia, detrés de los de vejiga y rifion)8.

En cuanto a datos nacionales, no conocemos la incidencia de CP en Espafia al no
disponer de estudios epidemiolégicos a escala nacional, pero si disponemos de estudios
realizados por diferentes Comunidades Auténomas que pueden ser extrapolables a todo el pais.
Asi, en la Comunidad de Madrid, la tasa de incidencia durante el afio 2000 fue 100,4 casos por
100.000 habitantes'0.

Esta variabilidad que presentan los indicadores epidemiolégicos del CP segun las areas
geograficas que se estudien, sugiere la hipotesis de la existencia de factores medioambientales
que pueden desempefiar un papel etioldgico importante en el CP, hipdtesis que viene reforzada
por diferentes estudios epidemioldgicos realizados sobre poblaciones migratorias, encontrandose
un aumento en la incidencia de CP en japoneses emigrados a EEUU, si se compara con la
incidencia en Japdn.!!, y en emigrantes polacos emigrados a Francia'2. Merece la pena sefialar
que a pesar de estos incrementos en la tasa de incidencia del CP en inmigrantes, estas
poblaciones no alcanzan las incidencias de la poblacion autdctona. Se desconoce si existe
disminucion en el riesgo de contraer CP si se emigra hacia areas geograficas de baja incidencia.
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1.1 CP SILENTE Y CP CLINICO.

Diferentes estudios epidemiol6gicos han puesto de manifiesto las diferencias existentes
entre el CP incidental, diagnosticado en muestras de necropsia, y el prevalente, identificado a
partir de los diferentes diagndsticos clinicos.

Guileyardo y colaboradores encontraron unas cifras en torno al 30% de CP silente
identificado en estudios autdpsicos. Habiendo estimado en un 3% el riesgo de muerte por CP en
la misma poblacion, concluyeron que las lesiones silentes son mucho mas frecuentes que
aquellas que producen enfermedad clinicamente detectable y por tanto responsable de la
mortalidad'3.

Es comprensible atribuir una mayor agresividad bioldgica al CP clinico que al silente, si
ademés consideramos el hecho de que la identificacion de metastasis en las necropsias es muy
poco frecuente'®. La incidencia del CP silente puede a su vez estar influida por variables como
el habitat'® y la edad (entre el 15% y el 30% de CP silente en varones mayores de 50 afios y
entre el 60% y el 70% en varones mayores de 80 afios'6.17.)

Si tomamos los datos epidemiolégicos de forma global, basandonos en las cifras
conjuntas del CP clinico y silente, podemos concluir que el CP, muy frecuentemente, es una
enfermedad indolente que no modifica la supervivencia del enfermo. Por consiguiente, las
lesiones histolégicas catalogadas como CP silente obedecen a transformaciones morfolégicas de
la glandula, sin embargo alteraciones mayores (presumiblemente mutacionales'8) serian
necesarias para conferir a las células prostaticas el fenotipo agresivo'®.

Esta evidente desproporcion entre la frecuencia CP silente y el clinico hace pensar en

posibles factores etio-patogénicos que podrian modificar la historia natural del CP.

2. ETIOLOGIA DEL CANCER DE PROSTATA

2.1. FACTORES DE RIESGO DEL CP
2.1.1. Edad
El CP es una enfermedad que se presenta en varones de edad avanzada, siendo entre
la 6% y la 82 década de la vida el periodo en el que se diagnostica con mayor frecuencia. Mas del

75% de los casos se diagnostican en mayores de 65 afios.
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La incidencia de CP tiende a aumentar con la edad, siendo por encima de los 80 afios, el
grupo de edad donde la tasa es mucho mayor20. Aunque en los Ultimos tiempos se ha detectado
una disminucion en la incidencia en este grupo de edad, en los varones con edades
comprendidas entre los 50 y los 59 afios ha aumentado hasta alcanzar cifras de 105 por 100.000

habitantes?!.

Este incremento en la incidencia de CP en este grupo de edad se debe principalmente a

los programas de diagnéstico precoz.

Se ha encontrado que la edad es un factor asociado a la progresion de CP silente a
clinico, ademas de una asociacion directamente proporcional entre la edad, el volumen tumoral y

el grado de diferenciacion histoldgica?2.

En la tabla | se presentan las edades de méxima incidencia de CP con sus tasas de
incidencia ajustadas. Es importante sefialar que la edad de maxima incidencia es superior a los
80 afios. (Tomado de EPIDEMIOLOGIA DESCRIPTIVA Y ANALITICA EN ONCOLOGIA
UROLOGICA: G.OTERO MAURICIO, A. FERNANDEZ FERNANDEZ, J. GIL FABRA)

POBLACION Edad de Tasa
maxima especifica/
incidencia 100.000 hbt/afo
Atlanta Negros 80-84 1821,01
Utah BO-84 1261.63
Canada, Saskat 20,84 1072,99
Suecia B0-84 1035.90
Moruega =85 932,70
Suiza (Ginebra) =85 1085,90
Alemania RF B0O-84 599,02
Australia =85 B93,22
Finlandia =85 907 .89
Francia Doubs 80.84 650,95
Dinamarca B0-84 665,20
[talia Varese =85 537,77
Alemania RD B0-84 356,07
Polonia Cracovia =50 231.86
China Quidong =55 28 33
Tabla |
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2.1.2. Raza

Las tasas de incidencia?3 y mortalidad?* mas altas se encuentran en la poblacion afro-
americana de los Estado Unidos de América. El riesgo relativo ajustado para la edad en la
comunidad negra norteamericana es 1,8 veces mayor que en los caucasicos, lo que implica un
incremento del 85% de riesgo de padecer la enfermedad, y del 114% de morir por ella.

Comparando estos datos con los de la poblacién negra africana, esta ultima presenta
incidencias mas bajas?. Este hecho hace pensar que las migraciones implican cambios
medioambientales que modifican el riesgo de padecer CP. Se han estudiado diferentes tipos de
factores constitucionales y ambientales en varones negros africanos y norteamericanos2627, sin

que se hallan podido encontrar asociaciones significativas que expliquen este fenémeno.

2.1.3. Factores dietéticos
La posible implicacion de la dieta en el etiopatogenia del CP viene avalada por diferentes
estudios epidemioldgicos que relacionan los alimentos con la incidencia de diferentes
neoplasias?8.29.29-34,
Hirayama y colaboradores atribuyeron a los cambios en los habitos alimentarios de los
japoneses el aumento en la incidencia de CP que se ha producido en Japén en los ultimos 30
afios®, y se ha comprobado la correlacién existente entre el CP con otras neoplasias en las que

es bien conocida su relacion con la ingesta de determinados nutrientes?®.

o Téverde
El té verde ha sido recientemente estudiado por su posible valor en la prevencion
del CP, ya que su elevado contenido de polifenoles le confiere una gran cantidad de
propiedades bioquimicas y farmacologicas, como una potente actividad antioxidante,
capacidad de inhibir la proliferaciéon celular e inducir los fendmenos de apoptosis,

bloqueo del ciclo celular o la modulacién del metabolismo tumoral®’.

* Grasas
El consumo de grasas de origen animal se ha asociado a mayor riesgo de CP3841,
Se ha observado que, en areas geogréaficas donde el CP tiene gran incidencia
(EEUU), el consumo de este tipo de grasas es abundante, mientras que en areas
donde la incidencia es mas baja (paises asiaticos), la dieta es rica en fibra y pobre
en grasas animales. Los cambios en la incidencia de CP en emigrantes asiaticos en

los EEUU apoyarian esta hipdtesis*2.
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Se cree que el consumo de grasas se asocia a CP porque alteran los niveles
séricos de andrdgenos*-45 que son fuente de radicales libres*6 y sus metabolitos

pueden ser carcinbgenos?’.

e Vitamina A
La vitamina A desempefia una funcién importante en el metabolismo celulars.
Aunque su déficit se ha postulado como factor de riesgo para padecer CP, no ha
podido confirmarse tal afirmacion#9, tampoco que su aporte adicional tenga efectos

preventivos sobre el CP0,

» Vitamina E
Con funcién antioxidante, protege a las membranas celulares de las lesiones
causadas por los radicales libres. Se ha encontrado una asociacion entre los
suplementos de vitamina E y una reduccion del 32% en la incidencia y del 41% en
la mortalidad por CP5.

e Vitamina D

El déficit de vitamina D, como resultado de una menor exposicion a la luz
ultravioleta, ha sido relacionado con un mayor riesgo de padecer CP52%, De la
misma forma se ha comprobado que el 1,25-colecalciferol es capaz de inhibir la
proliferacion de células neoplasicas prostaticas en distintos tipos de lineas
celulares®:56, por lo que su la dieta rica en vitamina D puede resultar beneficiosa
frente al CP.

De la misma forma se ha relacionado la dieta rica en calcio con mayor riesgo de
padecer CP%7, por la relacion inversamente proporcional entre las concentraciones

de calcio y de vitamina D.

e Licopene
El licopene es un carotenoide que se encuentra a alta concentraciones en el
tomate. Ha sido estudiado profusamente al haber sido implicado como factor
dietético protector (debido a su potente funcion antioxidante) frente al CP58-64,
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» Selenio
Componente mineral de la glutation-peroxidasa (también con funcion antioxidante)

ha sido implicado en una reduccion del riesgo de padecer CP%5,

2.1.4. Factores Exposicionales

e Cadmio
El cadmio, componente de numerosos productos herbicidas y fertilizantes®®, es
considerado como una sustancia cancerigena involucrada en la etiopategenia del
CP6768, si bien existen estudios que no han encontrado tal asociacién entre los
tumores prostaticos y dicho metal.%. Se piensa que su efecto cancerigeno se debe
a su accidén competitiva sobre el zinc, elemento necesario para la sintesis y

reparacion del ADN70

* Alcohol y tabaco
El consumo de alcohol tiende a aumentar las sintesis de estrogenos y a disminuir
los niveles plasmaticos de testosterona, pudiendo asi reducir el riesgo de CP, pero
no se han encontrado resultados concluyentes a tal efecto.”!.”2. Tampoco se ha
encontrado asociacion entre el consumo de café’3.74,
A pesar de que el tabaco es una sustancia determinante en la etiopatogenia de
varias neoplasias de origen epitelial”™ (pulmon, vejiga, laringe...) no se han

encontrado datos concluyentes en relacién con el CP76-79,

2.1.5. Historia familiar del cancer de préstata

Se ha constatado en diferentes estudios que las personas con antecedentes familiares
de CP tienen un mayor riesgo de contraer la enfermedad que las personas que no los tienensd-82,
El célculo de este riesgo ha resultado ser del doble para las personas con un familiar de primer
grado afecto. Este riesgo llega a ser 5 6 6 veces mayor cuando se trata de mas de un familiar de
primer grado los que padecen la enfermedad &,

Se piensa que esta forma hereditaria corresponde aproximadamente al 9% del total de
CP, pero puede llegar casi al 43% en su forma de presentaciéon precoz (en menores de 55
afos)848s,

Se ha observado la alteracién del gen HPC18687 (situado en el locus 1g24-25 del

cromosoma 1) en pacientes afectos de CP hereditario. Gromberg et al 8 estudiaron la alteracion
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de este gen observando una menor edad media al diagnostico, mayor estadio patologico y
mayor grado histoldgico en los pacientes portadores del gen alterado, lo que ha sugerido una
mayor agresividad biolégica del CP hereditario, aunque otros autores no han encontrado
diferencias en cuanto a la respuesta al tratamiento o a la evolucion posterior con respecto al CP

esporadico8.90,

2.1.6. Hormonas y cancer de prostata

Se sabe que los andrégenos juegan un papel muy importante en el crecimiento y
desarrollo de la glandula prostatica. También se les ha involucrado en la etiopatogenia del CP,
debido principalmente a su accion estimulante sobre la proliferacidn celular e inhibitoria sobre la
apoptosis de las células prostaticas®192,

También se ha observado una mayor concentracion de testosterona en tejido prostatico
neoplasico que en tejido normal o hiperplasico® y se ha atribuido la mayor incidencias de CP de
los varones afro-americanos a una mayor concentracion de testosterona con respecto a los
caucasicos%.

Este estimulo hormonal sobre el CP constituye la base fisiopatoldgica para su
tratamiento mediante bloqueo androgénico tanto quirurgico como farmacoldgico. Mas adelante
se comentara la importancia de los andrégenos y su receptor con mas detalle.

2.1.7. Vasectomia
Algunos autores han observado un mayor riesgo de CP en pacientes vasectomiazados®-
100, mientras otros no han encontrado tal asociacion0'.
Se ha apuntado al tiempo trascurrido desde la realizacion de la vasectomia y al mayor
seguimiento de estos pacientes por parte del urélogo como posibles sesgos o factores de

confusion en la relacion vasectomia y CP102.103,

2.1.8. Hiperplasia Benigna de Préstata
La relacion entre HBP y CP ha sido motivo de interés y se puede encontrar en la
literatura estudios que avalan dicha relacién'%4, y que la rechazan al no encontrar resultados que

indiquen un mayor riego de CP en los pacientes afectos de HBP105,

2.1.9. Diabetes Mellitus y Cancer de Prostata
Diferentes estudios han sefialado el probable efecto protector de la diabetes mellitus
sobre el CP. Giovannucci et al'% observaron una reduccion del riesgo de CP en pacientes
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diabéticos, tanto mayor cuanto mayor es el tiempo de evolucion de la diabetes. Rosemberg et

al'%7 observaron esta disminucién del riesgo en la poblacion blanca.

2.1.10. Cirrosis Hepatica y Cancer de Préstata
Se ha encontrado una asociacion entre la cirrosis hepatica y un menor riesgo de CP18,
Las alteraciones en los niveles séricos de hormonas sexuales ( aumento de estrogenos y
disminucion de testosterona), que se producen en esta afeccion hepética podrian explicar su

efecto protector frente al CP109,

3. AVANCES EN EL DIAGNOSTICO DEL CANCER DE
PROSTATA

Las variaciones en la incidencia y mortalidad del CP que se han detectado en los ultimos
afos, se explican por el empleo generalizado del antigeno prostatico especifico (PSA) en su
diagnéstico'0. Se calcula que desde el advenimiento del PSA, aproximadamente entre un 70-
80% de los CP se diagnostican en estadio localizado, comparado con el 20-30% de CP
localizado que se diagnosticaba en la era pre-PSA'"!. Entre los afios 1990 y 1994, se produjo
una disminucién del 52% en lo diagndsticos de enfermedad avanzada, como consecuencia de la
utilizacion del PSA2,

La determinaciéon del PSA sérico, el tacto rectal y biopsia prostatica Eco-dirigida,
constituyen los procedimientos comunmente empleados en la practica urolégica para el

diagnéstico precoz del CP.

3.1 TACTO RECTAL

La exploracion fisica de la glandula prostatica a través del tacto rectal, constituye la
prueba diagnostica mas sencilla y barata para evaluar la presencia de CP. El tacto permite
explorar la cara posterior de la prostata, o zona periférica, donde asienta el 80% de todos los
tumores prostaticos'’3. Un tacto rectal anormal es indicativo de biopsia prostatica,

independientemente del nivel sérico de PSA.

10
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Sin embargo, se trata de una prueba sometida a gran subjetividad por parte del
explorador. El valor predictivo positivo (VPP) se encuentra entre el 21-53%114-116, dependiendo
de laraza, edad y el nivel de PSA sérico'". El tacto tiende a diagnosticar enfermedad localmente
avanzada no siendo util para detectar tumores no palpables. La probabilidad de detectar la
enfermedad en estadio localizado aumenta en un 78% cuando se complementa con la

determinacion de PSA"8.

3.2 ECOGRAFIA TRANSRECTAL

Desde su descripcién en 1968119 y posterior aplicacién al estudio prostatico, la ecografia
transrectal se ha convertido en la técnica de imagen més Util en la practica uroldgica. Se trata de
una exploracién extraordinariamente valida para la valoracién de la morfologia prostatica asi
como para determinar el volumen de la glandula, necesario en numerosas ocasiones para indicar
una determinada técnica quirurgica en el tratamiento de la HBP.

De la misma forma, la ecografia transrectal ha permitido realizar biopsias prostaticas con
mayor precisién y mejor toleradas por el paciente, que las técnicas de biopsia convencionales'2.

Sin embargo, su baja sensibilidad (entre 70-92%), especificidad (40-65%) y valor
predictivo positivo (17-35%)'20, no hacen recomendable su utilizacion como técnica de

diagndstico precoz del CP121.122,

3.3 ANTIGENO PROSTATICO ESPECIFICO (PSA)

El PSA (HK3) se considera en la actualidad el marcador tumoral mas importante no sélo
con relacién al diagnostico precoz, sino también como parametro de control de respuesta al
tratamiento y monitorizacion en el seguimiento de los enfermos de CP123, Se trata de una serin-
proteasa codificada por el gen de la familia de la kalikreinas, situado en el cromosoma 19124,
cuya funcion principal es la licuefaccidn del coagulo seminal'?5. Se ha detectado PSA en tejido
extraprostatico, asi como en el suero de la mujer'?, datos que cuestionan su especificidad con
relacion al CP.

En su mayor parte circula unida a proteinas (a-1-antiquimiotripsina, a-2-macroglobulina)
aunque una pequena fraccion también lo hace de forma libre.

Tradicionalmente el punto de corte por encima del cual la determinacion sérica de PSA
se considera “anormal” se ha establecido en 4 ng/dl'?7, si bien, el punto de corte dptimo esta

actualmente en revision tratando de disminuir el nimero de biopsias innecesarias sin perder

11



Introduccién

porcentaje de deteccion'?8.129, Se estima que aproximadamente el 70-80% de varones con PSA
superior a 4 ng/dl no padecen CP130,

La determinacion del PSA sérico es prueba de mayor valor predictivo positivo con
relacion al CP131.132 ademas aumenta el VPP del tacto rectal. A pesar de ello, no es aconsejable
utilizarlo como Unica prueba diagnostica, ya que aproximadamente un 25% de pacientes con CP
no presentan una elevacion andmala del PSA.

Con el prop6sito de ampliar la especificidad del PSA en el diagnéstico de CP, sobre todo
en los casos en los que su determinacion sérica se encuentra entre los valores 4 y 10 ng/dl'20, y
asi reducir el nimero e biopsias negativas sin perder poder de deteccion, se han estudiado los

diferentes pardmetros:

v" Ratio PSA Libre/total.

Como se ha comentado con anterioridad, el PSA puede encontrarse de forma
libre o unido a proteinas. Originariamente es secretado como proenzima,
sufre la accion de enzimas presentes en el liquido seminal (provocan la lisis o
el recorte de los residuos 145-146 lisina-lisina’® que provocan su
inactivacion.)Este es el PSA libre, funcionalmente inactivo y que no se une a
proteinas. En condiciones normales, la barrera fisiolégica que constituye la
membrana basal permite la accion continuada de las enzimas que inactivan el
PSA, por lo tanto, cuando éste pasa a la circulacion lo hara en su forma libre,
no unido a proteinas. Por el contrario, en situaciones de disrupciéon de la
membrana basal y desestructuracion del tejido prostatico, (como sucede en el
cancer) el tiempo de exposicion del PSA a sus enzimas inactivadoras seria
menor, y al pasar al torrente sanguineo lo haria unido a proteinas. Esto
explicaria la menor concentracion de PSA libre que circula en sangre en los
pacientes con CP comparados con los sujetos normales'34. La determinacion
de la ratio PSA libre/total aumentaria la especificidad del test, reduciendo el

numero de biopsias innecesarias’3.
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v" Densidad de PSA.

Se trata de la razon entre el PSA sérico y el volumen de la glandula prostatica
136, El punto de corte comunmente aceptado es el de 0.15'37, sin embargo se
han alcanzado distintos resultados en cuanto a la especificidad del test si se
modifica este punto de corte o se determina Unicamente el volumen de la

zona de transicién'38 de la prostata’39-142,

v" Velocidad de PSA.

Carter et al'*3 observaron que el PSA sérico aumentaba mas rapidamente en
los pacientes con CP que en los individuos normales, por lo que se postuld
que el incremento del PSA con relacién al tiempo aumentaria la especificidad
de la prueba. Actualmente el punto de corte se establece en 1 ng/dl/ afio, si
bien la oscilacion biolégica del PSA limita la utilidad de este parametro.

v" Rangos de PSA especificos por edad.

En un intento de aumentar la sensibilidad de la prueba en pacientes jovenes
(que se beneficiarian del diagndstico precoz y tratamiento agresivo) y la
especificidad en sujetos mayores (y evitar biopsias innecesarias), Oesterling

et al#4 propusieron rangos de PSA especificos para la edad.

RANGOS DE PSA POR EDAD

40-49 2.5
50-59 3.5
60-69 4.5
70-79 6.5
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v PSA complexed

Se trata de la fraccion de PSA unida a proteina (a-1-antiquimiotripsina).
Brawer et al'45 observaron mejores resultados en el diagnéstico precoz de CP
dosificando PSA complexed, que los obtenidos con PSA total o ratio
Libre/total, sin embargo otros estudios no lo consideran util en el diagnéstico
diferencial entre HBP Y CP146-148,

4. HISTOPATOLOGIA DEL CANCER DE PROSTATA

El CP presenta lesiones preneoplasicas que desde el punto de vista histoldgico expresan
la progresion fenotipica de las células epiteliales desde el tejido normal al neoplasico, con lo que
se hace tedricamente posible el estudio de la progresién tumoral desde sus primeros estadios.
En la glandula prostatica, esta lesién premaligna es la llamada Neoplasia Intraepitelial Prostatica
(PIN), y que de forma muy semejante a Hiperplasia Atipica y al Carcinoma “in situ” mamarios

(CIS), progresaria a lesién invasiva'49.1%0 (Fig.1).
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Fig. 1: Tomado de Bostwick et al. Eur Urol 30-145, 1996
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4.1 HISTOLOGIA DE LOS ESTADIOS DE PROGRESION

4.1.1 Glandula prostatica normal

Microscopicamente, la préstata normal estd compuesta por tejido glandular en un
70% y estroma en un 30%. Las glandulas se dividen en area secretora o acinar y en
conductos excretores con estructura histolégica similar'®'. Se trata de glandulas
biestratificadas, con una capa de células secretoras que dan a la luz, (presentan
tincidn positiva para PSA) y otra de células basales, paralela a la membrana basal

que expresan citoqueratinas’s? de alto peso molecular.

