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1. SITUACIO EPIDEMIOLOGICA DEL CANCER DE PROSTATA

El cancer constitueix un dels problemes sanitaris més importants a la
nostra societat, tant en termes de morbimortalitat com d'impacte social,
economic i sobre la qualitat de vida, afectant a una de cada tres persones al
llarg de la seva vida [1].

El cancer de prostata (CaP) és una neoplasia poc frequent en homes
menors de 50 anys, si bé a partir d’aquesta edat, la seva incidéncia augmenta
meés rapidament que la de qualssevol altre neoplasia. Si excloem el cancer
superficial de pell, el CaP és el tumor més frequent en els homes majors de
50 anys. La incidéncia de CaP a Espanya és, junt amb Grecia, de les més
baixes de la Unié Europea. En el periode 1997-2000 s’ha estimat a Espanya
una incidéncia de CaP de 13212 casos nous cada any, amb una taxa
ajustada de 56.29 per cada 100000 habitants (poblacié estandard europea)
[2]. A Espanya, en els ultims anys, el CaP s’ha col-locat en el tercer lloc com
a causa de mort per cancer en els homes, per darrera del cancer de pulmo i
del cancer colorectal, superant les 5000 morts anuals. Segons dades del
Centro Nacional de Epidemiologia, a I'any 2002 el CaP fou responsable de
5664 defuncions, amb una taxa crua de mortalitat de 29.31 per cada 100000
habitants i una taxa ajustada (poblacié estandard europea) de 21.48 casos
per 100000 habitants. El major impacte del CaP es déna en el subgrup de
poblacié amb menor expectativa de vida, de manera que el 90% de casos es
diagnostica en homes majors de 65 anys. Si revisem la tendéncia de la
mortalitat per CaP a Espanya entre els anys 1952 i 1996, podem observar

que l'evolucié de les taxes de mortalitat per CaP van ser ascendents
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(increment proxim a I'M% anual), mentre que I'evolucio de la mortalitat per
CaP va disminuir cada any si restringim I'analisi al periode 1982-1996 [2].

A nivell de la Unié Europea, el CaP ocupa el segon lloc en quant a
incidencia de tumors malignes, si bé les diferéncies entre paisos é€s gran. A
Europa es diagnostiquen cada any 2.6 milions de nous casos de cancer [3].
El CaP representa I'11% del total de cancers en els homes europeus, i és el
responsable del 9% de les morts per cancer en els homes de la Unié Europea
[4]. Es important destacar que existeixen grans diferéncies regionals. Aixi a
paisos com Franga, Suécia i Alemanya, aquesta neoplasia ja representa el

tumor més frequent en homes.

Parkin et al. van publicar I'any 2001 un estudi d’'incidéncia, prevalenca i
mortalitat secundaria a cancer a nivell mundial on s’objectiva que el CaP era
en aquell moment la neoplasia més frequentment diagnosticada en homes,

amb més de mig milié de nous casos diagnosticats anualment [5].

El desenvolupament de la determinacio de I'antigen especific prostatic
(PSA) en séerum i la seva amplia utilitzacié en la practica urologica diaria
conjuntament amb una major conscienciacio per part dels homes majors de
50 anys d’anar a l'urdleg amb regularitat, ha motivat un I'augment en la
incidencia de CaP que hem experimentat en els ultims anys. L’amplia
utilitzacié de la determinacio de PSA també ha motivat que el diagnostic de
CaP es realitzi en fases més precoces de la malaltia, augmentant d’aquesta
manera els casos amb malaltia localitzada i disminuint el numero de casos
amb malaltia metastatica en el moment del diagnostic. En estudis recents, la
majoria de malalts (fins a un 70-80%) presenten en el moment del diagnostic

del CaP un estadi T1-2 NO MO [6-10]. L'us del PSA també ha comportat que
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puguem diagnosticar més precogment aquells malalts que presenten
progressio de la malaltia després d’haver estat sotmesos a tractament radical
inicial (cirurgia versus radioterapia).

