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1. CANCER DE PROSTATA (CP)

1.1. Epidemiologia

1.1.1 Incidencia

El cancer de préstata (CP) constituye un grave problema de salud publica siendo una
de las neoplasias mas frecuentes en el mundo occidental y la primera causa de
atencidn en la consulta de Urologia oncoldgica. Globalmente, ocupa el primer lugar en
frecuencia de cancer en la poblacidn masculina, con tasas de incidencia y mortalidad
variables entre los diferentes paises siendo, en general, mayores en los paises

occidentales que en los paises en vias de desarrollo®.

En Estados Unidos (EUA) encontramos incidencias de 80 a 250 por 100.000 habitantes
por afo, segun Estado y grupo étnico, siendo maxima en afro-americanos. En Europa la
incidencia es inferior a la hallada en EUA (68 por 100.000 habitantes por afio) aunque
también existen algunas diferencias entre paises, encontrando incidencias de 120 por
100.000 habitantes por afio en Finlandia, hasta 40 por 100.000 habitantes por ano en
Grecia y 45 por 100.000 habitantes por afio en Espafia. Los paises asiaticos presentan
las menores tasas de incidencia, destacando la de China con 2,5 por 100.000

habitantes por afio’.

1.1.2. Mortalidad y prevalencia

A nivel mundial, el CP representa la segunda causa de mortalidad cancer-especifica en
el vardn de raza blanca, negra, indioamericana e hispana y la cuarta causa de muerte

en el varén asidtico’.

Tesis Doctoral Miriam Barrio Muiioz
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En Espaia fallecen aproximadamente unos 6.000 hombres al afio por cp? y constituye
la tercera causa de muerte por cancer en el sexo masculino, tras el cancer de pulmén 'y
el colorrectal®. Aunque la tasa de mortalidad en nuestro pais ha ido aumentando
desde los anos cincuenta del siglo pasado, la curva se ha suavizado a partir de la
década de los afios setenta presentando un descenso lento aunque constante desde
1994 (1,8% anual) con una tasa ajustada de 15,04 por 100.000 habitantes por afio en
2000>°.

En cuanto a la prevalencia, se estima que existen en la actualidad 36.500 hombres
diagnosticados de CP en Espafia’, sin embargo, la prevalencia real de esta patologia es
dificil de determinar al presentar una elevada frecuencia en hombres de edad
avanzada y al tener un periodo de latencia muy largo, con lo cual, muchos casos no
llegan a diagnosticarse’. El incremento de la esperanza de vida debido a la reduccién
de la mortalidad global por un mejor control de otras enfermedades de elevada
prevalencia como las cardiovasculares, asi como, la instauracion del cribado
poblacional oportunistas'g, entre otros factores, hacen previsible un notable aumento
de la incidencia de CP en los préximos afios y un mayor incremento de los recursos

diagndstico-terapéuticos implicados en ello’.

1.2 Diagnostico

En la actualidad, las principales herramientas utilizadas para el diagndstico de
sospecha inicial del CP son el tacto rectal y la concentracién plasmatica total de
antigeno prostatico especifico, aunque el diagndstico definitivo lo determina la
presencia de células neoplasicas en muestras de biopsia de préstata o en la pieza

quirudrgica tras exéresis de la glandula.

1.2.1 Tacto rectal

El tacto rectal (TR) es una practica fundamental de la exploracién fisica uroldgica,
basada en la palpacion digital de la prostata a través del recto con el objetivo de

detectar zonas de consistencia indurada o pétrea en su superficie.

Tesis Doctoral Miriam Barrio Muiioz
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Existen varios datos de la evidencia cientifica que avalan el TR como herramienta
imprescindible en el proceso diagndstico e, incluso, prondstico del CP. En primer lugar,
la mayoria de tumores prostaticos se localizan en la zona mas externa de la glandula
(zona periférica), es decir, son accesibles al TR y si su volumen es mayor o igual a 0,2
ml éstos pueden ser detectados mediante TR™. En segundo lugar, se sabe que,
independientemente del valor de cualquier otro marcador diagndstico, puede
identificarse un CP mediante TR en aproximadamente un 18% de los varones™®.
Ademas, la presencia de un nédulo pétreo o indurado al TR se asocia a mayor riesgo de
tumor indiferenciado, es decir, a peor pronéstico, por lo que también debe
considerarse necesaria la biopsia de préstata para descartar el diagnéstico™. Por tanto,
el TR es un elemento basico de la exploracion fisica uroldgica pero que posee un gran
inconveniente: su baja sensibilidad diagnéstica para CP, especialmente, para tumores

ubicados en zonas profundas y anteriores de la prostata®.

1.2.2 Antigeno Prostatico Especifico (Prostate-Specific Antigen o PSA)

1.2.2.1 PSA como marcador diagnédstico de CP

El antigeno prostatico especifico (del inglés: Prostate-Specific Antigen, en adelante
PSA) es una proteina de unos 30 kDa secretada al liquido seminal por las células
epiteliales de los acinos prostaticos y al plasma sanguineo por las células de la

membrana basal de dicho epitelio™.
La concentracion plasmatica de PSA es, a dia de hoy, el principal marcador diagndstico

de CP™ de manera gue, cuanto mayor es su valor, mas probabilidad existe de padecer

CP**?® tal y como se muestra en la tabla 1.

Tesis Doctoral Miriam Barrio Muiioz
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Tabla 1. La concentracion plasmatica de PSA es una variable cuantitativa continua; cuanto mayor es su
valor, mayor es el riesgo de padecer CP [15,16].

Concentracion de PSA Riesgo de CP

(ng/ml) (%)

4-10 35

>10 67

Este marcador, sin embargo, presenta limitaciones importantes. En primer lugar, una
baja especificidad, ya que, sus niveles pueden estar aumentados en procesos benignos
frecuentes como la hiperplasia benigna de prostata (HBP), la inflamacion, la infeccién
de orina o de la propia préstata, la manipulacién de la via urinaria, etc.'”. En segundo
lugar, a dia de hoy no existe un valor de referencia de PSA consensuado como limite
superior, ya que, como se muestra en la tabla 2, presentar cifras de PSA por debajo de
4 ng/ml (valor aceptado, de forma general, por la Sociedad Europea de Urologia) no

%155 Thomson y su grupo®® también ponen de

exime de riesgo de padecer CP
manifiesto dicha limitacién determinando la sensibilidad y especificidad del PSA en la
deteccién de CP utilizando varios puntos de corte, observando que al tomar el valor de

PSA de 3,1 mg/ml la sensibilidad era del 32% y la especificidad del 87%.

Tabla 2. Riesgo de CP en relacion a valores bajos de PSA (< 4 ng/ml). Fuente: Modificado de European
Guideline Urology Prostate Cancer. Update 2016. European Association of Urology (EAU).

Concentracion de PSA Riesgo de CP
(ng / ml) (%)
0-0,5 6,6
0,6-1,0 10,1
1,1-2,0 17,0
2,1-3,0 23,9
3,1-4,0 26,9
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Finalmente otro inconveniente del PSA como marcador diagndstico es que no permite
distinguir la enfermedad indolente de la agresiva, es decir, sus niveles no estan
directamente relacionados con el grupo de riesgo de recidiva y progresion (ver
apartado 1.3 Estadificacion y grupos de riesgo del CP). Ello puede conllevar un

sobrediagnéstico y un sobretratamiento de los varones con CP indolente™®.

1.2.2.2 Cribado poblacional y oportunista del CP basado en el PSA

Un biomarcador diagndstico ideal de CP deberia permitir identificar con elevada
sensibilidad y especificidad a los varones de la poblacion afectos de cancer y
seleccionar a aquéllos que se beneficiarian de dicho procedimiento diagndstico’.
Ademas, deberia ser una prueba no invasiva y tan econdmica como fuera posible para

fomentar su uso generalizado.

El CP se caracteriza por ser una enfermedad de elevada prevalencia e impacto social,
cuya historia natural muestra un periodo de latencia largo y una elevada tasa de
curabilidad si el diagndstico es precoz. Estos rasgos epidemioldgicos hacen de ella la
candidata ideal para el cribado poblacional, es decir, el estudio sistematico de varones
asintomaticos en riesgo de padecer CP. Sin embargo, todavia no existe suficiente
evidencia de que la deteccion poblacional del CP basado en el PSA sea rentable en
términos de reduccién de mortalidad®®. En general, los grandes ensayos clinicos
randomizados no recomiendan el cribado poblacional, ya que, si bien permite el
aumento del diagndstico del CP en estadio temprano o localizado, no lo aumenta en el
CP en fase avanzada, ni aporta un beneficio en la supervivencia cancer especifica ni
global®?°. Ademas, se asocia a un sobretratamiento con efectos secundarios, tales

como, disfuncidn eréctil e incontinencia urinaria®’ (figura 1).
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Figura 1. Cribado de CP mediante PSA. El grafico indica la proporcion de varones que se necesita cribar
mediante PSA para lograr un verdadero diagnostico de CP. Como se observa, la tasa de falsos positivos
es mayor que la de verdaderos positivos o diagnosticados de CP. Ademas, dicho cribado no evitaria
cierto numero de muertes (0,4%) siendo necesario cribar a 1.000 varones para evitar una muerte por CP.
Fuente: modificado de Tonry y cols. 2016 [17].

Cribado realizado a 1.000 varones

Falsos positivos:
120 varones (12%)

---------------

.......... f""""""' - - Efectos secundarios del tratamiento:
?"'"!T'T'I"'TT'TI"I" 50 varones (5%)
rrrrTTTTY 1* - Muertes por CP a pesar del cribado:

- Muerte por CP evitada:
1 varén (0,1%)

Por contra, se recomienda una estrategia de cribado oportunista basada en la
seleccion, por parte del profesional médico, de aquellos varones que podrian
beneficiarse de un diagndstico precoz individualizado mediante el PSA y el TR, sin
olvidar que ello requiere un didlogo médico-paciente tratando los pros y contras de
esta practica, teniendo en cuenta la comorbilidad y la esperanza de vida de cada

varént??,

La guia clinica de la Sociedad Europea de Urologia, en su ultima actualizacién de 2016,

recoge los criterios del cribado oportunista aplicables a varones bien informados, con

mayor riesgo de padecer CP y con, al menos, 10-15 afios de esperanza de vida (tabla 3).
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Tabla 3. Recomendaciones para el cribado y deteccion precoz del CP. Fuente: Adaptado de la Guia
Europea de Urologia, actualizacién 2016.

<. . ) Nivel d Grado d
Recomendacion de la Sociedad Europea de Urologia, 2016 !Ve g rado e' ,
evidencia recomendacion
No someter a varones a la prueba del PSA sin asesorarlos sobre 3 B
los riesgos y beneficions potenciales
Ofrecer la prueba del PSA a varones bien informados y con
. - 3 B
esperanza de vida de al menos 10-15 afios
Ofrecer la prueba del PSA a los varones en riesgo de padecer CP:
Hombres > 50 afios
Hombres > 45 afios y antecedentes familiares de CP
o . 2b A
Hombres > 45 afios afro-americanos
Hombres con PSA >1 ng/ml a los 40 afios
Hombres con PSA > 2 ng/ml a los 60 afios

1.2.2.3 Aumentando la especificidad del PSA: fraccién, velocidad y tiempo de
duplicacion del PSA

Con el fin de mejorar la especificidad en la deteccidon precoz del CP existen varias
modificaciones del valor del PSA plasmatico en base a diferentes caracteristicas
bioguimicas de esta proteina. A continuacion, se presentan las modificaciones del valor

del PSA y los biomarcadores de mayor uso en la prdactica clinica habitual.

Fraccién de PSA libre / total

La fraccion de PSA libre / total (PSA I/t) es el pardmetro analitico mas estudiado y
utilizado en la practica clinica para distinguir entre el proceso benigno prostatico mas
frecuente (HBP) y el CP, ya que, permite estratificar el riesgo de CP en los hombres que
presentan valores de PSA total entre 4 y 10 ng/ml y TR no sospechoso de neoplasia,
dato que ha sido avalado por dos importantes trabajos 1623

En la prdstata sana, las células epiteliales secretoras que estan rodeadas de células
basales y membrana basal liberan pro-PSA al lumen acinar que se transforma en PSA

activo mediante la calicreina humana 2%*. Parte del PSA activo difunde al plasma

sanguineo donde se une a proteinas, como la alfa 1-antiquimotripsina (ACT) originando
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la fraccidon del PSA unido a proteinas, mientras que el resto es proteolizado para dar
lugar a PSA inactivo, que circula en forma de PSA libre. En el CP, se pierde la
arquitectura normal de las células y membrana basales, dando lugar a una disminucién
del procesamiento bioldgico de pro-PSA a PSA activo y de PSA activo a PSA libre (figura
2). También hay un aumento en los niveles de PSA unido y pro-PSA en el torrente

sanguineo®.

Figura 2. Representacién esquematica de la biosintesis de PSA en el epitelio normal y en el CP. Fuente:
Balk y cols. 2003 [25].
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ACT = alfa 1-antiquimotripsina.

Por este motivo, la fraccion de PSA |/t se considera una herramienta que permite

asesorar sobre el riesgo de CP a los hombres cuyo PSA total varia entre 4 y 10 ng/ml.
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Velocidad del PSA y tiempo de duplicacién del PSA

Ambas determinaciones hacen referencia a dos métodos para expresar la variacién del
PSA a lo largo del tiempo o cinética del PSA:
- Velocidad del PSA (V-PSA): se define como el aumento anual absoluto del PSA
plasmético (ng/ml/afio) %.
- Tiempo de duplicacion del PSA (TD-PSA): es el tiempo que transcurre para que

el PSA doble su valor %,

Algunos estudios han observado que la V-PSA que excede en dos determinaciones la
cifra umbral de 0,4 ng/ml/afio se asocia a una mayor deteccidon de CP de alto riesgo
(ver apartado: 1.3 Estadificacién y grupos de riesgo del CP) en la biopsia en
comparacion con la determinacion Gnica del PSA total?’. Su limitacién es la fluctuacion

fisioldgica intrinseca del propio PSAY.

La principal utilidad del TD-PSA es aportar informacion prondstica, es decir, orientar al
clinico en la valoracion del prondstico de los varones que han recibido un tratamiento
de su CP. Una revisién sistemdtica de Vickers y cols.” sefiala que, tras el tratamiento,
un TD-PSA < 3 meses sitUa a los pacientes en mayor riesgo de mortalidad por CP, lo que
los hace potenciales candidatos para evaluar esquemas alternativos de tratamiento
adyuvante. Por contra, un TD-PSA > 10 meses en el contexto de un paciente con
recidiva bioquimica tras tratamiento radical situa la recidiva local como causa mas
probable de elevacion del PSA, permitiendo al clinico la adopcion de las medidas
terapéuticas mds adecuadas. No obstante, su interpretacion no estd exenta de
limitaciones: presencia de “ruido de fondo” (volumen total de la prostata, proceso de
HBP concomitante), las variaciones del intervalo de tiempo entre las mediciones de
PSA, etc. Ademas, estudios prospectivos han observado que estas modificaciones del
valor del PSA no aportan informacion diagndstica adicional en comparacién con la

medicion exclusiva del PSA sérico®.
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1.2.3 Biopsia de prdéstata

El estudio histoldgico de la préstata es clave para confirmar el diagndstico de
malignidad ante la sospecha clinico-analitica, y asi, poder determinar el prondstico y el
tratamiento del paciente. Sin embargo, la indicaciéon de biopsia de préstata (BP) ha de
plantear al clinico el balance entre evitar el infradiagndstico del CP de alto riesgo, la
sobredeteccién del CP de bajo riesgo (ver apartado 1.3: Estadificaciéon y grupos de

riesgo del CP) y la morbi-mortalidad del propio procedimiento®.

1.2.3.1 Biopsia inicial

Las indicaciones consensuadas a nivel internacional para realizar una BP basal o inicial
son el TR sospechoso de neoplasia y/o el incremento de las cifras de PSA total por
encima de 4 ng/ml. Trabajos previamente citados'®*® han permitido mejorar la
seleccién de los varones candidatos a BP con PSA entre 4 y 10 ng/ml mediante el uso
de la fraccion de PSA I/t. Concretamente, el meta-analisis de Lee y cols.” recomienda
la realizacion de BP a aquellos pacientes con PSA total entre 4 y 10 ng sélo si la fraccidon

de PSA I/t es igual o inferior al 20 %, siempre y cuando el TR no sea sospechoso.

En 2016, segun el nuevo protocolo de la National Comprehensive Cancer Network
(NCCN) para el diagnéstico precoz del CP, se disminuye un punto el umbral de PSA
total para la indicacién de BP, considerandola necesaria a partir de 3 ng/ml*™.

Si la cifra de PSA se halla elevada en una primera determinacion, se recomienda repetir
el analisis en el mismo laboratorio y en condiciones estandarizadas, es decir, tras

verificar que no ha habido infeccién ni malipulacién urinaria previa®".

11
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Las Guias de Cancer de Prdstata de la AEU recomiendan la toma de 10-12 muestras o
cilindros de la zona postero-lateral periférica a cada lado de la glandula como patrén
optimo de BP inicial a través de aguja dirigida por ecografia transrectal, previa

profilaxis antibidtica®>*>.

1.2.3.2 Biopsias de repeticion

Las indicaciones de las biopsias de repeticion, segun la guia clinica de la Sociedad

Europea de Urologia (2016) son:

« Elevacion persistente del PSA total**.

« TR sospechoso (5-30% riesgo de CP)*%32,

e Presencia de proliferacion acinar pequeiia y atipica (del inglés: Atypical small
acinar proliferation o ASAP) (40% riesgo de CP)**

* Presencia de neoplasia prostatica intraepitelial de alto grado (del inglés: High
grade prostate intraepithelial neoplasia o HGPIN) extensa (afectacién de mas
de 3 cilindros en la biopsia)*®

e Presencia de HGPIN adyacente a glandulas atipicas sospechosas de
adenocarcinoma (del inglés, High-grade PIN with atypical glands o PINATYP)?’.

* Hallazgo histoldgico de carcinoma intraductal (90% riesgo de CP)*.

e Hallazgos sospechosos de CP en la resonancia magnética multiperamétrica (ver

apartado 1.2.5: nuevas técnicas de diagndstico por la imagen)

12
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1.2.3.3 Anatomia patoldgica de la biopsia prostdtica

A continuacion se describen los principales pardmetros morfoldgicos que han de
constar en el informe anatomo-patolégico de la biopsia prostatica segun la Guia

Europea de Cancer de Prdstata y las pautas de la NCCN de 2016. Estos parametros han

sido definidos y validados en la literatura como factores con caracter prondstico>>°.

Tipo histoldgico

El tipo histologico mas frecuente de CP es el adenocarcinoma, procedente de la célula
epitelial, aunque existen otros tipos histolégicos que, conjuntamente, representan un
8% del global: carcinoma escamoso, sarcoma y el carcinoma de células transicionales o
urotelial. Las Guias Europeas de Urologia, basadas en los estudios de Van der Kwast **,
recomiendan ajustar el estudio histopatoldgico de la BP a unas pautas para emitir un
diagndstico que traduzca una terminologia clara y precisa, tal y como se presenta en la

tabla 4.

Tabla 4. Términos diagnésticos utilizados para describir los hallazgos en una biopsia de préstata.
Fuente: Van der Kwast y cols. 2013 [41]

Benigno / negativo en cuanto a neoplasia maligna. Si procede, incliyase una descripcion (por ejemplo,
atrofia)

Inflamacién activa

Inflamacién granulomatosa

PIN de alto grado

PIN de alto grado con glandulas atipicas sospechosas de adenocarcinoma (PINATYP)

Foco de glandulas atipicas / lesiones sospechosas de adenocarcinoma o ASAP sospechoso de cancer
Adenocarcinoma

Carcinoma intraductal
PIN =Prostatic intraepithelial neoplasia. PINATYP = High-grade PIN with atypical glands. ASAP = Atypical
small acinar proliferation
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La morfologia de "proliferacion acinar pequena y atipica" o ASAP se observa en el 3-5%
de las biopsias“, no siendo en si una entidad patoldgica sino una categoria diagnodstica,
un hallazgo morfoldgico en la biopsia que no permite al patdlogo establecer con
claridad qué tipo de lesién se trata. La importancia de este hallazgo es su valor
predictivo en cuanto al riesgo de CP en la segunda biopsia, que oscila entre el 30-40%
en un periodo de 5 anfos segun las series®, aunque otros estudios sefialan un
porcentaje inferior®. La guia de la NCCN para el diagnostico precoz de CP de 2016
recomienda repetir la biopsia a los 3-6 meses tras el hallazgo de ASAP en la biopsia
inicial. En caso de no encontrar focos de neoplasia se recomienda un seguimiento

estrecho mediante PSAy TR.