Las células de la capa basal presentan escaso citoplasma, al contrario que las
células luminales, que con una configuracion cilindrica, constan de amplio

citoplasma y nucleo en situacion basal.

4.1.2 Neoplasia intraepitelial prostatica (PIN)

Se trata de una proliferacion neoplasica, limitada exclusivamente al epitelio
glandular y que no sobrepasa la membrana basal, constituyendo la lesién
premaligna precursora del CP149.153, Entre sus alteraciones morfoldgicas podemos
citar la hipercelularidad manifiesta de la glandula, células con nucleolos grandes,
presencia de atipias nucleares (hipercromatismo), superposicion de nucleos,
glandulas separadas por pequefia cantidad de estroma normal, papilas grandes y
superficies luminales ondulantes.

La caracteristica fundamental que diferencia esta lesién del CP es la integridad de
la membrana basal. La expresion de la citoqueratina de alto peso molecular
34[3E12154, confirma la presencia de células basales, siendo Util en el diagndstico
diferencial entren PIN y CP.

Inicialmente se clasifico el PIN en funcion de su grado de displasia en leve,
moderada y grave. Actualmente se emplea el término PIN de alto grado para la
displasia moderada y grave, y PIN de bajo grado para la displasia leve. Dado que es
dificil distinguir entre PIN de bajo grado y tejido prostatico benigno, y que su

presencia en material de biopsia no aumenta el riesgo de encontrar carcinoma en
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biopsias posteriores'®5.156 el PIN de bajo grado no suele

dictdmenes patolégicos.

informarse en los

‘. e - i s 1
R ., T A o

e integridad de la membrana basal.

Fig. 2: Hipercelularidad glandular, nucleolos grandes, pleomorfismo, atipia

4.1.3 Adenocarcinoma de prostata

El tipo histolégico més frecuente es el adenocarcinoma acinar de prostata’s’. Suele
mostrar diferentes patrones arquitecturales (glandular de pequefio y gran tamafio,
cribiforme y celular difuso), presentando como caracteristicas citologicas células de
nucleos grandes, de contornos irregulares, hipercromaticos y lo que es mas

relevante, nucleolos prominentes (mayores de 1 de diametro). A veces presentan

nucleolos mdltiples y no es infrecuente observar mitosis.

A continuacion se resumen los diferentes tipos de cancer de préstata y sus

caracteristicas histologicass8.
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TIPO
HISTOLOGICO

ADENOCARCINOMA
DUCTAL

CARCINOMA
INDIFERENCIADO DE
CELULA PEQUENA

(NEUROENDOCRINO DE
ALTO GRADO)

CARCINOMA MUCINOSO

(CoLOIDE)

CARCINOMA DE
CELULAS EN ANILLO
DE SELLO

CARACTERISTICAS HISTOLOGICAS

Proliferacion epiitelial florida, papilar,
cribiforme o sélida en los conductos
Puede

retener células basales detectables

periuretrales  prostaticos.

con la citoqueratina 345E12.

CARACTERISTICAS CLINICAS

Generalmente presenta un estadio
avanzado sin un nivel de PSA

elevado. Curso mas agresivo.

Idéntico a su contrapartida en el

pulmoén u otras localizaciones.

Pronostico muy malo, con una
media de supervivencia inferior a 2
anos. Se puede asociar a sindromes
paraneoplasicos como el sindrome
de Cushing, SIADH y otros.

Por lo menos el 25% del tumor se
compone de mucina extracelular,
algunos con mucina extraglandular, y
también presenta células tumorales
sueltas o agrupadas dentro de lagos
de mucina. Una variante rara incluye
el carcinoma de prostata de tipo
colbnico, sin embargo este patrén es
motivado  por la  diseminacion

contigua de un cancer de recto.

Similar o ligeramente peor que el

adenocarcinoma convencional.

Caracteristicas  tipicas de un
carcinoma de células en anillo de
sello  convencional, con células
tumorales que muestran
immunoreactividad para fosfatasa
4cida prostatica (PAP) y PSA. La
mucina puede no estar presente.
Frecuentemente  se  encuentra
mezclado  con  adenocarcinoma

acinar tipico.

Muy raro en su forma pura,
pronostico muy desfavorable.

Se manifiesta principalmente como

un carcinoma adenoescamoso mixto,

El carcinoma adenoescamoso mixto

y el carcinoma de células escamosas
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CARCINOMA
ESCAMOSO

CARCINOMA DE
CELULAS
TRANSICIONALES

CARCINOMA ADENOIDE
QUuISTICO
O DE CELULAS BASALES

CARCINOMA DE TIPO
LIMFOEPITELIOMA

CARCINOMA
SEUDOHIPERPLASICO

pero formas puras de carcinoma de
células escamosas con
caracteristicas tipicas de malignidad

se pueden observar.

puro puede aparecer después de
terapia hormonal o radioterapia por
un adenocarcinoma acinar tipico. El
carcinoma escamoso puro es muy
raro y tiene muy mal prondstico,
siendo refractario al tratamiento de

deprivacion hormonal.

Puede ser primario de préstata o de
la urefra  prostatica, pero
generalmente es debe a afectacion
secundaria por un carcinoma de
vejiga. El tumor puede ser "in situ" o
infiltrar la prostata. Debe buscarse
también diseminacion pagetoide, que
raramente es puede extender a lo
largo de los conductos eyaculadores

a través de la prostata hacia las

Prondstico desfavorable, importante
distinguir del adenocarcinoma, dado
que es refractario al tratamiento de

deprivacion hormonal.

vesiculas seminales.
Nidos de células  basaloides Muy raro, con metastasis o
redondas u ovaladas, fallecimiento no definidos.

frecuentemente con un patrén
cribiforme. Buscar mucina luminal y
material  eosindfilo  parecido a

membranas basales.

Islas de glandulas estrechamente
agrupadas en medio de un estroma
linfoide denso.

Solo dos casos descritos, con un

significado prondstico incierto.

Papilas, glandulas atipicas grandes,
capa basal ausente, ramificaciones,
cuerpos amilaceos, engrosamiento
nuclear y nucléolos. Rara vez
asociado a mitosis, secrecion de

mucina, PIN adyacente e invasion

No establecidas. Recientemente

descrito.
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- perineural{

5. FACTORES PRONOSTICOS CLINICO-PATOLOGICOS

Dependiendo de la evolucion esperada del CP (estadio localizado, localmente avanzado
0 metastasico) un paciente puede ser tratado bien con intencion curativa (habitualmente con
tratamientos agresivos que afiaden morbi-mortalidad), o bien de forma paliativa, con el fin de
mejorar su calidad de vida. Si ademas y tal como se ha expuesto anteriormente, tenemos en
cuenta la necesidad de discriminar el CP silente del clinico y potencialmente letal, el uso de
marcadores pronosticos de la enfermedad puede ser de gran importancia a la hora de decidir
estrategias terapéuticas e identificar a los enfermos susceptibles de tratamiento.

Los factores prondsticos, entendidos como caracteristicas de una enfermedad que
pueden predecir la evolucidn de la misma en un individuo determinado, que clasicamente se han
venido empleando en el manejo clinico del CP son el PSA sérico, el estadio TNM y el grado

histolégico de Gleason.

5.1. PSA SERICO

El valor pronéstico del PSA sérico es considerable, sobre todo a la hora de predecir la
afectacion ganglionar'®® por CP. La probabilidad de encontrar ganglios linfaticos afectados
aumenta de forma directamente proporcional al valor del PSA, de tal manera que menos del 1%
de los pacientes con PSA menor a 4 ng/dl presentaban adenopatias, mientras que 27% con
valores de PSA superiores a 50 ng/dl tenian ganglios linfaticos afectos.

Ademas, tiene valor predictivo a la hora de diagnosticar metéstasis 6seas ya que se ha
observado que en menos de 0.5% de los individuos afectos de CP con cifras de PSA inferiores a
10 ng/dI presentaban metastasis 6seas’60,
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5.2. ESTADIO PATOLOGICO

El estadiaje del CP es fundamental para establecer las estrategias terapéuticas
adecuadas y obtener criterios clinico-patoldgicos homogéneos. Aunque la clasificacion cléasica de
Whitmore-Jenett todavia sigue vigente, la mas utilizada en la actualidad es la clasificacion TNM
(revision de 2002).

Es importante destacar que el estadiaje patolégico es méas util que el clinico para
predecir la evolucién ya que proporciona informacion sobre el volumen tumoral, el estado de los
margenes quirurgicos, extension extracapsular, y la afectacion de vesiculas seminales y ganglios

linfaticos.

El estadiaje patologico de los casos clinicos estudiados en nuestro trabajo (como se
comentara mas adelante), fueron establecido aplicando la clasificacion TNM de 1997, que es la
que estaba en vigor en el momento de la recogida de datos (ver material y métodos: seleccion de

los casos).

En la siguiente pagina se reproduce la clasificacion TNM actualizada (2002).
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Tx: no se puede evaluar el tumor primario
T1: tumor no evidente clinicamente, no palpable ni visible
mediante técnicas de imagen.
T1a: tumor detectado como hallazgo casual en < 5% del tejido
resecado
T1b: tumor detectado como hallazgo casual en = 5% del tejido
resecado.

Tlc: tumor identificado mediante biopsia(por ejemmlor
PSA elevadp

T2: tumor limitado a la prostata (un tumor detectado en uno o ambos
I6bulos mediante puncion biopsia, pero no palpable ni visible por
Eieopiec il técnicas de imagen, se clasifica como T1c)
T2a: tumor que afecta a la mitad de un Iébulo.
(U5 (T g liThiz T2b: tumor que afecta a mas de la mitad de un lobulo.
T2c: tumor que afecta a ambos l6bulos
T3: tumor que se extiende a través de la capsula prostatica
T3a: Extension a tejido adiposo periprostatico  (unilateral o
bilateral)
T3b: invasion de la vesicula seminal
T4: tumor fijo que invade estructuras adyacentes diferentes a las vesiculas
seminales
T4a: cuello vesical, esfinter externo, recto,

T4b: elevadores del ano y/o pared pélvica.

Nx: no se pueden avaluar los ganglios linfaticos regionales.
AFECTACION NO: no hay metastasis ganglionares regionales.
GANGLIONAR: N1: metastasis en ganglios linfaticos regionales.

(N: ganglios linfaticos

regionales)

Mx: no evaluable la presencia de metastasis lejanas
MO: no evidencia de metéstasis

M1: presencia de metéstasis a distancia
ENFERMEDAD Mf1a: ganglios linfaticos no regionales
METASTASICA: M1b: metastasis en huesos

Mf1c: metéstasis en otras localizaciones

(M: Metastasis)
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5.3. GRADO DE GLEASON

Existen en la actualidad diferentes sistemas de gradacién histoldgica, (sistemas de
Mostofi, Broders, Gaeta, MD Anderson'6'-163) siendo en la actualidad el mas ampliamente
utilizado el sistema de Gleason164.165,

Este sistema fue desarrollado por el Veteran Administration Cooperative Urological
Research Group (VACURG) vy su caracteristica principal, que lo diferencia de otros sistemas de
gradacion, es que se basa no en datos citolégicos sino en la morfologia glandular y el patron de

crecimiento tumoral en el estroma prostatico.

Sistema de gradacion de GLEASON

* Patron 1. Glandulas uniformes, en masas
circunscritas, bien diferenciadas, pequefias y
agrupadas.

» Patron 2: Similar a 1, con moderada variacion de
tamano y morfologiaHig.3)

* Patrén 3: Similar a 2, con marcada irregularidad en
tamafio y morfologia de las glandulas. Hay glandulas
pequefias o células individuales invadiendo el egird
(Fig.4)

* Patron 4: Tumor de élulas fusionadas, infiltrante c
células clarasHig.5)

» Patrdén 5: carcinoma anaplasico, con minima
diferenciacion glandular, infiltrando difusamente e
estromafig.6)

La gradacion se lleva a acabo asignando una puntuacion del 1 al 5 a los dos patrones
més frecuentes (primario y secundario), siendo el resultado final la suma de ambos. Los valores
entre 2 y 4 corresponderian a tumores bien diferenciados, entre 5 y 7 los moderadamente
diferenciados y entre 8 y 10 los tumores pobremente diferenciados.

Tanto el grado primario como el secundario tienen valor prondstico, de ahi la importancia
del grado combinado. Ademas de gozar de una aceptable reproducibilidad interobservador?6s,
este sistema de gradacion tiene como ventajas su rapidez de valoracién, comparado con otros

sistemas de apreciacion de caracteristicas citologicas, y su facilidad de aprendizaje.
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Fig. 3: Glandulas uniformes, bien
-diferenciadas, pequefias y agrupadas.

Fig. 4: Marcada irregularidad en :
tamafio y morfologia de las glandulas.
Hay glandulas pequeiias o células
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5.4 ESTADO DE LOS MARGENES QUIRURGICOS

El estado de los méargenes quirlrgicos es un factor con valor prondstico demostrado. La

OMS recomienda que se informe de la presencia, localizacion y extensién de todos los

margenes quirurgicos asi como de la presencia de glandulas benignas préximas a ellos (Fig.7-

8), con el fin de alertar a los clinicos de la existencia de tejido prostatico residual productor de

PSA tras la cirugia'®7.

La localizacion de un margen de reseccion positivo tiene una importancia significativa, ya

que, cuando es el apex prostatico el que se encuentra afecto, la repercusion en cuanto a

progresion y pronostico, es mayor que en otras localizaciones. Sin embargo, cabe sefialar que

solo aproximadamente el 50% de los pacientes con margenes quirtrgicos afectos progresarian

después de una prostatectomia radical68.

Aun asi el estado de los margenes confiere informacion predictiva por si mismo,

formando parte de numerosos algoritmos prondsticos6°.

En la pagina siguiente se muestras la figura 7, donde se aprecia un tumor prostatico de

estadio patolégico pT2 (6rgano-confinado), pero con el margen de reseccion afecto, y la figura 8,

que muestra un tumor localmente avanzado (pT3), pero con los margenes de reseccion libres.
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Fip. 7: pT2 con margen afecto.

pT3 con margen libre.

Fig.
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5.5 INVASION PERINEURAL

La invasion perineural es frecuente en adenocarcinomas, encontrandose hasta en un
38% de les biopsias'’0. Junto con la secrecién mucinosa y las glomerulaciones, constituye un
hallazgo histologico diagnéstico de CP en las biopsias por aguja'”!. Se ha demostrado su valor
predictivo de progresion tras la prostatectomia radical'”2. Ademas, recientemente se ha sugerido
que la presencia de invasion perineural en muestras de biopsia con aguja puede desempefiar un
papel predictor independiente de la evolucién de la enfermedad una vez realizada la

prostatectomia radical en canceres localizados, independientemente de los niveles de PSA73,
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Fig. 9: Glandulas tumorales infiltrando alrdedor de una
terminacion nerviosa.

Diferentes autores'74175 han incluido los factores clinico-patolégicos con valor prondstico
en nomogramas, con el fin de predecir el estadio patoldgico del CP de forma preoperatoria.
Partin y cols'7® elaboraron uno de los mas utilizados en la practica clinica.
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6.BIOLOGIA MOLECULAR DEL CANCER DE PROSTATA

La transformacion neoplasica de una célula constituye un proceso complejo en el que
diferentes alteraciones genéticas hacen que dicha célula escape al control fisiolégico de
regeneracion celular, de tal manera que, eludiendo la apoptosis, se perpetla en el ciclo celular,
proliferando de forma anarquica, adquiriendo la capacidad de invadir tejidos adyacentes y
eventualmente metastatizar. Esta transformacion obedece fundamentalmente a la activacion de
oncogenes (genes que codifican proteinas implicadas en la activacion del ciclo celular y cuya
sobrexpresion puede favorecer el desarrollo de un tumor'””) o la inactivacién de genes
supresores tumorales (genes encargados de controlar de forma fisiolégica la division celular,

inducir la apoptosis y la reparacién de alteraciones genéticas, evitando su propagacion).

6.1 ALTERACIONES MOLECULARES

6.1.1 Oncogenes

Los oncogenes son genes normales (proto-oncogenes) activados que se relacionan
frecuentemente con la estimulacion de la proliferacién celular'?8. Entre los implicados en

la carcinogénesis prostatica destacan los siguientes:

a) Bcl-2:
La familia de genes Bcl-2, descrita por primera vez en el afio 1984 al descubrirse su
asociacion con la translocacion cromosomica caracteristica del linfoma folicular
t(14;18)(q32;921)'79, se encuentra sobrexpresada hasta en el 100% de las células en
el PIN de alto grado (HGPIN) y en el 60% de las de CP180,
Implicado en los mecanismos de apoptosis, su alteracion permitiria a las células
portadoras de dafio genético eludir la muerte celular programada y proliferar sin
control, desempefiando asi un papel relevante en el inicio y progresion del tumor.
Se ha observado una respuesta pobre al tratamiento con radioterapia en pacientes
afectos de CP que presentan sobrexpresion de bcl-2181,

b) Ras:

La familia Ras, de la que se conocen tres subtipos: H-Ras, K-Ras y N-Ras'8?, y

considerada como uno de los grupos de oncogenes mas relevantes, se han
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asociado a tumores con alta capacidad de producir metastasis'83. Codificando una
proteina anémala permitirian la persistencia de la sefial de transduccion'® vy la
proliferacion de células transformadas. Su sobrexpresion se ha asociado a mal
prondstico y fenotipo metastasico'®,y a la diferenciaciéon hacia la independencia
androgénica'®.187 en el CP. Ademas, su sobrexpresion parece tener utilidad en la
prediccion de adenopatias, constituyendo una alternativa a los métodos quirurgicos

de estadiaje’®.

¢) c-Myc:
La familia de oncogenes nucleares c-Myc se encuentra sobrexpresada en gran
variedad de tumores'® y parecen estar involucrados en los mecanismos del ciclo
celular que regulan la progresion a la fase G1. La sobrexpresion de c-Myc se ha
relacionado con el desarrollo y progresion del CP. Recientemente se ha encontrado
una asociacion entre la expresion conjunta de c-Myc y su regulador Caveolina-1y la
progresion del CP, lo que podria determinar su eventual utilidad clinica'8,

6.1.2 Genes supresores de tumores

Los genes supresores de tumores, 0 antioncogenes, son necesarios para reprimir de
forma fisioldgica la division celular. Su alteracion o ausencia de expresiéon provocaria la
proliferacién celular incontrolada.'’8. A diferencia de los oncogenes, para que el gen
quede alterado es necesario que las mutaciones o delecciones afecten a los dos
alelos'90-192 | a pérdida de uno ellos no implicaria la aparicion de un tumor, pero si el
riesgo genético de desarrollarlo, al faltar el otro alelo del gene supresor'®s, Los
antioncogenes comunmente asociados a la patologia prostatica son P53, gen del
retinoblastoma (Rb), P16ink4 P21Cip1 y P27kip1,

a) P53:
El gen supresor tumoral TP53 se encuentra alojado en 17q13.1 y codifica una
proteina nuclear compuesta por 393 aminoacidos, y 53 Kd de peso molecular,
conocida como p53193, Esta proteina desempefia un papel crucial en la regulacion y
control del ciclo celular, ya que detiene la division en casos de alteracion genética,
permitiendo a su vez la reparacion del DNA, e induciendo la apoptosis si estas
reparaciones son inviables. La mutacion de este gen daria lugar a una proteina p53
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b)

d)

andémala, incapaz de detener el ciclo celular, lo que permitiria la proliferacion
incontrolada de células alteradas. De la misma manera, esta p53 anémala no seria
capaz de atravesar la membrana nuclear debiendo permanecer en el nucleo
celulart®4,

Se ha encontrado una expresion aumentada de p53 mutada en tumores de préstata
de alto grado, hormono-resistentes y metastasicos'#-197, por lo que se considera
implicada en los estadios tardios de CP, siendo menos frecuente su transformacion
en etapas mas tempranas'%,

También se ha constatado la asociacidén entre la sobrexpresion de p53, con la

amplificacién del gen HAR (receptores androgénicos)!%.

Gen del Retinoblastoma:

Este gen codifica una proteina nuclear (pRb), con una funcién inhibitoria importante
en la transicidn desde la fase G1 a la fase S del ciclo celular y su alteracion parece
estar implicada en la transformacion maligna de las células.

Aunque en el CP se ha encontrado una pérdida de heterocigosidad de hasta un

27% de este gen200 no parece asociarse a un mal prondstico en este tumor201.202,

Gen P16inks:

Este gen se encuentra situado en 9p21185 y codifica la proteina p16, inhibidora de
las kinasas dependientes de ciclinas evitando la fosforilacion de pRb e impidiendo el
proceso de division celular. Su alteracidn tiene el mismo efecto que el del gen Rb203,
Su sobrexpresion en PIN de alto grado se ha asociado con una recidiva bioquimica

precoz en pacientes con CP204,

p21cipt;
Se trata de la proteina de 189 aminoacidos codificada por un gen localizado en el
cromosoma 6p21.2. Dada su importancia en la regulacion de p53 en la detencion

del ciclo celular, este gen es considerado como un gen supresor tumoral.

p27kiet;
Es la proteina de 198 aminoacidos codificada por un gen situado en el cromosoma
12013. Fue descrito como inhibidor en células bloqueadas por el factor de

crecimiento en transformacion 3 (TGF-[3). Esta proteina se encuentra intensamente
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expresada en las células no proliferantes. Recientemente se ha demostrado la
funcion supresora tumoral de esta proteina en células prostaticas,

independientemente de su papel regulador de la proliferacion celular20s,
6.2 ALTERACIONES CROMOSOMICAS EN EL CP

La gran mayoria de tumores prostaticos que presentan alteraciones cromosémicas,
suelen corresponder a casos poco diferenciados, con estadio clinico localmente

avanzado o incluso metastasicos. Las anomalias cromosémicas mas frecuentes son20¢-
209-

= Pérdida del cromosoma Y

= Deleccion de 7922, 7q31 y trisomia del cromosoma 7
= Deleccion de 8p21 y monosomia del cromosoma 8

= Ruptura de 10923 y pérdida de 10g24

7. MECANISMOS DE INVASION Y METASTASIS

La progresion del CP se lleva a cabo a través de un proceso secuencial, en el que una
vez producida la transformacion neoplasica, las células tumorales invaden los tejidos
adyacentes, penetran los vasos, alcanzan el torrente circulatorio y asientan en 6rganos diana
donde continuan desarrollandose y constituyendo las metastasis.