Per conéixer la supervivéncia dels pacients amb cancer a Europa, es
van desenvolupar els projectes EUROCARE-1, 2 i 3 que van suposar el
seguiment de tots els casos inclosos en els registres poblacionals de cancer
dels paisos europeus participants, informant de la supervivencia global dels
pacients oncologics. A I'estudi EUROCARE-3 es va analitzar la supervivencia
de 1815584 malalts adults diagnosticats de cancer entre els anys 1990 i 1994
a 24 paisos europeus. Espanya va aportar 3635 pacients dels registres
poblacionals del Pais Basc, Navarra, Tarragona, Mallorca, Murcia i Granada.
Segons aquest estudi, la supervivéncia dels malalts diagnosticats de CaP a
Espanya és del 86% a I'any del diagnostic, i del 65.5% als 5 anys [11]. La
supervivéncia ha millorat si la comparem amb les dades de [l'estudi
EUROCARE-2, que mostrava una supervivencia pels malalts diagnosticats de
CaP a Espanya entre els anys 1985-1989 del 83% a I'any del diagnostic i del
54% als 5 anys [12].

La supervivéncia dels pacients amb CaP a Espanya és comparable a
la d’altres paisos del nostre entorn. L’estudi EUROCARE-3 mostra una
supervivéncia mitja a Europa del 87.8% a 'any del diagnostic i del 65.4% als
5 anys [11].

Tot i les millores que hem experimentat tant pel que fa al diagnostic
com al tractament del CaP, s’estima globalment que la taxa de supervivencia
a 5 anys en el moment del diagnostic és del 50%, reduint-se al 30% en

aquells malalts amb malaltia metastatica en el moment del diagnostic [9, 13].
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D’altra banda, el temps d’aparicio clinica de metastasis en aquells malalts
que presenten progressio bioquimica després de cirurgia radical és de 8
anys, i el temps de progressio des de I'aparicié de les metastasis fins a la
mort és de 5 anys [14].

Hem de tenir en compte que malgrat els avengos aconseguits en els
ultims anys en el diagnostic preco¢ del CaP, un 20-30% dels malalts amb
CaP presenten malaltia localment avangada o metastatica en el moment del

diagnostic, essent en aquests casos nul-les les possibilitats de curacio [15].
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2. DIAGNOSTIC DEL CANCER DE PROSTATA

Actualment, les principals armes que disposem per a realitzar el
diagnostic de CaP soén el tacte rectal, la determinacié del les concentracions
de PSA séric i I'ecografia transrectal [16]. El diagnostic de CaP es realitza
quan es comprova la presencia de cel-lules neoplasiques malignes
d’adenocarcinoma en els espécimens quirurgics, en els cores de les biopsies
prostatiques o bé en les citologies per aspiracié amb agulla fina. Tanmateix,
'examen anatomopatologic ens permetra a més poder classificar el tumor
segons la seva gradacio o score de Gleason. Avui en dia la realitzacié de
multiples biopsies prostatiques transrectals sistematiques guiades per
ecografia és el metode d’eleccidé per arribar al diagnostic de CaP, ja que
aquest métode diagnostic detecta més casos de cancer que no pas les
bidopsies prostatiques dirigides digitalment o guiades per ecografia sobre

arees sospitoses [17, 18].

2.1. Tacte rectal

La majoria de CaP estan localitzats a la zona periférica de la glandula,
podent ser detectats mitjangcant un tacte rectal quan el seu volum és igual o
superior a 0.2 ml. La probabilitat que un tacte rectal anormal sigui altament

suggestiu de CaP depen de forma important del valor de PSA [19-21] (Taula

1).
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PSA (ng/ml) VPP per CaP

Taula 1. Valor de PSA i risc de cancer de prostata. Extret de Catalona et al.

1994.