Grado histoldgico de Gleason

A través de sus estudios sobre la arquitectura celular prostatica, el Dr. Donald F.
Gleason (figura 3), a mediados de los afios sesenta, ided un sistema de puntuacion
histolégico basado en la heterogeneidad celular inherente del CP**. Sin embargo, no
fué hasta finales de los afios 80 cuando anatomo-patdlogos y urdlogos expertos
recomendaron que se utilizara el método creado por Gleason de manera
estandarizada, adquiriendo tal relevancia que, en la actualidad, se considera el sistema
de calificacién del grado histo-patolégico de eleccién para el CP, por su destacable

valor predictivo avalado por numerosos estudios 45-48,

Figura 3. Donald F. Gleason, University of Minnesota. Fuente: Lawrence K. Altman, 2009 [44].
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El sistema de Gleason hace referencia a la terminologia utilizada por el patélogo para

describir la apariencia histologica del CP mediante la identificacion de cinco patrones

de crecimiento, establecidos segun la Sociedad Internacional de Patologia Uroldgica,

gue responden a una escala progresivamente decreciente de diferenciacion de la

arquitectura de las glandulas (como se muestra en la figura 4 y se describe en la tabla

5), de modo que, a mayor indiferenciacion glandular, mayor grado en la escala y mayor

agresividad clinica del CP ***%,

Figura 4. Representacion grafica esquematica de los Grados de Gleason. Fuente: International Society
of Urological Pathology (ISUP). Tabla 5. Descripcion del Sistema de Gleason Modificado (2005). Fuente:

International Society of Urological Pathology (ISUP) [45].
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Grado de Gleason 1:

Nodulo bien delimitado pero separado,
uniforme, redondeado u ovalado de tamafio
acinar mediano

Grado de Gleason 2:

Similar al patrén 2, bastante delimitado, sin
embargo, en el borde del nédulo tumoral
puede haber una minima infiltracion

Grado de Gleason 3:

Marcada variacién del tamafio y la
morfologia y pequenos nddulos de tumor
cribiforme, de bordes lisos y bien
circunscritos

Grado de Gleason 4:

Glandulas mal definidas de morfologia
indiferenciada y grandes glandulas
cribiformes de borde irregular

Grado de Gleason 5:

No hay diferenciacién glandular, sélo
cordones o células aisladas.
Comedocarcinoma con necrosis central,
patron cribiforme o masas sélidas
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La gradacion o escala de Gleason nace de la observacion de que combinando los dos
patrones morfologicos mas comunes hallados en un determinado caso, se podia

5% por tanto, para definir la escala

predecir de manera mas precisa la conducta del CP
de Gleason el patdlogo selecciona los dos patrones histologicos predominantes
graduandolos del uno al cinco de manera que la suma o puntuacién de ambos puede ir

de dos a diez, con las implicaciones prondsticas correspondientes.

El sistema de gradacion de Gleason, adoptado en 2005 por la Sociedad Internacional
de Patologia Uroldgica®, refleja la relacion entre el comportamiento bioldgico del CP y
su estructura histoldgica, constituyendo uno de los factores prondsticos mas

447 En un

significativos del CP junto al PSA plasmatico y a la estadificacion clinica
articulo de Albertsen y cols.* se describe la influencia de la gradacién de Gleason en el
riesgo de progresion vy, a largo plazo, en la mortalidad cancer-especifica. Los autores
evaluaron las muestras de biopsia mediante la gradacién de Gleason y comprobaron
gue la mortalidad era mas alta conforme mas alto era el grado de Gleason, tal y como

se muestra en la tabla 6.

Tabla 6. Tasas de mortalidad global y mortalidad cancer-especifica al cabo de 15 afios en relacidon con la
gradacion de Gleason en el momento del diagndstico en pacientes de 55-74 afios con enfermedad
érgano-confinada [46,47].

Gradacién de Gleason Tasa de mortalidad Tasa de mortalidad
global (%) cancer especifica (%)
5 6-11 14
6 18-30 44
7 42 -70 76
8-10 60 - 87 93
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Muy recientemente (2016) la OMS ha aceptado un nuevo sistema de gradacion de
Gleason propuesto por Epstein y su equipo®®, con el objetivo de mejorar la precision de
la estadificaciéon y simplificar las multiples puntuaciones posibles en funcién de las
combinaciones de los patrones de Gleason, diferenciando mejor cada grupo

histoldgico con la consecuente reduccién del sobretratamiento.

El nuevo sistema consiste en la formacidn de cinco grupos histoldgicos, desarrollados a
partir del estudio de mds de 20.000 varones sometidos a prostatectomia radical®®. En

la tabla 7 se describen las caracteristicas histo-patoldgicas de cada grupo histolégico.

Tabla 7. Definicidn histoldgica del nuevo sistema de gradacién. Fuente: Traducido de Epstein y cols.
2016 [48].

Grupo Grado de [ .- . -
. p Caracteristicas histoldgicas
histolégico Gleason

1 <6 Sélo se observa una pequefia proporcion de glandulas
neopldsicas bien diferenciadas
Predominan las gldndulas neoplasicas bien diferenciadas

2 3+44=7 pero se observan una pequeia parte de glandulas
pobremente diferenciadas, fusionadas o de patrén
cribiforme.

Predominan las glandulas neopldsicas pobremente
3 4+3=7 diferenciadas con un menor componente de glandulas
bien diferenciadas.

Se forma con combinaciones de grados simples Gleason
4+4, 3+5 o 5+3, es decir, pueden observarse mezclas de
proporciones variables de estos patrones: cambios

4 8 cribiformes, areas con gran fusion de glandulas entre las
que todavia se identifican luces glandulares o areas con
fusién de glandulas pero con mucho estroma entre los
grupos de glandulas tumorales.

Ausencia de glandulas (con o sin necrosis) o presencia de
5 9-10 glandulas pobremente diferenciadas, fusionadas o
cribiformes o con comedonecrosis central.

17
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En la figura 5 se muestran los principales rasgos histoldgicos de los patrones simples de

Gleason en los que se basa la nueva clasificacion.

Figura 5. Rasgos histoldgicos de la nueva clasificacidn. Tincion H&E. De izquierda a derecha. Primera
fila: glandulas de tamafio y forma uniforme. Segunda fila: glandulas neoplasicas bien diferenciadas de
tamafio y forma variable. Tercera fila: glandulas grandes y cribiformes, algunas fusionadas. Cuarta fila:
glandulas pobremente diferenciadas (de nucleo periférico), muchas fusionadas. Quinta fila: Nidos, hojas
y cordones de tumor. Sexta fila: Nidos sdlidos de cdncer, con comedonecrosis. Fuente: The Johns
Hopkins University. Jonathan Epstein. M.D. Copyright 2013.

Discrete Well-formed Glands (Gleason Patterns 1-3)

CrlbrlformfPoorly-formedfFused Glands (Gleason Pattern 4)
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Este nuevo sistema de clasificacidon permite una mejor categorizacidén prondstica de los
pacientes con respecto al sistema previo y estd avalado por otros estudios

4930 que también demuestran el excelente prondstico de los varones con

publicados
Gleason 6, el peor prondstico de los pacientes con Gleason 4 + 3 = 7 frente al Gleason

3 +4 =7y el mal prondstico de aquéllos con puntuaciones de Gleason 9y 10.

El estudio realizado por Epstein48 mostré que la probabilidad de supervivencia libre de
recurrencia bioquimica a cinco anos tras el tratamiento (prostatectomia radical) por

cada grupo, del 1 al 5, fué del 96%, 88%, 63%, 48% y 26%, respectivamente (figura 6).

Figura 6. Probabilidad de progresion libre de recurrencia bioquimica por cada grupo de grado (1-5)
segln el nuevo sistema de estadificacién. Fuente: Epstein y cols. 2016 [48].
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29 1051 578 a25 194 118 73 41 24 12 4 2

Para evitar confusiones es conveniente informar del nuevo sistema de clasificacion
junto con el sistema de Gleason clasico hasta que esté ampliamente aceptado, p. ej.

puntuacion de Gleason 3 + 3 =6 (Grupo 1).
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Fraccion de cilindros afectados

Se define como la relacion entre el nimero de cilindros en los que el patélogo observa
invasién por neoplasia y el nimero total de cilindros analizados por cada Iébulo
prostatico®®. Tigrani y cols.”® observaron que los pacientes con invasién de 3 o mas
cilindros obtenidos en la biopsia por sextantes presentaban mayor riesgo de margen
quirdrgico afecto. Este es un dato importante, dado que se correlaciona con factores
clinicos, histoldgicos y postquirurgicos (mayor riesgo de margenes afectos, de recidiva
bioquimica, de progresion tumoral y de refractariedad a radioterapia de rescate tras

cirugia)®>*.

1.2.3.4 Limitaciones de la biopsia

Error en el muestreo

En primer lugar, la BP presenta una limitacién en su sensibilidad diagndstica; segun
Djavan®>, las BP conducen frecuentemente a muestras no representativas, en las que
s6lo se detecta CP en el 30% de los varones con niveles elevados de PSA. Otras series
muestran sensibilidades que oscilan entre el 45 al 77% **°’. Tei y su grupo>® analizaron
la tasa de deteccion global de CP clinicamente significativo comparando la BP de 12
cilindros con la respectiva pieza quirdrgica de 206 pacientes intervenidos de
prostatectomia radical, concluyendo que el 53,6% de los CP significativos no fueron
detectados mediante la biopsia inicial. Todo ello apunta a que un conjunto de biopsias
negativas no excluye la presencia de CP. Esto puede ser debido a la localizacién del
tumor en zonas de dificil acceso para la BP transrectal: zona anterior, transicional

59
|

adyacente y zona central® (ver apartado 3.2.2 Glandulas del aparato reproductor

masculino).
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En segundo lugar, la BP presenta un riesgo de infraestadificacion, es decir, puede no
detectar CP agresivosSg, lo cual, puede deberse en gran parte a la multifocalidad
inherente del CP observada por varios autores®®®®; segin el trabajo de Arora®, el
analisis histo-patoldgico de piezas de prostatectomia radical revela, tipicamente, de
dos a tres focos de adenocarcinoma, uno de los cuales, llamado tumor indice es, por lo

general, de mayor volumen. Sin embargo, los focos de menor volumen pueden

presentar mayor grado de indiferenciacion que el tumor indice.

En tercer lugar, la BP puede conducir a un sobretratamiento del CP al detectar tumores

de muy baja agresividad con los consecuentes efectos secundarios para el pacientesg’ez.

Morbilidad

La morbilidad de la BP no es infrecuente, tal y como se describe en la guia clinica de CP
de la Sociedad Europea de Urologl'a63 (tabla 8). Entre las complicaciones leves destacan
la macrohematuria y la hematospermia. La tasa de infecciones graves tras el
procedimiento se ha descrito en menos del 1% de los casos pero ha aumentado a

consecuencia de las resistencias antibidticas, segun una revision del mismo autor®>.
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Tabla 8. Frecuencia de complicaciones por sesién de biopsia, con independencia del nimero de
cilindros de biopsia. Fuente: Traducido de la Guia Clinica de Cancer de Prdstata de la EAU, 2016.

Complicaciones % de pacientes afectados

hospitalizacion

Hematospermia 37,4

Hematuria > 1 dia 14,5

Rectorragia < 2 dias 2,2

Prostatitis 1,0

Fiebre > 38,52C 0,8

Epididimitis 0,7

Rectorragia > 2 (.ﬁ?s -f-/- intervencion 0.7
quirtrgica

Retencidn urinaria 0,2

Otras complicaciones que requieran 03

En conclusidn, la informacion histo-patoldgica de la BP resulta extremadamente util

para que el urdlogo defina una estrategia terapéutica de mayor o menor agresividad,

sin embargo, se trata de un procedimiento invasivo no exento de limitaciones.

1.2.4 Nuevos biomarcadores diagndsticos de CP

El principal objetivo de la investigacion de nuevos biomarcadores diagndsticos de CP es

identificar con precision a los varones con CP agresivo y, en consecuencia, prevenir el

sobretratamiento de aquéllos con CP de menor riesgo de recidiva y progresion clinica.

A continuacién, se describen los principales biomarcadores de diagndstico no invasivo

de CP disponibles en la actualidad con capacidad de estratificar la enfermedad en base

a su agresividad.

Tesis Doctoral Miriam Barrio Muiioz

22




INTRODUCCION

1.2.4.1 Nuevos biomarcadores en suero

indice de Salud Prostatico

Prostate Health Index (PHI) o indice de Salud Prostatico es un test diagndstico
aprobado por la FDA desde el afio 2012 que utiliza la combinacién de los valores
plasmaticos del PSA libre, PSA total y la isoforma mas estable del PSA (p2PSA) para
predecir mejor el riesgo de padecer un CP, ya que, aumenta la sensibilidad diagndstica
del CP en comparacidon a cualquier otro biomarcador en varones con cifras de PSA

entre 2y 10 ng/ml **® (figura 7).

Figura 7. Especificidad y probabilidad de CP segln el Prostate Health Index (PHI). Fuente: Kanyong, et
al, 2016 [65].
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Como se observa en la figura, los valores mas altos de PHI se asocian con una mayor
probabilidad de CP. Ademas, el PHI se correlaciona con el grado tumoral, es decir,
detecta con mayor precisién el CP mas agresivo en comparacion con el PSA total y la
fraccion de PSA®. No obstante, el beneficio neto que implica su uso en la toma de

decisiones clinicas esta todavia por determinar.

Marcador 4K

En marcador 4K o test de las 4 calicreinas prostato-especificas se basa en la
cuantificacién de cuatro biomarcadores obtenidos a partir de plasma sanguineo del
vardn a estudio: PSA total, PSA libre, PSA intacto (isoforma libre de PSA similar al PSA
nativo pero sin actividad enzimética) y la peptidasa tipo calicreina humana 2 (hk2)%* .
Estos cuatro biomarcadores se combinan con determinada informacién clinica del
paciente (edad, presencia de nddulos sospechosos en el TR e historia de BP previa)
para calcular, a través de un algoritmo matematico, el riesgo de padecer CP de mal

67
|

prondstico en varones con PSA entre 2 y 10 ng/ml”’. Su uso todavia no esta aprobado

por la FDA y su principal limitacidn es el elevado coste econdmico de la prueba.
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1.2.4.2 Nuevos biomarcadores en orina

Marcador PCA 3

Prostate cancer antigen 3 o PCA 3 es un biomarcador detectable en la primera fraccién
de orina obtenida tras masaje digito-prostatico. Se trata de un marcador de acido
ribonucleico mensajero (ARNm) especifico de la prostata de mayor sensibilidad para

detectar CP que el PSA total y que la fraccién PSA I/t °®7°,

Aunque se requieren estudios de coste-efectividad que lo confirmen, la indicacién
actual del marcador PCA 3 es determinar si es necesario repetir la BP tras una primera
BP negativa. Su principal utilidad es, por tanto, ayudar a identificar los casos de CP que

la biopsia inicial clasifica erréneamente como sanos 68-70

. La FDA sélo aprueba el uso de
este marcador a partir de la segunda BP, no siendo valido para distinguir CP indolente

del agresivo en la BP inicial.

En la tabla 9 se recogen las principales caracteristicas de los nuevos biomarcadores
diagndsticos de CP: Indice de salud prostatico, del inglés: Prostate Health Index o PHI,
test de las 4 calicreinas prostato-especificas o marcador 4K y ensayo Prostate cancer

antigen 3 o PCA3.
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Tabla 9. Nuevos test diagndsticos de CP. Fuente: Adaptado de Tonry CLy cols. 2016 [62].

Biomarcador

Tipo de ensayo

Marcadores

Tipo de
muestra

Aplicacion

Ventajas

Limitaciones

Ayuda a decidir
si estd indicada
la BP

Mejora la
Distingue el CP | especificidad
de patologia para la .
i benigna en deteccion del CP Acotaciones en
PSA, PSA libre, Suero su uso en base
PHI Inmunoensayo SPSA <anguineo varones > 50 de mal a la edad v al
P g afios con PSA prondstico bSA y
entredy 10y S
Validacién
TR normal .
generalizada
Aprobado por la
FDA
Ayuda a decidir
si estd indicada
la BP
Mejora la
especificidad Coste elevado
. para la
AI%orlltnlwo que deteccion del CP
PSA total, PSA Suero c?’cfl?a?;)il?dad de de mal
Marcador 4K Inmunoensayo libre, PSA caneuineo s lar CP d pronostico
intacto, hK2 g attar&rde. (metastasico)
mal prondstico i
Validacién
enla BP )
generalizada
Aplicable a No aprobado
pesar de la por la FDA
edad, el PSAu
otros hallazgos
clinicos
Ayuda a decidir S6lo aprobado
. L por FDA en
si estd indicada caso de repetir
la 22 BP P
la BP
ARN in vitro Orina tras Indicado en No vélido en
(técnica de PSA 'y ARNm masaje varones 2 50 i una 12 BP para
iSaie) amplificacion del PCA3 digito- afios tras 12 BP Va||daC|9n distinguir CP
s - . generalizada .
genética) prostatico negativa indolente del
agresivo
Aprobado por la se regu:je’rgt .
FDA masajle. igito
prostatico

PHI=Prostate Health Index; PSA=prostate-specific antigen; p2PSA=isoforma p2 prostate-specific antigen;
CP=cancer de prdstata; TR=tacto rectal; BP=biopsia de préstata; hk2=human kallikrein-related peptide 2;
FDA=Food and Drug Administration; PCA 3=Prostate cancer antigen 3; ARN=acido ribonucleico;
ARNm=4cido ribonucleico mensajero.
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1.2.5 Nuevas técnicas de diagndstico por la imagen

El uso de la resonancia magnética (RM) como técnica diagndstica en CP nace a partir
de la baja rentabilidad de los pardmetros cldsicamente utilizados para detectar CP (PSA,
TR y biopsia prostatica), ya que, como se ha expuesto anteriormente, el PSA es
altamente inespecifico, el TR poco sensible y el muestreo sistematico de la BP puede

obviar CP agresivos.

1.2.5.1 Definicion de la RM multiparamétrica

Actualmente existe gran interés en la RM denominada multiparamétrica (RMmp).
Como su nombre indica, a través de la interpretacion de diferentes parametros o
secuencias permite obtener informacidn anatomica y funcional de la glandula

prostatica’”.

La informacién anatdmica se extrae de las secuencias morfoldgicas T1 y T2; ambas
tienen gran utilidad en la valoracién de la extension local del CP>°. La secuencia T1
permite valorar posibles adenopatias pelvianas o metastasis 6seas pélvicas y la
secuencia T2 se centra en las diferentes zonas de la prdstata (periférica, central, fibro-

muscular anterior y cdpsula) y en las vesiculas seminales (figura 8).
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Figura 8. RM multiparamétrica: secuencia anatomica T2. A) Plano axial donde se observa la zona
periférica hiperintensa (flecha blanca), zona transicional de sefial heterogénea (+) y capsula (flecha
amarilla). B) Plano sagital con zona transicional sefialada (+). Fuente: Guias de la Sociedad Europea de
Radiologia Urogenital (European Society of Urogenital Radiology Guideline).

La informacion funcional se obtiene de la secuencia de difusidon y de la secuencia
dinamica contrastada. La secuencia de difusion evalua la restriccidon al movimiento de
difusion de las moléculas libres de agua en el espacio intersticial y a través de la
membrana celular, aportando informaciéon sobre la densidad y el grado de
organizacién glandular®. Se sabe que el tejido neopldsico tiene mayor restriccién a la
difusion, es decir, menor movimiento de las moléculas que el tejido sano y que,
ademas, a mayor agresividad neopldsica la restriccion todavia es mayor, ya que, los
cambios arquitecturales y la densidad celular aumentan’. Por tanto, en base a las
imagenes de la RMmp es posible predecir el grado de agresividad tumoral del CP
(figura 9). Sin embargo, lesiones benignas también pueden condicionar restriccion a la
difusion.

La secuencia dinamica contrastada se basa en el andlisis de las imagenes de la préstata
y de las vesiculas seminales tras la administraciéon intravenosa de contraste (gadolinio).
El tejido canceroso suele captar precozmente el contraste a la vez que lo elimina mas

rapidamente que el tejido sano’" (figura 9).
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Figura 9. RM multiparamétrica: secuencia anatémica T2 y secuencias funcionales. Paciente de 72 afios
con PSA de 1,5 ng/ml y tacto rectal patolégico en Iébulo izquierdo. A) Secuencia T2 que muestra
hipointensidad que ocupa ampliamente la zona periférica y transicional del I6bulo izquierdo y parte de
la zona periférica derecha. B y C) Secuencias de difusion que muestran gran restriccion a la difusion en
la zona problema descrita en la secuencia T2. D) Secuencia dinamica tras la administracion de contraste,
donde se observa una captacién precoz en la zona problema respecto al resto de la glandula. La RMmp
reportd CP estadio T3a con probable puntuacién de Gleason superior a 7, hallazgos confirmados tras
prostatectomia (estadio pT3a Gleason 4+5). Fuente: Catala V y cols. 2016.
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1.2.5.2 Modelo de lectura de la RM multiparamétrica

En el afio 2012, expertos de la Sociedad Europea de Radiologia Urogenital (del inglés:
European Society of Urogenital Radiology, ESUR) propusieron un modelo de lectura
semiobjetivo que integraba la informacién obtenida de las diferentes secuencias de la
RMmp con la probabilidad de detectar un CP en una escala del 1 al 5 (de muy baja a
muy alta probabilidad). Para ello, se creé el modelo Prostate Imaging Reporting and
data System o PIRADS”? (tabla 10) y su versién actualizada y consensuada por la ESUR

denominada PIRADS version 2°°.

Tabla 10. Modelo cualitativo de Prostate Imaging Reporting and data System o PIRADS. Adaptada de:
Barentsz JO y cols. 2012 [73]

PIRADS 1 La existencia de CP clinicamente significativo es muy
poco probable
PIRADS 2 La existencia de CP clinicamente significativo es poco
probable
PIRADS 3 La presencia de CP cllnllcamente significativo es
equivoca
PIRADS 4 Es probable la eX|.ste.n.C|a -de CP clinicamente
significativo
PIRADS 5 Es muy probable la .eX|§t.enc_|a de CP clinicamente
significativo

1.2.5.3 Utilidad de la RM multiparamétrica en el diagnédstico de CP

Varios estudios han avalado el papel de la RMmp en el diagnéstico de CP; Moore [74]
realizd una revision sistematica de la literatura comparando la BP guiada por RMmp
versus la BP sistematica, concluyendo que ambas modalidades detectaban CP de
manera similar, aunque la RMmp evitaba un tercio de las BP realizadas (BP negativas)

gracias a la visualizacién de las lesiones sospechosas.