Para ello, las células tienen que atravesar la matriz extracelular (MEC) y formas
particulares de la misma, como las membranas basales2'0, para lo que necesitan de mecanismos
de anclaje a la MEC para su posterior degradacion y asi poder atravesarla. Estos mecanismos
se basan en la existencia de moléculas de adhesion para elementos de la MEC y sistemas
enzimaticos que la degraden.

De la misma forma, estas células deben adquirir motilidad para poder desprenderse del
compartimiento tumoral y atravesar la MEC. Esta locomocion obedece al equilibrio continuo entre

adhesion y desprendimiento intercelular a través de las moléculas de adhesion211.212,
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En la actualidad, las moléculas de adhesion se clasifican atendiendo a su estructura
protéica2'3 en:
= Superfamilia de Ig.
= Familia de Cadherinas.
» Integrinas.

= Selectinas.

7.1. MEC y MOLECULAS DE ADHESION

La matriz extracelular de la mayoria de los tejidos epiteliales se compone de laminina y
colagenos tipo IV, I, VII, , IX, XIV, ademas de otras moléculas no colagenas como,
sialoproteina, ~ osteopontina,  osteonectina,  fibronectina,  vitronectina y
trombospondina2'4. La membrana basal tiene como principales componentes la laminina
y el colageno V215,

Todas estas moléculas participan en el mecanismo de remodelado de la MEC,
fendmeno continuo de recambio fisiolégico necesario para le mantenimiento de la
homeostasis de los tejidos, que puede verse alterado en situaciones patolégicas como
en el CP216,

Se ha comprobado que varias de estas moléculas presentan cambios en su expresion al
analizarse en tejido prostatico neoplasico (modificaciones en la expresion de cadherina,

sialoproteina2'7.218 y colageno VII219).

7.1.1 Cadherinas.

Las cadherinas son una familia multigénica de glicoproteinas de adhesién que
proporcionan el mantenimiento de las uniones célula-célula y participan como
mediadores en la migracion celular220 221,

La pérdida de expresion de estas moléculas se ha asociado al fenotipo invasivo tumoral
precisamente por su papel en la adhesion celular??2, siendo consideradas en la

actualidad como moléculas supresoras de la invasion 223,

Dentro de esta familia destaca la E-Cadherina, una molécula de adhesidn calcio-
dependiente encargada del mantenimiento de la capa epitelial de los tejidos. A medida
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que un tumor adquiere capacidad para invadir, progresar y metastatizar, la expresion de
E-Cadherina se va perdiendo??4.
Se ha observado asociacion entre la pérdida de su expresion y grados indiferenciados y

estadios avanzados de CP, por lo que posee valor pron6stico225.226,

7.1.2 Integrinas.

El comportamiento celular en cuanto a la pérdida de la adhesion y a la adquisicién de la
motilidad celulares, se acompafia de cambios en la expresion de receptores de
adhesion, sobre todo de los formados por la familia de las integrinas. Compuestas por
dos cadenas (o y [3), se comportan como moléculas heterodiméricas transmembrana
implicadas en funciones de organogénesis, regulacion de la expresion génica,
proliferacién, diferenciacion, migracion y muerte celular??’.Se ha observado una
asociacion entre el aumento de expresion del heterodimero a6B1 y la invasién de las
vesiculas seminales por parte de células prostaticas tumorales228.229,

También facilitan la formacion de metastasis 6seas ya que posibilitan el asentamiento
de células tumorales en el hueso (especialmente el heterodimero av[33), al mediar en la
adhesion de éstas con la vitronectina y la osteopontina, ambas componentes esenciales

de MEC 6sea230.

7.2. MEC Y PROTEASAS

Ya hemos sefialado que la MEC, y formas especiales de la misma como las membranas
basales, constituyen una auténtica barrera para las células tumorales. Para poder
atravesar esta barrera, es necesario que se produzcan cambios en la produccién de
enzimas proteoliticos especificos que degraden la MEC. Estos cambios pueden ser
inducidos bien por las células tumorales o bien por la propia MEC como fenomeno de

respuesta del huésped al tumor.

Genéricamente, estas proteasas son clasificadas en cinco categorias?3':

» (Cisteinicas ( catepsinas B, L, S, K, Q, caspasas...)

» Asparticas (catepsinas D, E...)
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» Serin-proteasas: (u-PA, plasmina, Hepsina...)
* Metaloproteasas (MMP-2, MMP-9...)

» Treonin-proteasas (proteasoma).

7.2.1 Metaloproteasas (MMP):

Son una familia de endopeptidasas con especificidad hacia gran cantidad de sustratos,
entre los que se encuentra diferentes componentes de la MEC, (colagenos I, II, IlI, IV,
laminina y fibronectina232.)

La accion proteolitica de las MMP sobre la MEC se ve amplificada al perderse la
expresion de los TIMPS, sus inhibidores tisulares.

Diferentes tipos de MMP han sido implicados en la progresion del CP. Lichtinghagen et
al233 descubrieron que la MMP-9 se encontrada sobrexpresada en el CP y no en el
tejido prostatico normal. También en cultivos celulares de cancer de prostata como PC-3
y DU-145, se encontr6 sobrexpresion de MT-1 MMP (metaloproteasa de membrana tipo
1)234, De la misma forma se ha encontrado sobrexpresion no de MMP-2, pero si de su
ratio respecto a su inhibidor TIMP-1235,

NEP 24.11 o endopeptidasa neutra (neprilisina) es otra MMP de superficie implicada en
la progresion del CP23%6, Su expresion esta disminuida en células cancerigenas
obtenidas de piezas de prostatectomia radical, no siendo asi en tejido prostatico

hiperplasico2’.

7.2.2 U-PAR (receptor del activador del plasminégeno urokinasa-like)

Se trata de una serin-proteasa transmembrana que sirve de receptor para el activador
del plasminogeno (u-PA), permitiendo la activacion de la plasmina desencadenando la
cascada de las proteasas que llevarian a cabo la degradacion de los componentes de la
MEC.

Se ha comprobado que la produccion de u-PA se corresponde con una mayor
capacidad de las células tumorales para unirse y activar el plasminogeno, lo que sugiere
que la secrecion de u-PA y los niveles del complejo u-PA y u-PAR son tipicos del
fenotipo invasivo de muchos tumores2,

También se ha encontrado asociacion entre u-PA y mayor grado histologico y estadios

avanzados en el CP23¢,
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La plasmina es una potente serin-proteasa capaz de degradar la MEC240 y activar otras

proteasas como MMP-9, estromelisina 0 MMP-3, colagenasa intersticial (MMP-1) etc.241,

7.2.3 Catepsinas

Las catepsinas, del griego ‘kaBsgev” o “kathepsein” (digerir) son proteasas
localizadas en el interior de los lisosomas, capaces de degradar los diferentes
componentes de la matriz extracelular (MEC). Por ello han sido implicadas en los
fendmenos de invasion y metastasis de diferentes neoplasias humanas, como el cancer
de pulmdn?42, eséfago?43, estomago?#4, cerebro?45, colon246, ovario?4’, mama248-251
neoplasias de cabeza y cuello??, vejiga urinaria?®3 y prostata?s42%, Los continuos
avances y mejoras de las técnicas bioldgicas para la caracterizacion de proteinas han
permitido el conocimiento de un mayor numero de catepsinas, habitualmente diferentes
en su estructura molecular, pero bastante similares en cuanto a su funcién. Su papel
putativo en los mecanismos de invasion, progresion y metastasis de los tumores
humanos les ha convertido no so6lo en potenciales marcadores prondsticos tumorales

sino en objetivos de investigacion para futuras terapias moleculares.

a) CatepsinaB

La catepsina B (Cat B) se caracterizd por primera vez en el afio 19732%, Se
trata de una proteinasa cisteinica lisosomal de 339 aminoacidos codificada por
un gen situado en 8p22257. Se encuentra implicada en el recambio normal de
proteinas en las células de mamiferos. También ha sido relacionada con los
fendmenos de procesamiento antigénico258, angiogénesis?, y degradacion de
diferentes componentes de la MEC y la membrana basal, como el colageno tipo
IV, la fibronectina y la laminina2®0, Cat B es capaz de activar tanto la forma
soluble como la ligada al receptor de la célula tumoral del activador del

plasmindgeno urokinasa-like (u-PA) y otras proteasas?6'.

Se ha informado de la importancia de la expresién de Cat B como factor
prondstico en el cancer de pulmon (en los diferentes tipos histologicos excepto

el de célula pequefiaz*2). También se ha encontrado la asociacion entre su
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sobrexpresion y un estadio tumoral avanzado y una menor supervivencia el
cancer de colon?46 y su posible utilidad como marcador de transformacion

maligna de los meningiomas262,

Cat B y Céncer de prostata

Diferentes estudios han puesto de manifiesto la presencia de Cat B en el cancer
de préstata. Fernandez y colaboradores demostraron una mayor positividad de
esta proteasa en el tejido prostatico neoplasico en comparacién con las
observadas en el tejido normal, la hiperplasia y el PIN de alto grado, apuntando
asi su posible implicacion en la transformacion maligna de las glandulas
prostaticas?63, Sinha y colaboradores estudiaron la expresion de Cat B en
muestras de cancer de prostata agrupados segun el grado de Gleason y
comprobaron que ésta se encontraba expresada de forma heterogénea, siendo
su positividad mas intensa en los tumores pobremente diferenciados264. Estas
observaciones sugieren la probable relacién de la Cat B con el fenotipo
agresivo del tumor.

Al estudiar la razén entre Cat B y su inhibidor estefina A se comprobd que
en los tumores agresivos, existia una preponderancia del enzima sobre el
inhibidor, independientemente del grado de diferenciacion, lo que no ocurre en
tumores silentes 0 no agresivos, reforzandose la hipétesis de la utilidad clinica
de Cat B como factor prondstico de la evolucion265. También se ha encontrado
una asociacién entre la razon Cat B>estefina A y la incidencia de metastasis
ganglionares266,

Miyake y colaboradores?6” han encontrado una mayor concentracién sérica de
Cat B en pacientes con cancer de prostata que en el grupo control de individuos
sanos. Ademas, esta concentracion sérica resulté ser mayor en los pacientes
con enfermedad extraprostatica que en los de enfermedad 6rgano-confinada.

Sin embargo no se encontrd asociacion con la supervivencia cancer-especifica.
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b) CatepsinalL

Mucho menos estudiada que la Cat B, esta proteasa fue purificada por primera
vez en 1971, a partir de lisosomas hepaticos de la rata®. Se trata de una de
las proteasas mas ubicuas, siendo ademas de las mas activas en la
degradacion de sustratos como la azocaseina, colageno y elastina?. Se piensa
que puede desempefiar un papel regulador del ciclo celular a través del proceso

proteolitico de factores de transcripcién o degradando p21279,

La catepsina L (Cat L), es otra proteasa cisteinica lisosomal con un papel
crucial en el catabolismo proteico intracelular. Ha demostrado poseer la
actividad colagenolitica y elastinolitica mas potente de todas las catepsinas in
vitro271.272, Ha sido implicada en diferentes procesos patoldgicos como necrosis
miofibrilar de las miopatias?’3, en la isquemia miocardica?’* y en la respuesta

tubular renal frente a la proteinuria27s,

Debido a sus propiedades proteoliticas ha sido relacionada con los fendémenos
de invasion y progresion de diferentes neoplasias, como meningiomas262,
mamaZ278 y pulmdn242, si bien, los resultados no han sido tan alentadores como
los de la Cat B.

Cat L y cancer de prostata

La presencia de Cat L en diferentes cultivos celulares prostaticos como LNCaP,
DU 145y PC 3y la capacidad que dichas lineas celulares poseen para invadir
la MATRIGELO (una preparacion sintética de caracteristicas fisicas similares a
las membranas basales) han indicado la posible relacién entre esta proteasa y

el fenotipo invasivo en el cancer de préstata.2’”
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7.2.4 Hepsina

El gen de la hepsina codifica para una serin-proteasa tipo Il transmembrana de
51 kDa, localizada en la membrana plasmatica de las células, con su porcion C-
terminal hacia la superficie externa de las mismas. Fue identificada
originariamente en el tejido hepatico humano, encontrandose presente en
niveles significativos en diferentes tipos celulares como el cancer de mama,
nervios periféricos o el hepatocarcinoma. La hepsina es producida en la
mayoria de los tejidos, pero es en el higado donde se encuentra en
concentraciones mas altas?78.

Entre sus funciones destacan el crecimiento celular y la activacion del factor VI
de la coagulacion?’® iniciando la cascada de la coagulacion en la superficie
celular, resultando en la formacion de trombina.

La sobrexpresion de la hepsina se ha observado en diferentes neoplasias

humanas como en el cancer de ovario?®,el de rifién27® y el de prostata.

Hepsina y cancer de prostata

Diferentes estudios de expresion génica, empleando los “microarrays” de DNA,
han puesto de manifiesto que el gen para la hepsina, es uno de los que mas
frecuentemente se encuentran sobrexpresados en el carcinoma de prostata
humano28'-285, E| mRNA de la hepsina se encuentra elevado en el 90% de los
tumores prostaticos26, Esta elevacion se acompafia de un aumento de los
niveles de la proteina. Esta sobrexpresion confirmaria la importancia de la
hepsina no s6lo como marcador para el cancer de préstata, sino como posible
objetivo terapéutico.

Se ha observado su sobrexpresion en todos los estados evolutivos del cancer
de prostata, incluyendo el PIN de alto grado, adenocarcinoma localizado y las
lesiones metastaticas, sin embargo el papel de la hepsina en la evolucion del
cancer de prostata es objeto de debate. Mientras se acepta que, de forma
global, se encuentra sobrexpresada en esta neoplasia, no esta claro si sus

niveles de expresion se correlacionan con la evolucidn de estos enfermos.
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Estudios in vivo con ratones transgénicos han puesto de manifiesto que la
sobrexpresion de hepsina promueve tanto la progresion del cancer como la
aparicion de metastasis?®” al provocar un debilitamiento de la adhesion del
epitelio al estroma, resultando en la desorganizacién y disrupciéon de la
membrana basal. Sin embargo esta sobrexpresion en lineas celulares derivadas
del cancer de préstata metastasico reduce la capacidad de estas células para
invadir la Matrigeld al inhibir la motilidad celular?8, poniendo en cuestion el

papel favorecedor de la progresion de esta proteasa.

7.2.5. Maspina

La actividad de la hepsina se debe en gran medida a los niveles celulares de las
serpinas (inhibidores de las serin-proteasas), encargadas de determinar la
actividad enzimatica en la superficie celular, modulando la degradacion de la
matriz extracelular y la invasion tumoral.

La maspina o serpina B5, es una proteina de 42 kDa perteneciente a la
superfamilia de las serpinas, con las que guarda una gran similitud estructural
(las serpinas mantienen una secuencia de aminoacidos casi idéntica?8®) y cuya
presencia ha sido demostrada en células epiteliales normales de la mama,
placenta, prostata, timo, testiculo, cavidad oral, intestino delgado, piel y
cornea?®,

El gen que codifica para maspina fue originalmente identificado como un gen
supresor de clase Il en las células del cancer de mama, localizado en el
cromosoma 18g21.3281. Se da la circunstancia de que es en esta regién donde
se producen mas frecuentemente las pérdidas de heterozigosidad en diferentes
tumores, entre ellos los de mama, colon y préstata2?!.

Se trata de una proteina citoplasmatica, que también es secretada a la
superficie celular. Se ha comprobado que tiene la capacidad para inhibir
diferentes proteasas, entre ellas uPA2% 'y hepsina2%2 asi como la
angiogénesis?® y la invasion tumoral al favorecer la adhesion celular a la
membrana basal y a los componentes de la matriz extracelular. Se ha
comprobado que la maspina interacciona con el colageno | y lll, con la
fibronectina y laminina, aumentando la actividad integrina, modulando la

adhesion celular a la matriz extracelular e impidiendo de esta forma la invasion
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tumoral2®4, Ademas inhibe la migracion celular en ausencia de actividad
inhibitoria sobre las proteasas?%.

Se piensa que la alteracion de la expresion de la maspina en las células
neoplasicas podria conferir a las células tumorales la capacidad de invadir, y
eventualmente, metastatizar, por lo que se ha convertido en objeto de estudio

como potencial marcador de agresividad tumoral.

Maspina y cancer de prostata

El significado bioldgico de la maspina en la carcinogénesis prostatica aun esta
por dilucidar. Se ha comprobado que en el epitelio prostatico normal, ésta se
expresa predominantemente en las células basales y que en el epitelio tumoral

su expresion es inversamente proporcional a la de la hepsina2%2,

7.3. EL RECEPTOR DE ANDROGENOS Y SU PAPEL EN LA
CARCINOGENESIS PROSTATICA

El crecimiento normal y la actividad funcional de la glandula prostatica requieren el
estimulo de los androgenos. Su produccion es regulada por el eje hipotaldmico-
pituitario-gonadal. La hormona liberadora de gonadotropinas (Gnrh) es liberada por el
hipotdlamo de forma pulsétil, estimulando la secrecion de LH por parte de la
adenohipdfisis. A su vez, la LH actuard en el ambito testicular sobre las células de
Leydig, que produciran testosterona, que constituye el andrégeno circulante mas
abundante. La mayor parte se encuentra unida a proteinas (95% a la SHBG, 3% a la
albumina). En la préstata, la testosterona es convertida en Dihidrotestosterona (DHT)
por medio de la accion de la 5-a-reductasa tipo 2. Tanto la testosterona como la DHT se
unen en el ndcleo al receptor de andrégenos (la DHT lo hace de forma méas potente),
activando la trascripcion de los genes regulados por los andrégenos.

Como se ha comentado previamente al inicio de esta introduccién, los andrégenos son
esenciales para el crecimiento y desarrollo prostatico. Desde que Huggings y
colaboradores?% establecieran la dependencia androgénica del cancer de préstata, la
terapia de ablacion (en sus diferentes modalidades) ha sido uno de los pilares mas
importantes en el tratamiento de esta enfermedad.
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Sin embargo la respuesta a esta ablacion no es indefinida, y a lo largo de la evolucion
muchos de estos tumores se convierten en ‘resistentes” al bloqueo hormonal. Este
fendmeno podria explicarse por la presencia de clones celulares insensibles a la accién
androgénica, y que seguirian proliferando sin control a pesar del tratamiento, o por la
alteracion del receptor de andrégenos2’.

El receptor de androgenos (RA) facilita la regulacion de genes implicados en la
proliferacién y diferenciacion prostatica. Mutaciones que sean capaces de alterar su
estructura, funcién y regulacion pueden favorecer el crecimiento de subpoblaciones
celulares dentro del tumor capaces de proliferar incluso en un medio privado de
andrdgenos?%,

El gen que codifica para el RA se encuentra localizado en el cromosoma X en la
posicion Xq11-122% . Dicho gen codifica una proteina de 919 amino-acidos y un peso
molecular de 98 kDa perteneciente a la superfamilia de receptores esteroideos de
localizacion nuclear3® y que se compone de tres dominios: un dominio de activacion
transcripcional, otro de union al DNA y otro de unién a andrégenos situado en la porcion
C-terminal0!. Su activacion provocara la trascripcién de los genes regulados por los
andrdgenos.

El RA se encuentra presente en el cancer de prostata tanto primario como metastasico
independientemente del grado o estadio, asi como en los tumores
hormonorefractarios®02303, Su activacion en las células prostaticas normales y
neoplasicas promueve fendmenos de proliferacion y angiogénesis complejos,
implicados en la progresion del tumor y eventualmente en el desarrollo de la
independencia hormonal.

En resumen, los andrégenos actuando a través del RA, estan implicados en la
carcinogénesis prostatica, comportdndose como promotores de la proliferacién celular

tumoral.

7.4 ANTIGENO Ki-67

Entre las muchas moléculas que intervienen en la regulacion del ciclo celular se
encuentra la Ki-67. Se trata de una proteina cuyo peso molecular oscila entre 345y 395

KDa y que es expresada por las células que se encuentran en las fases G1, S, G2y M
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pero no en la fase GO del ciclo celular. Por ello representa un marcador de actividad
proliferativa de las células y su expresion ha sido relacionada con la agresividad
bioldgica de diferentes neoplasias.

La expresion del antigeno Ki-67 en las metastasis hepaticas del cancer de colon ha
resultado tener un valor pronostico en cuanto a la supervivencia de estos enfermos3%4,
También se ha comprobado su utilidad como marcador prondstico en el cancer
colorrectal en estadio C de Dukes30s.

En cuanto al cancer de prostata se refiere, se ha comprobado la utilidad de la expresion
de Ki-67 en las muestras de biopsias properatorias para predecir un eventual fracaso
bioquimico tras la prostatectomia radical3%.307 y se ha asociado a la supervivencia libre

de progresion en enfermos sometidos a dicha intervencion30,

8. RESUMEN

El céncer de prostata supone un gran porcentaje de los tumores malignos
diagnosticados en el ser humano, constituyendo junto a los tumores de pulmdn y colon, las tres
causas mas frecuentes de mortalidad por cancer en varones. A pesar de los continuos avances
en el diagnostico y tratamiento aun resulta dificil el discernir entre los tumores silentes y aquellos
que se van a comportar de forma agresiva, por lo que se hace interesante el estudio de
marcadores que nos permitan predecir la evolucion de esta enfermedad.