2.2. Antigen especific prostatic (PSA)

La determinacio i la mesura dels nivells sérics de PSA a principis dels
80 va ha revolucionat el diagnostic del CaP [22]. EI PSA és una proteasa
sérica codificada per un gen de la familia de les calicreines. Es fabricat de
forma practicament exclusiva per les cél-lules epitelials de la prostata. Des
d’'un punt de vista practic, és organo-especific perd no cancer-especific, de
manera que els seus nivells sérics es poden trobar elevats en casos
d’hipertrofia benigna de prostata, en casos de prostatitis i en d’altres
condicions de no-malignitat. Com a variable independent, el nivell de PSA és
millor predictora de cancer que no pas una troballa sospitosa en un tacte

rectal o en una ecografia prostatica transrectal [21].
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Actualment disposem de diversos kits comercials per mesurar el PSA,
de manera que no existeix un test estandard acceptat internacionalment.
D’altres marcadors tumorals com la fosfatassa acida prostatica [23], no ens
ofereixen informacié addicional per al diagnostic del CaP quan es determinen
de forma conjunta amb el PSA [24]. Tampoc s’ha definit encara quin és el
valor de PSA a partir del qual el malalt és considerat d’alt risc per patir un
CaP [25]. El risc acumulat després de 7 anys de ser diagnosticat d’'un CaP en
un programa d’screening que es basava només en la determinacio dels
nivells de PSA, fou del 34% en aquells homes amb valors de PSA entre 3 i 6
ng/ml, del 44% en aquells amb valors que oscil-laven entre 6 i 10 ng/ml, i del
71% en aquells que presentaven valors de PSA superiors a 10 ng/ml [26].

La deteccio del CaP no palpable depéen dels nivells serics de PSA. No
existeix un valor de tall universalment acceptat pels valors de PSA, tot i que el
valor superior a 4 ng/ml s’ha utilitzat en molts estudis. En homes amb edats
compreses entre 50 i 66 anys, la taxa de deteccid de CaP va ser del 13.2%
en l'interval de PSA entre 3 i 4 ng/ml, essent considerats la majoria d’aquests
casos de cancer com a clinicament significatius [27]. Inclus alguns autors han
proposat punts de tall més baixos de PSA obtenint una taxa de deteccié de
cancer relativament alta [28]. La possibilitat de que molts malalts puguin
amagar un CaP malgrat presentar uns nivells baixos de PSA ha estat
recalcada pels resultats recents d’'un estudi de prevencié dut a terme als
Estats Units [29]. La taxa de CaP en relacio als nivells de PSA corresponents
a 2950 homes en el brag placebo i amb valors de PSA normals es presenta a
la taula 2. L'edat en el moment de la biopsia prostatica variava entre els 62 i

els 91 anys.
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PSA (ng/ml) Risc de CaP

Taula 2. Risc de cancer de prostata en relacio a valors baixos de PSA. Extret

de Thompson et al. 2004.

Les troballes d’aquest treball plantegen una situacio interessant: si
disminuim el punt de tall de PSA, veurem augmentat el diagnostic de cancers
insignificants, la historia natural dels quals probablement no impactaria en la

supervivéncia global del pacient amenacgaria mai la vida del pacient [30].

Desgraciadament, encara no disposem de dades prou madures per
poder recomanar un valor de PSA Optim que ens ajudi a detectar aquells
cancers no palpables perd clinicament significatius. S’han descrit diverses
modificacions o variacions dels valors de PSA amb la intencié de millorar
I'especificitat del PSA en la deteccié precoc¢ del CaP: densitat de PSA [31],
densitat de PSA de la zona de transicio [32], formes moleculars de PSA [33-
35], velocitat de PSA [36] i temps de doblatge de PSA [37]. Totes aquestes
modificacions del PSA poden ajudar-nos a distingir entre CaP i patologia

benigna prostatica, especialment en aquells casos que presenten uns valors
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de PSA entre 4 i 10 ng/ml. Tot i aixi no existeix cap consens sobre I'aplicacio

d’aquestes modificacions de PSA en la practica clinica diaria.