30

Tesis Doctoral Miriam Barrio Muiioz




INTRODUCCION

Mozer y su grupo’” estudiaron varones con PSA elevado sin BP previa y hallaron que la
RMmp permitia al radidlogo dirigir la BP ecoguiada a zonas de alta sospecha de CP
(previsualizadas en la RMmp), detectando mayor nimero de CP agresivos y menor
numero de CP indolentes en comparacion con la BP sistematica de 12 cilindros. Ello se
debe, en gran parte, a que la secuencia de difusion puede precedir el grado
histopatoldgico final hallado en la pieza de prostatectoml'a76 (figura 9). Por otro lado,
numerosos autores avalan el papel de la RMmp en el diagndstico de CP en varones con
sospecha de cancer (cifras elevadas de PSA) pero BP inicial y/o de repeticién negativas;
Listay cols.”” obtuvieron gue la RMmp era un predictor independiente para positividad

de CP en la segunda BP.

1.2.5.4 Limitaciones de la RM multiparamétrica en el diagndstico de CP

Como todo parametro diagnéstico, la RMmp presenta limitaciones: en primer lugar, la
interpretacion de las imagenes es subjetiva y esta sujeta a variabilidad entre lectores;
por ello, su modelo de lectura inicial (PIRADS) tuvo que modificarse dando lugar a una
nueva versién (PIRADS versidn 2) que requiere seguir siendo evaluada®. En segundo
lugar, la RMmp como técnica de uso generalizado esta limitada por su alto coste y
tiempo requerido de exploracidn, siendo necesarios estudios a largo plazo que evalden

su rentabilidad.
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1.3 Estadificacion y grupos de riesgo de CP

La estadificacion del CP es una metodologia estandarizada de clasificacion de los
tumores prostaticos basandose en la localizacion tumoral en la propia glandula y en la
presencia o ausencia de extensién tumoral local (a estructuras adyacentes), regional
(al drenaje linfatico ganglionar) y/o a distancia (metastasis). La tabla 11 recoge la
estadificacion vigente de CP segun la clasificacion TNM (Tumor-Ganglios-Metastasis)

de 2009787,

Tabla 11. Clasificacion TNM (Tumor-Ganglios-Metastasis) del CP. Fuente: Tomado de la Guia Europea de
Urologia. Versién 2014 (traduccidn al castellano).

M - Metastasis a distancia*

MX No se pueden evaluar las metastasis a distancia
MO Ausencia de metéstasis a distancia
M1 Metastasis a distancia

Mia  Ganglios linfaticos no regionales

M1b  Huesos

Mic  Otros focos

" Un tumor hallado en uno o ambos Iobulos mediante una biopsia por puncion, pero que no es
palpable ni visible en las pruebas de imagen, se clasifica como Tic.

2 | a invasion del vértice de la préstata, o de la cdpsula prostéatica (pero sin sobrepasarla), no se
clasifica como pT3, sino como pT2.

T - Tumor primario

™ No se puede evaluar el tumor primario

TO Ausencia de datos de tumor primario

™ Tumor clinicamente inaparente no palpable ni visible en las pruebas de imagen
Tia  Eltumor es un hallazgo histologico fortuito en el 5 % o menos del tgjido resecado
Tib  Eltumor es un hallazgo histologico fortuito en mas del 5 % del tejido resecado

Tic  Tumor identificado en una biopsia por puncién (por ejemplo, debido a una concentra-
cion elevada de antigeno prostatico especifico [PSA])

T2 Tumor limitado a la prostatat
T2a  Eltumor afecta a la mitad de un Iébulo o menos
T2b El tumor afecta a mas de la mitad de un I6bulo, pero no a los dos obulos
T2c  Eltumor afecta a los dos lébulos

T3 El tumor se extiende a través de la capsula prostatica2

T3a Extension extracapsular (uni o bilateral), incluida la afectacion microscopica del cuello de
la vejiga

T3b El tumor invade una o ambas vesiculas seminales

T4 El tumor esté fijo o invade estructuras adyacentes distintas de las vesiculas seminales: esfinter
externo, recto, musculos elevadores o pared de la pelvis

N - Ganglios linfaticos regionales®

NX No se pueden evaluar los ganglios linfaticos regionales
NO Ausencia de metastasis ganglionares regionales

N1 Metastasis ganglionares regionales

32

Tesis Doctoral Miriam Barrio Muiioz




INTRODUCCION

La estadificacién del CP puede ser clinica o histo-patoldgica. La estadificacidn clinica de
un CP en concreto se realiza previo tratamiento mediante datos clinicos, como el TR, y
pruebas de imagen, como la ecografia transrectal y la RM. Por contra, la estadificacién
patoldgica requiere identificacion histoldgica de la extensién tumoral en la glandula
prostatica y en drganos adyacentes, de manera que, se suele dictaminar una vez

realizado el tratamiento quirdrgico.

Como se describe en la tabla 11, los tumores estadio T1 estdn limitados a la prostata
pero, a diferencia del resto de estadios, no son clinicamente palpables al TR ni visibles
por estudios de imagen, sino que se diagnostican de manera incidental por reseccién
transuretral de prdéstata, o bien, por sospecha clinico-analitica mediante BP. Los
tumores estadio T2 también estdn confinados al drgano pero pueden detectarse
clinicamente mediante TR y se subdividen segun afecten a uno o a ambos Iébulos. El
estadio T3 hace referencia a tumores localmente avanzados, es decir, que se extienden
mas alld de los limites de la préstata invadiendo la capsula prostatica y/o las vesiculas

seminales. Finalmente, el CP en estadio T4 invade o se fija a otros érganos pélvicos’®.

La informacién que proporciona la estadificacion es crucial para:

a) Determinar la extensién del tumor en el momento del diagndstico.

b) Evaluar el prondstico del paciente, es decir, el riesgo de recurrencia y progresion del
CP.

c) Planificar de manera adecuada el tratamiento.

d) Comparar los resultados del tratamiento entre diferentes instituciones®.

33

Tesis Doctoral Miriam Barrio Muiioz




INTRODUCCION

Ademas de una correcta estadificacidon, es necesario realizar una estimacion del riesgo
de progresion del CP al tratamiento. En 1998, D’Amico® disefié unos grupos de riesgo
de progresion basados en tres parametros de influencia prondstica independiente (PSA
total, estadificacion clinica y grado de Gleason de la BP)®2. D'Amico® empleaba estos
parametros para clasificar a los pacientes en tres grupos o estratos seguin su riesgo de
progresién al tratamiento, utilizando valores de corte especificos que permitian
orientar en las decisiones de tratamiento®’. De esta forma, un paciente con PSA < 10
ng/ml, Gleason < 7 y estadio T1-2a se consideraba de bajo riesgo de progresién de la
enfermedad; si el PSA era entre 10-20 ng/ml, el Gleason 7 o el estadio T2b el riesgo era
intermedio, y si el PSA era > 20 ng/ml, el Gleason 8-10 o el estadio > T2c el riesgo de
progresién era alto (tabla 12). Ademas de ser validada, esta clasificacion se caracteriza
por ser practica, sencilla, reproducible y por contar con el respaldo de asociaciones

como la NCCN y la EAU, con algunas adaptaciones (tabla 12).

Tabla 12. Grupos de riesgo del CP localizado y localmente avanzado. Fuente: D'Amico y cols. 1998 [81],
traducido de la European Guidelines of Urology, EAU (2016) y traducido de la National Comprehensive
Cancer Network, NCCN Guidelines (2016).

Riesgo muy
Sistemas de alto/

Riesgo muy bajo Riesgo Bajo Riesgo intermedio Riesgo alto eyl lnene

avanzado

Clasificacion

<
D’Amico Z‘T‘A N 10:5/ m'Tyl PSA 10-20 ng/ml o Psél > 20 ”Eém'
1998 eason</yc Gleason <70 cT2b | S 2€ason=/0
2a cT2c-3a
Cualquier PSA,
cT3b-4, patrén
cT1c, Gleason <6, PSA primario de
NCCN <10ng/ml, <3 cilindros PSA <10ng/ml, PSA 10-20 ng/ml o ESGA}:aignnS{T()I Gleason 5, >4
2016 positivos con < 50% Gleason <6, cT1-2a | Gleason 7 o cT2b-2c cilindros con
L. J ocT3a
afectacién por cilindro Gleason 8-10,
cualquier T
con N1y MO
Cualquier PSA,
EAU PSA <10ng/ml, PSA 10-20 ng/ml o Es(g;aignnf/:ci cualquier
2016 Gleason <7, cT1-2a | Gleason 7 o cT2b Gleason y cT3-
cT2c
40 cN+
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2. ESTRES OXIDATIVO

2.1 Definicion bioquimica. Homeostasis REDOX: producciéon vy

eliminacion de especies reactivas de oxigeno (ERO)

El término “estrés oxidativo” hace referencia a un estado celular, en el cual, se
encuentra alterada la homeostasis reduccién-oxidacion (REDOX), es decir, el balance
entre pro-oxidantes y antioxidantes. Este desbalance se debe a una excesiva
produccion de especies reactivas de oxigeno (ERO) y/o a un déficit de los mecanismos

antioxidantes, conduciendo a dafio un celular®.

La estructura electrénica de un 4tomo o de una molécula es termodinamicamente mas
estable si en cada orbital hay un maximo de dos electrones que giran en direcciones
opuestas, es decir, que se hallan apareados. La mayoria de las sustancias presentes en
el organismo contienen electrones apareados y suelen ser, por tanto, quimicamente

estables. En la figura 10 se representa el &tomo de oxigeno segtin el modelo de Bohr®.

Las ERO, también conocidas como agentes oxidantes, son un grupo de moléculas
derivadas del oxigeno que contienen uno o mas electrones desapareados, lo cual, les
confiere una enorme reactividad quimica, ya que, tienden a interactuar rapidamente
con otros 4tomos o moléculas para estabilizar su érbita externa®’. Las principales ERO
son: el radical superdxido (O,), el perdoxido de hidrégeno (H,0,) y el radical hidroxilo
(HO'). En la figura 11 se muestra un esquema de la estructura de la molécula de

oxigeno y del anién superdxido.
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Figura 10. Estructura atémica del oxigeno, segin el modelo de Bohr. El fisico danés postuld que los
electrones giran alrededor del nucleo disponiéndose en diversas orbitas circulares, las cuales,
determinan diferentes niveles de energia [85].

Nucleo atémico

Orbitas o niveles
de energia .

Electrones

Figura 11. Esquema de la estructura de la molécula de oxigeno (0,) y del anién superéxido (0,). Esta
ultima contiene un electréon no apareado en su orbital externo, convirtiéndose en muy reactiva, ya que,
necesita estabilizar su érbita externa aceptando un electrén de otras moléculas. Fuente: John Wiley &
Sons, Incorporated. Copyright 2014.

Unpaired
electron

(a) Oxygen molecule (b) Superoxide free radical

Las ERO son productos comunes del metabolismo celular aerdébico estandar y se
producen continuamente en la célula, a la vez, que se eliminan a través de una gran
variedad de mecanimos antioxidantes®. Existen fuentes de formacién de ERO
intracelular, tanto exogenas: radiacion y otros agentes medioambientales, como
endodgenas: microsomas, granulocitos, peroxisomas y la mitocondria, considerada esta

dltima una de las principales fuentes®®.
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Paschos y cols.®* identificaron a la familia de enzimas NADPH-oxidasa como fuente

importante de ERO en multiples procesos de carcinogénesis, incluyendo el CP.

En la tabla 13 se sefalan los principales factores que promueven el estrés oxidativo
seguln Paschos®* y los mecanismos moleculares donde, concretamente, se producen las

ERO.

Tabla 13. Condiciones que promueven el estrés oxidativo. Fuente: adaptado de Paschos y cols. 2013
[84].

Condicion Producciéon de ERO

Mitocondria, NADPH oxidasas (células no

Hipoxia e . . e .

P fagociticas), xantina oxidasa, nitrico oxidasa
Mutaciones del ADN mitocondrial Mitocondria
Alteraciones metabdlicas Mitocondria

Activacion de receptores (andrégenos,
hormonas esteroideas) y cambios
hormonales

NADPH oxidasas (células no fagociticas),
mitocondria, nitrico-oxidasa

NADPH oxidasas (células no fagociticas),

Metabolismo xenobidtico . . .
mitocondria, nitrico-oxidasa

Inflamacidn (prostatitis bacteriana y no NADPH oxidasas (células fagociticas),
bacteriana) mieloperoxidasa, nitrico-oxidasa

NADPH = nicotinamida adenina dinucleétido; ADN= Acido desoxirribonucleico

2.2 Relacidn entre estrés oxidativo y CP

848789 avidencian que el estrés oxidativo

Numerosos estudios experimentales y clinicos
se asocia al desarrollo de cancer, a través del dano del ADN, proteinas y lipidos, tal y

como se representa en la figura 12.
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Figura 12. Cuando la molécula de oxigeno (0,) acepta un solo electron, se convierte en una especie
reactiva de oxigeno (ERO). Las ERO puede dafiar el ADN, proteinas y lipidos celulares, dando lugar a
mutaciones y otros cambios estructurales que favorecen la carcinogénesis. Fuente: Paschos y cols. 2013

[84].
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ROS = reactive oxygen species (especies reactivas de oxigeno); CoQ = coenzima Q10;
ds = doble cadena; DNA = deoxyribonucleic acid (acido desoxirribonucleico)

A continuacion, se presentan los principales mecanismos por los que el estrés

oxidativo puede dar lugar al CP.
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2.2.1 Mutaciones del ADN nuclear

Se ha observado que la mayor fuente de dafio enddégeno del ADN es la presencia de
ERO generadas por el metabolismo celular®®. A diferencia de las proteinas, lipidos y
ARN, el ADN no puede ser reemplazado cuando se dafia su estructura, por lo que tiene
de ser reparado de inmediato, ya que, el ADN mutado por dafio oxidativo puede
conducir, directamente, a la activacién de oncogenes o a la inactivacién de genes

supresores de tumores®.

2.2.1.1 Alteracion de la funcidn proteica

Las ERO también pueden dar lugar a mutaciones del ADN nuclear de manera indirecta,

a través de la alteracion en la funcién proteica®:

e La mutacion proteica modula la sefalizacion celular, pudiendo activar genes
que promuevan la supervivencia, progresién y el potencial de metastatizar>.
Muchos factores de transcripcion involucrados en el CP como el NF-kB, AP-1,

HIF-1y p53 son sensibles a los procesos REDOX.

e La autofagia y los eventos no apoptdticos de muerte celular también se activan
a través de ERO y son ejecutados mediante catepsinas; proteinas que ejercen

un rol en la iniciacién y progresién de numerosas neoplasias, incluyendo el CP*>.

e El estrés oxidativo también se ha correlacionado con el potencial invasor y de
metastasis del CP; se ha observado que la sobreexpresion de la proteina de
membrana tipo 1 metaloproteasa (MT1-MMP) en células malignas prostaticas,
a través de la induccién de un incremento de los niveles de ERO, da lugar a un

fenotipo de CP mas agresivo™”.
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En lineas celulares de CP también se ha observado que la sobreexpresion de

dicha proteina se asocia a la resistencia a la castracion®®.

2.2.1.2 Inactivacion de genes antioxidantes

En comparacién con el epitelio de la HBP, la expresidon proteica de algunos
antioxidantes enzimdticos, como la catalasa y la superdéxido-desmutasa, se halla

reducida en la neoplasia intraepitelial prostatica (PIN) y en el CP®%,

En el CP existe una expresion disminuida de glutatién (GSH)-S-transferasa P1 (GSTP1) y
de factor de transcripcién nuclear eritroide 2 (Nrf2), los cuales desarrollan un
importante rol en los procesos de detoxificacién de ERO*>. También se ha observado
una hipermetilacién de ambas enzimas en el modelo animal de ratén afecto de CP, lo

cual, reduce drasticamente la capacidad celular antioxidante®.

2.2.2 Alteracion del metabolismo mitocondrial y cambios relacionados con la edad

Durante el metabolismo oxidativo de la mitocondria la mayor parte del oxigeno se
convierte en agua, pero de un 0,2% a un 2% se convierte en ERO®. La pérdida de
electrones del oxigeno tiene lugar en los complejos respiratorios | y Il de la
mitocondria, produciéndose anién superdxido (O,), tal y como se representa en la

figura 13.
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Figura 13. Producciéon de anidn superéxido (O,) en la cadena respiratoria mitocondrial de transporte de
electrones. Fuente: Pearson Education, Incorporated. Copyright 2011.
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La teoria del envejecimiento mitocondrial propone que las mutaciones causadas por
ERO en el ADN mitocondrial se acumulan en la célula con la edad, dando lugar a
proteinas defectuosas de la cadena respiratoria generando, de este modo, mayores

niveles de ERO que, a su vez, provocan una mayor tasa de mutaciones’’.

También se ha descrito relacion entre las alteraciones mitocondriales metabdlicas y
moleculares y el cancer en humanos. Un estudio reciente revela que mutaciones en el
ADN mitocondrial pueden contribuir a la capacidad de metastasis de las células

tumorales®.

Por tanto, el acimulo de mutaciones del ADN mitocondrial parece ser un indicador,
tanto de procesos del envejecimiento humano (debido al aumento del estrés oxidativo

celular), como de procesos de carcinogénesis, incluyendo el CP.
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2.2.3 Inflamacién crénica y CP

La inflamacidn crdénica y la infeccidn parecen estar implicadas en la patogénesis del
cancer de colon, eséfago, estdbmago, vejiga e higado pero, hasta ahora, no estd

demostrado en el CP°.

En los procesos de inflamacidon crénica se produce, de manera caracteristica, un
reclutamiento tisular de células fagociticas que, a través de sus enzimas
mieloperoxidasa y NADPH oxidasa, contribuyen al incremento de ERO con el fin de
eliminar la noxa causante. Este proceso puede hallarse potenciado por la secrecidn de

citocinas®®,

Klein y cols.’® sugieren que los cambios pro-oxidativos en el microambiente de la
préstata durante la inflamacidn crénica puede que no sean suficientes para promover
la carcinogénesis pero, combinados con la susceptibilidad genética y con sus efectos
sobre los genes antioxidantes, como GSPT1 y enzimas reparadoras del ADN, podrian

llegar a inducir CP.
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3. LIQUIDO SEMINAL

3.1 Composicion

3.1.1 Glandulas del aparato reproductor masculino

La prostata, las vesiculas seminales y las glandulas bulbouretrales son las glandulas

accesorias del aparato reproductor masculino encargadas de la produccién del semen

o liquido seminal. En las figuras 14 y 15 se representa su descripcidon anatdmica, segin

Anson y McVay 101,

Figura 14. Glandulas accesorias del aparato reproductor masculino: vision posterior (a), sagital media
(b), anterior (c) e inferior (d) de la prdstata y de las vesiculas seminales y sus relaciones anatémicas con
los érganos escroto-peneanos. Fuente: Anson y McVay, 1971 [101].
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Figura 15. Glandulas accesorias del aparato reproductor masculino: visién del cuello de la vejiga y de la
porcion posterior de la uretra. Se muestra detalle anatémico estructural de la uretra prostatica. Fuente:
Anson y McVay Anatomia Quirurgica, 62 Ed. Vol. Il. Filadelfia: WB Saunders, 1984.
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Varios autores han realizado estudios sobre las diferentes zonas estructurales de la
préstata. Mc Neal'® fue uno de los primeros en proponer un modelo anatémico de la
prostata describiendo cuatro zonas: transicional, central periférica y estroma
fiboromuscular anterior (figura 16). Posteriormente, Gil-Vernet'® también diferencié
una zona aglandular anterior de una zona glandular posterior dividida, esta ultima, en

tres areas concéntricas: periférica, central y transicional.
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Figura 16. Anatomia zonal de la préstata segin Mc Neal, 1988 [102]. La zona transicional rodea la
uretra en la porcion proximal a los conductos eyaculadores. La zona central rodea los conductos
eyaculadores y se proyecta debajo de la base de la vejiga. La zona periférica constituye la mayor parte
de las caras apical, posterior y lateral de la prostata. El estroma fibromuscular anterior se extiende
desde el cuello vesical hasta el musculo del esfinter estriado de la uretra.

Transition zone

Central zone

Anterior fibromuscular stroma

Peripheral zone

De Marzo y cols. ' realizaron un excelente modelo descriptivo de la predisposicion
anatomica de las principales lesiones prostaticas (figura 17). Segun éste, el CP se
desarrolla, mayoritariamente, en la zona periférica de la glandula prostatica; en menor
proporcién, puede hacerlo en la zona transicional y, excepcionalmente, en la zona
central. La HBP suele asentar en la zona de transicién, mientras que los focos de

atrofia suelen hallarse en la zona periférica.
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Figura 17. Predisposicion anatomica de patologia prostatica. El CP suele asentar sobre la zona periférica
prostatica. Por contra, la hiperplasia benigna, suele desarrollarse en la zona transicional. Fuente: De

Marzo y cols. 2007 [104].
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La observacién del tejido prostatico al microscopio dptico revela un componente

glandular y un componente fibromuscular o estroma, tal y como se muestra en la

figura 18. El componente mayoritario es el glandular, formado por un epitelio cilindrico

simple de células secretoras que drenan mediante conductos excretores a la pared

posterior de la uretra prostatica.
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Figura 18. Tincion H&E x200 aumentos de seccion histoldgica de prdéstata sin patologia subyacente. El
componente glandular de la préstata esta compuesto por un sistema de conductos y acinos (acinus). Al
igual que otros drganos glandulares, las células secretoras (acinar cells) de la préstata se separan de la
membrana basal y del estroma (stroma) por una capa de células basales (basal cells). Fuente: Pathology
for Urologists. Educational programs. E-learning. American Urology Association.

3.1.2 Componentes del eyaculado

El semen eyaculado se compone de una fraccion corpuscular (formada por
espermatozoides, leucocitos, células germinales inmaduras y células epiteliales
exfoliadas) y de una fraccion liquida o plasma seminal producida en el testiculo, el
epididimo y en las glandulas sexuales accesorias (vesiculas seminales, prdstata y

glandulas de Cowper).