La progresion del carcinoma de préstata se lleva a cabo a través de estadios, que
incluyen la enfermedad preinvasiva, el cancer invasivo oOrgano-confinado y la enfermedad
metastasica. Durante estos estadios, el proceso invasivo tumoral tiene lugar en unas fases
consecutivas, en el que las células han de superar unas barreras tisulares para conseguir su
diseminacion. Estas barreras corresponden en gran parte a la matriz extracelular (MEC) y formas
particulares de la misma, como las membranas basales, que han de ser atravesadas para que
las células malignas abandonen el compartimiento neoplésico y viajen por el estroma intercelular
hasta los vasos, penetrando y disemindndose por el sistema circulatorio, y vuelvan a salir a los
tejidos tras atravesar la pared vascular. Esto permite deducir que estos elementos invasivos
deben contar con unos mecanismos de anclaje a la MEC, su degradacion y la progresion a
través de ella. Esto mecanismos se basan en la existencia de moléculas de adhesién para

elementos de la MEC y sistemas enzimaticos que la degraden.
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La expresion de proteasas constituye uno de los mecanismos que confieren capacidad
invasiva a las células tumorales, al permitir la disolucién de la MEC. Las catepsinas, proteinasas
cisteinicas lisosomales, de las que se han descrito varios tipos hasta la fecha, debido a su
capacidad de degradar la MEC y conferir ese fenotipo invasivo a diferente neoplasias humanas,
se han constituido en objeto interesante de estudio, por sus mas que probables implicaciones
prondsticas.

La identificacién y caracterizacion de nuevas proteasas son constantes, y su estudio se
hace indispensable para entender la capacidad invasora de las neoplasias. De reciente
descubrimiento son la hepsina y maspina.

El estudio de estas proteasas, junto con otras moléculas implicadas en la progresién e
invasion del cancer de prostata y su posible relacion con los parametros clinico-patoldgicos de
esta enfermedad puede aportar mayor conocimiento sobre la biologia de este tumor.
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Hipotesis y Objetivos

Basandonos en estudios previos realizados en otoolos tumorales, en los
gue se han demostrado la presencia de proteasaonadas con los mecanismos de
invasion, progresion y metastasis, planteamos chipotesis de trabajo quen la

progresion del carcinoma prostatico, desde lasdess preinvasivas hasta la fase

metastasica, intervienen distintas proteasas, ayadd@s de facilitar la invasion de la

matriz_extracelular. La expresién de algunas desgroteasapuede ademas ser util

como factor prondéstico de la evolucion del carcimote prostata.

Para comprobar experimentalmente esta hipotesis se pretenden alcanzar los siguientes

objetivos:

1) Evaluar la expresion de proteasas Catepsinas B y L, Hepsina y Maspina, asi como la
expresion de marcadores relevantes, como el receptor de andrégenos y el antigeno Ki-
67, en los diferentes estadios de progresién del carcinoma prostatico (tejido normal, PIN

Alto grado, carcinoma invasivo)

2) Correlacionar la expresion de dichas proteasas con parametros clinico-patolégicos ( PSA

sérico previo al tratamiento, Grado de Gleason, estadio patol6gico, progresion...)
3) Establecer las posibles utilidades diagnésticas y clinicas de la determinacion de la

expresion de dichas proteasas en el carcinoma de préstata, y su valor como marcadores

prondsticos de la enfermedad.
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Material y Métodos

1. SELECCION DE LOS CASOS

Se llevo a cabo la revisidn de las historias clinicas correspondientes a 62 pacientes
afectos de cancer de prostata, intervenidos en nuestro centro entre los afios 1996 y 2003. Todos
ellos presentaron en el momento del diagndstico un estadio clinico localizado (T1-T2, segun la
clasificacion TNM del afio 1997), y por lo tanto sometidos a prostatectomia radical con intencion
curativa. Se excluyeron de la selecciéon aquellos casos tratados con bloqueo androgénico de
forma previa a la intervencion quirdrgica, dados las posibles alteraciones genomicas y
fenotipicas de este tratamiento sobre las células tumorales, dificultando asi su valoracion
histolégica posterior.

Se excluyeron asi mismo las variantes histologicas inusuales de carcinomas (mucinosos,
células pequenas, etc.)

De las historias clinicas de cada paciente se recogieron datos de edad, el valor de PSA
sérico preoperatorio, el grado de diferenciacién de Gleason en las muestras de biopsia, el
estadio clinico segun la clasificacién TNM, y tras la realizacién de la prostatectomia radical, los
datos correspondientes al grado de Gleason definitivo, el estadio patolégico de la enfermedad, el
estado de los margenes de reseccion quirurgicos, la presencia de infiltracion perineural, la
instauracion de tratamiento complementario y la respuesta al mismo, asi como los valores de

PSA sérico postoperatorio.

2. SELECCION DE LOS TEJIDOS

El estudio se ha realizado a partir del analisis de 60 muestras compuestas por:

a) 60 adenocarcinomas, obtenidos de 60 piezas de prostatectomia radical,
correspondientes a tumores primarios, intervenidos en el Servicio de Urologia
del Hospital Clinico y Provincial de Barcelona.

b) Tejido prostatico normal, Hiperplasia Benigna de prostata y focos de Neoplasia
Intraepitelial Prostatica de Alto Grado (PIN) adyacentes a las areas de tumor, asi
como dos muestras de metastasis ganglionares, fueron también estudiados con
propdsitos descriptivos.

Todos los casos estudiados fueron diagnosticados e intervenidos en nuestra instituciéon.
Las piezas quirdrgicas fueron procesadas e incluidas en parafina para la realizacion de estudios

inmunohistoquimicos, formando parte del banco de tejidos del servicio de Anatomia Patoldgica.
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Fi. 10: Pieza quinirgica de prostatectomia radical.

3. ESTUDIO HISTOLOGICO

3.1. OBTENCION Y TRANSPORTE DE LA MUESTRA

Tras la realizacién de la prostatectomia radical, la pieza quirdrgica fue enviada al servicio
de Anatomia Patoldgica en fresco, o en formol al 10 % si se preveia algun tipo de demora en el

envio.
3.2. ESTUDIO MACROSCOPICO

3.2.1 Prostatectomia radical (protocolo de tallado)

Las piezas se examinaron para detectar la existencia de nddulos tumorales,
posteriormente se pesaron y se midieron. Se orientaron y fijaron durante 24 horas. Se
separaron las vesiculas seminales y los conductos deferentes, efectuando secciones
transversales y sefialando inequivocamente el margen de reseccion de ambos conductos
deferentes. Se seccionaron las préstatas transversalmente, realizando cortes de

aproximadamente 3 mm de grosor Y se analizaron macroscopicamente (Fig.11).
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Finalmente, se procedié a la inclusion de los margenes vesical y apical (uretral distal)
obteniendo multiples secciones radiales de los fragmentos. El resto del tejido prostatico se

incluy6 en su mayor parte con un promedio de 25 bloques (Fig12).

Fig. 12: Secciones fransversales de 3mm de grosor.
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3.3. INCLUSION DEL MATERIAL EN BLOQUES DE PARAFINA

El proceso consiste en 12 pasos de una duracién total de 17 horas y 15 minutos,
realizado de forma totalmente automatizada. Los pasos incluyeron sucesivamente: formol al

10%, etanoles al 70 y 90%, en etanol absoluto, tolueno y parafina.

3.4. OBTENCION DE CORTES HISTOLOGICOS

Para la obtencion de los cortes histolégicos se utilizd un microtomo calibrado para
realizar secciones del bloque de parafina de 3 um de grosor. Los cortes se depositaron en un

portaobjetos de vidrio, quedando las preparaciones listas par su tincion y montaje.

3.5. TINCION Y MONTAJE DE LOS CORTES HISTOLOGICOS

Las preparaciones se tifieron de forma automatizada siguiendo un protocolo que consta
de 22 pasos y dura 49 minutos. Los pasos incluyeron sucesivamente desparafinacion vy
rehidratacion con xileno, etanol absoluto, etanol 96°C, agua, hematoxilina, agua, agua acética,
agua, etanol 96°C, eosina, etanol absoluto, xileno-eucaliptol y xileno.

Al finalizar este proceso, se obtuvo la preparacion histolégica tefiida. Finalmente, para

montar las muestras, se afiade sobre la preparacion DPX y un cubre-objetos.

3.6 ELABORACION DE MATRICES TISULARES

Los grandes avances que se han producido en los ultimos afios en el campo de la
gendmica y la bioinformatica han derivado en la aparicién de técnicas mediante las cuales se
obtienen enormes cantidades de datos que pueden ser procesados y analizados con programas
informaticos, hasta obtener unos resultados que dificilmente podian obtenerse en afos
anteriores. Entre éstas técnicas destacan los cDNA “microarrays” (que pueden traducirse como
micromatrices de cDNA) mediante los cuéles se pueden estudiar cambios en la expresion de un
gran numero de genes a partir de una sola muestra tumoral. Sin embargo, esta técnica, debido a
su complejidad y elevado coste, no es adecuada para conocer si estos cambios de expresion
observados en un determinado numero de genes son habituales en el modelo tumoral estudiado.

Es decir, es necesario realizar un cribaje en el ambito poblacional, mediante el anélisis de un
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marcador molecular en grandes grupos de tumores. Ademas, la técnica de microarrays de ADN
analiza el estado del ARNm y no el de la proteina codificada por el gen. Para ello, se puede
utilizar la técnica de los “tissue microarrays” (TMAs), que pueden traducirse como micromatrices
de tejidos, con lo que se realiza el proceso inverso: se estudia el producto de un gen o genes en
un gran nimero de tumores.

La técnica de los “tissue microarrays” es Util para un analisis rapido de marcadores
moleculares en un gran nimero de muestras, utilizando una minima cantidad de tejido y
disminuyendo significativamente los costes. Se considera que esta pequefia porcion de tejido
aporta informacién importante sobre la biologia del cancer, también desde un punto de vista
clinico, de investigacion y epidemiolégico. El estudio de un nimero muy elevado de casos aporta
informacion en el ambito poblacional que sera importante también en el ambito individual.
Ademas, esta técnica reduce la variabilidad de las tinciones inmunohistoquimicas al estudiar
muchos casos a la vez.

En 1998 Kononen y colaboradores®, describieron la técnica de “tissue microarrays”.
Para ello, utilizaron un sencillo aparato denominado “tissue arrayer”. Es en este momento en el
que se describe una técnica que consistia en pinchar con una aguja de pequefio didmetro un
bloque de parafina y extraer un diminuto cilindro de tejido que se colocaba en otro bloque,
denominado “receptor’, en el que se disponian matricialmente una gran cantidad de cilindros.
Potencialmente, se pueden disponer hasta 1000 cilindros de tejido en un mismo bloque.
Ademas, esta técnica aportaba ventajas adicionales, como su utilizacién en otras técnicas como
el FISH e ISH.

Segun la composicion de los TMA, se pueden definir diversos tipos de TMA:

- TMAS multitumor:

Estan compuestos por distintos tipos tumorales. Se utilizan para cribar

alteraciones moleculares de interés.

- TMAs de progresion:

Se usan para el estudio de alteraciones moleculares en distintas etapas
de un tumor en particular (ej: cancer de mama, vejiga urinaria, rifidn y

prostata). Un ejemplo es el de un estudio de la progresion del cancer de
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prostata que incluya tejido normal o hiperplasico, PIN, carcinoma

localizado, carcinoma localmente avanzado, metastasis y recidivas.

- TMAs de pronostico:

Constituidos por tumores de los que se poseen datos clinicos y
seguimiento. Con la ayuda de estos arrays, nuevos parametros
pronésticos podrian ser identificados o se puede probar el valor de

alteraciones moleculares para predecir la respuesta a la quimioterapia.

3.6.1 Utilidades de las matrices de tejido

Con el estudio de marcadores utilizando técnicas de inmunohistoquimica, hibridacion in

situ y FISH, esta técnica se considera adecuada para:

- Estudio de la progresidn tumoral
- Cribaje de todo el espectro de una neoplasia
- Cribaje de nuevos marcadores en diferentes tejidos y tumores.
- Ensayos clinicos
o Establecimiento de perfiles moleculares de tumores
o Validacion de los datos de cribaje de los cDNA microarrays y
otras técnicas parecidas
- Probar y optimizar sondas y anticuerpos
- Docencia y control de calidad a fin de mejorar la interpretacion
estandarizada de resultados

- Obtencion de una muestra para extraer ADN.
3.6.2 Ventajas e inconvenientes del uso de las matrices de tejido
La principal ventaja de la utilizacion de esta técnica es la reduccion significativa de tiempo

y coste para su realizacion. Es posible efectuar un estudio de grandes series de
pacientes en poco tiempo. Ello se halla motivado por la posibilidad de analisis simultaneo
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y estandarizado de multiples muestras y la existencia de un area de tamafio suficiente
para analizar.

Los TMAs permiten analizar la expresion del marcador determinado, estudios clinico-
patoldgicos en los que se valora la expresion de este marcador con otras variables como
tipo histolégico, grado, TNM... También se pueden realizar trabajos cuya finalidad sea la
obtencién de factores pronésticos, mediante estudios de supervivencia, aparicion de
recidivas, etc.

Los principales inconvenientes surgen en los casos de tumores muy heterogéneos
histolégicamente y cuando existe un minimo nimero de células tumorales en las
biopsias. La reproducibilidad de los resultados deberia validarse mediante un estudio

comparativo con secciones completas de un grupo de tumores de este tipo.

3.6.3 Construccion de las matrices

Los TMAs no se construyen de forma aleatoria, sino seleccionando determinadas
regiones del tumor. En los casos de tumores muy heterogéneos, una cuidada seleccion
de las zonas puede aumentar la representatividad de los resultados. En el caso de
expresarse de forma heterogénea, la evaluacion debe ser mas cuidadosa. Por otra parte,
se contraindica el estudio con TMAs de los marcadores de expresion focal, ya que puede
dar lugar a una interpretacion errénea. En este caso, una alternativa seria la utilizaciéon de
técnicas que requieran de un mayor aporte de material, como los “microchops” 310,

A pesar de sus grandes ventajas, es necesario comentar que los TMAs son una
herramienta de cribaje en el &mbito poblacional, para analizar de un modo répido y
econdmico las frecuencias de expresion de marcadores en poblaciones celulares,
tisulares o en pacientes utilizando un gran numero de casos, pero el estudio cuidadoso y
exacto de un tumor requiere de mdltiples secciones completas amplias y consecutivas.
Para la elaboracion de nuestras matrices tisulares se emple¢ el Tissue Arrayer (Beecher
Instrumentsd] Fig.13). Es un sencillo instrumento que consta de una lamina base, un
receptaculo portabloques para el bloque receptor del array, un puente para el bloque
donante, 2 agujas de diferentes medidas en un soporte basculante en dos ejes y una guia
de precision XY.
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a) Protocolo de elaboracion:

Recogida de bloques donantes y preparaciones histoldgicas:

1. La construccién del TMA se debe iniciar con la recogida de la informacion necesaria
referente a los casos requeridos para la confeccion del array, de la base de datos

correspondiente o de la historia clinica.

2. Se preparan los bloques -donantes- de parafina, con un minimo aconsejado de 3 mm de
profundidad tisular y con una adecuada preservacion antigénica durante el proceso de

fijacion.

3. Es aconsejable disponer de una preparacion nueva tefiida con hematoxilina-eosina

como guia para seleccionar las regiones que deseamos seleccionar.

4. Con ayuda del microscopio Optico, se marca con un rotulador el punto exacto
correspondiente a la zona elegida.

5. Posteriormente se enfrenta la preparacion histologica con el bloque de parafina

correspondiente y se marcan las zonas elegidas en el bloque con rotulador.

6. Confeccionar una plantilla, identificando todos los cilindros y su disposicién en el array,

teniendo en cuenta lo siguiente:

- NUmero de casos que se van a utilizar. Aunque tedricamente se pueden
introducir hasta 1200 muestras, en la practica el nimero de cilindros de cada
TMA varia entre 100 y 400, dependiendo del grosor de la aguja (0.6, 1, 2 mm) y
el espaciamiento.

- Diametro del cilindro: generalmente se utiliza la aguja de 0,6 6 de 1 mm. Las
agujas de diametro superior (1,5 6 2 mm) raramente se utilizan en la préactica.

- Espaciado entre los cilindros: suele ser de 0,8 - 1 mm entre dos muestras
adyacentes.
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- Margen: se recomienda que sea de 2,5 - 3 mm, para evitar la fragmentacion de
la parafina.

La matriz de tejidos se construye extrayendo con la aguja receptora cilindros a partir
de los bloques donantes e introduciéndolos de forma secuencial y ordenada (matricial)
en el bloque receptor.

El bloque (Fig.14) se recalienta brevemente a 40° para estabilizar los cilindros.

Dejar enfriar el bloque a temperatura ambiente antes de cortar

Realizar secciones con el microtomo para tefiir con H-E (Fig.15-16) o almacenar para su
uso en inmunohistoquimica.

Fig. 13: Beecher microrayer.
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Fig. 14: TMA; bloque receptor.

Fig. 1% Disposicion de los cilindros.
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Fig. 16: Detalle de cilindro (Hematoxilina-Eosina)

b) Problemas técnicos

0 Rotura del bloque
Uno de los problemas mas graves que pueden surgir al manipular el bloque es la
rotura del mismo al proceder a cortarlo con el microtomo. La particular composicidn
del TMA, con multiples cilindros incluidos en parafina motiva que una incorrecta
manipulacién pueda ocasionar su fragmentacion, lo cual ocasiona practicamente
siempre su inutilizacion. Es importante ser muy cuidadoso en el momento de efectuar
secciones del bloque, ya que no nos encontramos delante de escasos fragmentos de
gran tamafio, sino de un gran numero de pequefios cilindros que estan incluidos en

parafina.
0 Tincion heterogénea

Se produce en los casos en que algun componente de la técnica inmunohistoquimica

no entra en contacto con las muestras. En los casos en que se realizan las técnicas
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inmunohistoquimicas de forma automatizada, se debe ser muy cuidadoso cuando las
preparaciones se depositan verticalmente en el inmunotefiidor, que puede ocasionar

una cierta falta de homogeneidad, al no tefiirse las filas mas superiores.

o Pérdida de cilindros
Se produce tras efectuar un gran nimero de cortes en el bloque receptor, en los
casos en que se han introducido cilindros de escaso grosor. Es importante
seleccionar bloques donantes con el mayor grosor posible (minimo aconsejable: 3
mm) para poder obtener un cilindro de grosor suficiente. En casos extremos, se
puede intentar realizar el cilindro verticalizando el tejido o apilando varios cilindros del

mismo caso.

0 Ausencia de tincidn de algunos cilindros
Suele deberse a un incorrecto procesamiento previo de la muestra. Una excesiva
fijacion del tejido puede negativizar la expresion de los anticuerpos. Al respecto ha
aparecido recientemente un trabajo en el que se ha evaluado como afecta el tiempo
de fijacién en la calidad de la tincién3!".

Fig. 17: Ausencia de tincion en la periferia del cilindro.
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c) Aspectos técnicos de TMA en el presente estudio

Siguiendo el método de elaboracion expuesto con anterioridad, para la realizacién de
este estudio se construyeron dos matrices tisulares. Los cilindros fueron extraidos del
bloque mediante una aguja de 1 mm de diametro. Cada caso fue representado por
duplicado, es decir, por cada tumor se extrajeron dos muestras, con el fin de mejorar
su representatividad y paliar la pérdida de cilindros y los efectos de posibles

artefactos (tincién heterogénea, “en donut” -Fig.17-, agotamiento de la lesién...)

De la misma forma, en ambas matrices se introdujeron cilindros correspondientes a
tejido prostatico normal, hiperplasia adenomiomatosa de préstata, hiperplasia de
celulas basales, PIN de alto grado, vesiculas seminales y metastasis ganglionares,
para el estudio descriptivo de los mismos.

3.7 INMUNOHISTOQUIMICA

Para el estudio de las proteasas se hace necesario el empleo de técnicas de
inmunohistoquimica debido sobre todo a la presencia abundante de macréfagos tanto en los
tejidos normales como en los neoplasicos, en los que otras técnicas moleculares como los
extractos de inmunoblot, northern blot o0 RT-PCR podrian estar contaminados por sus productos

no tumorales.

3.7.1 Anticuerpos

A continuacion se detallan los anticuerpos empleados en el estudio inmunohistoquimico.
Todos a excepcion de la hepsina, se encuentran comercializados y por lo tanto han sido
suministrados directamente por el fabricante. En el caso de la hepsina, el anticuerpo fue
amablemente proporcionado por el Profesor Timothy Thomson (CSIC, IBM de

Barcelona).
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Maspina  Hepsina K67 Receptor

androge.

Anticuerpo CatHBP5 NCL-CATH- 550839 MIB1
L
Casa comercial KRKA Novocastra  Phamigen  Dr. Thomson Immunotech DAKO
Eslovenia (UK)

Tipo poli Mono Mono Poli, affinity- mono mono
(monolpolyclonal) purified

Dilucion 1/100 1/50 1/200 1/800 1/400 1/50
Desenmascaram. O/E OlE O/ E OFE 0/C OlE

O/E: olla EDTA  O/C: olla Citrato

3.7.2 Técnica de Inmunohistoquimica

La técnica empleada para el estudio es la de Envision/Peroxidasa. A continuacion se
expone el protocolo de dicho método:

ACCION

Obtencién de cortes que se dejan en estufa a 37 °C toda la noche

Desparafinacion y rehidratacion:

Xileno 10 min, xileno5 min, etanol absoluto 5 min, etanol absoluto 5 min, etanol 96°
5 min, etanol 96° 5 min. Posteriormente rehidratar con agua bidestilada un

minimo de 5 minutos y después dejar en PBS hasta el desenmascaramiento.
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Desenmascaramiento antigénico:

Mediante un pre-tratamiento calentando en olla a presion durante 5 min en 2000
ml de una solucion tamponada de citrato sddico DAKO ChemMate 10 mmol/l
(DAKO, Glostrup, DK). Se deja reposar durante 15 minutos.

Posteriormente, dejar en PBS hasta la incubacion.

Incubacién con anticuerpos primarios:

Previamente, diluir el anticuerpo primario en el Antibody Diluent por Dako
ChemMate (**).

Incubacion de las secciones con el anticuerpo primario durante 1 hora a
temperatura ambiente. Posteriormente, se realizan 2 lavados con PBS de 5

minutos cada uno.