2.3. Ecografia transrectal

El CaP pot objectivar-se de moltes diverses maneres a I'ecografia
transrectal. Tot i que les arees hipoecogéniques periferiques solen ser la
imatge més frequent, en moltes ocasions no s’observen [38]. S’ha de recalcar
que en molts casos el CaP és isoecoic, essent només detectable amb la
practica de bidpsies prostatiques d’'una forma sistematica. El grup d’Ellis va
publicar que el 37.6% dels cancers que diagnosticava el seu grup provenien
de biopsies preses de zones isoecoiques de la prostata [18].

L’ecografia transrectal juga dos papers en el diagnostic del CaP: ens
ajuda a identificar lesions sospitoses de malignitat i ens ajuda a millorar la
precisi6c de les biopsies prostatiques. Sembla que en poblacions
seleccionades, I'ecografia transrectal té la capacitat de detectar un 50% més
de pacients amb CaP que I'exploracié fisica [39, 40]. Malgrat tot, com hem
comentat anteriorment, I'aparencga ecografica del CaP és variable, i només un
petit nombre de cancers serien detectats en el cas que tant el tacte rectal
com el PSA fossin normals [18, 40]. Per tant, el principal paper de I'escala de
grisos que ens aporta I'ecografia transrectal es basa en dirigir les biopsies de

manera que puguem obtenir un mostreig sistematic de la glandula.
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2.4. Biopsia prostatica

Les bidpsies prostatiques amb aspiraci6 amb agulla fina dirigides
digitalment ens permeten realitzar tant el diagnostic com establir la gradacio
del tumor amb un minim risc de complicacions [41]. No obstant, aquest
meétode requereix disposar d'un anatomopatoleg experimentat per tal
d’assegurar que els resultats siguin reproduibles. Val a dir que aquest métode

diagnostic mai ha tingut adeptes fora dels paisos escandinaus.

La bidpsia prostatica transrectal ecodirigida amb agulles de 18G s’ha
convertit en el métode estandard per obtenir material per a la revisio
histologica. Duent a terme una profilaxis antibidtica adequada, es poden
obtenir multiples mostres o cores amb un minim risc de complicacions [42,

43].

En els ultims anys s’han desenvolupat técniques de biopsia amb
ecografia doppler i/o sonocontrastos intentant ressaltar les arees
prostatiques sospitoses de presentar cancer. Tot i que amb aquestes
tecniques s’aconsegueixen unes taxes de detecciéo de cancer similars a les
aconseguides amb la practica de biopsies sistematiques [44], la seva difusio

€s encara escassa.

Estudis inicials mostraven que les taxes de detecci6 de cancer
disminuien si es reduia el nombre de cores obtinguts. Només aquells
pacients amb PSA superior a 10 ng/ml i amb malaltia palpable semblaven
tenir una taxa de deteccié adequada amb la practica de poques bidpsies
dirigides a la zona de la lesi6 [45]. Per la resta de pacients es recomanava la

practica de bidopsies més extenses obtenint un major nombre de cores. Les
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bidpsies per sextants descrites per Hodge s’utilitzaven en aquestes situacions
[17]. Més recentment s’ha substituit 'obtencid de bidpsies per sextants per la
practica de biopsies sextants dirigides a la zona lateral de la glandula amb
I'objectiu d’optimitzar les taxes de deteccio de CaP [46, 47]. Amb aquesta
técnica, els cores que s’obtenen inclouen bidpsies de la zona posterolateral
de la zona periférica, que representa la localitzacio on amb més frequéncia es

troba el CaP precog.