Las vesiculas seminales aportan el 50-80% del eyaculado. Su secrecién es alcalina (lo
que favorece el movimiento de los espermatozoides) y es rica en fructosa, necesaria
para su metabolismo. La prostata aporta entre el 15 y el 30% del liquido eyaculado, su
secreciodn es ligeramente acida y rica en acido citrico, fosfatasas acidas, proteasas, cing,

prostaglandinas, espermidina e inmunoglobulinas'®.
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El andlisis elemental del eyaculado se utiliza, principalmente, en el campo del estudio
del varon infértil con el fin de descartar el factor masculino. Para ello, se emplean
técnicas variadas: citoldgicas, bioquimicas e inmunoldgicas, entre otras, que analizan
diferentes parametros que pueden afectar a la capacidad potencial de fertilidad del
varén. Cada laboratorio utiliza su propia técnica pero la OMS ha establecido unos

valores de referencia para poder comparar resultados (Anexo ).

3.2 Relaciodn liquido seminal y CP

Las muestras de tejido prostatico, sangre, plasma seminal y orina, son fuentes de

potenciales biomarcadores de CP.

Las muestras de tejido prostatico glandular contienen, tedricamente, mayor
concentracion de biomarcadores, al ser mas proximas al origen de la enfermedad. Su
principal inconveniente es que su obtencidén implica una intervencion invasiva con
riesgos y limitaciones. El liquido seminal y la orina son facilmente accesibles, sin
embargo, se encuentran mas diluidas para el analisis de biomarcadores que las de

tejido y son degradadas mas rapidamente por enzimas proteoliticas'®.

El liquido seminal combina la alta proximidad a la glandula prostatica y, por tanto, a la
neoplasia con la excelente accesibilidad y estabilidad, ya que, no es tan susceptible a la
actividad de las enzimas proteoliticas como la orina una vez obtenida la muestra'®*?’,
constituyendo una fuente muy prometedora para potenciales biomarcadores de CP

(figura 19).
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Figura 19. Fuentes de biomarcadores de CP. Modificado de Schiffer, 2007 [106] y Cazares, 2010 [107].
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Algunos estudios han intentado validar el uso del plasma seminal como fuente para la
deteccién no invasiva de CP mediante el estudio protedmico. Nehaus y cols.'®®
realizaron el andlisis protedmico del eyaculado en pacientes afectos de CP, HBP,
prostatitis crénica y donantes sanos mediante electroforesis capilar y espectrometria
de masas. En este trabajo se pudieron definir y validar 21 péptidos presentes de

manera diferencial en el plasma seminal de pacientes afectos de CP intervenido en

comparacion con controles.
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Estos biomarcadores seminales presentaban elevada sensibilidad y especificidad (83%
y 67%, respectivamente), superior a sus homologos urinarios**°. Una de las proteinas
seminales expresadas diferencialmente fue la fosfatasa acida prostatica, cuya principal
funcién es limitar el crecimiento de las células prostaticas. El déficit de esta proteina
hallado en el plasma seminal de los pacientes con CP se asocio a la resistencia a la

castracion y al potencial metastasico™®.

3.3 Relaciodn liquido seminal, CP y estrés oxidativo

3.3.1 Fraccidn corpuscular del liquido seminal y estrés oxidativo

En la fraccién corpuscular del semen existen dos fuentes principales de produccion de
ERO: leucocitos y espermatozoides. La gran mayoria de muestras de esperma
contienen leucocitos, siendo los neutrdfilos el tipo de celular predominante*!. Dado
gue la produccién de ERO es uno de los principales mecanismos por los cuales los
neutrdfilos destruyen los agentes patdgenos, los leucocitos seminales pueden
constituir una potencial causa de estrés oxidativo. De hecho, la relacion entre la
presencia de leucocitos en el semen y la infertilidad masculina es, aun, objeto de

debate®?.

3.3.2 Fraccion plasmatica del liquido seminal, estrés oxidativo y CP

La fraccidn liquida del semen procede, principalmente, de las vesiculas seminales y de
la prdstata. La gldndula prostatica secreta unas pequenas vesiculas conocidas como
prostasomas (figura 20) que contienen grandes cantidades de colesterol, calcio,

proteinas, lisosomas y enzimas hidroliticas™*>.
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Figura 20. Prostasomas en el citoplasma de una célula neoplasica prostatica. Entre los componentes
citoplasmaticos, se observa un grupo de mitocondrias en la parte inferior de la figura y se sefialan varios
prostasomas; vesiculas que contienen una cantidad variable de secrecién. Microscopia electrénica
(x24.000). Fuente: Ronquist G y cols. The Janus-faced nature of prostasomes: their pluripotency favours
the normal reproductive process and malignant prostate growth [113].

Se sabe que los lisosomas y las enzimas lisosomales hidroliticas estan implicadas en los

113114 " gse conocen alrededor de 40 enzimas

procesos que dan lugar al cancer
involucradas en las vias de hidrdlisis de acidos nucleicos, glicoproteinas y péptidos.
Algunas de ellas son la enzima activadora de ubiqiiitina, glutamato-carboxipentidasa,
lipasa, estearasa, fosfatasa dcida prostatica, etc. Existe la hipdtesis de que, si dichas
enzimas proceden de las células secretoras de los ductos prostaticos pueden inducir
sobre ellas procesos de carcinogénesis a través de su actividad hidrolitica, ya que, éstas

se liberan cuando estdn expuestas a radiaciones ionizantes o a la peroxidacién lipidica

de los radicales libres™*>.
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Se puede decir, por tanto, que la accidon de las enzimas hidroliticas, asi como, los
procesos REDOX que tienen lugar en el plasma seminal a nivel de los acinos y los
ductos prostaticos podrian estar implicados en la iniciacién del CP y, ademas, se

correlacionan con la edad™**.

3.3.3 Sistemas antioxidantes presentes en el liquido seminal

El plasma seminal y los espermatozoides estan provistos de una gran variedad de
mecanismos antioxidantes, enzimaticos y no enzimaticos™®. Superoxido dismutasa,
catalasa y glutatién peroxidasa componen la triada enzimatica seminal cuya misién
consiste en inactivar los radicales superoxido y perdxido mediante conversiéon en agua
y oxigeno'’. Glutatién peroxidasa se encuentra en testiculos, prdstata, vesiculas
seminales, conductos deferentes, epididimo, plasma seminal y espermatozoides. Los
antioxidantes no enzimaticos presentes en el semen son acido ascérbico (vitamina C),
tocoferol (vitamina E), glutation, aminoacidos (taurina, hipotaurina), albumina,
carnitina, carotenoides, flavonoides, urato y prostasomas. Estos agentes actlan

mediante neutralizacion directa de la actividad de los radicales libres.

3.3.4 Determinacion del estrés oxidativo en muestras de liquido seminal

Una de las principales razones por las que la deteccion del estrés oxidativo no es una
técnica de rutina en los laboratorios de Andrologia es el coste y la complejidad de las
pruebas y la necesidad de una estandarizacion de sus valores normales™®° A
continuacion, se presentan diferentes métodos para determinar las ERO presentes en

una muestra de plasma seminal.
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3.3.4.1 Métodos directos

Estos ensayos cuantifican el dafo creado por el exceso de radicales libres contra la
membrana lipidica del espermatozoide o su ADN. Dado que el estrés oxidativo es el
resultado de un equilibrio entre la producciéon de ERO y el total de capacidad
antioxidante, las pruebas directas reflejan el efecto bioldgico neto entre estas dos

fuerzas opuestas.

Niveles de malonildialdehido (MDA)

El método mds ampliamente utilizado para evaluar la oxidacién de la membrana
espermatica es la medicidon de los niveles de malonildialdehido (MDA), un producto de
la oxidacidn lipidica procedente del espermatozoide o del plasma seminal. Los niveles
de MDA en los espermatozoides son muy bajos y, por tanto, requieren el uso de un

equipo de cromatografia liquida de alta presién (HPLC)'*®

Cuyo esquema se representa
en la figura 21 o el uso de espectrocitometria de flujo. Los niveles de MDA en plasma
seminal son de cinco a diez veces mayores que en los espermatozoides, por lo que es

posible su medicién en espectrofotémetros estandar™®.

La determinacion del MDA parece tener relevancia clinica, ya que, su concentracién en
plasma seminal y en los espermatozoides es elevada en hombres infértiles con exceso

de produccién de ERO en comparacién con los controles fértiles'?.
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Figura 21. Diagrama esquemadtico de un equipo de cromatografia liquida de alta presiéon (HPLC).
Fuente: Czaplicki S. Chromatography in Bioactivity Analysis of Compounds. Electrical and Electronic
Engineering "Column Chromatography". Chapter 4. 2013 [120].
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Medicion de 8-hidroxi-2'-desoxiguanosina (8-OHdG)

La mejor evaluacion directa del dafio oxidativo del ADN espermatico es la medicién de
8-hidroxi-2'-desoxiguanosina (8-OHdG), principal marcador de la oxidacidon del ADN.
Este se puede medir en el espermatozoide o en el plasma seminal mediante equipos

de HPLC o directamente dentro del espermatozoide usando inmunofluorescencia®®
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3.3.4.2 Métodos indirectos

Ensayos de quimioluminiscencia

Los ensayos de quimioluminiscencia utilizando Iluminol o lucigenina son
las técnicas mds comunmente descritas para detectar la produccion de ERO
en el liquido seminal. Estas sondas son muy sensibles y tienen la ventaja
de disponer de rangos relativamente bien establecidos publicados tanto para la
poblacién fértil como infértil**®. No obstante, dicha determinacién se ha visto
obstaculizada por un equipo costoso y por dificultades en el control de calidad debidas
a factores de confusion de ensayo, tales como, el tiempo de incubacién y Ia

contaminacién por leucocitos y plasma seminal**®

. Ademas, se ha demostrado que la
lucigenina cuando se somete a auto-oxidacidon conduce a la producciéon de aniones
superéxidom, por tanto, se puede decir que, las sondas quimioluminiscentes no
constituyen el reactivo ideal para la medicién de anidén superdxido en el

espermatozoide.

Test de nitroazul tetrazolio (NBT)

La cuantificacion luminica de la actividad nitroazul tetrazolio (NBT) mediante
espectrofotometria o microscopia de luz es uno de los métodos de determinacion de

ERO mas sencillos.

El nitroazul de tetrazolio o NBT del inglés Nitro blue tetrazolium es un compuesto
quimico formado por la unién de dos grupos tetrazol***, como se representa en la

figura 22.
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Figura 22. Formula molecular de nitroazul de tetrazolio. Fuente: Trinh y cols. 2007 [124]

N=0 O.——:N\

El NBT es comunmente utilizado como indicador REDOX; en las reacciones en las que
participa normalmente acepta cuatro electrones y dos protones (figura 23) para pasar

a su forma reducida insoluble, el formazan, que es de color azul purpura.

Figura 23. Representacién quimica de la reduccion del compuesto NBT, dando lugar a su forma
insoluble, los cristales de formazan. Fuente: Trinh y cols. 2007 [124]

j C NO, ON
@_( N NH NH- N
H QO H
3 _ﬁ
NBT (Amarillo palido) Furmazan (Negro azuladu’l

El NBT reacciona con las ERO presentes en el liquido seminal dando lugar a la

125,126

produccién de cristales insolubles de formazan , como se observa en la figura 24.
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Figura 24. La accién de las ERO en diferentes muestras de plasma seminal da lugar a cristales insolubles
de formazan de color azul purpura. Cortesia del Dr. Agustin Garcia Peird. UDIAT Centro Diagndstico.
Parc Tauli Sabadell. Hospital Universitario.

Dado que la produccién de cristales de formazdn mediante el test NBT en una muestra
de liquido seminal se correlaciona con la produccion de ERO en dicha muestra, la

medida de la absorbancia del formazan puede utilizarse para cuantificar los niveles de

125-129

estrés oxidativo . Esto se realiza mediante espectrofotometria (figura 25).
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Figura 25. Espectrofotometro. La medicion de la absorbancia del formazdn mediante
espectrofotometria permite cuantificar el estatus oxidativo de una muestra. Cortesia del Dr. Agustin
Garcia Peirdé. UDIAT Centro Diagndstico. Parc Tauli Sabadell. Hospital Universitario.

ZNanoDrop’

ND-1000 Spectrophotometer

Los primeros protocolos de ensayo NBT para la determinacion de la absorbancia de
una solucién de formazan utilizaban longitudes de onda desde 240 nm a 1.100 nm**°
utilizando un espectrofotémetro continuo. Dado que el pico de absorbancia en los
ensayos de Tunc™®! ocurria entre los 530 y los 740 nm, se decidié establecer como
estdndar de mediciones los 530 nm, ya que, es un filtro comun de longitud de onda
disponible para la mayoria de lectores de placa de ELISA, lo cual, es util para la

comparacion de las muestras con los estandares habituales.

El grupo de Tunc®®! fue pionero en el uso de esta técnica en muestras de semen para

relacionar el estrés oxidativo con la calidad espermatica en poblaciones infértiles.
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Se ha demostrado que el ensayo NBT se correlaciona bien con las técnicas
tradicionales de quimioluminiscencia132 y, ademas, tiene dos ventajas adicionales. En
primer lugar, es un test econdmico, ya que, sdlo requiere un espectrofotdmetro como
instrumento de medicién. En segundo lugar, puede discriminar entre la produccién de
ERO por espermatozoides y leucocitos sin el uso de otras técnicas adicionales, a
diferencia de los ensayos de quimioluminiscencia. El principal inconveniente que
obstaculiza su uso generalizado en los laboratorios clinicos de Andrologia para el
diagndstico del varon infértil es la ausencia de rangos de referencia o rangos de
normalidad publicados y consensuados™!.

Por otro lado, no se ha hallado ningln estudio donde el ensayo NBT se utilizara en
procesos diagndsticos de CP u otros procesos no relacionados con el dmbito del varén

infértil.
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La elevada incidencia del CP hace necesaria la optimizacion de las pruebas que
conducen a su diagndstico, especialmente en pacientes jovenes y en varones con

neoplasia de alto riesgo de recidiva y/o progresion.

En la actualidad, la biopsia prostatica es el método mas fiable para el diagndstico del
CP, no obstante, su indicacién se basa en los niveles de PSA plasmatico y el tacto rectal,
parametros de limitada sensibilidad y especificidad. La biopsia de préstata es, ademas,
una prueba invasiva y con un riesgo significativo de infradiagndstico e

infraestadificacion, dada la multifocalidad del CP.

Se han descrito numerosos biomarcadores diagndsticos y prondsticos de CP que
permiten aumentar la sensibilidad y especificidad de las pruebas actuales, sin embargo,
todos ellos requieren complejas y costosas técnicas de andlisis que dificultan su uso

generalizado.

Basandose en la conocida relacion entre el estrés oxidativo cuantificado a través de
especies reactivas de oxigeno (ERO) y el CP, con este trabajo se pretende valorar un
nuevo método no invasivo, econdmico y facilmente aplicable en la practica clinica que
permita diferenciar varones con CP respecto a varones sanos, una vez establecida la

sospecha clinica y analitica.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

1. HIPOTESIS

Los niveles de estrés oxidativo o niveles de especies reactivas de oxigeno (ERO) en
plasma seminal podrian estar aumentados en sujetos con CP respecto a los sujetos sin

CP en la biopsia transrectal ecoguiada.

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo principal

Conocer si existe relacidon entre los niveles de estrés oxidativo en plasma seminal y la

presencia de CP en la biopsia prostatica.

2.2 Objetivos secundarios

1. Analizar la utilidad de los niveles de estrés oxidativo en plasma seminal como
marcador prondstico de CP, mediante la relacidon entre los niveles de ERO vy la
fraccién de cilindros afectados, asi como, la relacién entre los niveles de ERO y

el grado de Gleason en la biopsia prostatica.

2. Analizar la relacion del estrés oxidativo en plasma seminal con otras variables
relevantes en el vardn con sospecha de CP como son la edad, el tacto rectal y el

volumen prostatico.
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1. DISENO DEL ESTUDIO

Estudio observacional prospectivo de casos de varones con sospecha de cancer de

prostata en base a valores de PSA alterado y/o tacto rectal sospechoso.

2. AMBITO DEL ESTUDIO

El reclutamiento de los pacientes se llevd a cabo por todos los miembros del Servicio

de Urologia del Parc Tauli de Sabadell, Hospital Universitario.

El Hospital Universitario Parc Tauli de Sabadell, inaugurado en el afio 1986, dispone de
un total de 682 camas, contabiliza 32.000 ingresos anuales y consta de una darea

sanitaria de referencia de 392.388 habitantes, segin datos de 2017.

En 2015, en el Servicio de Urologia se realizaron un total de 770 intervenciones de
ambito convencional (cirugia mayor), 1.061 intervenciones de dambito ambulatorio
(cirugia menor ambulatoria) y un total de 17.835 visitas (6.212 primeras visitas y

17.835 visitas sucesivas en la consulta externa del gabinete uroldgico).

El analisis del plasma seminal se ha llevado a cabo en el laboratorio de andlisis clinicos
UDIAT del Hospital Universitario Parc Tauli, en el cual, se centralizan todos los servicios

diagndsticos integrados con el proceso asistencial.
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3. PERIODO DE ESTUDIO

Se elabord un protocolo de desarrollo del estudio en el ultimo semestre de 2013, con

una prevision de duracién del trabajo de campo de 18 meses.

El trabajo de campo (reclutamiento de los pacientes) se realizé en el periodo estimado,

entre Enero de 2014 y Julio de 2015, ambos inclusive.

4. SUBVENCIONES DEL ESTUDIO

El proyecto fue subvencionado mediante la obtencién de la Beca CIR 2012 (cédigo
CIR2012/029) de Investigacion e Innovacion de la Fundacién Parc Tauli en su 142

convocatoria (Anexo Il).

El protocolo de desarrollo del estudio y el modelo de Hoja de Consentimiento
Informado fueron aprobados por el Comité Etico de Investigacion Clinica de la
Corporacién Sanitaria Parc Tauli de Sabadell (Referencia nim.: 2013533) con fecha 26

de marzo de 2013 (Anexo Il).
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5. POBLACION A ESTUDIO

5.1 Criterios de inclusion

Varones derivados a la consulta externa de Urologia por sospecha clinico - analitica de

CP segun los siguientes criterios:

e PSA plasmatico total > 10 ng/ml.
e PSA plasmatico total 4-10 ng/ml con fraccién PSA libre / PSA total < 20 %.
y/o:

e Tacto rectal sospechoso de neoplasia.

5.2 Criterios de exclusion

Los criterios de exclusion del estudio fueron los siguientes:

* Edad superior a 75 afos.

* Antecedente de biopsia prostatica previa.

e Varones con aneyaculacién (imposibilidad de eyacular o produccion de liquido
seminal en un volumen inferior a 1,5 ml).

¢ Infeccion de orina o prostatitis concomitante o reciente.

e Manipulacion reciente de la via urinaria.

e Entrega de la muestra mas alla del plazo de una hora tras su obtencién.

¢ Incumplimiento de los periodos de eyaculacidn previa y abstinencia sexual

establecidos.
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6. VARIABLES DEL ESTUDIO

6.1 Variables principales

* Niveles de estrés oxidativo o de especies reactivas de oxigeno (ERO) en plasma

seminal determinados mediante ensayo NBT.

e Presencia de células neoplasicas en la biopsia prostatica (subgrupo sujetos con

biopsia positiva / subgrupo sujetos con biopsia negativa).

6.2 Variables secundarias

* Fraccion de cilindros afectados por neoplasia (< 50% cilindros / > 50% cilindros)
* Grado histoldgico de Gleason en la biopsia (6-10)

* Edad al diagndstico (afios)

e PSA total (ng/ml)

e Fraccidn PSA libre / PSA total (%)

* Volumen prostatico (ml)

7. DETERMINACION DEL TAMANO DE LA MUESTRA

Este estudio se ha dimensionado para identificar un aumento medio de los niveles de
ERO en el subgrupo de sujetos "biopsia positiva" de 0,030 unidades, asumiendo que,
en el subgrupo "biopsia negativa", el nivel medio de ERO es de 0,040 (desviacidon

estandar de 0,030).

Para detectar esta diferencia y asumiendo unos errores tipo | y tipo |l del 5% y del 10%

respectivamente, era necesario incluir un total de 43 sujetos.
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8. ANALISIS ESTADISTICO

Las variables cualitativas se presentan como porcentajes y las cuantitativas como

media, mediana y desviacion estandar o rango (minimo — maximo).

Se utilizd la prueba de Shapiro-Wilk para detectar la normalidad de la distribucién de

las variables cuantitativas.

La significacion estadistica para la deteccion de las diferencias entre los diversos
subgrupos de sujetos a estudio se evalué mediante las pruebas t de Student o U de
Mann-Whitney, segun fuera la variable a contrastar Normal o no Normal,

respectivamente.
En el caso de comparar tres subgrupos de sujetos, se utilizd la prueba no paramétrica
de Kruskal-Wallis seguida de la comparacion multiple por pares por el método de Dunn,

en caso de significacion estadistica.

La asociacién entre los niveles de ERO y el grado de Gleason de la biopsia prostatica se

estudié mediante regresion lineal simple.

En todas las pruebas la significacion estadistica se establecié en p-valores < 0,05.

El andlisis estadistico se realizd con el paquete estadistico IBM® SPSS® Statistics for

Windows, Version 21.0 (Armonk, NY: IBM Corp).

74

Tesis Doctoral Miriam Barrio Muiioz




MATERIAL Y METODOS

9. PROCEDIMIENTOS DEL ESTUDIO

9.1 Historia asistencial

Los varones que cumplian los criterios de inclusion fueron informados sobre las
caracteristicas y el objetivo del estudio. Tras confirmar su participacion, los voluntarios
cumplimentaron y firmaron la hoja de Consentimiento Informado (Anexo 1ll), creada
segun el protocolo de desarrollo del estudio. La confidencialidad de la informacion
personal de cada sujeto se realizé mediante el uso de numeros de identificacidon

anonimizados.

En la consulta de Urologia se definieron dos tipos de consistencia de la glandula
prostatica para describir el tacto rectal: tacto rectal "no sospechoso" de neoplasia y
tacto rectal "sospechoso" de neoplasia. Se confirmd la elevacion de la cifra de PSA
total y fraccion de PSA libre / PSA total mediante una nueva determinacion, en caso de

disponerse de una Unica medicion.