Inhibicion de la peroxidasa endégena

Con 3 gotas de la Peroxidase Blocking Solution (DAKO Envision Kit, botella 1)
durante 7 minutos. Posteriormente, se realizan 2 lavados de PBS de 5 minutos

cada uno.

Incubacion con el método Envision+
Con 3 gotas del Labelled Polymer (DAKO Envision Kit, botella 2) durante 30

minutos. Posteriormente, se realizan 2 lavados de PBS de 5 minutos cada uno.

Revelado con una solucion de diaminobenzidina y peroxido de hidrégeno (***),
preparada antes del revelado:

Se revela segun el siguiente protocolo:

Solucion de revelado 2 min 30, PBS 5 min, Posteriormente, se realizan 2 lavados

con agua corriente de 5 minutos cada uno.
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Contrastar con hematoxilina de Gill (Merck) durante unos 20 segundos y lavar

con agua. Sequidamente, pasar por agua acética 20 sequndos y lavar con agua.

Deshidratar utilizando el siguiente protocolo:
Etanol 50° Etanol 96°, Etanol 96° Etanol absoluto, Etanol absoluto, Xileno, Xileno,
Xileno. Duracion total del protocolo: 5 minutos. Sequidamente, montar con DPX

(Sigma).

(*) Solucién de trabajo:
- DAB (300 14)
- Peroxido de hidrogeno al 3% (300 p4)
- PBS (5 ml)
Conservar a -20°C.

(**) Composicion del Antibody Diluent por Dako ChemMate:

Tris Buffer pH 7.2, que contiene15 mmol/l de NaN3 y proteina.

Conservar en la nevera.

(***) Solucion de trabajo:
- DAB + cromégeno (DAKO Envision Kit, botella 3b)
- Tampdn (DAKO Envision Kit, botella 3a)

Preparar con 1 gota de DAB + cromdgeno por cada 1 ml de tampon.

Guardar en la nevera hasta usar.
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3.7.3 Controles

Paralelamente, se utilizaron controles positivos y negativos para descartar cualquier
expresion no especifica del anticuerpo primario. En el caso de la catepsina B, el control
positivo fueron casos comprobados de expresion de la proteina en carcinomas de colon,
mientras que para la catepsina L fueron muestras de hepatocitos con expresion
demostrada para CL. El control negativo se realizo al sustituir el anticuerpo primario por la
fraccion IgG del suero de conejo o raton a la misma concentraciéon y manteniendo las
mismas condiciones fisicas durante todo el proceso. Los macréfagos intraprostaticos
sirvieron como control positivo interno.

En el caso de la hepsina y maspina se conocia su positividad en la prostata por lo
que se considero innecesario la inclusion de controles positivos. Los controles negativos

fueron similares a los empleados para las catepsinas.

4. VALORACION

La expresion de las proteasas fue valorada en el compartimento epitelial y en el estroma.
Como se comentara mas adelante, dentro del compartimiento epitelial, algunas proteasas
presentaron un patrén de expresion citoplasmatico, mientras que en otras se observo positividad
nuclear. En ambos casos la valoracion de la expresion se realiz6 mediante la proporcion de
células con tincion positiva observada en los dos cilindros correspondientes a cada caso a gran
aumento (x400). De la misma forma se realiz6 la valoraciéon semicuantitativa de la intensidad de
la tincién, estableciendo una escala que comprendia los valores 1 (intensidad débil), 2
(intensidad moderada) y 3 (intensidad fuerte). La ausencia de tincion se evalu6 como caso
negativo. Con el fin de cuantificar esta expresion en el epitelio se establecio la razén (% de
células x intensidad)/10. El punto de corte para considerar los casos positivos como

sobrexpresados quedé establecido en >12.

En el compartimento estromal la valoracion se realiz6 mediante el recuento de todas las
células positivas identificando el area del cilindro con el mayor nimero de ellas (*hot spot’) a
gran aumento (x 400). La ausencia de expresién se valor6 como caso negativo. La
sobrexpresion se determind con > 5 células positivas en el “hot spot”.
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Las variables experimentales fueron definidas como cualitativas dicotémicas

(sobrexpresidn/No sobrexpresion).

4.1 DEFINICION DE VARIABLES DE LOS PARAMETROS CLINICO-
PATOLOGICOS

VARIABLE CARACTERISTICAS

- Variable cuantitativa discreta, en el momento de la recogida de les

datos.

- Se utiliza el sistema de gradacion de Gleason combinado

- Variable cuantitativa discreta, en el momento de la recogida de les

datos.

- Variable cualitativa dicotomica con el punto de corte en 7, en diversas

pruebas estadisticas.

Este valor es el considerado dptimo para discriminar, los tumores en

” @,

‘bajo grado”y “alto grado”.
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- Se utiliza el sistema recomendado por la American Joint Committee
on Cancer (AJCC)y la Union Internacional Contra el Cancer (UICC),

mediante la clasificacion TNM (52 edicion, 1997).

- Casos correspondientes a tumores primarios localizados (pT2) o

localmente avanzados (pT3 o superior).

- Variable cualitativa dicotomica. Las categorias corresponden a

estadios agrupados en localizado y localmente avanzado..

- Se considera margen positivo cuando se observan células cancerosas
en contacto con la tinta con la que se delimita el margen de reseccion

durante el procesamiento de la pieza.

- Variable cualitativa dicotomica. Una categoria contiene las muestras

con margen libre y la otra las de margenes afectados.

- Se considera "invasion perineural” a la presencia de células tumorales
en una localizacion perineural circunferencial o intraneural, tanto

intraprostatica como extraprostatica.

- Variable cualitativa dicotomica. Las categorias corresponden a la

ausencia o presencia de invasion perineural.
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- Se considerd la ultima determinacién sérica del PSA antes de la

intervencion..

- Variable cuantitativa continua, en el momento de la recogida de les

datos.

- Se considero recidiva cuando los niveles de PSA aumentaron por
encima de 0,4 ng/ml en dos determinaciones consecutivas durante

el periodo de seguimiento tras la prostatectomia radical.

- Variable cualitativa dicotomica. Las categorias corresponden a la

ausencia o presencia de recidiva.

5. ANALISIS ESTADISTICO

El estudio estadistico se llevo a cabo con los programas SPSS® 10.0 (SPSS Inc.,
Chicago, IL, USA) y GRAPHPAD PRISMI 4 (Graphpad Software Inc.) a partir de las
observaciones y datos clinico-patologicos previamente introducidos en una base de datos
disefiada con el programa Excel 2000 del paquete informatico Microsoft Office® 2000 (Microsoft

Corp.). Los resultados se consideraron significativos con un riesgo alfa inferior a 0,05.
La comparacion de variables cualitativas dicotomicas se realizé aplicando la prueba del

Chi cuadrado. Cuando las condiciones de aplicabilidad para este test no se cumplian ,se recurrio
a la prueba exacta de Fisher.
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Con el fin de comparar 2 categorias correspondientes a una variable cualitativa con
relacion a una variable cuantitativa, se empled la prueba de comparacion de medianas t de
Student-Fisher para datos independientes. En los casos en los que las condiciones de aplicacion

no se cumplieron, se recurrio a la prueba no paramétrica de la U de Mann-Whitney.

Con el objeto de estudiar la relacién entre las variables a estudio y la progresién de la
enfermedad, y su posible utilidad clinica como valor predictivo, hemos utilizado el analisis de la

supervivencia de Kaplan-Meyer y el modelo de riesgos proporcionales de Cox.

Como paso previo al estudio multivariante consideramos oportuno el realizar un primer
analisis de la supervivencia univariante, con el fin de evaluar la significacion de las distintas

variables y determinar cuales pueden ser introducidas en el modelo predictivo final.

Para las variables categoricas hemos aplicado la prueba de Cox-Mantel (Log-rank Test),
con el objetivo de comparar las curvas de supervivencia para una variable (sobrexpresion/No
sobrexpresion). Este método es considerado de gran potencia a la hora de detectar diferencias
tardias en las funciones de supervivencia3'2. Para la variable continua (PSA) se ha utilizado la
regresion proporcional de Cox.

La variable predictora fue introducida en el modelo siempre que su valor p fuera menor
o igual a 0.25. Adoptamos este esquema de seleccion por que las variables estudiadas podian
ser relevantes para el modelo. Si el predictor tiene un valor p>0.25 es muy poco probable que
pueda contribuir en la prediccion. Es importante no confundir este valor de seleccidén para
nuestro modelo predictivo, con el valor de significacién de un test estadistico, que en nuestro

caso fue establecido para p<0.05.
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A. ANALISIS DE LOS PARAMETROS CLINICO-PATOLOGICOS

1. ESTUDIO DESCRIPTIVO

1.1 EDAD

La edad media de presentacion del adenocarcinoma de préstata en nuestra serie es de
64,28 + 5,86 afios, con una edad minima de presentacidn de 45 afios y una maxima de

77 anos.

a0

204

20 4

M* de pacientes

10 4

40-49 50-59 G0-69 7079

Grupos de edad

Fig. 18: Distribucion por rangos de edad.

La mayor parte de los pacientes (59,1%), presentaron la enfermedad en el rango de edad

comprendido entre los 60 y 69 afos.
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1.2 DETERMINACION DEL PSA

Las determinaciones del antigeno prostatico especifico fueron realizadas por el Servicio
de Bioquimica de nuestro centro mediante la técnica de radioinmunoensayo. Los niveles

de PSA aceptados como normales son los comprendidos entre 0 'y 4 ng/dl.

El nivel medio de PSA fue de 10,408 £ 6,442 con un rango de 0,6 a 31,0 ng/dI. EI 55,75%

de las determinaciones se encontraron en el rango de 4 a 10 ng/dl.

204

204

M de pacientes

104

0-10 10-15 15-20 20-25 =25

Fangos de PSA

Fig. 19: Distribucion por rangos de PSA.

1.3 GRADO DE DIFERENCIACION DE GLEASON

Catalogados los casos como bajo grado de diferenciacion ( grado de Gleason entre 2 y 6)
y alto grado de diferenciacion (grado de Gleason entre 7 y 10), el 37,3 % de los casos

correspondieron a bajo grado, mientras el 62,7% correspondieron a alto grado.
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Fig. 20: Distribucion por Grado de Gleason.

1.4 ESTADIO PATOLOGICO

En nuestra serie, 6 casos (10%) correspondieron al estadio patolégico T2a, 27 (45%)
correspondieron al T2b, 16 (26,7%) T3a, 2 casos (3,3%) correspondieron con T3aN1.
El 10% ( 6 casos) fueron catalogados como T3b, 3,3% ( 2 casos) como T4ay el 1,7% (un

unico caso) como T4bN1. (Tabla 1)

Estadio Patolégico

Porcentaje Porcentaje
Frecuencia | Porcentaje valido acumulado

Validos

Tabla II: Frecuencia por estadio

70



Resultados

Como se ha comentado anteriormente, los casos se agruparon dependiendo de si la
enfermedad se encontraba confinada en la glandula (estadios pT2a y pT2b) o bien

localmente avanzada ( pT3a-b, pT4a-b, y N1).

De esta forma, los tumores 6rgano-confinados correspondieron al 53,2%, mientras que

los localmente avanzados correspondieron al 46,8%.

ESTADIO PATOLOGICO

g0

a0 4

30

Parcentaje

204

10

Localmente avanzadao Localizado (pT2)

Fig. 1: Distribucion por estadio patolagico.

1.5 MARGEN QUIRURGICOS E INFILTRACION PERINEURAL

De los casos en los que pudo estudiarse esta relacion, en 34 (56.7%) los mérgenes de
reseccion de la pieza quirirgica se encontraban afectos, mientras que en 26 (43.3%),

dichos margenes fueron negativos.

La infiltracion perineural pudo identificarse en 26 (66.6%) de los 39 casos en los que se

evaluo.

71



Resultados

1.6 PROGRESION

La progresién de la enfermedad, entendida como el incremento progresivo de los valores
de PSA durante el periodo de seguimiento ( seguimiento medio de 22,9 meses, mediana
11,97 rango 1-74,3 meses), se observod en 15 casos (25%). Por el contrario, 45 pacientes,

(75%) no presentaron recidiva bioquimica.

% PACIENTES
&

PROGRESION

Fig. 22: Distribucion por progresion.

2. ESTUDIO ANALITICO

Uno de los aspectos mas interesantes del estudio de cualquier tipo de neoplasia, es el
de correlacionar pardmetros clinicos y parametros patolégicos. A continuacion se reproducen los
resultados que obtuvieron significacion estadistica o bien, mostraron una cierta tendencia hacia

dicha significacion. En la tabla Ill se reproducen los resultados obtenidos en nuestro analisis.
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2.1 RELACION PSA PREOPERATORIO Y ESTADIO PATOLOGICO

Se evaluaron un total de 60 casos. 33 de ellos, correspondientes a estadio tumoral
localizado a la glandula prostatica (55%), presentaron un valor de PSA preoperatorio
medio de 7,996 ng/dl, mientras que en los 27 casos correspondientes a estadio
localmente avanzado (45 %), el valor medio de PSA era de 13,35540 ng/dl. Por lo tanto

se observa una relacion directa entre el nivel de PSA sérico preoperatorio y el estadio

patoldgico (p=0.001).

2.2 RELACION PSA PREOPERATORIO Y PROGRESION

Se estudiaron un total de 60 casos. De ellos, el 75%, (46 casos) no progresaron, siendo
su valor medio de PSA preoperatorio de 8,807 ng/dl. Sin embargo los 15 casos (25%)
que si progresaron, presentaron un valor medio de PSA de 15,209 ng/dl. Por lo tanto se
observa una relacién directa entre un mayor valor de PSA preoperatorio y la progresion
de la enfermedad (p=0,007).

2.3 RELACION PSA Y MARGENES QUIRURGICOS

Se evaluaron 60 casos. De ellos, 26 casos (43,3%) presentaron margenes quirurgicos
negativos y en 34 casos (56,7%) se detecto presencia de enfermedad en los mérgenes
de reseccion. El valor medio de PSA para ambos grupos fue de 8,772 ng/dl y de 11,658

ng/dl, respectivamente. Se observa una asociacion directa entre el PSA preoperatorio y la

presencia de margenes quirurgicos positivos en la pieza de prostatectomia, dicha

asociacién mostro una tendencia hacia la significacion estadistica (p=0.068).

2.4 RELACION ENTRE GRADO DE GLEASON Y PROGRESION

Se evaluaron 60 casos, de los que en 15 (25%) se detecto recidiva bioquimica durante el
periodo de seguimiento, mientras que 45 (754%) no presentaron progresion de la
enfermedad. De entre los que progresaron, 9 (60%) presentaban un grado de
diferenciacion alto, y 6 (40%) correspondian a un grado bajo de Gleason. Por lo tanto se
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observa una relacion directa entre el grado de diferenciacién de Gleason y la progresién

de la enfermedad (p=0.05).

2.5 RELACION ENTRE ESTADIO PATOLOGICO E INVASION PERINEURAL

Esta relacion pudo evaluarse en 41 casos, de los que 16 ( 39,0%) presentaban un
estadio patoldgico avanzado y 25 (61,0%) presentaban un estadio localizado. De entre
los localmente avanzados, 15 (93,8%) presentaban invasion perineural, mientras que sélo

un caso (6,2%) no la presentaba. Se observa una asociacién directa entre el estadio

patologico v la infiltracion perineural (p=0.005).

2.6 RELACION ENTRE MARGENES QUIRURGICOS Y PROGRESION

Se evaluaron 41 casos de los cuales 33 (80,5%) no progresaron y 8 (19,5%) si lo
hicieron. De estos ultimos, 6 (75%) tenian los margenes de reseccion afectos por la
enfermedad, mientras que en 2 (25%) el estado de los margenes de reseccion fue

negativo. Se observa una asociacion directa entre la positividad de los mérgenes

quirlirgicos vy la progresién de la enfermedad (p=0,048).

PSA Gleason Estadio IPN M status Progresion
e NS NS
Gleason NS NS NS NS
Estadio NS NS NS
IPN NS NS 005 e NS NS
M status NS NS NS NS
Progresion NS NS

Tabla lll: Resumen del analisis de los parametros clinico-patolégicos. Valores de p para un

nivel de significacion de p<0,05. IPN: invasion perineural. M status: Margen status.
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B. ANALISIS DE LAS VARIABLES EXPERIMENTALES

1. EXPRESION DE CATEPSINA B

1.1 TEJIDO PROSTATICO NORMAL

El epitelio luminal de las glandulas protaticas normales presentd en general escasa
positividad para Catepsina B, sin embargo si que se observé positividad luminal en las
glédndulas atroficas o en aquéllas proximas a zonas de inflamacién. La positividad mas
intensa en las glandulas normales e hiperplasicas se localizd en la capa de células
basales, donde en una escala de intensidad entre 1 y 3, la mayoria de los casos
puntuaron como intensidad 3.

La positividad apreciada en el epitelio luminal generalmente presentaba una tincion de
densidad granular fina y de intensidad grado 1.

Histiocitos intraglandulares fueron intensamente positivos y sirvieron como controles
internos de la técnica inmunohistoquimica. De la misma forma, alguna positividad

aislada pudo apreciarse en los macrofagos intersticiales(Fig. 23).

L Fo, e Fig. 23: Células basales positivas
L = Han 22 N para CB. Ausencia de tincion en
IR, T las celulas luminales.

h:'g‘ W
-":.L
‘}':MT" 5
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1.2 NEOPLASIA INTRAEPITELIAL PROSTATICA DE ALTO GRADO (PINAG)

Al contrario de lo que ocurria en el tejido prostatico normal, el epitelio luminal de las
glandulas afectas de PIN de alto grado, mostraron una intensa positividad granular-
vesicular fina, predominantemente de disposicion basal. La capa de células basales

también fue intensamente positiva (Fig.24)

’ o % Fig. 24: Celulas luminales

: ' positivas. Patron granular-
vesicular fino.
/ RSN

Macraofago intraglandular [flecha]

1.3 ADENOCARCINOMA DE PROSTATA

Positividad epitelial para CB en tejido prostatico tumoral fue observada en la préactica
totalidad de los casos estudiados. El patron de expresion predominante fue el
citoplasmatico, granular-vesicular difuso (Fig.25). Al contrario de lo observado en el
tejido normal, el tumor presentaba positividad estromal en la gran mayoria de casos de
cancer estudiados (sélo 2 de los 62 estudios fueron CB negativos). Puede decirse que la
mayoria de células estromales positivas correspondieron con fibroblastos, y en menor

medida con macréfagos del intersticio.
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Fig. 25: Positividad en las células luminales tumorales.

SOBREXPRESION DE CATEPSINA B EN TEJIDO TUMORAL

Como se ha comentado en el apartado de material y métodos, la sobrexpresién de
catepsina B se evalu6 tanto en el compartimento epitelial como en el estromal. Se
estudiaron 60 casos, de los cuales 25 (41.7%) mostraron sobrexpresion.

« SOBREXPRESION EPITELIAL
A continuacién se comentaran las correlaciones observadas en nuestro estudio. Un

resumen de las mismas se reproduce en la tabla IV.

a) Sobrexpresion de CB y Grado de Gleason

De los 25 casos que mostraron sobrexpresion, 13 (52.0%) correspondieron a

tumores de alto grado y 12 (48.0%), a bajo grado. Aunque esta diferencia no

alcanzo significacion estadistica, si pudo observarse una tendencia hacia la

significacion (p=0.074).
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b) Sobrexpresion de CB y Ki-67

Se estudiaron 40 casos, de los que 25 (62.5%) mostraron sobrexpresion para Ki-
67. De ellos, 7 casos (28.0%) presentaron sobrexpresién de CB mientras que 18

(72.0%) no lo hicieron. Por lo tanto se aprecia una relacién inversa

estadisticamente significativa entre la sobrexpresion de Ki-67 vy la sobrexpresion
de CB (p=0.046).

« SOBREXPRESION ESTROMAL
a) Sobrexpresion de CB y Grado de Gleason
De los 60 casos estudiados 43 (71.6%) presentaron sobrexpresion estromal de

CB. 32 de ellos (74.41%) eran tumores de alto grado de Gleason mientras que 11

(25.59%), lo eran de bajo grado. Se aprecia por lo tanto una asociacién entre la

sobrexpresion estromal de CB y un mayor grado de Gleason, resultando esta

asociacion estadisticamente significativa( p=0.049).

Gleason Estadio PSA Receptor Ki-67
Sobrexpresion CB NS NS NS
en epitelio
Sobrexpresion CB NS NS NS NS
en estroma

Tabla IV: Correlacion entre la sobrexpresion de CB y parametros clinico-

patolégicos
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2. EXPRESION DE CATEPSINA L

2.1 TEJIDO PROSTATICO NORMAL

La expresion de catepsina L (Cat L) en el epitelio prostatico normal presento un

patron similar al observado en la CB. El epitelio luminal mostré una positividad de

intensidad 1, siendo mas evidente en la capa de células basales. La tincion fue

generalmente citoplasmatica configurando un patron predominantemente vesicular

apical (las vesiculas se dispusieron generalmente entre el nucleo y el polo apical de

las células). Curiosamente se aprecio positividad nuclear, lo que no habia ocurrido en

el caso de CB.

De forma esporadica se encontro positividad en las células endoteliales de los vasos

sanguineos (Fig.26).

Fig. 26: CL en endotelio vascular.

2.2 NEOPLASIA INTRAEPITELIAL DE ALTO GRADO (PINAG)

Las glandulas correspondientes a PIN de alto grado exhibieron una positividad

citoplasmatica muy marcada (generalmente de intensidad 3) siguiendo un patrén de
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vesicular grueso, con las vesiculas en disposicion apical. La capa de células basales

fue de menor intensidad (Fig.27).

-
rm
"

-.'f:ﬁ !

Fig. 27- Patron vesicular grueso, de disposicion apical.

ADENOCARCINOMA DE PROSTATA

Alguna positividad epitelial para CL en el tejido prostatico neoplasico fue observada

en la practica totalidad de los casos estudiados. El patron de expresion predominante

fue el vesicular apical grueso citoplasmatico. También se observd de forma

esporéadica alguna positividad nuclear (Fig.28)

Tal y como ocurria con la catepsina B, el tumor presentd positividad estromal

principalmente en los fibroblastos estromales y en menor medida en los macréfagos

(Fig.29)
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Fig. 28: CL en tumer [flecha: macréfage intraglandular)
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% |
il . ol . t:'? v

Fig. 29: CL en estroma.