Existeix controversia al voltant del nombre de bidpsies que s’han de
realitzar. Diversos estudis han analitzat la taxa de detecci6 de cancer
augmentant el nombre de cores obtinguts en la primera bidpsia. Practicament
tots aquests estudis han objectivat una major taxa de deteccid6 de cancer
quan es compara amb la técnica estandard per sextants descrita per Hodges.
Eskew i els seus col-laboradors han demostrat que I'obtenciéo de 13 a 18
cores presos de cinc regions prostatiques diferents augmentava en un 35% la
taxa de deteccio de CaP si es comparava amb la técnica estandard de
bidpsies per sextants [48]. D’altres estudis han demostrat que la zona de
transicié de la prostata no hauria de ser considerada com a zona a biopsiar
en la primera tanda de biopsies prostatiques, donada la baixa frequéncia
(menor o igual al 2%) amb la que el CaP es localitza a aquest nivell [49, 50].
De fet la gran majoria de cancers es detecten a la zona lateral i mitja de la
prostata, arees que solen ser biopsiades amb la técnica de biopsies sextants
dirigides lateralment. Hem de considerar que tant el nombre de bidpsies com
la zona d'on s’agafen tenen la mateixa importancia a I'hora d’optimitzar la

deteccid del CaP.
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Es recomana dur a terme una segona tanda de biopsies quan la
primera ha resultat negativa. S’ha informat d’'una taxa de detecci6 de cancer
del 10-35% a la segona tanda de biopsies [51, 52]. En aquells casos en qué a
la biopsia trobem la preséncia d’'una neoplasia intraepitelial prostatica d’alt
grau o d'una petita proliferacié acinar atipica, s’havia considerat que el 50-
100% d’aquestes prostates amaguen un cancer concomitant, i per tant la re-
bidpsia immediata era mandatoria [53, 54]. Tot i aixd, estudis més recents
com el metanalisi de Epstein JI, Herawi M (2006) demostren que la
probabilitat de detectar un cancer en una rebiopsia després d’haver obtingut
PIN en una biopsia previa és de 22 %. En 9 dels 12 estudis avaluats no
s’objectivaren diferencies significatives pel que fa a la troballa de CaP en la
rebiopsia després de patologia benigne o HGPIN. La ra6 per aquest canvi ha
estat suggerit com la milloria en I'extensio de les biopsies; aixi doncs, alldo que
actualment es defineix com a HGPIN és unicament aix0, un focus aillat i no
un focus proper a un CaP.

Les recomanacions actuals diuen que aquells casos que mostrin 1 0 2
cilindres a la biopsia de HGPIN no requereixen una rebidopsia immediata en el
primer any de seguiment en abséncia d’altres indicadors de cancer (Epstein
JL et al). En cas de trobar ASAP el risc de CaP és alt i per tant, cal una
rebiopsia en els propers 3 a 6 mesos d’aquest diagnostic (Kronz JD, et al
(2001)

Amb tot i aix0, a dia d’avui no disposem d’'un esquema de bidpsies que
ens permeti ometre la necessitat de re-biopsiar en el cas de que es mantingui

de forma persistent la indicaci6 de fer-ho.
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3. ESTADIFICACIO DEL CANCER DE PROSTATA

La valoracié de I'extensié primaria del CaP es realitza habitualment
mitjangant la practica del tacte rectal, la mesura dels nivells sérics de PSA, la
practica d’'una gammagrafia Ossia, i en ocasions més especials es
complementa amb la realitzacié d’'una tomografia computeritzada o una
ressonancia magnética i amb la practica d’una radiografia de torax.

La practica d’una estadificacid6 minuciosa és imprescindible en el CaP
per tal d’oferir la maxima informacié al pacient sobre I'extensié de la seva
malaltia, aixi com per poder escollir en cada cas quin sera el millor tractament
que podrem oferir als nostres malalts. S’han descrit diversos sistemes
d’estadificacié pel CaP, essent els més freqientment utilitzats el de Jewett-
Whitmore i el sistema TNM. La majoria d’experts utilitza la classificacio TNM
del 2002 [55]. En l'actualitzacié del 2002, els casos amb malaltia no palpable
detectats per augment del PSA es classifiquen com a T1c, mentre que les
lesions T2 (lesions palpables perd confinades a la prostata) s’han subdividit

en T2a, T2b i T2c com a la classificacié del 1992 (Taula 3).

Tumor no palpable, clinicament inaparent, no

A visible per imatge, troballa histologica

incidental.