En la figura 26 se muestra el cronograma de los procedimientos y toma de muestras

del estudio descritos a continuacion.

Figura 26. Cronograma de procedimientos y toma de muestras del estudio.

Visita Eyaculacién 7 Recogida muestra Biopsia
Urologia dias antes de la liquido seminal prostata
recogida

PSA total Periodo
Fraccion PSA abstinencia
Tacto rectal sexual
| | | | s
1 2 3 4 5 6 7 Semanas
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9.2 Toma de muestras de liquido seminal

Entre las 4-5 semanas tras la visita en la consulta de Urologia, los pacientes realizaron
la entrega de la muestra de liqguido seminal al laboratorio. Dicha entrega debia
realizarse en el plazo de una hora tras su obtencion mediante masturbacion. Se
requirié haber eyaculado una semana antes de la recogida de la muestra y no eyacular

nuevamente hasta recoger la muestra.

La muestra debia almacenarse en un recipiente de pldstico estéril rotulado con el
numero de identificacién anonimizado que le fué proporcionado a cada varén el dia de
la primera consulta uroldgica. Cada paciente debia indicar en el recipiente la fecha y

hora de recogida de la muestra y los dias de abstinencia sexual.

9.3 Cuantificacion del estrés oxidativo en plasma seminal

Las muestras de liquido seminal fueron centrifugadas a 3.000 rpm durante 10 minutos
para separar por completo la fraccién plasmadtica de la fracciéon corpuscular. Para el
analisis del estrés oxidativo se tomd, exclusivamente, la fraccion plasmatica del liquido

seminal.

La cuantificacion del estrés oxidativo o niveles de ERO en plasma seminal se realizd
mediante el test de nitroazul tetrazolio o ensayo NBT descrito segln Baehner'?, que
consiste en la incubacion de 100 plitros de plasma seminal a igual volumen de reactivo
NBT (diluido con PBS a 1:10 y obtenido de stock de NBT al 0,01%; Sigma-Aldrich, St.
Luois, MO, USA) a 37° C durante 45 minutos.
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Tras la incubacion, las muestras fueron bafadas y centrifugadas dos veces a 500 rpm

durante 10 minutos con PBS para eliminar el exceso de solucién NBT residual.

La producciéon de ERO de cada muestra se determind mediante el cdlculo de la
absorbancia de la reaccion colorimétrica resultante de la formacidén de cristales de

formazan utilizando espectrofotometria en un lector de micropletina a 530 nm.

9.4 Obtencion de biopsias prostaticas

Posteriormente, se llevaron a cabo las biopsias prostaticas, a cargo del servicio de
Diagndstico por la Imagen, tal y como se indica en el cronograma de procedimientos y

toma de muestras del estudio (figura 26).

La técnica se realizd6 mediante sonda ecogréfica transrectal (Toshiba Aplio 500.
Compainiia: Ultrasound Expertise and Solutions. San Jose, California 95112, USA) y aguja
automatica 18 G tras infiltracion de 5 ml de anestésico local (lidocaina al 2%) a cada
lado de la zona peri-prostatica. Previa toma de biopsias, se realizé una medicidon
ecografica transrectal del volumen prostdtico a través de la férmula del elipsoide
(volumen = 0,52 x diametro max. anterio-posterior x didmetro max. transversal x

didmetro max. céfalo-caudal)*®.

En la figura 27 se muestra la metodologia de medicion del volumen prostatico

mediante ecografia transrectal de uno de los varones del estudio.
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Figura 27. Ecografia prostatica transrectal; proyeccidn transversal y sagital para estimacion del volumen
prostdtico previa toma de biopsias. Cortesia Dr. Malet. Servicio de Diagndstico por la Imagen. UDIAT.
Corporacidn Sanitaria Parc Tauli, Sabadell.

MI: (1

Volumen A cm3 istl A 37.7 mm Dist2 A 45.6 mm Distd A 42.2 mm

Las biopsias prostaticas se realizaron tomando cinco cilindros de tejido de la zona
periférica de cada ldbulo prostatico; izquierdo y derecho (un cilindro de la porcién
medial a la base y los otros cuatro laterales distribuidos de manera homogénea entre
la base y el apex prostatico). Se obtuvieron un total de 10 cilindros de tejido, segun las
recomendaciones de Guia de Céncer de Préstata de la EAU (2014). Posteriormente,

los cilindros se remitieron por separado en formol para su estudio histoldgico.

9.5 Procesamiento y analisis histopatoldgico de las biopsias prostaticas

Las muestras se fijaron en formol al 10% y se remitieron al Servicio de Patologia donde

se incluyeron en parafina.

78

Tesis Doctoral Miriam Barrio Muiioz




MATERIAL Y METODOS

Se practicaron seis niveles de corte de cada muestra de material parafinado de cinco
micras de espesor que se tifleron con Hematoxilina y Eosina (H&E). También se
prepararon sistematicamente, de dos a tres cortes blancos intermedios, para una
posible inmunotincion adicional. En las figuras 28a y 28b, se muestran dos cortes

histoldgicos de dos biopsias de varones del estudio.

Figura 28a. Adenocarcinoma de prostata grado de Gleason 3. Tincion H&E. x200 aumentos. Cortesia
Dra. Costa. Servicio de Patologia. Parc Tauli Sabadell. Hospital Universitario.

£

Figura 28b. Adenocarcinoma de prdéstata grado de Gleason 4. Tincion H&E. x100 aumentos. Cortesia
Dra. Costa. Servicio de Patologia. Parc Tauli Sabadell. Hospital Universitario.
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A continuacién, un mismo patologo, analizé los siguientes parametros histolégicos de

cada muestra:

1. Determinacion de la presencia o ausencia de neoplasia prostatica.

2. Cuantificacidn de la fraccidn de cilindros afectados o invadidos por neoplasia en

cada ldbulo prostatico.

3. Gradacién de la neoplasia, de acuerdo al sistema de Gleason, siguiendo las
normas acordadas en la Conferencia de Consenso sobre el grado de Gleason

del carcinoma de préstata de la ISUP, 2005 *°.

4. Adicionalmente, también se evalud la presencia o ausencia de otros hallazgos
histopatoldgicos en la biopsia, tales como la lesidon preneoplasica ASAP, asi

como, parametros de inflamacion crénica leve, moderada o marcada.
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Resultados
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1. ANALISIS DESCRIPTIVO DE LA MUESTRA

Se reclutaron un total de 45 varones que cumplian los criterios de inclusion (N = 45).

En la tabla 14 se presentan los valores individuales de todas las variables recogidas en

el estudio.

Los valores de la fraccidon de PSA libre / PSA total cuando el PSA total fue igual o mayor
a 10 ng/ml no se cuantificaron en el laboratorio, ya que, carecen de utilidad clinica

para la indicacion de biopsia prostatica®.
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RESULTADOS

En la tabla 15 se presentan los valores de los estadisticos descriptivos de las variables
cuantitativas del estudio: edad, PSA total, volumen prostatico y nivel de ERO.
Asimismo, en la tabla 16 se muestran los valores absolutos y relativos de las variables
cualitativas: sujetos con tacto rectal sospechoso, sujetos con biopsia positiva para
neoplasia, sujetos con > 50% cilindros afectos por neoplasia y sujetos con los
diferentes grados de Gleason en la biopsia. Para determinar el valor del grado Gleason
de las biopsias prostdticas, en caso de afectacidon neoplasica bilateral (ambos I6bulos

prostaticos afectos), se tomo el valor del mayor grado de Gleason.

Tabla 15. Estadisticos descriptivos de las variables cuantitativas del estudio (n=45).

Variables cuantitativas Media Mediana Minimoe  Maximo
Edad (afios) 61,4 62 7,231 45 75
PSA total (ng/ml) 7,53 6 3,647 4 20
Volumen prostético (ml) 37,93 36 18,522 12 101
Nivel de ERO (Assonm™) 0,047 0,038 0,036 0,008 0,188

*DE = Desviacion estandar; **A = Absorbancia a 530 nm

Tabla 16. Valores absolutos y relativos de las variables cualitativas del estudio (n=45).

Variables cualitativas Valor absoluto (n) Valor relativo (%)
Tacto rectal sospechoso 5 11,1
Biopsia positiva para neoplasia 23 51,2
Afectacién neoplésica > 50% cilindros 13 28,8
Biopsia Gleason 6 11 24.4
Biopsia Gleason 7 9 20,0
Biopsia Gleason 8 1 2,2
Biopsia Gleason 9 2 44
Biopsia Gleason 10 0 0
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Se realizd la prueba de Shapiro-Wilk para detectar la normalidad de la distribucion de
las variables cuantitativas continuas del estudio (tabla 17). Todas las variables, excepto
la edad, presentaban una distribucion no normal, por lo que, en los analisis

estadisticos se emplearon tanto pruebas paramétricas como no paramétricas.

Tabla 17. Prueba de Shapiro-Wilk para contrastar la normalidad de la distribucion de las variables
cuantitativas (n = 45).

Grados de
Variables Estadistico
libertad
Edad 0,974 45 0,391
PSA total 0,781 45 < 0,001
Volumen prostatico 0,935 45 0,014
Nivel de ERO 0,795 45 <0,001
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2. ESTRES OXIDATIVO EN PLASMA SEMINAL Y DIAGNOSTICO DE CP.
OBJETIVO PRINCIPAL.

2.1 Estrés oxidativo en plasma seminal y biopsia prostatica

Se hallaron 22 de los 45 varones con biopsia negativa y 23 con biopsia positiva para

células neoplasicas (48,8% y 51,2%, respectivamente).

En todas las biopsias positivas se hallé, como tipo histoldgico, el adenocarcinoma
acinar. Las biopsias negativas, en cambio, fueron descritas mediante diferentes
terminologias diagndsticas: "hiperplasia adenomatosa sin evidencia de malignidad”,

"

"negativo en cuanto a neoplasia maligna"y "Atypical small acinar proliferation (ASAP)".

En la tabla 18 se presentan las diferentes descripciones histopatoldgicas de los varones
con biopsia negativa y la mediana de ERO correspondiente. Como se observa, los
niveles de ERO en varones con ASAP en la biopsia no diferian de niveles de ERO en

varones sin dicha lesidn preneoplasica.

Tabla 18. Niveles de ERO de varones con biopsia negativa, segun la presencia o no de ASAP. Prueba de
U de Mann-Whitney (n=22).

Descripcion Rango

Mediana ERO p-valor
histopatolégica promedio ERO

Hiperplasia adenomatosa
L. . sin evidencia de malignidad
biopsia negativa 0,040 11,23

(n=22) Negativo en cuanto a 0,554
neoplasia maligna

Varones con 14

Atypical small acinar

proliferation (ASAP) 0,046 14,25
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Para el analisis de los niveles de estrés oxidativo o niveles de ERO en plasma seminal,
principal variable del estudio, se dividid la muestra total de varones en dos subgrupos,

segun el resultado de la biopsia prostatica:

e Subgrupo de varones con biopsia negativa (ausencia de células neoplasicas en

el analisis histolégico de ambos Iébulos prostaticos).

e Subgrupo de varones con biopsia positiva (evidencia de células prostaticas en

uno o en ambos ldbulos prostaticos).

En la tabla 19 se muestra la estadistica descriptiva de los niveles de ERO en cada uno

de los subgrupos definidos.

Tabla 19. Estadistica descriptiva de los niveles de ERO por subgrupos de sujetos: subgrupo de biopsia
negativa y subgrupo de biopsia positiva.

BIOPSIA Mediana ERO Minimo ERO Maximo ERO
Negativa 22 0,039 0,013 0,188
Positiva 23 0,037 0,008 0,134

Se realizd un estudio comparativo, mediante la prueba U de Mann-Whitney, entre los

dos subgrupos en cuanto a niveles de ERO en plasma seminal.

Como se muestra en la tabla 20, el analisis estadistico no revelé diferencias
significativas en cuanto a los niveles de ERO en plasma seminal entre los varones con

biopsia positiva y los varones con biopsia negativa (p = 0,901).
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Tabla 20. Analisis comparativo de los niveles de ERO por subgrupos de sujetos en funcién del
diagnodstico de cancer en la biopsia prostatica. Prueba de U de Mann-Whitney (n=45).

. Rango
BIOPSIA Mediana ERO promedio ERO p-valor
Negativa 22 0,039 22,75
0,901
Positiva 23 0,037 23,24

Adicionalmente, se analizd la presencia o ausencia de parametros de inflamacion
cronica (discreta, moderada o marcada) en las biopsias prostaticas de ambos
subgrupos. No se evidenciaron focos de prostatitis moderada ni marcada en las
muestras del estudio, siendo predominante la ausencia de dichos parametros, seguida
de la presencia de inflamacién leve o discreta de manera muy aislada y distribuida

homogéneamente entre ambos subgrupos.

2.2 Biopsia prostatica y otras variables descriptivas: edad, PSA y

volumen prostatico

En la tabla 21 se muestran los valores de la media y la desviaciéon estandar de la
variable "edad" y los valores de la mediana, minimo y maximo de las variables "PSA
total" y "volumen prostatico" por subgrupos de sujetos en funcién del resultado de la

biopsia prostatica (positiva o negativa para neoplasia).
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Tabla 21. Estadisticos descriptivos de la edad, niveles de PSA total, volumen prostatico y niveles de
ERO segun el resultado de la biopsia prostatica.

Biopsia negativa Biopsia positiva
Variables

(n=22) (n=23)

Edad (afios)

Media 58,9 63,8

DE* 6,80 6,95

PSA total (ng/ml)

Mediana 7 6
Minimo 1 4
Maximo 15 20

Volumen préstata (ml)

Mediana 43 34
Minimo 14 12
Maximo 77 101

*DE = desviacion estandar

Se realizd un analisis comparativo entre el subgrupo de sujetos con biopsia positiva y el

subgrupo con biopsia negativa en cuanto a la edad, el PSA total y el volumen prostatico.

En cuanto a la edad, el estudio comparativo mediante la prueba t de Student reveld
gue el subgrupo de varones con biopsia positiva fue, en promedio, 4,9 afios mayor que
el subgrupo con biopsia negativa (p = 0,022) (tabla 22). En cambio, no se hallaron
diferencias estadisticamente significativas entre ambos subgrupos respecto a los

valores de PSA total (p =0,818) y respecto al volumen prostatico (p = 0,128) (tabla 23).
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Tabla 22. Analisis comparativo de la variable edad en funcién del resultado de la biopsia prostatica.
Prueba t de Student (n =45).

BIOPSIA Desviacién estandar p-valor
Negativa 22 58,909 6,795

Edad (afios) 0,022
Positiva 23 63,782 6,954

Tabla 23. Analisis comparativo del PSA total y del volumen prostatico en funcion del resultado de la
biopsia prostatica. Prueba U de Mann-Whitney (n =45).

Rango
BIOPSIA Mediana promedio
ERO
Negativa 22 7 23,45
PSA total (ng/ml) 0,818
Positiva 23 6 22,57
Negativa 22 43 26,05
Volumen prostético (ml) 0,128
Positiva 23 34 20,09
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3. ESTRES OXIDATIVO EN PLASMA SEMINAL COMO MARCADOR
PRONOSTICO DE CP.

Se tomd al subgrupo de sujetos con biopsia positiva para el estudio comparativo entre
los niveles de ERO y marcadores prondsticos de CP en la biopsia como son la fraccidon

de cilindros afectados y el grado de Gleason.

3.1 Estrés oxidativo en plasma seminal y fraccién de cilindros afectados

Los sujetos con biopsia positiva fueron divididos en dos subgrupos; varones con mas
del 50% de los cilindros afectados por neoplasia y varones con una afectacién menor o

igual al 50% de los cilindros.

De los 23 varones con biopsia positiva, 10 de ellos (43,5%) presentaban afectacién

menor o igual al 50% y 13 varones, mayor al 50% (56,5%).

El analisis comparativo, mediante la prueba de Mann-Whitney, no objetivé diferencias
estadisticamente significativas entre ambos subgrupos en cuanto a los niveles de ERO

en plasma seminal (tabla 24), p = 0,343.

Tabla 24. Analisis por subgrupos de sujetos con biopsia positiva en funcion de la fraccion de cilindros
afectados por neoplasia (n = 23).

Fraccién cilindros Rango promedio
N Mediana ERO p-valor
afectados ERO
< 50% cilindros
10 0,0325 10,45
afectados
0,343
> 50% cilindros
13 0,0450 13,19
afectados
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3.2 Estrés oxidativo en plasma seminal y grado de Gleason

Los sujetos con biopsia positiva fueron divididos en cuatro subgrupos en funcién del

grado de Gleason de la biopsia.

La figura 29 muestra la distribucién de los sujetos del estudio en funcion del grado de
Gleason de la biopsia: 11 varones presentaron Gleason 6 (48%); 9 varones, Gleason 7
(39%); un solo sujeto presentd grado de Gleason 8 (4%) y dos sujetos, grado de
Gleason 9 (9%). Se muestran, también, imagenes histopatoldgicas de cada grado de

Gleason hallado en los sujetos del estudio por cortesia de la Dra. Irmgard Costa.

Figura 29. Distribucion de los sujetos del estudio en funcidn del grado de Gleason de la biopsia. De
izquierda a derecha: Tincion H&E x100 aumentos de adenocarcinoma grado de Gleason 6 y 7 y tincion
H&E x400 aumentos de adenocarcinoma grado de Gleason 8 y 9. Cortesia Dra. Costa. Servicio Patologia.
Parc Tauli Sabadell. Hospital Universitario.

B Gleason 6 B Gleason 7 O Gleason 8 @ Gleason 9

ap O

48%
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Se realizd el estudio comparativo entre los niveles de ERO en plasma seminal y el

grado de Gleason en la biopsia mediante andlisis de correlacion lineal.

Como puede observarse en la figura 30, el andlisis de regresion lineal simple no reveld
diferencias significativas entre los diferentes grados de Gleason hallados en las

biopsias de los sujetos del estudio y los niveles de ERO (R? = 0,001; p = 0,913).

Figura 30. Andlisis de regresion lineal. Se representan los niveles de ERO medidos en unidades de
absorbancia (eje de ordenadas) en funciéon del grado Gleason 6, 7, 8 y 9 (eje de abcisas) (n = 23).
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4. ESTRES OXIDATIVO EN PLASMA SEMINAL Y OTRAS VARIABLES
RELEVANTES.

4.1 Estrés oxidativo en plasma seminal y edad

Se realizé el andlisis por subgrupos de edad tomando como punto de corte la edad de

60 afios. Se formaron, por tanto, dos subgrupos de varones:

e Subgrupo “junior”, constituido por los varones de edad menor o igual a 60 anos

e Subgrupo “senior”, en el que se incluyeron los varones mayores de 60 afios.

Se realizd un estudio comparativo de los niveles de ERO en plasma seminal entre los

dos subgrupos de edad.

También se contrastaron las diferencias de las variables "PSA plasmatico total" y

"volumen prostatico" entre ambos subgrupos.

El andlisis estadistico mediante la prueba de Mann-Whitney no hallé diferencias
significativas entre ambos subgrupos de edad en cuanto a los niveles de ERO en
plasma seminal (p=0,524), ni en cuanto a los niveles de PSA total (p=0,628) ni al

volumen prostatico (p=0,864) (tabla 25).
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Tabla 25. Diferencias en cuanto a los pardmetros de ERO en plasma seminal, PSA total y volumen
prostatico en relacidn con la edad. Prueba de Mann-Whitney (n=45).

Rango
Mediana promedio p-valor

ERO
<60 21 0,040 24,33

Nivel de ERO (A 530 nm) 0,524
> 60 24 0,036 21,83
<60 21 6 22,00

PSA total (ng/ml) 0,628
> 60 24 7 23,88
< 60 21 36 22,64

Volumen prostatico (ml) 0,864
> 60 24 37 23,31
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4.2 Estrés oxidativo en plasma seminal y tacto rectal

Se dividieron los sujetos en dos subgrupos en funcién de la consistencia del tacto
rectal; subgrupo de tacto no sospechoso de malignidad (prostata de consistencia

normal) y subgrupo de tacto sospechoso de malignidad (nddulo/s palpable/s).

Se compararon los niveles de ERO de plasma seminal de ambos grupos mediante la

prueba de Mann-Whitney.

Como se muestra en la tabla 26, el analisis estadistico no hallé diferencias significativas
en cuanto a los niveles de ERO en plasma seminal entre ambos subgrupos de

consistencia de tacto rectal (p = 0,118).

Tabla 26. Diferencias en cuanto a los niveles de ERO en plasma seminal en funcion de la consistencia del
tacto rectal (n = 45).

Rango promedio

Tacto Rectal Mediana ERO p-valor
ERO
No sospechoso 40 0,039 24,09
0,118
Sospechoso 5 0,030 14,30

100

Tesis Doctoral Miriam Barrio Muiioz




RESULTADOS

4.3 Estrés oxidativo en plasma seminal y volumen prostatico

Finalmente, los sujetos del estudio fueron clasificados en funcién del volumen

prostatico:

e Subgrupo de varones con prostata pequefia (volumen inferior a 30 ml).

e Subgrupo de varones con prdstata mediana (volumen entre 30 y 60 ml).

e Subgrupo de varones con prdstata grande (volumen superior a 60 ml).

Se compararon los niveles de ERO de plasma seminal entre los tres subgrupos

mediante la prueba de Kruskal-Wallis.

Como se muestra en la tabla 27, no se hallaron diferencias significativas de los niveles

de ERO en plasma seminal entre los tres subgrupos (p = 0,634).

Dado que no se encontraron diferencias significativas, no se realizdé la prueba de

comparacion multiple por parejas de Dunn.

Tabla 27. Diferencias en cuanto a los niveles de ERO en plasma seminal en funciéon del volumen

prostatico (n=45).