SOBREXPRESION DE CATEPSINA L EN TEJIDO TUMORAL

«  SOBREXPRESION DE CL EN EPITELIO

37 casos (67.2%) presentaron sobrexpresion epitelial de Catepsina L, sin embargo, al

realizar nuestro analisis no pudieron observarse

resultados estadisticamente

significativos entre la sobrexpresion de CL en el compartimiento epitelial y los

parametros clinico-patolégicos.

« SOBREXPRESION DE CL EN EL ESTROMA

Un resumen de las asociaciones halladas entre la sobrexpresion de CL y los parametros

clinico-patoldgicos puede encontrarse en la tabla V.
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a) Sobrexpresion de CL y grado de Gleason

La sobrexpresion de CL en el compartimiento estromal se observo en 18 casos
(32.7%), de los 55 estudiados. De ellos 15 (83.3%) correspondieron a tumores de
alto grado de diferenciacion y 3 (16.7%) a tumores de Gleason bajo. Esta

asociacion directa entre sobrexpresion estromal y alto grado de Gleason, sin

poder asumirse como significativa, si mostré una tendencia hacia la significacion
estadistica (p=0.066)

b) Sobrexpresion de CL y PSA

El valor de PSA medio en los casos que sobrexpresaron CL en el estroma fue de
13.672 + 11.596, mientras que en los casos que no la sobrexpresaron fe de

9.418 + 6.160. Se observa una relacién directa entre un mayor valor de PSA

sérico v la sobrexpresion de CL en el estroma. Esta asociacion mostrd una

tendencia hacia la significacién estadistica (p=0.08).

Gleason Estadio PSA Receptor Ki-67
Sobrexpresion CL NS NS NS NS NS
en epitelio
Sobrexpresion CL NS NS NS
en estroma

Tabla V: Correlaciones entre la sobrexpresion de CL y parametros clinico-

patolégicos.
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3. EXPRESION DE HEPSINA

3.1 TEJIDO PROSTATICO NORMAL

Las glandulas prostaticas normales mostraron una positividad heterogénea para
hepsina. En el compartimiento epitelial, las células luminales mostraron una
positividad citoplasmatica granular difusa, de intensidad moderada (1 y 2). En el
estroma, aunque algun fibroblasto mostré positividad, la inmensa mayoria de las
células que se expresaron la hepsina fueron células de musculo liso (Fig.30-31). Ante
la dificultad de cuantificar esta expresion estromal, no se realiz6 la valoracion de la

sobrexpresion en el estroma.

5.2 Neoplasia epitelial prostatica de alto grado (PIN AG)

Las células epiteliales del PIN de alto grado mostraron un patrén de expresion
citoplasmatico vesicular grueso, con las vesiculas en disposicion predominantemente

apical. Las células de la capa basal también presentaron cierta positividad.

5.3 Adenocarcinoma de préstata

Las células epiteliales de las glandulas neoplasicas mostraron un positividad de
intensidad moderada- fuerte (2-3). El patron de expresion fue citoplasmatico vesicular
grueso, con las vesiculas dispuestas predominantemente en situacion apical. Al igual
que ocurria en las muestras de tejido normal el estroma se encontraba difusamente

tefiido ( a expensas de fibras musculares lisas).
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Fig. 30: Patron wvesicular apical.
Fibras musculares lisas positivas.

Fig. 31: Hepsina en fibrobastos estomales.
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« SOBREXPRESION EPITELIAL DE HEPSINA

Como se ha comentado con anterioridad, la sobrexpresion de hepsina so6lo pudo
valorarse en el compartimiento epitelial, debido a que la cuantificacion de las células
positivas en el estroma qued6 imposibilitada por la tincion difusa de las fibras

musculares lisas. Se estudiaron 21 casos.
a) Sobrexpresion de hepsina y Ki-67
De los 12 casos que sobrexpresaron la hepsina, 10 (83.3%) también

sobrexpresaron el antigeno Ki-67mientras que los otros 2 casos (16.7%)

correspondieron a tumores que no lo hicieron. Se observa un asociacién directa

entre la sobrexpresion de hepsina y de Ki-67. Aungue esta relacidon no resulto ser

significativa, si se observd una tendencia hacia la significacion (p=0.080).

Gleason Estadio PSA Receptor Ki-67

Sobrexpresion NS NS NS NS
Hepsina en

epitelio

Tabla VI: Correlaciones entre la sobrexpresion de Hepsina y parametros clinico-

patolégicos.

4. EXPRESION DE MASPINA

4.1 TEJIDO PROSTATICO NORMAL

La expresion de maspina en el epitelio glandular normal mostrd un patrén
citoplasmatico, granular difuso, predominantemente en las células de la capa basal,

(intensidad 2-3) mientras que las células luminales la intensidad fue mas débil
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(Fig.32). En el compartimento estromal, la positividad fue también citoplasmatica, si

bien se observo cierta expresion nuclear.

4.2 NEOPLASIA INTRAEPITELIAL DE ALTO GRADO (PIN AG)

Caracteristicamente, la positividad de la maspina en el PIN AG fue mayoritariamente
localizada en las células de la capa basal, donde el patron de expresion fue similar al

observado en el tejido normal.

4.3 ADENOCARCINOMA DE PROSTATA

Al evaluar el tejido prostatico neoplasico se comprobé que la positividad en las
gldndulas tumorales fue mucho menor que la observada en otras proteasas,
siguiendo un patrén citoplasmatico granular difuso con alguna positividad nuclear
aislada (Fig.33-34).

Fig. 3Z: Positividad en las celulas basales.

i g,

o
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Fig. 33: Patron granular difuso.

s : Fig. 34: Maspina en tumor
(cazo negativo)

SOBREXPRESION DE MASPINA EN EL TEJIDO TUMORAL

«  SOBREXPRESION DE MASPINA EN EL EPITELIO

No se encontraron resultados estadisticamente significativos al analizar la expresion

de maspina en el epitelio y los pardmetros clinico-patoldgicos.
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«  SOBREXPRESION DE MASPINA EN EL ESTROMA

a) Sobrexpresion de maspina y estadio patolégico

De los 48 casos que no sobrexpresaron maspina, 22 (45.8%) correspondieron a
tumores localmente avanzados y 26 (54.2%) a localizados. Todos los tumores
que mostraron sobrexpresion estromal de esta proteasa fueron tumores de

estadio patolégico avanzado. Se aprecia una cierta relacién entre la

sobrexpresion de maspina y un estadio tumoral avanzado, siendo esta relacion

casi estadisticamente significativa (p=0.055).

Gleason Estadio Receptor Ki-67

Sobrexpresion NS NS NS NS NS
Maspina en

epitelio

Sobrexpresion NS NS NS NS
Maspina en

estroma

Tabla VII: Correlaciones entre la sobrexpresion de Maspina y parametros clinico-

patolégicos.

5. EXPRESION DEL RECEPTOR DE ANDROGENOS

La expresion del receptor de androgenos fue marcadamente nuclear y limitada al
compartimiento epitelial. Esta disposicidn se observé tanto en el tejido benigno como
en el neoplasico (Fig.35-36). La positividad estromal fue ausente en la practica

totalidad de los casos estudiados.
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Fig. 35: Pasitividad nuclear.

a) Sobrexpresion del receptor de andrégenos y PSA

El valor medio de PSA en el grupo de tumores que sobrexpresaron el receptor fue de

22.00 + 0.3 (11.360 £ 9.383). Se observa pues una diferencia entre los valores de

PSA v la sobrexpresion del receptor androgénico, siendo ésta estadisticamente

significativa (p=0.002).
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Gleason Estadio PSA Receptor Ki-67

Sobrexpresion RA NS NS 0.002 NS NS

en epitelio

Tabla VIII: Correlaciones entre la sobrexpresion del RA y parametros clinico-
patolégicos.

6. EXPRESION DE KI-67

El tejido prostatico normal fue practicamente negativo para Ki-67, sin embargo y al
igual que ocurria con el receptor androgénico, la expresion del antigeno en el tejido
neoplasico se limitd al compartimiento epitelial, observandose una positividad

predominantemente nuclear.

Sobrexpresion (N) No Sobrexpresion (N)

Gleason Alfo 72% 18 42.86% 6
Bajo 28% 7 57.14% 8

Estadio Local 44% 11 64.28% 9
Avanzado 56% 14 35.72% 5

PSA 11.433 +7.014 12.153 + 13.608

No se observaron diferencias estadisticamente significativas al analizar estos resultados.
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7. RESUMEN
A continuacion se presenta un resumen de las correlaciones encontradas en nuestro estudio
(tabla 1X).

CB CL Hepsin Maspin Recept | Ki-67

Epit/Estr Epit/Estr Epit/Estr

Gleason 0.074 0.049 NS 0.066 NS NS NS NS NS
Estadio NS NS NS NS NS NS 0.055 NS NS
PSA NS NS NS  0.08 NS NS NS 0.002 NS
Recept NS NS NS NS NS NS
Ki-67 0.046 NS NS NS 0.080 NS NS

Tabla IX: Correlaciones entre la sobrexpresion variables experimentales y
parametros clinico-patolégicos.
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C. ANALISIS DE SUPERVIVENCIA Y DE PROGRESION DE LA
ENFERMEDAD

El analisis univariante previo a la relacion del modelo incluyé esas variables clinicas
con repercusion en la progresion de la enfermedad (PSA, grado de Gleason, Estadio
patoldgico, margenes de reseccidn positivos y presencia de infiltracion perinerual).

1. GRADO DE GLEASON

1.1

1.0 4

H +
g Grado de Gleason
' e
. iy o0 ALTO GRADD
A X
A
-+ o BAJD GRADOD
.3 +
1] 20 40 fil &0
SEGLIMIENTO

No se encontraron diferencias significativas en cuanto al analisis de supervivencia, pero
esta variable si puede ser incluida como candidata para el modelo final al cumplir el
criterio de seleccion. Podemos interpretar al estudiar la grafica que la funcion de
supervivencia de cada grupo no es completamente paralela. Al realizar modelos
predictivos segun el método de Cox, la condicion principal es de la proporcionalidad de
los riesgos. Esta proporcionalidad estd indicada por la distribucion mas o menos
paralela de los valores de las curvas de supervivencia. En este caso los valores son

paralelos al comienzo, por lo que pueden ser incluidos en el modelo.
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2. PSA

Se trata de una variable cuantitativa continua, por lo que no se puede calcular una
curva de Kaplan-Meyer, ya que eso supondria una curva para cada valor. En su lugar

utilizamos la regresion de Cox para una Unica variable continua.

PSA
p=0.0014
Chi: 10.1642
DFf: 1

Por lo tanto y como esperabamos, PSA es un candidato para el modelo final, ya que

cumple el criterio de seleccion.

3. ESTADIO PATOLOGICO
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Log Rank Test:
P=0.2225
Chi: 1.4885
Df: 1

El estadio patoldgico puede ser incluido en el modelo, al cumplir el criterio de seleccion.
Al observar la grafica podemos apreciar que las curvas de supervivencia de cada grupo

son paralelas, cumpliendo con la condicion de proporcionalidad.

4. MARGENES DE RESECCION

1.1

Margenes
A o Fositiva
5 =
o Hegativa
4 4
o 20 40 B0 20
SEGUIMIEMTO
Log Rank Test:
p=0.49
Chi: 0.4741
Df: 1
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5.

El estado de los méargenes de reseccién no pueden ser incluidos en el modelo al no

cumplir el criterio de seleccidn. Las graficas ademas, se desvian considerablemente de

la proporcionalidad.

INFILTRACION PERINEURAL
1,2
104
21
N
4
.2 e [e—
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SEGUIMIERNTO
Log Rank Test:
p=0.75
Chi: 0.0982
Df: 1
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O Infiltracian

5§
= Mo infiltracian

-+

Esta variable no cumple el criterio de seleccion para ser incluida en el modelo final.
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6. CBEN EPITELIO

De los 25 casos que mostraron sobrexpresion de CB 10 (40%) presentaron progresion
bioquimica de la enfermedad, mientras que los 35 casos que no sobrexpresaron, sélo

progresaron 6 (17.14%).

1.2

\— T Sobr Ch epitelio

o Sabrexpresian

+ Mo zobrexpresion

0 20 a0 &0 20

SEGUIMIEMTO

Log rank test:
P=0.0893
Chi: 2.8867
Df: 1

El anélisis de las curvas de supervivencia muestra una mayor probabilidad de presentar
recidiva bioquimica en el grupo de pacientes que sobrexpresaron la catepsina B en el
compartimiento epitelial. Aunque esta diferencia no alcanzd el nivel de significacion

estadistica, si que se observé una tendencia hacia dicha significacion (p=0.0893).

A su vez cumple el criterio de inclusién en el modelo final.
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7. CBEN ESTROMA

De los 43 casos que sobrexpresaron la CB, sélo 5 de ellos (11.62%) progresaron. Por
el contrario, 10 de los 17 que no sobrexpresaron (58.82%) presentaron recidiva

bioquimica.

El andlisis de las curvas de supervivencia indica que la probabilidad de que la
enfermedad progrese es mayor en el grupo que no sobrexpresa la CB en el estroma,
respecto del que si lo hace. Esta diferencia resultd ser estadisticamente significativa
(p=0.0059).

1.2
1.0 4
4|
3 4 ]
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+
Hall
ZB Estroma
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0 Sabrexpresian
b
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SEGUIMIENTO
Log Rank Test:
p=0.0059
Chi: 7.5852
Df: 1

Por lo que puede ser incluida como candidata en el modelo final. La grafica pone de

manifiesto que, al comienzo, ambas funciones de supervivencia son paralelas.
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8. CLEN EPITELIO

De los 37 casos que sobrexpresaron CL en el epitelio, 7 (18.92%) presentaron recidiva
bioquimica, mientras que de los 18 que no presentaron sobrexpresion, 3 (16.67%)

progresaron.

No pudieron constatarse diferencias estadisticamente significativas al comparar ambas

curvas, en el analisis de supervivencia.

1.1
1,04
B B
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B T
CL Epitelio
& O Sohreexpresidn
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G ] 1-”
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I5 +
0 20 40 B0 &0
SEGUIMIEMTO
Log Rank Test:
P=0.77
Chi: 0.0853
Df: 1

Esta variable no pudo incluirse en el modelo final a no cumplir el criterio de seleccién.
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9. CLENESTROMA

De los 18 casos que mostraron sobrexpresion estromal de CL, 4 (22.2%) de ellos
presentaron recidiva bioquimica. De los 37 casos que no sobrexpresaron la CL, 7

(18.92%) progresaron.

El andlisis de las curvas de Kaplan-Meyer indica que no existen diferencias

estadisticamente significativas entre los dos grupos de pacientes.

1.1
1.04
il
R
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CL Estroma
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SEGUIMIEMTO
Log Rank Test:
P=0.804
Chi: 0.0616
Df: 1

Esta variable no pudo ser incluida en el modelo final.
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10. HEPSINA

De los 12 casos que presentaron sobrexpresion de hepsina, 2 (16.27%) presentaron

recidiva bioquimica. De los 9 casos restantes, sélo en 1 (11.11%) se observé

progresion de la enfermedad.

El analisis de supervivencia indica que no hay diferencias estadisticamente

significativas entre ambos grupos de pacientes con relacién a la progresion.

1.2

1.0 4

Por lo tanto, no pudo ser introducida en el modelo.
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SEGUIMIEMNTO

Log Rank Test
p=0.49
Chi: 0.4729
Df:1
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11. MASPINA EN EPITELIO

De los 9 casos que mostraron sobrexpresion epitelial de maspina, 3 (33.3%)
presentaron progresion bioquimica. De los 48 casos que no sobrexpresaron maspina,

11 (22.92%) presentaron recidiva.

Al comparar las curvas del anélisis de supervivencia de ambos grupos de pacientes, no
se encontraron diferencia estadisticamente significativas en cuanto a la progresion de

la enfermedad.
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Log Rank Test:
P=0.39
Chi: 0.7322
Df: 1

No se pudo incluir esta variable en el modelo final al no cumplir el criterio de seleccién.
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12. MASPINA EN ESTROMA

De los casos que sobrexpresaron maspina en el estroma no se produjo ninguna
recidiva. Por el contrario 11 (22.92%) de los 48 casos que no mostraron esta
sobrexpresion, experimentaron aumento de los valores de PSA durante el seguimiento.

El anélisis de supervivencia no mostro diferencias entre los dos grupos de pacientes.
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Log Rank Test:
P=0.45
Chi: 0.5574
Df: 1

Esta variable no pudo incluirse en el modelo final.
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13. RECEPTOR DE ANDROGENOS

De los 34 casos que sobrexpresaron el receptor, 9 (26.47%) presentaron recidiva

bioquimica. Sélo 1 caso de los 2 que no sobrexpresaron el receptor, progreso.
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Log rank test:
p=0.71
Chi: 0.1388
Df: 1

El anélisis de supervivencia indica que no existen diferencias significativas, en cuanto al
tiempo hasta la recidiva bioquimica, en ambos grupos de pacientes. Por lo que esta

variable no fue candidata para el modelo final.
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14. ANTIGENO KI-67

De los casos que sobrexpresaron el antigeno, 6 (24.0%) presentaron recidiva
bioquimica, mientras que en el grupo que no mostrd sobrexpresion, 3 (21.43%)

progresaron.

El andlisis de supervivencia muestra que no existen diferencias estadisticamente

significativas entre ambos grupos de pacientes con relacién al tiempo hasta la recidiva.
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Log-Rank Test:
P=0.9324
Chi: 0.0072
Df: 1

Esta variable no pudo ser incluida en el modelo.
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CONSTRUCCION DEL MODELO

El analisis de regresion de Cox es el método empleado para explorar los efectos de las
distintas variables sobre la progresién de la enfermedad. Para la construccion del

modelo, se incluyeron todas las variables que presentaron p< 0.25.

VEUED] p

PSA 0.0014
Gleason 0.14

Estadio 0.2225
CB en epitelio 0.0862
CB en estroma 0.0059

Variable DF Parameter Standard Chi Hazard

estimate Error square Ratio
PSA 1 0.11508 0.0490 7.9152 1.122
CBestroma 1 -1.11108 0.56488 3.8688 0.329

El analisis de regresion muestra que la CB en el estroma presenta un riesgo relativo de

0.329, es decir el riesgo de progresion para los pacientes gue presenten esta proteasa

en el estroma es 33% menor que el riego para los pacientes que no la expresan.

De la misma forma, para el PSA (siendo una variable cuantitativa) el riesgo relativo es

1.122, lo que indica que por cada incremento del PSA en una unidad, el riego de

progresar aumenta en un 12.2%.

106



DISCUSION



Discusiéon

El progresivo envejecimiento de la poblacion y los avances en sus métodos de
diagndstico han convertido al cancer de prdstata en una de las enfermedades mas prevalentes
en la actualidad, siendo la segunda causa de mortalidad por cancer en el varon, tras el cancer de

pulmon.

Esta enfermedad presenta un curso evolutivo incierto, y los pardmetros clinico-
patologicos habituales han demostrado ser insuficientes para predecir dicha evolucién, por lo que
se hace necesario el estudio de nuevos marcadores pronésticos complementarios, con el
objetivo de intentar anticipar la evolucién de un determinado tumor y consecuentemente ofrecer

a los pacientes el tratamiento méas adecuado.

Como se ha comentado previamente, el objetivo de este trabajo de investigacion es el de
evaluar la expresion de proteasas implicadas en los fenémenos de invasion del cancer de
prostata, estudiar su relacion con la progresion de la enfermedad y eventualmente averiguar si

esta expresion tiene utilidad como marcador pronostico que nos permita predecir la evolucion.

La realizacion de este trabajo de investigacion nos ha permitido alcanzar los objetivos

que nos marcamos al comienzo de nuestro proyecto.

La investigacion de los cientos de potenciales marcadores pronosticos que
continuamente se van identificando sobre preparaciones convencionales de tejido parafinado o
fresco congelado se hace practicamente inviable, ya que los costes y las variaciones de las
condiciones fisicas entre experimentos serian poco menos que imposible de asumir. Por ello se
hace necesario el empleo de una técnica que permita este tipo de estudios reduciendo los costes

y mejorando la estandarizacion, sin menoscabar la reproducibilidad y validez de los resultados.

La elaboracion y uso de las matrices tisulares han resultado ser utiles para este tipo de
estudios. Aunque originariamente descrita para el uso en la investigacion del cancer, nuevas
aplicaciones de esta técnica estan en constante desarrollo, como por ejemplo, los controles de
calidad de las técnicas de inmunohistoquimica, la elaboracion de bancos de tejidos y la
formacién continuada de los pat6logos3!".
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Jourdan y colaboradores?'3 publicaron un estudio de validacién de las matrices tisulares
en el que analizaron la expresién inmunohistoquimica de las proteinas p53, hMLN1 y hMSN2
(todas ellas relacionadas con la carcinogénesis del cancer de colon). El objetivo global del
estudio fue el de comprobar si los cilindros que constituian sus matrices eran lo suficientemente
representativos del tumor en el bloque donante, es decir, si los cilindros contenian la muestra
tumoral de interés para el estudio. Estos investigadores observaron que un minimo porcentaje de
los cilindros no presentaba el tumor, bien porque algunos cilindros fueron dafados al realizar la
inmunohistoquimica (especialmente en el paso del desenmascaramiento antigénico), o bien
porque se produjeron algunos errores a la hora de seleccionar el area de interés en el bloque
donante. Por ello concluyen que la seleccién del tejido a estudiar en el bloque donante es crucial
para minimizar el niumero de cilindros no valorables, aconsejando escoger areas tumorales ricas

en glandulas.