<5% de teixit ressecat
A1 <3 xips

Troballa histologica incidental
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Taula 3. Comparaci6 de les classificacions TNM de 1992, 2002 i de Jewett-

Whitmore. Extret de Greene et al. 2002.

3.1. Estadificacio T

El primer aspecte que hem de valorar a I'hora d’estadificar el CaP és el
seu estadi local, on la distinci6 entre la malaltia intracapsular (T1-T2) i
extracapsular (T3-T4) té un impacte molt important a ’hora de prendre les
decisions terapéutiques. La valoracié que obtenim amb el tacte rectal sovint
subestima I'extensié tumoral. En un estudi publicat als anys 80, la correlacio
positiva entre el tacte rectal i 'estadi patologic del tumor només s’observava

en menys del 50% dels tumors [56]. Tot i aixd, generalment no es recomana



realitzar altres proves complementaries per coneixer 'estadificacié local de la
malaltia, excepte en aquells casos en que una estadificacio local precisa pot
influir de forma important en la decisié terapéutica, com per exemple en
aquells pacients als que es planteja un tractament curatiu.

Els nivells sérics de PSA augmenten a mesura que l'estadi avanga. No
obstant, quan mesurem el PSA en un individu concret sembla que té
importants limitacions a I'hora de predir amb exactitud I'estadi patologic final.
Donat que tant el teixit benigne com el maligne fabriquen PSA, no podem
establir cap relacié directe entre els nivells de PSA i I'estadificacié clinica o
patologica del tumor [57-59]. S’ha demostrat que la valoracié conjunta dels
nivells de PSA, de I'score Gleason de la biopsia prostatica i de I'estadi clinic
T, és més util a I'hora de predir I'estadi patologic final que no pas la valoracié
individual de cada parametre [60].

Existeix controversia sobre la utilitat de les diferents formes moleculars
del PSA a I'hora de predir I'estadi T. Tot i que la ratio PSA lliure/PSA total
s’ha objectivat que pot ser d’utilitat en I'estadificacio del CaP localitzat [61],
d’altres treballs han obtingut resultats completament oposats. Necessitem
que es duguin a terme estudis multicéntrics més importants abans de poder
utilitzar individualment qualssevol forma de PSA per realitzar I'estadificacio de
la malaltia.

Com hem comentat en el capitol de diagnostic del CaP, el métode més
ampliament utilitzat per obtenir imatges de la prostata és I'ecografia
transrectal. No obstant només el 60% dels tumors son visibles a I'ecografia
transrectal, i la resta no es detecten donada la seva ecogenicitat. Amb

'ecografia transrectal podem descobrir arees d’extensié extracapsular no
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sospitades, perd no és una exploracid que ens pugui determinar amb la
suficient exactitud I'extensio del tumor, i per tant no es recomana la seva
practica de forma rutinaria. Al voltant del 60% dels tumors pT3 no es detecten
preoperatoriament amb I'ecografia transrectal [62]. Els criteris d’extensio
extracapsular utilitzats a [I'ecografia transrectal soén: la irregularitat, la
discontinuitat i la densitat del limit de I'eco. Els criteris d’invasié de la vesicula
seminal es basen en 'ompliment per ones ecografiques de 'area de la base
de la prostata que en condicions normals s’afila i s’aprima fins a practicament
desaparéixer. Com en totes les exploracions ecografiques, el reconeixement
d’aquestes troballes son molt operador-depenents. Aquest fet implica que no
puguem basar-nos en l'ecografia transrectal per diferenciar els tumors T2
dels T3 [63]. A més, dos estudis han observat que I'ecografia transrectal no
mostra cap avantatge ni cap superioritat en comparacié amb el tacte rectal a
I'hora de predir la malaltia organo-confinada [64, 65].