Rango promedio

Volumen prostético Mediana ERO
ERO
Pequefia 16 0,037 24,50
Mediana 25 0,038 22,92
Grande 4 0,031 17,50

p-valor

0,634
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DISCUSION

DISCUSION

El CP es la neoplasia mas frecuente y la primera causa de muerte por cancer en el
, . . 11-3 @ . . . .
varén a nivel mundial™™. Sin embargo, dado su peculiar comportamiento bioldgico o
historia natural, cuando la enfermedad se diagnostica en un estadio inicial, las

diferentes modalidades de tratamiento radical permiten una elevada tasa de

134-136

curacion . La cifra de PSA plasmatico total es, actualmente, el biomarcador

diagndstico de CP mas ampliamente utilizado™ aunque posee grandes limitaciones

14,15,137
d

atribuibles a su falta de especificida y a que no existe un nivel de PSA por

14,15

debajo del cual el CP pueda ser excluido ™. La biopsia prostatica, prueba de eleccién

30,39-41

para la confirmacion diagndstica , también tiene limitaciones importantes, tales

46,55-60

como el error en el muestreo , Su invasividad con generacién de ingresos

I**8 Por tanto, dado que en la actualidad el

hospitalari0563 e incluso disfuncidn erécti
CP sigue siendo uno de los principales problemas de salud publica, existe la
necesidad ineludible de descubrir y desarrollar nuevos biomarcadores no tisulares
gue faciliten el diagndstico del CP. De ahi surge el gran interés en extraer la maxima
informacién de fluidos biolégicos de facil acceso y en contacto con la gldndula como

la sangre, la orina o el liquido seminal.

En la hipdtesis del presente estudio se plantea que exista la posibilidad de un aumento
significativo de los niveles de estrés oxidativo o niveles de ERO en el plasma seminal en
varones con CP respecto a varones sin CP. Esta hipétesis se basa, en primer lugar, en

los numerosos ensayos experimentales y clinicos que evidencian una asociacidon

84-95 84,87-89,94
. En

significativa entre estrés oxidativo y cancer y, en concreto, en el CP

segundo lugar, la literatura sefala que el liquido seminal es una de las fuentes mas
prometedoras para la busqueda de nuevos biomarcadores de CP, dado que, combina

la alta proximidad al tejido origen de la neoplasia con una excelente accesibilidad®®®?.
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La relacion entre CP y liquido seminal ya habia sido descrita por Gardiner** y Barren*,
los cuales, identificaron células prostaticas malignas en semen utilizando técnicas
sencillas de citologia y citometria. Posteriormente, el mayor conocimiento de la
arquitectura y funcién excretora del epitelio prostatico, promovié el interés de otros
autores por el andlisis del semen a nivel molecular; Obiezu®*! cuantificé la secrecion
seminal de la proteina kalicreina 4 y la relaciond con su presencia aumentada en tejido
prostético, Acevedo®* aisl6 por primera vez el PSA en semen vy, en 2013, Neuhaus*®®
identificd, mediante secuenciacién, proteinas y péptidos expresados diferencialmente
en el liquido seminal de varones con CP respecto a varones sanos. También cabe
destacar la busqueda de biomarcadores de CP en el fluido prostatico recogido en la
primera fraccion de orina*®; grupos pioneros en este cometido como el de Iwakiri*** y

145

Clements™ reportaron que la primera fraccion de orina evacuada contiene la mayor

concentracion de células prostaticas, con resultados comparables en el eyaculado y en

196 identifico en orina el gen DD3™,

lavados uretrales. Posteriormente, Hessels
procedente de células tumorales descamadas al fluido prostatico desde el sistema de

ductos prostaticos hacia la uretra tras masaje prostatico.

Coincidiendo con trabajos previos sobre validacion de biomarcadores diagnodsticos de
Cp®70.143-146 115 inclusién de los participantes en el presente estudio se realizé a partir
de la sospecha clinico-analitica de CP. Este disefio de estudio, tomando una muestra de
la poblacidon de riesgo, es el mas utilizado para la evaluacion de la asociacion entre

enfermedad y biomarcador diagnésticom’148

, ya que, se basa en el reclutamiento de
sujetos con sospecha de la enfermedad, tal y como se presentan en la practica clinica
habitual. Los varones mayores de 75 afios fueron excluidos, para evitar que el factor
“edad” pudiera influir en los niveles de ERO seminal, dada la relacion, descrita por
Turrens® y Balaban®’, entre envejecimiento tisular y reduccién de la eficacia de los

mecanismos de detoxificacion de ERO. También se excluyeron los varones con

aneyaculacion o incapacidad de recoger un volumen de muestra seminal adecuado.
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La causa mas frecuente de aneyaculacién en nuestro medio es la terapia alfa-
bloqueante para el control de los sintomas del tramo urinario inferior de vaciado

149 Para evitar la reaparicién de sintomas miccionales por abandono

secundarios a HBP
del tratamiento se excluyeron los varones en terapia alfa-bloqueante y los varones con
otras causas de aneyaculacién, tales como, la cirugia prostatica desobstructiva. El
antecedente de vasectomia no fue un criterio de exclusion, ya que, la ausencia de
espermatozoides no imposibilitaba el analisis de los niveles de ERO en plasma seminal.
Los varones con antecedente de biopsia prostatica previa también se descartaron, ya
gue, el muestreo tras una primera biopsia negativa ha de ser mayor, incluyendo la

zona transicional prostética y tomando un minimo de 16 a 22 cilindros de tejido™°. S

e
excluyeron los pacientes con antecedente reciente de infeccidn urinaria, prostatica o
manipulacion de la via urinaria, por la relacidén entre el estrés oxidativo y los procesos

99190 v como Ultimo criterio de

de inflamacién tisular observada por varios autores
exclusion, con el objetivo de homogeneizar al maximo las condiciones del medio
préstato-seminal previa recogida de la muestra, los pacientes debian eyacular una
semana antes de la toma de la muestra, con abstinencia eyaculatoria hasta la recogida
de la muestra, siendo la biopsia la ultima muestra a obtener; tal y como se realiza en
otros ensayos de deteccion de biomarcadores: PCA3, gen de fusion TMPRSS2-ERG,

68-70,146-148
exosomas, etc. ’ .

El analisis descriptivo del estudio sugiere que el perfil de sujeto con sospecha de CP es
el de un vardn en el inicio de la década de los 60 afios, con un PSA total plasmatico
inferior a 10 ng/ml y con un tacto prostatico no sospechoso de neoplasia, hecho que

coincide con el perfil clinico que establecen otros estudios sobre biomarcadores de

68,69,146
CcpP .
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Para el analisis de los niveles de estrés oxidativo en plasma seminal, principal variable
del estudio, se dividié la muestra total de varones en dos subgrupos, segun el
resultado de la biopsia prostatica; subgrupo de varones con biopsia negativa para
malignidad y subgrupo de varones con biopsia positiva. El nUmero de sujetos de cada
subgrupo fue similar; 51,2% con biopsia positiva frente a un 48,8% con biopsia

negativa.

La mayoria de sujetos no neoplasicos presentaron hiperplasia adenomatosa en la
biopsia, de acuerdo con la elevada prevalencia de este patron histopatologico en el

> se hallaron dos varones no neoplésicos con lesién tipo

varoén a partir de los 50 afios
ASAP correspondiente al 3% del total de varones biopsiados, valor que coincide con la
incidencia de ASAP en la poblacién®. La prueba de Mann-Whitney no hallé diferencias
de los niveles de ERO en el grupo de varones con ASAP respecto al grupo no neoplasico
sin ASAP. Este subanalisis se realizd porque se considerd de interés saber si esta
entidad, precursora del CP aunque no maligna en si misma*? se relacionaba con un
mayor nivel de ERO que los varones con biopsias de patrén claramente benigno.

No hubo pacientes en cuyas biopsias se detectaran focos de inflamacidn activa aguda o
cronica moderada o marcada aunque, en caso de haberse detectado, habrian sido
descartados para evitar el potencial efecto oxidativo que la inflamacion pudiera ejercer

sobre el tejido prostatico® 19012,

Segun la hipdtesis propuesta, la célula prostatica neoplasica excreta mayores niveles
de ERO a la luz del acino glandular que la célula prostatica sana, y ello, se refleja en
una mayor actividad oxidativa seminal. Sin embargo, los resultados obtenidos no
mostraron diferencias significativas de los niveles de ERO en plasma seminal
determinados mediante test NBT en los varones con CP respecto a los varones sin CP
en la biopsia, lo cual, contrasta con los datos de Bostwick®’, Oberley88 y Froholich®,
estudios que sugieren que la actividad oxidativa tisular se halla elevada en procesos de

carcinogénesis prostatica.
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Tras una revision exhaustiva de la literatura se ha observado que existen escasas
publicaciones sobre estatus oxidativo en muestras no invasivas y CP y, de éstas, sélo
una minoria aportan datos concretos sobre la metodologia de cuantificacion del estrés
oxidativo; Battisti*® utilizé los niveles plasmaticos de actividad de las enzimas catalasa
y superoxido-desmutasa para cuantificar actividad enzimatica antioxidante, hallando
niveles inferiores en varones con CP respecto a varones sin CP. Por contra, el grupo de

1% tomando niveles plasmaticos de proteinas con grupo carbonilo, no hallé

Hoque
correlacién entre dichos niveles y la presencia de CP en la biopsia, concluyendo que,
posiblemente, los niveles de proteina oxidada no reflejen de manera suficientemente
precisa el dafo oxidativo que tiene lugar en la préstata. De manera similar a los
resultados del presente estudio, Oberley88 observé que los niveles de productos de
dafo oxidativo a nivel celular similares en el epitelio acinar prostatico sano y en el CP

primario clinicamente localizado pero significativamente mas bajos en comparacién

con el CP metastasico.

A diferencia de los estudios sobre estrés oxidativo y CP, los trabajos sobre estrés
oxidativo y liquido seminal aportan las mayores referencias sobre metodologia de

cuantificaciéon de ERO, dada la conocida relacidn entre el exceso de ERO en el medio

111,112

seminal y la alteracidon de la funcion espermatica , asi como, su consecuente

|155

implicacion en el tratamiento del vardn infértil™". Los ensayos de quimioluminiscencia

de Plante™®

, que cuantifico las ERO liberadas al liquido seminal por espermatozoides y
neutrdfilos del eyaculado a través de la actividad catalasa y superdxido dismutasa o las
observaciones del grupo de De Grey*’, que evalud las ERO presentes en la membrana
plasmdtica del espermatozoide mediante ensayo NBT, constituyen algunos ejemplos.
Sin embargo, no se han hallado datos de cuantificacion de ERO liberadas por la célula

prostatica epitelial al liquido seminal, ni publicaciones sobre la relacién entre los

niveles de ERO seminales y la presencia de CP.
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La Unicas referencias sobre la relacion entre semen, estrés oxidativo y CP proceden de
los trabajos de Ronquist'*® y Tappel**, en los que se sugiere que el epitelio prostatico
secreta unas estructuras denominadas prostasomas cuya accién oxidante podria
inducir, sobre el propio epitelio, fendmenos de carcinogénesis. Ronquist113 define los
prostasomas como granulos de secrecién submicrénicos producidos, almacenados y
secretados por las células epiteliales de la prostata humana, cuya principal funcién es
proteger y promover la motilidad progresiva de los espermatozoides a lo largo del
tracto genital femenino en su camino hacia el évulo. Sin embargo, a partir de los 50
afos, los prostasomas parecen volverse contra la célula huésped, propiciando la
transicion de la célula epitelial prostatica normal a célula neoplasica y, con ello, sentar
los cimientos de la elevada prevalencia del CP del vardn relacionada con la edad.

|114

Tappel ™" atribuye este mecanismo de carcinogénesis prostatica a procesos oxidativos

inducidos por enzimas hidroliticas presentes en el interior de los prostasomas.

Por tanto, aunque se ha demostrado un metabolismo oxidativo diferencial en células
malignas del epitelio secretor prostatico con respecto a células prostéticas sanas®,
este hecho, no se ha podido extrapolar a la actividad oxidativa del plasma seminal
determinada mediante el test NBT en la muestra de varones analizada en el presente
estudio. La ausencia de asociacidon entre los niveles de ERO en plasma seminal y el
resultado de la biopsia prostatica, podria deberse a varios factores: en primer lugar, a
factores relacionados con las caracteristicas de las muestras analizadas (plasma
seminal y biopsia prostatica) y, en segundo lugar, a factores referidos a la metodologia
de trabajo para la medicion del estrés oxidativo seminal. Estos factores, a su vez,

constituyen limitaciones del presente estudio y se exponen a continuacion.
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Factores relacionados con caracteristicas de las muestras analizadas

e El semen eyaculado se compone de una fracciéon corpuscular formada por
espermatozoides, leucocitos, células germinales inmaduras y células epiteliales
exfoliadas y de una fraccion plasmatica producida en las glandulas sexuales accesorias,
es decir, en vesiculas seminales, préstata y glandulas bulbo-uretrales'®. El presente
trabajo se centré en el andlisis de las ERO presentes en la fraccién plasmatica, la cual,
contiene la secrecién de la glandula prostdtica, tejido diana a estudio, pero équé
fraccién de ERO procede Unicamente de la secrecidn prostatica en cada muestra
seminal? No existen estudios que pueden dar una respuesta exacta a esta pregunta,
aunque si aproximada; el grupo de Ronquist™*®, mediante la determinacién de cationes
bivalentes de magnesio, zinc y calcio en semen, sugiere que las dos primeras fracciones
del eyaculado representan la contribucidon prostatica, mientras que las dos ultimas,
representan el aporte de las vesiculas seminales, en cuyo epitelio, se ha documentado
que existe un estado oxidativo basal elevado®. Por otra parte, los ensayos con
biomarcadores urinarios, cuyo objetivo es detectar genes y proteinas procedentes de

146-148

células prostaticas neoplasicas , ofrecen una alternativa a este problema, ya que,

19 en lugar de

trabajan con el plasma seminal tras masaje prostatico estandarizado
hacerlo con la muestra del semen total eyaculado, lo cual, aumenta la seguridad de

gue, dicha muestra, proceda de la préstata, pero no al 100%.

Por tanto, el presente trabajo coincide con las observaciones de Cazares'®’ en que el
estudio de biomarcadores especificos de CP a través del andlisis de las secreciones
prostaticas resulta muy complejo, debido a la dificultad para aislar la secrecién

prostatica del resto de componentes del plasma seminal.
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e Otro factor limitante fue la sensibilidad diagndstica de la biopsia prostatica,
segunda muestra bioldgica analizada en el presente estudio. Esta limitacion, basada en
el hecho de tomar la biopsia prostatica como referencia estandar para el diagnodstico
de CP, también estd presente y se ha descrito ampliamente en numerosos ensayos de

validacién clinica de biomarcadores diagndsticos de CP**¢14%,

En el presente estudio se tomaron 10 biopsias de la zona periférica lateral y media,

|160

zonas de maxima deteccidn de focos de CP segun la literatura actual™". Sin embargo,

la baja sensibilidad de la biopsia prostatica®>%, asi como, su elevada tasa de falsos

negativos~®°%61

podrian explicar, en parte, la ausencia de diferencias significativas en
los niveles de ERO en plasma seminal entre los subgrupos.

Segun Djavan55, las BP conducen frecuentemente a muestras no representativas, en las
gue solo se detecta CP en el 30% de los varones con niveles elevados de PSA. Otras
series muestran sensibilidades que oscilan entre el 45 al 77% >537 En este sentido, uno
de los trabajos de mayor trascendencia fué el realizado en 2007 por Haas'®’; el autor y
su equipo investigaron la sensibilidad de varios regimenes de biopsia, con extraccion
de diferente numero de cilindros en diferentes localizaciones para la deteccion de CP a
partir de especimenes procedentes de autopsias. Se observd que la sensibilidad de las
biopsias de 12 cilindros (que incluian zona lateral y media periférica) era similar a la de
las biopsias de 18 cilindros (que ademas de la zona periférica incluian la zona central),
concluyendo que la exactitud de la deteccion del CP depende en mayor grado de la
localizacion anatdomica de donde se toman las biopsias que del niumero de biopsias
tomadas, ya que, la mayoria de los canceres se detectaron en biopsias de la zona
periférica lateral y media. Recientemente se ha comunicado una tasa de un 33% de
focos de CP clinicamente significativo en el lobulo contralateral de piezas de
prostatectomia radical que la biopsia por dodecantes no detect6'®, hecho que
coincide con los datos de Eichler®™ en los que la tasa de falsos negativos de la BP
asciende hasta el 30%. Otras series sefialan una tasa de falsos negativos de la biopsia

incluso superior al 30% a pesar de aumentar el nimero de cilindros obtenido*®.
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Factores relacionados con la metodologia de trabajo para la medicion del estrés

oxidativo

e A pesar de que existen informes de que, sélo una pequefia proporciéon de ERO
sy . . 156 . . . .
espermatico, se libera a nivel extracelular™", para evitar la posible interferencia de las
ERO procedentes de la fraccion celular en las ERO plasmaticas, se separaron ambas
fracciones en cada muestra mediante centrifugacidn, desechando la fraccion celular.
No obstante, se ha descrito que, la técnica de centrifugacion, puede aumentar la
produccién de ERO espermatico’®. Por tanto, los niveles de ERO de las muestras de
plasma seminal pudieron alterarse por el propio proceso de separaciéon de las

fracciones seminales.

* En la mayoria de publicaciones de referencia, el estrés oxidativo se cuantifica
mediante deteccion de la actividad enzimatica REDOX, a través de sondas
quimioluminiscentes como la lucigenina®®, dada la gran implicacién de los sistemas

enzimaticos en los procesos de produccién y detoxificacién de ERO™**

. Sin embargo,
en el presente estudio, se optd por la cuantificacion del estrés oxidativo mediante el
test NBT, lo cual, es debido a dos motivos. En primer lugar, porque los ensayos de
guimioluminiscencia presentan importantes inconvenientes; las sondas son
extremadamente sensibles a reaccionar con otros sustratos presentes en el medio y
sus unidades molares son dificiles de calibrar'®®. En segudo lugar, porque Aitken'® y
Krausz'®®, a través de sus multiples observaciones sobre la relacién entre leucospermia
e infertilidad masculina, proponen el ensayo NBT como alternativa mas sencilla y
econdémica para cuantificar las ERO seminales y, tanto la sencillez, como la

reproducibilidad practica de la técnica de medicion de ERO, formaban parte de la

justificacion de este trabajo.
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El ensayo NBT es un método indirecto de cuantificacion de ERO que aprovecha una
reaccion quimica (reduccién del nitroazul de tetrazolio) para agotar las ERO presentes
en una muestra, dando lugar a un producto (cristales insolubles de formazan) cuya

absorbancia se correlaciona con la proporcién de ERO en dicha muestra®” 2%,y

no
de los inconvenientes del uso de esta técnica es que, las publicaciones en las que se
utiliza el ensayo NBT, al tener como objetivo el estudio de poblaciones de varones
infértiles, se centran en el andlisis de los niveles intraespermaticos de ERO,
descartando el plasma seminal™™?, de modo gue se deconocen sus valores de
referencia o rangos de normalidad en esta fraccién del liqguido seminal. Otra de las
posibles interpretaciones del presente resultado podria atribuirse a que el método
empleado no haya sido suficientemente sensible para detectar diferencias sutiles de
los niveles de ERO entre varones con CP y varones sin CP en la biopsia. Este
inconveniente también estd presente en otros trabajos como el de Hoque™,
previamente expuesto, o el de Bostwick®’, que utilizé varias técnicas de cuantificacién
de ERO: secuenciacién de ADN, ensayo inmunohistoquimico, ensayos NBT, etc. para
relacionar la actividad enzimatica antioxidante y el dafio oxidativo tisular con CP en

piezas de prostatectomia.

e El grupo de Tunc™ observé que, el plasma seminal exento de fraccién celular,
tiene capacidad de reducir el compuesto NBT a formazan. Esto puede deberse a la
existencia de altas concentraciones de peroxido de hidrégeno y de NADPH en el
plasma seminal, potenciales promotores de fendmenos de auto-oxidacion'*® y cuya
presencia en las muestras seminales del estudio no fué determinada. Tampoco se
cuantifico el efecto antioxidante del plasma seminal procedente de sistemas
enzimaticos, como la superéxido desmutasa vy la glutation peroxidasa’ y de sistemas

no enzimaticos, como el acido ascérbico™ .
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Se puede decir, por tanto, que las mediciones del estrés oxidativo en muestras

bioldgicas no son sencillas, ni siquiera con métodos directos'?***

y que cuantificar de
manera exacta el computo global de los elementos oxidantes y antioxidantes en cada
muestra de plasma seminal es muy complejo, asi como, conocer qué fraccién de ERO
es atribuible a la presencia de CP, qué fraccién procede de otros fendmenos, tales
como, la auto-oxidacion y qué fraccidn es neutralizada por la maquinaria antioxidante

seminal.

Por otro lado, Oberley® realiz6 una observacion interesante a partir de estudios que
relacionan dano oxidativo con CP, y es que, la mayoria de ellos, cuantifican la actividad
oxidativa a nivel tisular y no a nivel celular. Por tanto, cuando se trata de medir niveles
de ERO quizas lo ideal fuera realizarlo a nivel intracelular, dado que, se trata de
metabolitos muy reactivos cuyos niveles pueden variar momentaneamente. El
conocimiento de los niveles exactos de ERO podria ser determinante para interpretar
sus efectos bioldgicos, ya que, existe evidencia que indica que la generacidon de ERO
puede inducir, por determinadas vias de sefalizacion, no sdlo fendmenos de

supervivencia celular sino también fendmenos de apoptosis en células neopldsicas

166,167, 8

prostaticas ; Afanas'ev’®® sugiere que los efectos positivos del estrés oxidativo
frente a los negativos podrian depender, concretamente, de los niveles de ERO:
pequefios niveles estimularian la supervivencia celular y altos niveles podrian resultar

en apoptosis, considerandose el computo total de ERO un arma de doble filo.
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Una vez valorados los factores limitantes del presente trabajo, se analizd la posible
relacion entre el resultado de la biopsia prostatica y otras variables descriptivas: edad,
PSA plasmatico total y volumen prostatico.