Otro estudio de validacion de las matrices tisulares que merece la pena comentar es el
realizado por Rubin y colaboradores3'¢, en el que analizaron la idoneidad de utilizar las matrices
tisulares en el estudio de tumores fundamentalmente heterogéneos, como es el caso del cancer
de préstata. El estudio, en su fase inicial, consistié en el procesamiento habitual de una unica
pieza de prostatectomia radical e identificacion de un area tumoral rica en glandulas neoplasicas.
Esta area fue dividida en 10 regiones, para posteriormente 5 cilindros de cada una de ellas. A
continuacion, se evalud la expresion del antigeno Ki-67 variando el numero de cilindros incluidos
en la matriz, con el fin de determinar el numero 6ptimo de cilindros necesario para obtener una
adecuada representatividad. Estos autores consideraron que, para poder aplicar con fiabilidad la

técnica de las matrices tisulares en el cancer de prostata, este numero debia ser tres.

Sin embargo, otros estudios de validacién, como los realizados por Nocito y
colaboradores®'5 y Toshorst y colaboradores®'® demostraron que un Unico cilindro, o dos a lo
sumo, eran suficientes para los estudios clinico-patolégicos, en cuanto a los anélisis de
marcadores pronosticos se refiere, si se comparaba con el estudio de las secciones individuales

de los casos.

En lo que si coinciden la practica totalidad de los estudios de validacion consultados es
en que el numero de cilindros necesario para la confeccién de las matrices tisulares viene
determinado por el término medio ente el beneficio de la precision en la representatividad y el
coste de la cantidad de tejido que se requiere para el estudio. Logicamente, un mayor numero de
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cilindros por caso a estudiar resulta en un menor numero de casos y menos tejido disponible

para estudios posteriores.

En nuestro trabajo, nosotros optamos por dos cilindros por cada caso, teniendo en
cuenta que la representatividad del tejido tumoral no estaba en absoluto comprometida (las
areas de interés de las secciones completas fueron seleccionadas minuciosamente). Ademas, el

didmetro de la aguja con la que obtuvimos nuestros cilindros fue mayor (1 mm).

Es oportuno sefialar que la técnica de las matrices tisulares constituye una herramienta
de investigacion a la hora de evaluar la expresién de un gran numero de marcadores en un gran
numero de casos, no un método para cuantificar la expresion exacta de una proteina en un

determinado caso.

Si se comprueba que un marcador podria tener utilidad prondstica, su cuantificacion en

cada caso de cancer de prostata deberia realizarse sobre las secciones completas de la pieza.

1. SOBREXPRESION DE CATEPSINA B

Una de las primeras lecturas que pueden sustraerse de los resultados obtenidos es la
gran diferencia existente entre la expresion de CB en el tejido prostatico normal, el PIN de alto
grado y el tumor. En el tejido benigno (normal e hiperplasico) la expresion de CB quedo
practicamente circunscrita a la capa de células basales, si bien se observd positividad luminal en
las glandulas cercanas a areas de inflamacién. También se observé positividad en las glandulas
atroficas. No queda claro el significado de este hallazgo. Podria ser que las catepsinas
participaran en la degradacién de proteinas involucradas en los procesos de atrofia glandular,
por lo que cabria esperar cierta expresion en el epitelio glandular atréfico. Es posible que la CB
pueda estar implicada en los fendmenos de apoptosis3'” o en la remodelacién de la membrana

basal de glandulas que sufren cambios en el tamafio 0 en la tensidn luminal263,

El patron de expresion en las glandulas normales fue granular fino citoplasmatico. Por el
contrario, en las lesiones de PIN de alto grado, la expresion en el epitelio luminar fue mucho mas
evidente, presentando un patron granular-vesicular fino basal (infranuclear), que se hara todavia

mas patente en el tumor. Estas observaciones parecen corroborar la teoria de la participacion de

las catepsinas en los fendmenos de transformacién maligna y adquisicion de fenotipo invasivo de
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las glandulas prostaticas. Es interesante destacar que no sélo se trata de la diferencia en la

expresion, sino en el patron de dicha expresion. Tanto en la lesion premaligna como en la
tumoral, la positividad observada se dispone en vesiculas. La catepsina B (y deméas catepsinas
lisosomales) es sintetizada como proenzima (forma inactiva) y procesada intracelularmente por
las células no transformadas, sin embargo las células malignas secretan las catepsinas al medio
extracelular, donde ejercen su actividad enzimatica interactuando con diferentes sustancias

tisulares y degradando los componentes de las matriz extracelular246318, E| patrén de expresion

vesicular en los tejidos preneoplasico y maligno observado en este trabajo viene a apoyar este

hecho.

De la misma forma, la disposicion vesicular intracitoplasmatica de la Cat B puede ser la
causa de la mayor uniformidad de la expresion de Cat B observada en material parafinado que
en el fresco-congelado, posiblemente debido a que estas vesiculas tienden a romperse en los
fendmenos de congelacién y descongelacion, al procesar este tipo de preparaciones?64,

La actividad enzimatica de las catepsinas sobre la matriz extracelular, que podria estar
controlada por las células tumorales, viene reforzada por la presencia de positividad en el
estroma, practicamente ausente en el tejido prostatico benigno.

Estos resultados son consistentes con los obtenidos por Fernandez et al?6® al analizar la
expresion de las catepsinas B y S en tejido prostatico. La fuerte positividad de Cat B en la capa
de células basales del epitelio normal, podria indicar su participacion en los procesos de

remodelacion de la membrana basal u otras interacciones célula-estroma.

En el presente trabajo hemos evaluado la expresion de las proteasas tanto en el compartimento

epitelial como en el estroma. Al parecer, este es el unico estudio hasta la fecha en el que se ha

valorado la asociacion entre la expresidn estromal, no sélo de la Cat B, sino de otras proteinasas

citoplasmaticas, y los parametros clinico-patoldgicos del cancer de prdstata. La razdn de nuestro

interés en el estroma se debe al creciente reconocimiento del papel que el huésped desempefia
en los fendmenos de invasion y metastasis. Existe un mayor convencimiento de que el huésped
participa en la invasion. Las células cancerosas cambian el compartimiento estromal del huésped
-como puede colegirse de la las alteraciones morfologicas como desmoplasia, inflamacion y

respuesta inmune en forma de linfocitos, macréfagos y células dendriticas, angiogénesis (la
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mayor respuesta del huésped al cancer)- en un intento de establecer un entorno favorable que

las permita subsistir y eventualmente invadir31®,

Cada vez resulta mas evidente la existencia de interacciones complejas entre el epitelio
y el estroma necesarias para la invasion y progresién de los tumores. Se ha observado que el
entorno de un tumor prostatico esta formado por un estroma reactivo, compuesto por diferentes
tipos celulares que han sido alterados para permitir la progresion de las células tumorales. Este
estroma reactivo se caracteriza por un aumento en el nimero de miofibroblastos, en la
produccién de proteinas de la matriz extracelular y una mayor vascularizacion320, cambios
parecidos a los que observados en el tejido de granulacién, de ahi que se hayan constatado
similitudes entre la angiogénesis tumoral y la observada en los fenomenos fisioldgicos como la

cicatrizacion de las heridas3?!.

La idea de la participacion de las células estromales en los fenomenos de invasion y
progresion tumorales viene reforzada por la expresion de la proteina ps20, secretada por las
celulas musculares lisas prostaticas, y que tiene una accion estimuladora de la motilidad celular
endotelial. A su vez, la sintesis de esta proteina esta directamente regulada por TGF-3, cuya
influencia sobre la angiogénesis en diferentes modelos tumorales, incluido el cancer de prostata,
es bien conocida®?! y que ademas se le ha atribuido valor pronostico de recidiva bioquimica tras
la prostatectomia radical322,

De la misma forma, el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) desempefia un
papel estimulador de la angiogénesis tumoral. La expresidn de este factor de crecimiento, que es
secretado por las células endoteliales y las células musculares lisas estromales, ha mostrado
cierta correlacion con los niveles de PSA preoperatorio y el grado de diferenciacién de Gleason,

en el cancer de prostata32s,

Debido a la importancia del estroma en la carcinogénesis prostatica, el estudio de la
expresion de las proteasas, limitado exclusivamente al compartimiento epitelial, hubiera

resultado un tanto incompleto.

Tambiéen hemos querido no s6lo valorar la expresion o positividad de las proteasas, sino
cuantificar dicha expresion, de tal forma que pudiéramos hablar de sobrexpresion de las mismas
y poder efectuar su estudio tanto descriptivo como analitico.
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Los resultados obtenidos en cuanto a la sobrexpresion de Cat B en el epitelio se refiere
son consistentes con la hipétesis de trabajo. Ya se ha comentado en el apartado de resultados
que se observé una mayor sobrexpresion de Cat B en los tumores pobremente diferenciados.

Parece razonable interpretar que la agresividad gue un grado de Gleason elevado confiere a un

determinado tumor, puede estar relacionada con una mayor produccién de Cat B por dicho

tumor, siendo éste mas efectivo a la hora de penetrar y degradar la MEC y, por lo tanto, de

invadir.

Sinha y colaboradores?64 realizaron un estudio descriptivo sobre la localizacion epitelial
de Cat B en cancer de prostata, en el que observaron diferentes expresiones en funcion del
grado de Gleason que presentaba el tumor. En general, estos autores comprobaron que el
numero de ceélulas epiteliales positivas para Cat B era mayor cuanto mas pobremente
diferenciado era el tumor. Sin embargo, esto no era asi en los tumores catalogados como
Gleason 9y 10, concluyendo que la mayor actividad proteolitica de la Cat B se encontraba en los

tumores con grados de diferenciacion intermedios.

Posteriormente, publicaron un estudio en el que estudiaron la expresion de la razon
entre Cat B y su inhibidor tisular (estefina A)324 y su relacién con los parametros clinico-
patologicos del cancer de préstata, no encontrando relacién con ninguno de ellos. Si bien,
hallaron diferentes patrones de expresién dentro de un mismo grado de Gleason, en concreto en
los tumores que presentaron Gleason 6. Estos autores postulan que una preponderancia de la
Cat B sobre su inhibidor explicaria la diferencia existente en cuanto al comportamiento clinico de
los tumores con un mismo grado de diferenciacion y que son considerados histolégicamente

iguales.

Estos trabajos, destacan la expresion de Cat B y su relacion con su inhibidor tisular
como probable responsable de la variabilidad clinica del cancer de prostata dentro de un mismo
gado de diferenciacion. Nosotros consideramos que nuestros resultados vienen a reforzar la idea

de que la_expresion epitelial de Cat B puede ser el factor contribuyente a la agresividad que

confiere al tumor un grado de diferenciacion elevado.

No encontramos relacion alguna entre la expresion epitelial de Cat B y nivel de PSA
serico preoperatorio, el estadio patoldgico y la expresion del receptor de andrégenos. No nos
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sorprendio la ausencia de relacion con el PSA, ya que el antigeno prostatico especifico es una
proteasa de diferente composicion bioquimica que las catepsinas (se trata de una serin proteasa
involucrada en la licuefaccion del fluido seminal265:325 y por lo tanto con mecanismos de accién y

propiedades distintos).

El andlisis de supervivencia (entendida como periodo libre de recidiva bioquimica de la
enfermedad) realizado permite extraer conclusiones muy interesantes respecto al potencial valor
prondstico de la expresion epitelial de Cat B. Aunque las diferencias obtenidas no alcanzaron
nivel de significacion estadistica, si se observo una evidente tendencia hacia la significaciéon que

se confirmaria, en nuestra opinién, con un nimero mayor de casos.

En este momento parece oportuno comentar el trabajo realizado por AA Sinha26¢, con
relacion a la utilidad predictiva de la Cat B. Continuando con la valoracion de la proporcion Cat B
y estefina A, comprobaron que la que la preponderancia de la proteasa sobre su inhibidor era la
responsable de la diferente agresividad biologica del cancer de prostata dentro de un mismo
grado de diferenciacion, y que ademas, esta preponderancia correlacionaba con la presencia de
ganglios linfaticos metastasicos, lo que les permite concluir que la razén Cat B> estefina A
constituye una herramienta util como factor predictivo de afectacion ganglionar y por tanto de

mortalidad.

Hideaki Miyake y colaboradores3?6 intentaron establecer la utilidad de la concentracién
sérica de Cat B como marcador pronostico de cancer de prostata. Estos investigadores
compararon la concentracion sérica de Cat B y su densidad (es decir la razon entre esta
concentracién y el volumen prostatico determinado por ecografia transrectal) entre individuos
sanos Yy afectos y comprobaron que estas concentraciones eran superiores en los pacientes con
cancer de prostata. Todavia mas, estas concentraciones fueron superiores en pacientes con
enfermedad localmente avanzada que en aquellos con enfermedad localizada. Sin embargo no
encontraron asociacion con el resto de parametros clinico-patoldgicos ni con la supervivencia de

la enfermedad.

Nuestros resultados sugieren que la sobrexpresién epitelial de Cat B esta asociada a
una mayor probabilidad de presentar recidiva bioquimica en el curso evolutivo de la enfermedad,

y por lo tanto, puede ser Util como marcador pronostico de progresion.
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Con anterioridad se ha comentado el interés en estudiar la expresion de las proteasas
en el compartimento estromal. Los resultados obtenidos al valorar la expresion de Cat B en el

estroma son un tanto contradictorios respecto a los correspondientes al epitelio.

Al igual que ocurria en el compartimiento epitelial, la sobrexpresion de Cat B en el
estroma se asocia a un mayor grado de Gleason, es decir, tumores pobremente diferenciados
tienden a sobrexpresar Cat B en el estroma. Una vez mas se constata la mayor produccion de
esta proteasa por los tumores pobremente diferenciados. Al igual que ocurria en el epitelio, no
encontramos relacion con el nivel de PSA sérico preoperatorio, el estadio tumoral y el receptor
de andrégenos. Creemos, por tanto, que la accion proteolitica de Cat B se realiza de forma

independiente respecto a estos parametros.

Sin embargo, esta mayor sobrexpresion estromal fue mas frecuente en los casos que no
presentaron progresion bioquimica de la enfermedad. En analisis de supervivencia realizado y el
posterior modelo predictivo pusieron de manifiesto que la_sobrexpresién de Cat B en el

compartimento estromal en el cancer de préstata se comporta con factor independiente de buen

prondstico. Segun este resultado, la cuantificacion de la expresion estromal de esta proteasa
permitiria predecir la posibilidad de progresion del tumor, por lo que su utilidad clinica a la hora

de establecer la estrategia terapéutica resulta muy interesante.

Al parecer, los mecanismos de accion e interacciones de la Cat B en el compartimento
estromal podrian corresponder a una respuesta por parte del huésped a la invasién, (ya hemos
comentado su participacion en los fendmenos de la presentacién de antigenos?58) de tal forma
que en los casos donde esta respuesta fuera insuficiente o andémala, las concentraciones de Cat
B en el compartimiento estromal disminuirian, permitiendo la invasién y progresion del tumor.
Podria ocurrir que el mismo producto tumoral se comportara como un elemento invasivo en el
epitelio, pero en el estroma, podria actuar desdoblando otras moléculas favorecedoras de la

invasion.

2. SOBREXPRESION DE CATEPSINA L

La catepsina L es una de las proteasas mas ubicuas del organismo, estando presente en
practicamente todos los tipos celulares. Se le considera el principal responsable de la
degradacion y recambio de las proteinas intracelulares. Una vez secretada al medio extracelular,
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se encarga de regular la funcion de otras proteinas. Chauhan y colaboradores3?” realizaron un
estudio con el fin de valorar su sobrexpresion en diferentes neoplasias humanas y observaron
que tumores de esdfago, estomago, colon, suprarrenal, rifion, pulmén e higado presentaron
niveles elevados de Cat L, siendo los niveles mas altos los encontrados en las neoplasias de

rifidn y testiculo.

Escasa es la informacidn disponible sobre la expresion de esta proteasa en el cancer de

prostata, siendo nuestro estudio, el Unico hasta la fecha, en realizar el estudio

inmunohistoquimico “in vivo” de Cat L en tejido prostatico.

Hemos encontrado ciertas similitudes entre la expresion de Cat Ly Cat B, al comparar

su patron de expresion en el tejido prostatico normal y tumoral.

Al igual que ocurria con la Cat B, existe una gran diferencia en cuanto a la expresion e
intensidad de esta expresion en el tumor con respecto a las observadas en el tejido normal. De
nuevo es importante destacar la disposicion en vesiculas en el epitelio luminal en los casos de
PIN y tumor, como corresponde a proteasas lisosomales, almacenadas en el citosol celular y

secretas al medio extracelular.

De la misma forma, la positividad observada en el estroma tumoral (ausente en el tejido
prostatico benigno) viene a apoyar la idea de la participacion de la Cat L en la degradacién de la

matriz extracelular facilitando la invasion, progresion y metastasis de las células transformadas.

Los mecanismos ultimos por los que la Cat L ejerce su accién en el estroma no estan del
todo claros, pero se ha sefialado que una vez secretada al compartimiento extracelular, podria
activar receptores de la superficie celular o factores de crecimiento que estimularian la
proliferacion e invasion del tumor328, A modo de ejemplo, la Cat L secretada por las células del
melanoma maligno desdoblan el componente C3 del complemento, inhibiendo de esta manera

la lisis celular mediada por el complemento32°,

No nos sorprendio el hecho de encontrar positividad en fibroblastos y macréfagos

estromales, ya que estas células, una vez activadas, aumentan la sintesis de Cat L327.
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Otra observacion interesante que merece la pena destacar es la positividad de Cat L en
las células del endotelio vascular, fenémeno que atribuimos a la participacién de esta proteasa

en los fenémenos de angiogénesis.
Al analizar la sobrexpresion de Cat L y su correlacion con los deméas parametros clinico-
patologicos, hemos observado una cierta tendencia a la asociacién con un mayor grado de

Gleason en el compartimento estromal y con el nivel de PSA preoperatorio.

A tenor de estas observaciones, podria interpretarse que la agresividad biolégica de los

tumores pobremente diferenciados, localmente avanzados, viene conferida por la actividad de

esta proteasa. Si bien, se hace necesario el estudio de un mayor numero de casos para
corroborar esta hipotesis.

Existen diversos estudios en los que se ha tratado de evaluar el valor prondstico de la
Cat L. Entre ellos, el realizado por Thomssen y colaboradores33® sobre una muestra de 167
pacientes afectas de cancer de mama. Estos autores determinaron la concentracion de Cat L
tanto en tejido tumoral como en tejido benigno, encontrando una mayor concentracion de la
proteasa en el tumor. Ademas, aunque no demostraron correlacion alguna con los parametros
clinico-patolégicos convencionales como el tamafio tumoral, el estado de los ganglios linfaticos
axilares, edad, grado histolégico o invasion vascular, si encontraron una asociacion directa entre
la alta concentracion de Cat L y un mayor riesgo de recidiva. Incluso, en su anélisis comprobaron
que los tumores que expresaron mayor concentracion de Cat L tenian una supervivencia a los 5
afios significativamente menor que los que no lo hicieron. Por Ultimo, La expresion de Cat L se
comportd como factor pronéstico independiente casi tan potente como el estado de los ganglios
axilares, considerado como el parametro histopatolégico y clinico mas importante en el cancer de

mama.

Otro estudio interesante, esta vez relacionado con el carcinoma colo-rectal es el
realizado por Troy y colaboradores3®!. Estos autores analizaron la expresion de CatBy Ly la
proporcion existente entre las concentraciones de las proteasas en el tejido tumoral y el sano de
99 pacientes. El resultado mas interesante que obtuvieron fue que la supervivencia estaba
inversamente relacionada con la expresion de Cat L, en los tumores en estadio localizado (I-1l),
pero no en los que presentaban enfermedad metastasica. Estos investigadores atribuyen este
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resultado a la idea comunmente aceptada de que la actividad proteolitica de las catepsinas se

realiza en las estapas iniciales de la invasion tumoral.

También hemos comprobado la positividad de esta proteasa en las células del endotelio
vascular. Estos resultados son similares a los obtenidos por Strojnik y colaboradores3®2, quienes
al estudiar la expresion de esta catepsina en los gliomas cerebrales, encontraron una asociacion
entre dicha expresién y un menor grado de diferenciacién. Estos investigadores concluyen que la

Cat L puede estar relacionada con la transformacion maligna de los tumores cerebrales.

Nuestros resultados no permiten atribuir a la Cat L un valor pronéstico, pero si parecen
indicar la relevancia de esta proteasa en los fendmenos tempranos de la transformacion maligna
(como puede interpretarse de su marcada expresion en el PIN con relacion al tejido benigno) y
en la degradacién de la matriz extracelular como vehiculo para la invasion. Pensamos que la

tendencia a la asociacion observada entre un grado de Gleason elevado y la mayor produccion

de PSA (ambos parametros ampliamente aceptados como indicadores de agresividad tumoral)

corresponde a una mayor produccién de Cat L, responsable de la capacidad invasora de estos

tumores.

3. SOBREXPRESION DE HEPSINA

Tras su descubrimiento como marcador tumoral por medio de los “microarrays” de ADN,
la hepsina se ha convertido en objeto de gran interés en los Ultimos afios. Esta tecnologia
permite el estudio simultdneo de la expresion de miles de genes, e identificar de forma eficiente

los cambios de expresidn génica que acompafian a los procesos de carcinogénesis.

Varios estudios han puesto de manifiesto que el gen de la hepsina se encuentra
fuertemente sobrexpresado en el cancer de prostatazs5287.333 por lo que esta proteasa es
considerada como un posible objetivo de futuras terapias génicas.

En el presente trabajo, hemos estudiado la expresion proteica de hepsina en el cancer
de préstata, con el fin de confirmar que la sobrexpresion del gen se traduce realmente en la
sintesis de la proteina efectora, y para intentar describir sus patrones de expresion desde un
punto de vista morfologico (los microarrays de cDNA vy las técnicas de cuantificacion de la
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expresion génica como la RT-PCR, no permiten discriminar entre la expresion estromal, epitelial,

citoplasmatica, nuclear o de la membrana plasmatica).

El papel que desempefia la hepsina en el cancer de prostata continua siendo objeto de
debate. Aunque la opinion generalizada es que esta proteasa se encuentra sobrexpresada en el
cancer de prostata, no esta claro el impacto que esta sobrexpresion puede tener sobre la

evolucion de la enfermedad.