Los varones con biopsia positiva fueron significativamente mdas mayores que los
varones con biopsia negativa; de acuerdo con los datos de la literatura existe mayor
riesgo de CP a medida que aumenta la edad®”*®.

En el presente estudio, los varones con biopsia positiva no presentaron mayor valor
promedio de PSA plasmatico total que los varones con biopsia negativa, lo cual, es
coherente con los resultados de Ornstein®!, que estimé que el 75% de los hombres
con PSA total elevado no presentan CP, sino otras alteraciones histopatoldgicas como
HBP, inflamacién o infarto prostatico. El estudio del nivel de PSA total se consideré de
interés para conocer si dicho valor era mas elevado en varones neoplasicos, sin
embargo, el PSA total, dentro del rango de sospecha (4 ng/ml-20 ng/ml), no constituyd
un parametro diferencial entre los dos subgrupos, siendo congruente dicho resultado
al obtenido por Kanyong®®, que sefiala que la mayoria de hombres diagnosticados de
CP presentan niveles de PSA sérico en el rango entre 2,5y 10 ng/ml.

Posteriormente, se evalud la mediana del volumen prostatico ecografico transrectal
por subgrupos segun el resultado de la biopsia, sin observar diferencias significativas
entre ambos. El andlisis de este parametro se realizd porque algunos autores han
observado que puede influir en la sensibilidad de la biopsia; Uzzo'"° reportd, en una
revision de 1.021 biopsias por sextantes, que la tasa de biopsias positivas fue
significativamente mayor en hombres con un volumen prostatico inferior a 50 ml
(38%) en comparacién con hombres que tenian voliUmenes superiores o iguales a 50 ml
(23%). El grupo de Remzi'’* hallé mayor probabilidad de segunda biopsia positiva tras
una primera negativa a mayor volumen prostatico, es decir, menor sensibilidad
diagndstica de la primera biopsia a mayor volumen prostatico.

En el presente estudio no se hallaron diferencias significativas en la mediana del
volumen prostatico por subgrupos de biopsia, con lo cual, se podia considerar una

sensibilidad de la biopsia basal similar entre ambos subgrupos, segun los datos previos.
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El primero de los objetivos secundarios del presente trabajo fué evaluar la utilidad de
los niveles de estrés oxidativo en plasma seminal como marcador prondstico de CP.
Para ello, se estudid su posible relacion con parametros histolégicos de riesgo de
recurrencia, tales como, la carga tumoral o el grado de diferenciacién celular** %24,
La carga tumoral se estudid mediante la fraccion de cilindros afectados por tumor,
estableciéndose dos subgrupos: varones con fraccién de cilindros afectados inferior o
igual al 50% y varones con fraccién de cilindros afectados superior al 50%. También se
clasificaron los varones con biopsia positiva en cuatro subgrupos, segun la puntuacién
de Gleason observada en la biopsia: grupo Gleason 6, grupo Gleason 7, grupo Gleason
8 y grupo Gleason 9. Los sujetos de peor prondstico (varones con afectacion de mas
del 50% de los cilindros y varones con grados de Gleason 8 y 9) no presentaron
mayores niveles medios de ERO que los varones de mejor prondstico histoldgico. El
analisis de regresidn lineal no evidencid correlacion entre los niveles de ERO y el grado
Gleason. Por un lado, estos datos contrastan con algunos de los publicados en la
literatura, segln los cuales, mayores niveles de ERO se asocian a cancer de peor
prondstico; Nguyen®® observé que la sobreexpresion de la proteina de membrana tipo
1 metaloproteasa (MT1-MMP) en células malignas prostaticas, a través de la induccién
de un incremento de los niveles de ERO, daba lugar a un fenotipo de CP mas agresivo;
Mori'’? informé sobre la conversion de células epiteliales mamarias a un fenotipo mas
maligno al exponerlas a concentraciones de perdxido de hidrégeno durante un periodo
-153

prolongado de tiempo. En contra de estos resultados, Battisti™" no halld diferencias en

el estatus oxidativo de los pacientes con CP localizado o metastasico.
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Por otro lado, los resultados del subandlisis del presente trabajo fueron esperables,
dada la ausencia inicial de relacidon entre los niveles de ERO en plasma seminal a través
del test NBT y el diagndstico de CP y la limitacidn que supone un menor numero de
varones analizados por subgrupo para este objetivo secundario. Sin embargo, se
deseaba conocer si los niveles de ERO en plasma seminal, en el grupo de biopsia
positiva, presentaban una tendencia al aumento en los varones con CP de peor
prondstico. Para entender la disparidad de los resultados obtenidos con respecto a los
datos de Ila literatura previa, se debe tener en cuenta que los estudios

9172 tilizaron cultivos celulares de tumores inducidos en el modelo

mencionados
animal (ratdn), no biopsias prostaticas en humanos y la medicién de ERO se realizd a
nivel intracelular con técnicas de citometria de flujo y microscopio de fluorescencia, es
decir, se trata de ensayos no comparables a efectos de tipo de disefio de estudio y

metodologia de medicidén de estrés oxidativo.

Otro de los objetivos secundarios fué analizar la relacidon del estrés oxidativo en
plasma seminal con otras variables relevantes en el varon con sospecha de CP: edad,
tacto rectal y volumen prostatico.

La edad avanzada se asocia a una mayor tasa de incidencia de enfermedades

comunes de la préstata incluyendo la HBP y el CP**'7

. En primer lugar se establecié
la edad de 60 afios como punto de corte arbitrario. Los resultados no mostraron
diferencias significativas entre el subgrupo "junior" y el subgrupo "senior" en cuanto
a los niveles de PSA plasmatico total ni en cuanto al volumen medio prostatico, es
decir, los varones mas mayores de la poblacidon a estudio no presentaron mayores

niveles de PSA total ni mayor volumen prostatico que los mas jévenes, pero, iqué fué

de los niveles de estrés oxidativo del liquido seminal en relacion a la edad?.
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Segun la literatura, los niveles de ERO en los tejidos aumentan con la edad, ya que, se
ha observado que los radicales libres, a través del dafo continuo a lipidos, proteinas
y acidos nucleicos, estan involucrados en la produccién de los cambios asociados al

envejecimiento celular’®*®®.

Sin embargo, a diferencia de los datos publicados
previamente, en el presente estudio no se observaron diferencias en cuanto al estrés
oxidativo en plasma seminal mediante el test NBT entre el grupo de varones de edad
inferior a 60 afios y el grupo de varones mayores de 60 afios. Del mismo modo que
sucede con los niveles de ERO y los factores de mal prondstico histoldgico, la mayoria
de los estudios que relacionan ERO y envejecimiento se basan en ensayos con células
de ratén cultivadas con oxidantes, antioxidantes o agentes que alteran procesos

especificos” %, especialmente, las vias de reparacién del ADN*"*

, por tanto, hay que
tener en cuenta que las asociaciones halladas en el modelo animal pueden no ser
extrapolables al modelo humano, ya que, las vias de respuesta al dafio oxidativo
pueden diferir entre especies. Por otra parte, las conclusiones basadas en cultivos

celulares humanos in vitro pueden no reflejar los procesos o las respuestas in vivo.

En lo que respecta a la relacién estrés oxidativo - tacto rectal (TR), no se hallaron
diferencias significativas en los niveles de ERO entre los grupos TR sospechoso / TR no
sospechoso, por tanto, la determinacién del estrés oxidativo en plasma seminal
mediante el test NBT no contribuyd a mejorar la sensibilidad de la prueba del TR en el
sujeto con sospecha analitica de CP. La palpacion digital prostatica constituye una
herramienta de uso rutinario en la deteccién clinica de CP, ya que, la mayoria de
tumores prostéticos se localizan en la zona periférica’®. Segun la literatura, en
aproximadamente el 18% de los varones puede identificarse un CP a partir de un TR

1011 "pel total de sujetos incluidos en el estudio, sélo el 11,1% presentaron

sospechoso
un TR sospechoso de CP, representando un 21,7% de aquéllos con biopsia positiva. No
obstante, todos los varones con TR sospechoso, presentaron CP. Por tanto, la prueba
del TR fué una herramienta de elevado valor predictivo positivo en la muestra

analizada, aunque de baja sensibilidad, tal y como sefala la literatura.
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La presencia de un tumor palpable al TR en forma de ndédulo pétreo o indurado se
. . .. . . , .. 10

asocia a mayor riesgo de tumor indiferenciado, es decir, a peor prondstico . Este dato

se observd en los sujetos del presente estudio; los varones que presentaron un TR

sospechoso obtuvieron los datos histoldgicos de peor prondstico (afectacion de > 50%

de los cilindros y grados de Gleason 8 y 9).

Finalmente, el volumen prostatico también constituyé un pardmetro a analizar, pues la
hiperplasia adenofibromiomatosa es un fendmeno fisiopatoldgico del varén que
acontece, casi de forma constante, a partir de los 50-60 afios® y que, clasicamente,
puede asociarse a un mayor estrés oxidativo prostatico’’”. Los varones del presente
estudio con grandes voliumenes prostaticos (Vol. > 60 ml) no presentaron niveles de
ERO superiores a los de varones con proéstatas de pequeiio volumen (Vol. < 30 ml). En
una revisién reciente de la literatura realizada por Minciullo y cols.'”® se concluye que
los parametros de estrés oxidativo son mas prominentes en pacientes con CP que en
pacientes con HBP y que en controles, no existiendo datos suficientes para confirmar

una secuencia de HBP a CP mediada por un exceso de ERO.
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A pesar de los resultados obtenidos en base a la hipdtesis formulada en este trabajo,
se cree conveniente seguir avanzando en el desarrollo de biomarcadores de CP
relacionados con el estrés oxidativo que sean trasladables a la practica clinica, dada la
documentada presencia de este fendmeno en la carcinogénesis prostatica, la ausencia
de invasividad en la obtencidon de muestras seminales y la sencilla aplicabilidad del

ensayo NBT para la deteccidén de ERO.

El conocimiento y evaluacion exhaustiva de los factores limitantes del presente estudio
podria resultar fundamental como punto de partida para definir nuevas lineas de

investigacion.

Uno de los principales aspectos cuestionables de este trabajo es el uso de la biopsia de

55-58
d

prostata como estandar representativo de CP, dada su baja sensibilida y elevada

°6%0181 por ello, se considera de gran interés y objeto de futuro

tasa de falsos negativos
analisis el estudio prospectivo de los niveles de ERO en plasma seminal de varones
afectos de CP que la biopsia inicial no detectd, utilizando como patrén de referencia de
CP la pieza de prostatectomia radical de los pacientes finalmente intervenidos. El papel
de la RM prostdtica multiparamétrica podria ser prometedor para aumentar la
sensibilidad de la biopsia inicial, dado que permite visualizar focos glandulares con

mayor probabilidad de cancer’, aunque el tiempo y coste de la técnica limita su uso

generalizado a corto y medio plazo™.

Por otro lado, los obstaculos metodoldgicos en la cuantificacién de ERO podrian
abordarse de diferentes maneras: aumentando la potencia estadistica del ensayo NBT
en la deteccién de diferencias en los niveles de ERO entre los subgrupos de varones,
empleando técnicas adicionales para medir y controlar el efecto de la maquinaria

enzimatica anti-oxidante, etc.
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Tal y como apunté Oberley®® en sus investigaciones sobre radicales libres y CP, con el
fin de mejorar la estabilidad de los eventos oxidativos podrian desarrollarse estudios
de cuantificacion de actividad oxidativa a nivel intracelular, del mismo modo que se
emplea el ensayo NBT para medir niveles de ERO intraespermaticos en el estudio del
varén infértil***?°. Las células utilizadas podrian ser las epiteliales obtenidas del
liguido seminal tras masaje prostatico, metodologia similar a los ensayos con
biomarcador PCA3"%1%¢8 E|lo, ademads, podria contribuir a resolver la dificultad de

aislar la secrecién prostatica del resto de componentes del plasma seminal.
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CONCLUSIONES

En base a los resultados obtenidos en esta Tesis doctoral, se pueden establecer las

siguientes conclusiones:

1. En el presente estudio no se ha hallado relacidon entre los niveles de estrés
oxidativo o especies reactivas de oxigeno (ERO) en el plasma seminal y la presencia
de cancer de prostata (CP) en la biopsia prostatica, por tanto, la determinacion del
estrés oxidativo en plasma seminal mediante la técnica del test NBT no ha podido

considerarse como un biomarcador util en el diagndstico de este tipo de neoplasia.

2. No se ha evidenciado una relacidn significativa entre los niveles de ERO en el
plasma seminal y la fraccién de cilindros afectados en el grupo de varones con
biopsia positiva, no pudiendo considerarse un factor predictor de mal prondstico

de CP en la muestra a estudio.

3. No se ha establecido correlacion significativa entre los niveles de ERO en el
plasma seminal y el grado Gleason en el grupo de varones con biopsia positiva, por
tanto, no pudo considerarse como un biomarcador prondstico util en la muestra a

estudio.

4. No se observaron diferencias en cuanto a los niveles de ERO en plasma seminal
entre el grupo de varones de edad inferior a 60 afios y el grupo de varones
mayores de 60 afios, de lo que se puede concluir que, en la muestra analizada, el

nivel de estrés oxidativo seminal no se encuentra afectado por el factor "edad".
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5. No se hallaron diferencias significativas en cuanto a los niveles de ERO en los
varones con CP clinicamente detectable con respecto a los varones con tacto rectal
no sospechoso. Por tanto, en la muestra estudiada, la determinacion del estrés
oxidativo en plasma seminal no contribuye a mejorar la sensibilidad de la prueba

del tacto rectal en el sujeto con sospecha analitica de CP.

6. No se hallaron diferencias entre los niveles de ERO en plasma seminal y el
volumen prostatico. Por tanto, en la muestra analizada, el nivel de estrés oxidativo

seminal no se encuentra afectado por el factor "volumen prostatico".
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ANEXO |I. Limites de referencia para las caracteristicas del liquido
seminal.

Fuente: WHO laboratory manual for the examination and processing of human semen. 52 Ed. World
Health Organization, 2010.

Parametro Limite de referencia inferior
Volumen seminal >1,5mL
N¢ total de espermatozoides > 39 millones / eyaculado
Concentracion de espermatozoides 15 millones / mL
Progresiva rapida (a+b) >32%
Cualquier tipo
> 40%
Movilidad (a+b+c)
Inmaviles <22%
Vitalidad (espermatozoides vivos) > 58%
Morfologia > 4% normales
Otros valores umbral de consenso
pH 27,2
Aglutinacion 1-4
Leucocitos positivos para peroxidasa <1 milléon / mL
Test MAR* (espermatozoides méviles con
<50%
particulas adheridas)
Inmonobead test (espermatozoides maviles con
<50%
microcuentas adheridas)
Zinc > 2,4 umol / eyaculado
Fructosa > 13 umol / eyaculado
Citratos <50 umol / eyaculado
a-glucosidasa > 20 umol / eyaculado

*MAR = Reaccion mixta de antiglobulinas
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INFORME DEL COMITE ETICO DE INVESTIGACION CLINICA

Coloma Moreno Quiroga, secretaria técnica del Comité Etico de Investigacién Clinica de la
Corporacid Sanitaria Parc Tauli,

HAGO CONSTAR:

Que el proyecto titulado “Determinacién del stress oxidativo en plasma seminal como
parametro diagndstico en pacientes con cancer de préstata”, en el que consta Miriam
Barrio Mufoz, como investigadora principal del proyecto, cumple con los requisitos
metodoldgicos, éticos y legales necesarios para ser llevado a cabo.

Que este proyecto serd presentado a la Convocatoria de Ayudas Merck Serono de
Investigacion 2014.

Que el proyecto mencionado quedard sujeto a las normas de seguimiento que tiene
establecidas el Comité Etico de Investigacion Clinica de este centro.

Que la Oficina de Investigacién de la CSPT expresa su total disposicién a dar cuantas
facilidades estén a su alcance para el mejor desarrollo del estudio, en el caso de que éste
pueda llevarse a cabo.

Coloma Moreno

Sabadell, 28 d’octubre de 2013
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INFORME DEL COMITE ETICO DE INVESTIGACION CLINICA

Dofia COLOMA MORENO QUIROGA, Secretaria del Comité Etico de Investigacion Clinica
de la CORPORACIO SANITARIA PARC TAULI DE SABADELL (Barcelona)

CERTIFICA

Que este Comité ha evaluado la propuesta del promotor BECA CIR c6digo CIR2012/029
para que se realice el estudio titulado: "Determinacion del stress oxidativo en plasma
seminal como parametro diagnéstico en pacientes con cancer de prostata” del protocolo
y considera que:

1. Se cumplen los requisitos necesarios de idoneidad del protocolo en relacion con
los objetivos del estudio y estan justificados los riesgos y molestias previsible para
el sujeto.

2: La capacidad del investigador y los medios disponibles son apropiados para llevar

a cabo el estudio.

3 Son adecuados tanto el procedimiento para obtener el consentimiento informado
como la compensacion prevista para los sujetos por dafios que pudiera derivarse
de su participacion en el estudio.

4. El alcance de las compensaciones econdmicas previstas no interfiere con el
respeto a los postulados éticos.

5, Y que el Comité acepta que dicho estudio sea realizado en el Corporac;ié Sanitaria
Parc Tauli de SABADELL por BARRIO MUNOZ MIRIAM y ABAD GAIRIN
CARLOS, como investigadores principales.

Lo que firma en SABADELL a martes, 26 marzo 2013

Firmado:

(O 0

Dra. Coloma Moreno Quiroga
Ref.: 2013533
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ANEXO Ill. Hoja Informativa y de Hoja de Consentimiento Informado

a) Hoja de informacidn al paciente

TiITULO DEL ESTUDIO: Determinacion del estrés oxidativo en plasma seminal como
parametro diagndstico en pacientes con cancer de prostata.

INVESTIGADOR PRINCIPAL: Miriam Barrio Mufioz, Servicio Urologia. Telf. Contacto 93
937231010

CENTRO: Corporacion Sanitaria Parc Tauli. Hospital de Sabadell.

INTRODUCCION

Nos dirigimos a usted para informarle sobre un estudio de investigacidon en el que se le
invita a participar. El estudio ha sido aprobado por el Comité Etico de Investigacion
Clinica correspondiente y la Agencia Espafiola del Medicamento y Productos Sanitarios,
de acuerdo a la legislacion vigente, el Real Decreto 223/2004, de 6 de febrero, por el
que se regulan los ensayos clinicos con medicamentos.

Nuestra intencidn es tan solo que usted reciba la informacidén correcta y suficiente
para que pueda evaluar y juzgar si quiere o no participar en este estudio. Para ello lea
esta hoja informativa con atencién y nosotros le aclararemos las dudas que le puedan
surgir después de la explicacion. Ademds, puede consultar con las personas que
considere oportuno.

PARTICIPACION VOLUNTARIA

Debe saber que su participacion en este estudio es voluntaria y que puede decidir no
participar o cambiar su decision y retirar el consentimiento en cualquier momento, sin
gue por ello se altere la relacion con su médico ni se produzca perjuicio alguno en su
tratamiento.

DESCRIPCION GENERAL DEL ESTUDIO

Este estudio consiste en el anadlisis de un determinado parametro bioquimico (estrés
oxidativo) en el semen de las personas candidatas a una biopsia prostatica indicada
por el Urdlogo.

El objetivo principal de este estudio es conocer si existe relacion entre este parametro
y la presencia de cancer de préstata en la biopsia.

A largo plazo se desea obtener una informacion que, complementando a las pruebas
actuales, permita mejorar la seleccion del sujeto candidato a biopsia y con ello evitar
biopsias innecesarias.

La persona candidata a la biopsia de prdstata Unicamente deberd aportar una muestra
de semen obtenida por masturbacién de 1 a 7 dias antes de la biopsia.
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Instrucciones de obtencion y entrega de la muestra:
- Se depositara en un recipiente facilitado por el Urélogo en la consulta.

- La obtencién de la muestra debera realizarse una hora antes de su entrega en el
edificio UDIAT (en el mostrador “Entrega de muestras”). El horario de entrega de
muestras es: los lunes de 8 a 10 de la mafiana.

- Se entregard identificada junto a una hoja de solicitud de analisis de la muestra
facilitada por el Urdlogo en la consulta.

El participante no tendra que entregar mas muestras ni someterse a ninguna otra
prueba afiadida al proceso diagndstico habitual llevado a cabo por el Urélogo.

Los resultados obtenidos seran confidenciales y si el voluntario lo desea podran serle
comunicados.

BENEFICIOS Y RIESGOS DERIVADOS DE SU PARTICIPACION EN EL ESTUDIO

Es posible que el sujeto sometido al estudio no obtenga ningun beneficio para su salud
por participar en este estudio, no obstante, el objetivo del estudio es beneficiar a largo
plazo a futuros sujetos en la misma situacién que los voluntarios actuales.

No existen riesgos ni efectos adversos asociados para el participante, ya que, el analisis
de la muestra no implicard la realizacion de pruebas sobreafiadidas al proceso
diagndstico habitual indicado por el Urdlogo.

El médico responsable del estudio le dard mas informacidn si el participante lo desea.

CONFIDENCIALIDAD

El tratamiento, la comunicacién y la cesidn de los datos de caracter personal de todos
los sujetos participantes se ajustara a lo dispuesto en la Ley Organica 15/1999, de 13
de diciembre de proteccion de datos de caracter personal. De acuerdo a lo que
establece la legislacion mencionada, usted puede ejercer los derechos de acceso,
modificacion, oposicidon y cancelacion de datos, para lo cual deberd dirigirse a su
médico del estudio.

Los datos recogidos para el estudio estaran identificados mediante un cddigo y sdélo su
médico del estudio/colaboradores podran relacionar dichos datos con usted y con su
historia clinica. Por lo tanto, su identidad no serd revelada a persona alguna excepto en
caso de urgencia médica o requerimiento legal.

Sélo se transmitirdn a terceros y a otros paises los datos recogidos para el estudio que
en ningun caso contendrdn informacién que le pueda identificar directamente, como
nombre y apellidos, iniciales, direccidén, n2 de la seguridad social, etc. En el caso de que
se produzca esta cesidn, sera para los mismos fines del estudio descrito y garantizando
la confidencialidad como minimo con el nivel de proteccién de la legislacién vigente en
nuestro pais.
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El acceso a su informacién personal quedarad restringido al médico del
estudio/colaboradores, autoridades sanitarias (Agencia Espafiola del Medicamento y
Productos Sanitarios), al Comité Etico de Investigacién Clinica y personal autorizado
por el promotor, cuando lo precisen para comprobar los datos y procedimientos del
estudio, pero siempre manteniendo la confidencialidad de los mismos de acuerdo a la
legislacidn vigente.

COMPENSACION ECONOMICA

El promotor del estudio es el responsable de gestionar la financiacién del mismo. Para
la realizacién del estudio el promotor del mismo ha firmado un contrato con el centro
donde se va a realizar y con el médico del estudio.

Su participacion en el estudio sdlo le supondra el traslado a nuestro centro el dia de la
entrega de la muestra y no le comportara un aumento en el nimero de visitas con el
Urdlogo ni con otros profesionales médicos. La participaciéon en este estudio sera
voluntaria y no compensada econémicamente.

OTRA INFORMACION RELEVANTE

Cualquier nueva informacion que pueda afectar a su disposicién para participar en el
estudio, que se descubra durante su participacion, le serd comunicada por su médico
lo antes posible.

Si usted decide retirar el consentimiento para participar en este estudio, ningun dato
nuevo sera afnadido a la base de datos y, puede exigir la destruccién de todas las
muestras identificables previamente retenidas para evitar la realizacion de nuevos
analisis.

También debe saber que puede ser excluido del estudio si el promotor o los
investigadores del estudio lo consideran oportuno. En cualquiera de los casos, usted
recibira una explicacion adecuada del motivo que ha ocasionado su retirada del
estudio.

Al firmar la hoja de consentimiento adjunta, se compromete a cumplir con los
procedimientos del estudio que se le han expuesto.
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b) Hoja de Consentimiento Informado para el paciente

Cddigo y/o titulo del estudio: Determinacion del estrés oxidativo en plasma seminal
como parametro diagndstico en pacientes con cancer de prostata.

R o TSR (nombre y apellidos)

He leido la hoja de informacién que se me ha entregado.
He podido hacer preguntas sobre el estudio.
He recibido suficiente informacion sobre el estudio.
He hablado con Dra. Miriam Barrio Mufioz
Comprendo que mi participacion es voluntaria.
Comprendo que puedo retirarme del estudio:

1. Cuando quiera.

2. Sin tener que dar explicaciones.

3. Sin que esto repercuta en mis cuidados médicos.

Presto libremente mi conformidad para participar en el estudio y doy mi
consentimiento para el acceso y utilizacion de mis datos en las condiciones
detalladas en la hoja de informacion

Firma del paciente Firma del Investigador
Nombre Nombre
Fecha Fecha
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ANEXO IV. Publicaciones cientificas.

Articulo publicado en European Journal of Cancer Prevention.

"Diagnosis of prostate cancer by analyzing oxidative stress in human seminal plasma:

developing unsophisticated tools for noninvasive prostate cancer diagnosis."
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Research paper 1

Diagnosis of prostate cancer by analyzing oxidative stress
in human seminal plasma: developing unsophisticated tools
for noninvasive prostate cancer diagnosis

Barrio-Mufioz Miriam®, Abad-Gairin Carlos®, Amengual-Guedan M. José® and

Prats-Lopez Joan®

Prostate-specific antigen blood testing has improved early
detection of prostate cancer (PCal; however, PCa mortality
has not decreased accordingly and a prostate biopsy is still
required for a definitive diagnosis. Proteomic biomarker
screening in easily available body fluids such as seminal
plasma is now increasingly being proposed as a solution to
improve PCa detection and prognosis. PCa cells typically
produce high levels of reactive cxygen species (ROSL In
this study, we therefore investigated ROS levels in semen
samphes from patients with a negative or a positive prostate
bicpsy to predict PCa diagnosis. Multiple clinicopathological
parameters (digital rectal examination, prostate-specific
antigen scoring, prostate biopsy, and ROS levels) of patients.
examined for PCa were measured. Mo significant
differences in ROS levels were detected in relation to PCa
diagnosis. Although seminal plasma is a welksuited
medium for prostate-related biomarkers, no significant

Introduction

Pmstte cancer (PCa) i globally the second mose fre-
quenty disgnosed cancer in men (Jemal of af, 2001
Estimates of PCa for 2004 indicate 233 000 new cases and
over 29000 deaths in the USA alone (Siegel of o, 20141
PCa screening has increased murkedly over the lase
decades, in large part because of the development of the
prostate-specific antgen (PSA) blood test. Although PSA
tesong mproved eady detecoon of PCa (Miller a0 af,
2003; Schrider o &, 2002}, no significant mprovement
in PCa monalicy emerged fom o (e o al, 2003L
Elevated PSA levels are also found in bemign prstatic
hypertmphy, aoute and chronic proscatitis, and other
nonmalignant conditions, confounding  accurae PCa
diagnosis (Nadler o af, 1995 Loeh & af, 2009). As a
result, ovendignoss of low-risk PCa increases up to 60%
(Welch and Black, 20100, which poses a serious risk of
iwvertreatment and associated side effects such as urinary
incontinence and sexoal impotence,

The two other main screening methods consist of digiesl
rectal  examination  (IDRE}  and  tmnsrectal  ulera-
sonography. DRE s imited w the dewection of palpable
mmors, and ransrects] ulrasonography has good sensi-
ovity but lacks specificity (Pinto o e, 2001; Felgueins
o al, 2014} Toesmblish a definitive dingnosis, a prostate
08538278 Cappight © 2015 Wilars Kuwar Hoalfy ko Al fighta rnsaresd.
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differences in ROS levels wemn observed betwean the
patient groups. Comparnson with ROS levels encountered in
semen of larger patient groups is the next

logical step. Ewropean Journal of Cancer Prevention
00000-000 Copyright € 2015 Wolters Kluwer Health, Inc.
All rights reserwed.

Evropoan Jounal of Cancer Prevension 2045, Gde000-000

Kaywords: oxidatve stress, prostate cancer, reaciive oxygen species,
sominal plasma
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biopsy is therefore always mequired (Ukimura of sl 2003),
More meendy, actuve surveillance of patients and iden-
tification of new biomarkers ane proposed measures o
stratify POa severity and w predict disease pmgression
(Bul & o, 2013; Felgueiras o af, 2004). This is of major
impornee a8 PCa remains fairly asymptomatic until
reaching an advianced smpe with memstanc potential
(Bubendorf & o, 2HK). These metastses pomariby
affect bone, lung, and hiver gssees and are the main
camse of Pla morealicy (Arva & af, 20061
Complementing current screening methods with pro-
teomic biomatcer soreeming, preferably in body flueds, s
proposed  to improve PCa detection and  prognosis
(Fredoling ef af, 2000; You ef ad, 2010; Felgueiras e al,
2004y (me example s the pmteome analyvsis of first-
stream wrine by capillary electrophoresis mass spectro-
metry, which shows 90% sensiovity and 61% specificity
for PCa dewection {Theodorescu of af, 2008; Schiffer
et ah,, 2012} Although sampling body flinds proxamal o
the prostace glind s important, unne has the dis-
gdvanmges of conmining low concenmations of proteins
(especially lupzer than 750 Da) and high salt concentm-
tons (Worden o al, 2H4) By applving the same
approach o seminal plasma, 2000 different seminal
pepodes were idennobfed, and PCa diagnosis showed 83%
sensitivicy and 67% specificity (Neuhaus of @f, 2013)

D0 100108 DO ELOGO0MO000000E 15
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Another hallmark of PCa s oxdative sress, Compared
with normal prostate cells, PCa cells produce higher
levels of mactive oxvgen species (ROS), in panicular
when showing 2 metasotic phenotype (Kumar o alf,
2008; Battisa e of, 200111 These authors recommend that
the oxudative profile of PUa puoents should be closely
monimred. The aim of chis study was thus m measure
ROIS levels i semimul plasma of patients examimed for
PCa as an additional and precise method to predice PCa
dinpnoss.

Materials and methods

Patient selection

The study included imoally 2 weal of 79 men between 45
and 75 vears of age. Because of the molbcentric nanire of
the study, some partcipants only underwenta pare of the
comprehensive bamery of tests for PCa exymination.
Therefore, 36 incomplete dita sews were excluded from
the study. Complete clinicopathological parametens were
dvailable from papents beoween 45 and 75 wvears old
(mean 6L24+7.27) Wntten informed consent was
obtained from all paoens. Clinical exclusion critena were
as follows: patients older than 75 wean, patients with
anejaculation, andfor pagents who had undergone a
previous prstte biopsy,

Physical examinaton
The clinical and laboratory data collected m the con-

sulmoon were ape, towal PSA, freeftoral PSA  rutio,
and DRE,

Two oypes of consistency are defined for describing the
DRE: adenomatous or suspiciows of malignanoy or sus-
picious nodular prostate and prostate neoplasi,

Prostate biopsy

Riopsies were taken by a mained physician following the
hospital’s  midelines,. The technigque was performed
using a transrectdl ultrasound probe [Toshiba Aplio 500,
UMI (Ulerasound Expertise and Solutions. Delivered),
San Jose, Califomit, USA] and an 180G needle after
nfiltration of 5 ml of local anesthenc (2% lidocane) to
each side of the periproststic area. An ulrasound mea-
sumement of prostate volume  was pedormed. The
volume of the prostmte was calculated using the standand
ellipsoid formuta: width » hei ghe x lemgeh < g6, Tencore
needle biopsies were performed, five cores each includ-
ing the mid-peripheral zone and the lateml penipheral
wone, and were sent separtely in formalin for subsequent
hismlogical srody.

ROS determination in seminal plasma

Patients provided o semen sample after 3 davs of sexual
ahstnence. Fresh ejaculate was atlowed to hguefy and a
small amount of sample was reserved for the detemi-
mation of sperm parameters (Le. seminogram). The
remaming sample was centrifuged for 10 min © remove
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the sperm cells. Seminal plasma was then analveed using
the nitm blue tetrazohum (NBT) assav as deseribed by
Bachner e af (1976) Briefly, 100p! of seminal plisma
was incubated with an equal volume of NBT working
regpent (1110 diluted by PBS from 0.01% NB'T stocks
Stgma-Aldnch, St Lowis, Missoori, USA) at 37°C for
45 min. Following incubation, the samples were washed
and centrifuged at 500g for Wmin in PRS owice m
remove all esidual NBT solupon. The resolting color
reacoon was measured speomophommerically on a
microplate reader at 530 nm

Statistical analysis

D anabysis was camied out using GraphPad Prsm 50
{GrmphPad Software Inc, La Jolla, Californi, LISAL
Climcopathological parameters were compared using the
nonparametric Kruskal-Wallis test. The level of sipg-
nificunce was established at 95% of the confidence
interval to be considered smostcally significant, When
P owas less than 0005, Dunn'’s multiple companson test
wias performed w compare pairwise conditions.

Results

Correlation of ROS levels with biopsy diagnosis

All clincopathological parameters of patients examined
for PCa are shown in Table 1. PCa grading by the
Gleason score is based on the observed architecture of
the prosmte biopsies onder the microscope (Epstein
et al, 20051 We smned our anabvsis by subdividing our
pabents inm 4 group with @ negative biopsies (hoth left
and right sides free of PCa) and a gmup with posiove
biopsies (left or aght sude with PCa deteced) The
compartsons of all relevant factoes between the neganve
gmup and the positive group are shown in Table 2. No
significant differences in ROS levels (or other Fucmrs)
werne ohserved between both gronps.

Correlation of ROS levels with age

Ape s the most determining factor for PCa seventy
{Felgueins & af, 2014% therefore, our patient group was
subdivided mmw a 'Junior’ groosp and g ‘Senior group.
The cuwff value was 6 vears. The compansons of all
relevant factors between the Jumor group and the Senior
pmoup dre shown in Fable 3, No sgnificant differences in
ROS levels (or other factors) were, however, ohserved
between the groups.

Correlation of ROS levels with DRE

Here, we subdivided our panent group depending on the
outcome of the DRE: etther negative (no abnormalicy
detected ) or posiove (nodule or adenoma detecred). The
comparisons of all relevant factors beoween the negaove
DRE gmup amd the positive DRE group are shown in
Table 4. No significant differences in ROS levels (or
ather factors) were observed betwesn patients with g
normal or 1 cancerows disgnosis
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Table 2 Differences in relevant parameters between patients in

& group with negative blopsies (both left and right sides free of
PCa) and & group with positive biopsies (left or right side with PCa
detected)

Table 8 Classification of ROS levels and relevant semen
parameters sccording to PSA levels

PEA madium
(410 ngémi) PSA high 210 ngémi)
Masgatan biopey Positive biopsy
nan
Moo n diforenc e difierencon
Moan a0 o an a0 agnicani? Maan S0 Maan S0 sgniicant?™
Aga |ynaes) 5763 .38 Hadr 118 No PSA Ingimi 887 140 13.00 1bs Yas
PSA [ngénl a2 M 783 435 Ha Aga fyeary 6187 108 SO0 - Tes Ho
PSA rato 253 aw aIg ag9 o PSA =io aa? A8E 3.0 Tk o
Pratate dma 43040 16.40 A4 1272 L] Prstafosioe 3527 1478 4480 282D o
imi [mi
ROS (Agpny) C.0453F 008TY DQ&5G2 Q0IST ] ROS L T 0050 LT E: 4 o
A e

PCa, pmdals canoor; PSA, pmststespanic antigen; ROS, maciw mipgen
spoCios.

“rumical-Wals tnd. Solowad by Dunn's mulinbe comparson test [P U051

Table 3 Differences in relevant PCa parameters In relation 1o age

PS5 posiatespocic antigon; RS, readtive oggen spocios.

PSA ow: Ccdngimi (n=d; PSA madum: 4 < 10ngémi (n=33); PSA high:
= 10 ngéni fn= 10

*Frusic -l tost. ioliowaed by Dunn's muliple comparmon Sost (P <0008 .

Agn group=60  Ago group 80 Correlation of ROS levels with prostate size
Wi cili s s MNext, the patient goup was clussified socording to their
Maan 50 Mman 5D sgrifican ¥ prostate sige. The following widely accepted scale was
PR Gidt. Aif A5 A68 Y wsed: 0 < 30 ml (small), 30 < 50 mi (medipm}, and = 50 ml
PSA (ngénl TE aM TH8  amn No (large). The multiple compansons of all relevant facoors
2"‘___::"“ agﬁ 1;‘;§ ;"ﬂ: 13‘:‘; i:: in relition to prostate size are shown in Table 5. No
i sipnificant differences in ROS levels (or other ficwrs)

ROS (Amomed) 0881 Q038 00424 Q0TS Mo

Fatanis wore divded nio a hmior” gmoup (<60 yoars; n=21) and a "“Soninr’
group 80 yearms; 0= ).
PCa, pmdata canoor;, PSA posttespecic antigen; ROS, mactwn aipgen

EODTHEL
Fruskal-Wibiln tom {dbvasd by Dunn's mulSpfo comparion st [P 0005).
Table & ROS levels and relevant parameters in seminal

dassified according to & negative DRE result (normal n=14) or &8
positive DRE result (edenoma or nodule detected; n=29)

were observed between these patient subgroups.

Correlation of ROS levels with PSA levels

Finally, the patent group was classified according o their
PSA levels. The smndad cutoff levels of PSA wemr
apphed: O<4ng/ml; 4 <10ng/ml and > 10 ng/ml The
compartsons of all relevant factors beoween patents with
medmn versus high PSA values are shown i Table A

Again, no significant differences 1n ROS levels {or other

Magtia DRE  Pemifin DRE fawrors ) were observed beoveen these paoent subgroups.
Moan difemnons
Maan S50 Maan S0 sigreficant P Discussion
Ao yoaes) 5883 75 6245 732 Na In this paper, we aimed © predict POa dagoosis by
gl’ggﬂ &432 ﬁ ;3; gi: m anahvaing oxidative stress o seminal plasma, A visoal
n : T p 4 X 3
Pt W 1aBi 9694 5008 o representation of all ROS data s summored in Fig. L
el Development of new screening methods for PCa 15
ROS {Amene) Oudad OO0 00481 00385 i

DRE, dgitsl mokl mmminaton; FSA, prostate-gpeniSo antgan; ROS, reactie
0N SR
Kruskal-Wale e, blowed by Dunn's mulipho comparson test [P 0005)

urgenthy mquired as an opomal method s soll loking
DRE has a low specificity and selectivity and s highly
dependent on the udgment of the physician (Olote
ef al, 2007). Prostare biopsy & an invasive procedun,

Tobde 5 ClessHication of ROS levels and relevant semen parameters sccording to prostets volume

‘oloma <30 mi ‘Vohene 30 <50 m Wilurnn 2= 500l Mazn difforence s sigrifcant?™

Maan sD Maan SD Mazn sh Smal v madium Small ve_ lame Madum we largs
Pmstata gzn [mi) 2008 7.4 a9y Bay 8387 1458 Ha Na Ho
Aga {yoam) 8131 7507 6150 787 B0.50 ran? Mo Ma Mo
PSA {ngéni 7am am4 200 51 Bad 453 Na Na Mo
PSA rato a.00 10.08 1007 742 #111 2333 Ma Nao ko
ROS {Amnc el dfand 00918 D008 00038 o080 OsE S Ha Na ko
PSA podats-speadn anigen; ROSE macke oxygen spocos.
Smail: proststa wume <30 ml (0= 1E&); madum: podate volume batween 30 and 50mi (7= 18); larga: posiain wimaz $0mi =351
‘Hrskal-Wals . Solownd by Dunn's mulinks comparson test {P< 00051
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with severe postprocedunl mfections reported (Loeh
a gl 2003} The PSA pest was developed, which s safe
and shows high sensitvity. s major drwhback, however,
s 15 low specificity: for PSA values between 2.6 and
10 ngfml, 1ts specfiity 15 abour 25-35%. As a result,
when a decision for 2 biopsy is solely based on the PSA
test, over 75% of men are predicted to undepo unne-
cessary biopsies (Smith e af, 1997L Although  chis
method his been fine-tuned by the calculition of the
PSA ratio of unbound PSA to total PSA, considemble
contmwersy around the prognostic value of the PSA test
rermains and the United States Preventive Services Task
Force is currendy discouraging its use (Stampfer er af,
2014).

Besudes age, which s the main risk fuctor for PCa, oxi-
dative stress and DNA demage are majpwr contributing
factors (Crupra-Elera o &, 2002} Oxidative stress s
vpically higher in the epithelium of panents with PCa
compared with healthy men, and the generaton of ROS
increases propotionally with the metastatic progression

of PCa (Kumar er &, 2008}

5o what are the future challenges for impmoving PCa
diaggnosis? First, detecton of PCa should be optimized to
be easily dewcred in body flunds such as urine or seminal
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plasma, thereby avoiding the discomfort and potential
side effects of a prostate biopsy for the patients {(Welch
and Black, 2010} Second, a panel of pmteins or octher
molecules should nclude 1 combined high sensiowaty
and specificiey for PCa. One approach is the increasing
wse of proteomics o identify speafic peptides assoctated
with PCa. The choice of body fuid 15 very imporant as
the prreing of imterest shoold be present ar detectable
concenrations. For this reason, the wse of serum from
hlood has led to little success (Ahn and Simpson, 20071
Urine s another easily accessaible body fluid; however,
the high salt concentration and the low protein abun-
dance complicate proteomic analvsis (Norden & ol
2004). In contrst, semminal plasma 5 2 protein-rich. body
flnd (40 mgfml), which, in addition, shows high sample
stability, making it 4 promismg candidaee for probeomics
{Meuhaus ef @l 2013} As 4 result, the field of probeomics
in the study of seminal plisma s growing rapiudly
{Rodrigues-Martinez of @f, 2001} Over 3000 different
proteins in seminal plasma have been wentified o dane
{Drabovich e al, 20014% This integrative approach is
leading m the identification of new biomarkers, some of
which relate to PCa (Rolland e o, 2003} Sendardioation
of methods berween proups s required, and mone
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impomanty, validaoon of an effecove biomadeer for PO
s soll lacking (You er af, 2010,

Nonpeptide biomolecules are 1 complementary soure of
biomadeers fior PCa. One example s soprostanss, which
are the end product of peroxidation of arachidome aced
and considered 2 consistent indicamr of oxidative soess
(Brys et @, 2013). These authors showed that PCa
paticnts show very high levels of sopmstines in urine, a
method that could be valkdated more easly than pm-
eomics, Cur experiments for measuring ROS with the
NBT assay ame alo stmightforward and sensidve in
serninal plasma, Unfortunately, we did not observe any
significant differences in ROS levels in refaton to PCa
pararneters:  This o most likely because of the high
vanability of the dam set and could probably be amelio-
mied by the use of welldefined and larger patent

ETHIpS.

Condusion

In summary, this paper confirms that the coment detec-
oon methods for PCa bave their shomcomings and that a
single method s clearly insufficient o obmin a comect
diaggnosis. Implementing complemenmry assavs with
validated biomarkers will cemamby mprove correct PCa
diagnosis and reduce the number of wnpecessary biop-
sies. Semimal plasma is particulady suited as an casily
secessible body fuid, which, in additon, s highly relared
m the prostace: ROS guantifrcation i seminal plasma — as
studied here — 15 thus a robust method that should be
further optimized and then implemented in routine FCa
examinigon fr patients.
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