Magee y colaboradores?82 estudiaron la expresion de hepsina mediante hibridacion in
situ (FISH), observando esta expresion en el epitelio luminal normal era mucho menor que en
las glandulas neoplasicas, donde la expresion era mucho mas intensa, y localizada en las
celulas tumorales epiteliales, no en el estroma. A su vez, las lesiones de PIN de alto grado
también presentaron una expresion mayor que el epitelio normal. Para estos autores, la
expresion de hepsina correlaciona con la transformacion neoplésica de la prostata y se

manifiesta en las células epiteliales.

En la misma linea se encuentra el trabajo realizado por Stephan y colaboradores®3, que
estudiaron la expresidn de esta proteasa mediante RT-PCR cuantitativa. También estos
investigadores observaron una mayor sobrexpresion de hepsina en el epitelio tumoral y
premaligno, que en la prostata normal, concluyendo que su sobrexpresion epitelial
correlacionaba con la transformaciéon maligna de las glandulas prostaticas. Sin embargo no
encontraron ninguna asociacién significativa con los pardmetros clinico-patologicos
convencionales del cancer de prostata. Por el contrario, existen otros estudios en los que se
cuestiona esta correlacion e incluso se advierte que la expresion de hepsina puede estar

inversamente relacionada con la progresién de la enfermedad.

Es el caso del trabajo realizado por Srikantan y colaboradores?®, en el que se
estudiaron la expresion y funcion bioldgica de la hepsina, sobre distintos cultivos celulares de
cancer de prostata (LNCaP, DU145 y PC-3). La expresion sélo se demostré en LNCaP, siendo
negativa en las otras lineas celulares. Con el objeto de investigar la funcion de la proteasa, la
hepsina fue transferida a estas otras lineas, y se observo que el crecimiento celular presentd una
disminucién del 75 %, con respecto a los cultivos que no presentaron expresion para hepsina, lo
que se traduce en una regulacion negativa del crecimiento celular por parte de esta proteasa. De

la misma manera, estos autores comprobaron que la expresion de hepsina inhibia la motilidad y
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capacidad invasiva celulares, a la vez que aumentaba el nimero de células que se encontraban
en fase de apoptosis. Estos investigadores llegan a la conclusion de que la expresion de hepsina
podria evitar que las células tumorales adquiriesen un fenotipo mas agresivo o la capacidad de

metastatizar.

Otro estudio que viene a apoyar esta idea es el realizado por Dhanasekaran y
colaboradores?85. Estos investigadores construyeron una matriz de tejido en la que incluyeron
tejido prostatico normal, PIN de alto grado y adenocarcinoma, tanto localizado como
metastasico, y estudiaron la expresion de hepsina. Curiosamente, el mayor nivel de expresion lo
encontraron en los casos de PIN, mientras que los niveles de menor expresion se observaron en
el tejido benigno y en las muestras de cancer metastasico hormono-refractario. Ademas,
encontraron una asociacion significativa entre la recidiva bioquimica de la enfermedad vy la
ausencia de expresion de la hepsina, e incluso con un mayor riesgo de presentar elevacion del
PSA tras la prostatectomia. Para estos investigadores, la expresion de hepsina se correlaciona
con un pronostico favorable para estos pacientes.

Nuestros resultados son similares a los obtenidos por Magee y Stephan. Nosotros
encontramos una mayor positividad en los casos de tumor prostatico, en comparacion con el

tejido benigno, lo_que viene a apoyar la hipdtesis de una participacion de la hepsina en la

transformacion maligna de la prostata, si bien no hallamos ninguna asociacion con la progresion

de la enfermedad o con otros pardmetros clinico-patoldgicos. Sin embargo encontramos una
tendencia a la significacion estadistica entre la sobrexpresion de hepsina y la de Ki-67. Como se
ha comentado previamente, el antigeno Ki-67 es aceptado como un indicador de proliferacion
celular. Este resultado contradice el obtenido por Srikantan, (la expresion de hepsina inhibe la
proliferacién en lineas celulares derivadas del cancer de prostata metastasico). A nuestro modo

de ver, la hepsina podria desempafiar su actividad proteolitica en estadios precoces de la

enfermedad, v esta actividad estaria muy relacionada con su nivel de expresién. Tumores con un

alto indice proliferativo producirian mayor cantidad de hepsina, y esta proteasa participaria en los
fenomenos de degradacion de la de la matriz extracelular y las membranas basales. Es probable
que en cultivos celulares, estas células epiteliales tumorales tengan dificultades en mantener la
adhesion al sustrato, separandose de la superficie del cultivo y finalmente entrando en apoptosis.
De la misma manera, esta capacidad de degradar la matriz, necesaria para la invasion tumoral

en los estadios precoces del proceso invasivo, puede que dificulte la formacion tardia de
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metastasis, ya que la capacidad de adherirse de novo a la matriz es vital para la supervivencia

de la célula metastasica.

4. SOBREXPRESION DE MASPINA

La expresion de maspina y el papel que desempefia en la carcinogénesis prostatica es
objeto de interés creciente debido a los datos, un tanto contradictorios, que se han ido

observando en diferentes trabajos de investigacion.

Ya hemos comentado en la introduccion que la maspina constituye el producto de un
gen supresor de clase |l, perteneciente a la super familia de las serpinas (o proteinas inhibidoras
de las serin-proteasas), a las que se le atribuyen diferentes efectos antitumorales como la
inhibicion del crecimiento, motilidad e invasién tumorales, la angiogénesis inducida por el tumor o
estimulacion de la adhesion celular®4.2%, Sin embargo, existen estudios que relacionan su

expresion con progresion tumoral335.336,

Nuestros resultados describen una pérdida de expresion de la maspina en el tejido
tumoral prostatico, en comparacioén con el tejido normal y el PIN de alto grado. Ya que la mayor
positividad se encontr6 en la capa de células basales del epitelio glandular normal y premaligno,
no es de extrafiar que en las glandulas transformadas esta positividad fuera disminuyendo con la
desaparicion de dicha capa basal propia del cancer de préstata. Estos datos apoyarian la idea de

que la_maspina participaria en la cohesién y adhesion celulares, reforzando las interacciones

entre el epitelio v el estroma, v su pérdida de expresidén podria facilitar la disrupcion de las

membranas basales v la eventual invasion del tumor.

Esta hipotesis viene reforzada por el hecho de que la maspina presenta una gran
afinidad por diversos componentes de la matriz extracelular, como la fibronectina y la laminina, e
interacciona de forma directa con el colageno tipo | y Ill, fomentando la actividad integrina, lo

que resulta en mayor adhesion de las células al estroma2%4,

Otros estudios han encontrado resultados similares, como el realizado por Bass y

colaboradores?%, en el que se afirma que la maspina, directa o indirectamente contribuye a la
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adhesion celular, principalmente por unirse al colageno, participando asi en la regulacion de la

motilidad celular.

Nuestros resultados concuerdan con los obtenidos por Pierson y colaboradores3?’,
quienes estudiaron la expresion de maspina en el cancer de prostata, empleando técnicas de
inmunohistoquimica y FISH. Estos autores observaron una expresion bifasica de maspina, es
decir, practicamente ausente en las células secretoras normales, intensamente expresada en las
del PIN de alto grado y reduciéndose progresivamente en las lesiones cancerosas de bajo grado
hasta casi desaparecer en el cancer pobremente diferenciado. Estas observaciones plantean la
posibilidad de que maspina desempefie un papel significativo en la prolongacién en el tiempo de
las lesiones premalignas, y que la pérdida de su expresidn desencadene la transformacion
maligna de la prostata.

Resultados similares fueron aportados por Zou y colaboradores3®. Estos investigadores
observaron escasa o nula positividad para maspina en muestras obtenidas de piezas de
prostatectomia radical. Llama la atencion el hecho de que la expresion mas intensa se detectd
en los tumores que habian sido tratados con bloqueo androgénico neoadyuvante, lo que apunta
la posibilidad de que la expresion de maspina se produzca como respuesta a la supresion
androgénica. Al analizar la expresion de maspina con los diferentes parametros clinico-
patologicos, encontraron una asociacion entre esta expresion y el grado de diferenciacion
tumoral, pero en el analisis multivariante sélo este parametro resultd significativo. Tampoco

resulté significativa como factor predictivo de progresion de la enfermedad.

Aunque la expresién de maspina en el cancer de prostata no parece ser relevante, estos
autores encontraron sobrexpresion de maspina en los tumores que habian sido tratados con
bloqueo androgénico con anterioridad a la prostatectomia radical, y en los tumores que
exhibieron respuesta a la deprivacidn hormonal. Estos datos sugieren que la deprivacion
androgénica podria desenmascarar la expresion de maspina en el cancer de préstata, y por lo
tanto, tener utilidad prondstica como marcador de respuesta a la terapia hormonal.

La principal aportacion de nuestro trabajo, en cuanto a la expresion de maspina se

refiere, es la demostracion de su expresion en el compartimiento estromal. Ninguno de los

estudios anteriormente citados hallaron positividad en el estroma. Nosotros encontramos una

asociacion con tendencia a la significacion estadistica, entre esta expresion y el estadio
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patologico del tumor. Este resultado apoyaria la idea de una mayor participacion de la maspina
en las interacciones extracelulares como respuesta a la invasion, si bien, debemos tener en
cuenta que la expresion inmunihistoquimica de estas proteinas puede no traducir su verdadera

actividad funcional.

La comparaciéon de maspina con otras proteasas no produjo resultados significativos en
nuestro estudio. Se intentd realizar un andlisis parcial entre la sobrexpresion de maspina y

hepsina, pero no fue posible debido a un nimero muy pequefio de casos en los subgrupos.

5. SOBREXPRESION DEL RECEPTOR DE ANDROGENOS

Practicamente la totalidad de los casos de cancer de prostata estudiados en este trabajo
presentaron positividad para el receptor de andrégenos (RA). Al realizar el analisis de
sobrexpresion, pudimos observar que la gran mayoria de casos sobrexpresaban dicho receptor.
Diversos estudios han puesto de manifiesto el hecho de que el RA se encuentra presente en el
cancer de prostata, tanto primario como metastasico, independientemente del grado de
diferenciacion o del estadio tumoral301339.340, Nosotros tampoco encontramos relacion alguna con

el grado de diferenciacion de Gleason o con el estadio tumoral, sin embargo, si encontramos una

asociacion directa significativa entre la sobrexpresién de RA v el valor del PSA preoperatorio. No

nos resultd extrafia tal asociacion ya que la produccion de PSA es la consecuencia inmediata de

la activacion del RA.

Un resultado similar fue obtenido por Zegarra-Moro y colaboradores®!. Estos autores
investigaron la actividad del receptor androgénico en distintos cultivos celulares (LNCaP, LNCaP-
Rf, LNCaP-C4 y DU-145) empleando un anticuerpo especifico contra el RA'y comprobaron que
la produccion de PSA se reducia drasticamente al bloquear el receptor, lo que indicaba la
actividad funcional del mismo. Ademas comprobaron que en ausencia de andrégenos, la
proliferacion de las células de cancer de préstata quedaba inhibida, lo que apoya la idea de un
papel relevante del RA en la progresion de la enfermedad, incluso en la situacién de deprivacion

androgénica.
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No encontramos relacion ente la sobrexpresion de RA 'y la progresion de la enfermedad.
Sin embargo es interesante destacar que no encontramos positividad en el compartimento
estromal. Esta observacion nos parece muy interesante, sobre todo si la comparamos con los
resultados obtenidos por Henshall y colaboradores®42.  Este grupo de investigadores analizé la
expresion del receptor de andrdgenos en muestras de prostatectomia radical encontrando
positividad tanto en el compartimento epitelial como en el estroma. Tampoco observaron ninguna
relacion entre la expresion del RA en el epitelio con los pardmetros clinico-patologicos
convencionales, sin embargo, la positividad en el compartimiento estromal les permitio
subclasificar esta expresion en las areas adyacentes al epitelio neoplasico y en otras areas del
estroma. Curiosamente, comprobaron que la pérdida de expresion del RA en el estroma proximo
al tumor, correlacionaba directamente con un mayor grado de diferenciacion, con el valor de PSA

preoperatorio y con una recidiva bioquimica temprana de la enfermedad.

El papel que el receptor de andrégenos desempefia en el estroma tumoral y su posible

relacion con la progresion de la enfermedad estan aun por dilucidar, pero parece ser que su

expresion influye de una forma importante en la transformacion del epitelio. En la prostata normal

los androgenos circulantes actian sobre las células musculares lisas estromales (RA positivas)
para mantener la diferenciacion y quiescencia del epitelio343. La rapida regresion que sufre el
epitelio prostatico tras la castracion se asocia a una progresiva desdiferenciacion de las fibras
musculares lisas hacia fibroblastos relativamente indiferenciados. Estos responden a bajos
niveles de andrdgenos (a través del RA) promoviendo la mitogénesis del epitelio. A su vez, el
epitelio actua facilitando la re-diferenciacién de estos fibroblastos en fibras de musculo liso. Sin
embargo, se piensa que en el cancer de prostata, el epitelio neoplasico alteraria estas
interacciones estroma-epitelio que provocarian cambios epigenéticos en el estroma y la

proliferacion celular incontrolada en el epitelio342:343,

La sobrexpresion del receptor de andrégenos ha sido relacionada con la aparicion de
hormono-resistencia en el transcurso evolutivo de la enfermedad341.342:344-346 Se han postulado
varios mecanismos por los que la expresion del RA podria contribuir a este hecho, como por
ejemplo la amplificacion del gen del receptor (este gen rara vez aparece amplificado en el cancer
de prostata primario, pero si lo hace en el 30% de los tumores hormono-resistentess00.341))
También la existencia de frecuentes mutaciones del RA, observadas en tumores en los que la
terapia hormonal hubo fracasado347-349 y |a activacion del RA producida por citokinas y diferentes

factores de crecimiento.
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La ausencia de asociacion entre la expresion del receptor de andrdgenos y las proteasas
estudiadas en nuestro trabajo sugiere que éstas siguen vias reguladoras independientes del

influjo androgénico.

6. SOBREXPRESION DEL ANTIGENO Ki-67

Hemos comentado con anterioridad que el antigeno Ki-67 se encuentra presente a lo
largo del ciclo celular (fases G1, S, G2 y M), pero no en la fase de quiescencia (G0) o en la G1
(etapa precoz). Esta es una de las razones por las que se considera su expresion como
marcador de proliferacion celular y ha sido asociada frecuentemente a mayor agresividad

bioldgica y pronostico desfavorable, en diferentes tumores humanos304.305.350,

En el presente trabajo hemos estudiado la expresion del antigeno Ki-67 por medio del
anticuerpo monoclonal MIB-1. Se trata de un método vélido ya que este anticuerpo (monoclonal
frente a porciones recombinantes del antigeno Ki-67), presenta un patron de tincion nuclear en

material parafinado idéntico al del anticuerpo monoclonal Ki-67 en material fresco3s!.

Nosotros hemos observado positividad nuclear en el epitelio del tejido prostatico

neoplasico, siendo practicamente negativa en la prostata normal y en la hiperplasia benigna.

Estos datos concuerdan con los que de forma uniforme se han ido publicando en la literatura.

Rudolph y colaboradores3®2 cuantificaron la expresidn del antigeno en muestras de tejido
prostatico normal y tumoral. Empleando el recuento directo de células positivas en campos de
gran aumento, observaron que los niveles mas bajos de expresion se encontraron en la préstata
normal e hiperplasica, y los mayores porcentajes de células que exhibieron positividad para el

antigeno correspondieron a las muestras tumorales.

En la misma linea se encuentran los trabajos publicados por Lima33 y Helpap354. Al
estudiar la cinética celular en diferentes patologias de la glandula prostatica, comprobaron que la
actividad proliferativa (evaluada por la expresion de Ki-67) se encontraba elevada en las areas
de inflamacion y metaplasia, mostrando sus méaximos niveles de expresion en los

adenocarcinomas de alto grado. Entidades como la hiperplasia benigna, la hiperplasia
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adenomiomatosa presentaron muy bajos niveles de expresion, mientras que el PIN de alto grado

presentd un nivel intermedio.

La expresion del antigeno Ki-67 ha sido estudiada en el cancer de prostata metastasico,
con resultados interesantes. Bryden y colaboradores?®?® analizaron la expresion del antigeno en
muestras de biopsias de metastasis 6seas, observando que el indice de proliferacién era similar
al de las lesiones primarias, pero no encontraron relacién alguna con el grado tumoral. Cheng y
colaboradores®® observaron que la sobrexpresion de Ki-67 en los ganglios metastasicos
locorregionales de pacientes afectos de cancer de préstata, correlacionaba con el grado de
Gleason y que ademas se comportaba como valor predictivo independiente de la supervivencia

libre de progresion de estos pacientes.

También se ha estudiado la utilidad clinica de la expresion de Ki-67 en las biopsias
diagnésticas preoperatorias con resultados dispares. Ojea Calvo y colaboradores307 observaron
que esta expresion no resultaba tan eficaz como el grado de Gleason, el nivel de PSA
preoperatorio y el estadio tumoral, para predecir la recidiva bioquimica de la enfermedad tras la
prostatectomia radical.

Por el contrario Bubendorf y colaboradores3® comprobaron que la sobrexpresion del
antigeno correlacionaba fuertemente con el grado de diferenciacién, con un aumento continuo de
la actividad proliferativa desde los tumores de bajo grado a los de alto, siendo esta sobrexpresion
el Unico parametro con valor predictivo de supervivencia tumor-especifica en el analisis

multivariante.

La posible utilidad clinica de la expresion de Ki-67 en cuanto a su valor pronéstico se
refiere se puede argumentar sobre los resultados obtenidos por Zudaire y colaboradores3s,
Estos autores estudiaron la expresion del antigeno en piezas de prostatectomia radical y
observaron que se encontraba directamente relacionada con el estadio tumoral y que en el
analisis multivariado, se comportaba como predictor independiente de supervivencia libre de
recidiva bioquimica, junto el grado de Gleason y el valor del PSA preoperatorio.

Parecidos resultados son los obtenidos por Revelos y colaboradores®®, que al realizar

un estudio metodologicamente similar al anterior, comprobaron que la expresion de Ki-67 junto
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con la presencia de ganglios linfaticos metastasicos podrian ser predictores de fracaso

bioquimico tras la prostatectomia radical.

Takahiro Inoue y colaboradores358 elaboraron una matriz de tejidos, compuesta por 52
casos de cancer de prostata y analizaron la expresidn del antigeno Ki-67, observando que esta
expresion, junto con el estado de los margenes de reseccion quirlrgicos, se comportd como

factor predictivos independientes de supervivencia libre de recidiva.

Nuestro estudio no ha podido reproducir estos resultados. Pensamos que nuestro
andlisis estadistico para este marcador no ha sido lo suficientemente potente como para detectar
diferencias significativas, en parte por el desequilibrio de casos en las categorias dicotomizadas
(sobrexpresion / no sobrexpresion). El punto de corte elegido ha sido subjetivo, debido a la
ausencia de acuerdo general en este sentido. Ademas, el nimero de eventos a analizar (nimero
de casos que presentaron progresion de la enfermedad) fue relativamente escaso en nuestra

serie. Es probable que un mayor numero de casos hubiera aumentado la potencia del estudio.

7. CONSIDERACIONES FINALES

Los resultados de este trabajo de investigacion permiten deducir que las proteasas
estudiadas se encuentran sobrexpresadas en las lesiones preinvasivas y en el cancer de
prostata, y por lo tanto, que podrian desempefiar un papel relevante en los mecanismos de

invasion, progresion y metastasis de esta enfermedad.

Entre las aportaciones mas interesantes de nuestro estudio se encuentran los resultados
de la CB en el estroma y su valor predictivo en el modelo creado. Destaca la correlacién de la
sobrexpresion de la CB en este compartimento y parametros tradicionales como el grado de
Gleason y la progresion, lo que indica la importancia de la investigacion de los mecanismos

metabdlicos que ocurren en el estroma del huésped, y su relacion con los epitelios tumorales.

La coincidencia de sobrexpresion de las catepsinas B y L en el cancer de prostata y su
diferente significado al correlacionarlas con los parametros clinico-patolégicos, tanto en el
compartimento epitelial como en el estromal, indican una gran complejidad de interacciones y

modulaciones, probablemente transcendentes para la evolucion de esta neoplasia.
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Sin embargo, serén necesarios estudios adicionales que evallen series amplias de
casos con criterios clinico-patologicos homogéneos y seguimientos prolongados para dilucidar el

papel exacto de estas proteasas en la carcinogénesis prostatica y su eventual utilidad clinica.
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Conclusiones

1)

La catepsina B se expresa en lesiones preinvasivas y en el cancer de prostata. La
asociacion entre su sobrexpresion y un elevado grado de Gleason, permiten suponer
que esta protesasa es secretada profusamente por los tumores pobremente

diferenciados, confiriendo mayor agresividad a los mismos.

La sobrexpresion de CB en el compartimiento epitelial podria estar relacionada con la
progresion de la enfermedad, sin embargo, su sobrexpresion en el estroma se comporta
como un factor independiente de buen prondstico, lo que puede denotar una funcién de

defensa a la invasion tumoral en este compartimento.

La catepsina L se expresa en el cancer de prostata. Parece ser que su sobrexpresion
podria conferir mayor agresividad a los tumores pobremente diferenciados. Su
positividad en el endotelio vascular sugiere su participacion en los fenomenos de

angiogénesis

La hepsina se expresa en el cancer de prostata, pudiendo estar relacionada en la
transformacion maligna de la préstata. Su relacién con el antigeno Ki-67 podria indicar

una mayor actividad proteolitica en tumores de alto indice de proliferacién.

La maspina se expresa fundamentalmente en las células basales del epitelio prostatico
normal, sugiriendo un papel en los mecanismos de recambio celular y/o interaccidn con

la matriz extracelular.

El receptor de andrdgenos se encuentra sobrexpresado en el cancer de préstata pero no
se correlaciona con las proteasas de nuestro estudio, sugiriendo que la intervencion de
las mismas en el desarrollo de la neoplasia prostatica no depende necesariamente del

estimulo androgénico.
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7) La expresion del antigeno Ki-67 (MIB-1) se encuentra elevada en el cancer de préstata,
no siendo asi en el epitelio no neoplasico, observacion que puede apoyar la hipétesis de

su participacion en la carcinogénesis prostatica
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