Un altre aspecte important a tenir en compte a I'’hora de dur a terme
I'estadificaciée local del CaP és la valoracio de l'afectacid de les vesicules
seminals. La invasio de les vesicules seminals és predictiva de recidiva local
o de recidiva a distancia. Hi ha qui ha recomanat biopsiar les vesicules
seminals per tal de millorar I'estadificacié preoperatoria [66]. De fet la majoria
d’autors pensen que no s’haurien de biopsiar les vesicules seminals d’'una
forma primaria, sind reservar aquesta actuacido per aquells pacients que
tinguin un risc elevat d’invasio de les vesicules seminals, en els que un
resultat positiu en aquesta bidpsia modificaria la decisié terapéutica. Val la
pena mencionar que un resultat negatiu de la biopsia de la vesicula seminal

no descarta completament la preséncia d’invasiéo microscopica de la mateixa.
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De forma general, es considera que serien candidats a bidpsia de vesicula
seminal aquells malalts amb un estadi clinic superior a I'estadi T2a i amb uns
nivells de PSA séric superiors a 10 ng/ml [67, 68].

Hem d’intentar millorar 'estadificacié pre-terapéutica del CaP. Ens
podrien ser utils els analisis més exhaustius i detallats de les biopsies
prostatiques (nombre de bidpsies, grau i extensié dels focus de CaP,
perforacid capsular) mentre esperem que s’acabin de desenvolupar noves
tecniques [69-71]. També ens podria ser d’utilitat correlacionar I'score
Gleason de la biopsia amb I'estadi patologic final, ja que aproximadament el
70% dels malalts tenen malaltia localitzada quan I'score Gleason de la
bidopsia és menor o igual a 6 [72].

Amb el desenvolupament de la tomografia computeritzada i de la
ressonancia magnética nuclear semblava que podriem millorar I'estadificacio
local del CaP. Avui en dia, es considera que cap de les dues técniques és
suficientment fiable per estadiar localment la malaltia, i per tant no es
considera mandatari el seu Us en tots els casos amb aquest objectiu [73, 74].
L’estudi de la glandula prostatica amb ressonancia magnética nuclear sembla
ser el metode no invasiu més precis a I'hora d’identificar els casos amb
malaltia localment avancgada [75]. Malgrat aix0 la seva utilitzacié rutinaria en
I'estadificacié pre-tractament del CaP segueix sent motiu de controvérsia, i no
tots els centres poden disposar d’aquesta técnica. D’altra banda, la
tomografia computeritzada és més util en la planificacio de dosi prévia al

tractament amb radioterapia externa.
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3.2. Estadificacio N

La indicacié de dur a terme l'estadificacid N estaria homés reservada
per aquells pacients als quals es planteja un tractament amb intencio
curativa. Valors elevats de PSA, estadis locals T2b-T3, escassa diferenciacio
cel-lular i invasio perineural son variables que s’han relacionat amb un risc
augmentat de presentar malaltia limfatica o ganglionar [60, 75, 76]. En el cas
aillat d’'un pacient, els nivells de PSA per si sols han demostrat ser de poca
utilitat a I'nora de predir I'afectacio ganglionar.

Alguns nomogrames com ara les taules de Partin, poden ser utilitzats
per definir un grup de pacients amb un risc baix (<10%) de presentar
afectacié ganglionar. Aquells malalts amb nivells de PSA menors de 20 ng/ml,
estadis T2a o inferiors i amb un score Gleason igual o inferior a 6, poden
estalviar-se I'estadificacio N donada la baixa probabilitat de trobar en aquests
casos afectacio tumoral limfatica [60].

La preséncia d’'un Gleason 4 en les bidpsies per sextants també s’ha
utilitzat per definir el risc de presentar afectacié ganglionar. Si algun cilindre
de la bidopsia presenta de forma predominant un Gleason 4 o si més de 3
cores presenten (encara que sigui en una petita quantitat) un Gleason 4, el
risc de presentar malaltia ganglionar ascendeix al 20-45%. Per la resta de
pacients, el risc és del 2.5%, reforcant aquest resultat el fet de que
I'estadificaci6 N no és necessari en alguns grups de pacients seleccionats
[77].

La técnica gold estandard per realitzar I'estadificacio N és la practica

d'una limfadenectomia quirurgica, ja sigui per via oberta o laparoscopica.
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Estudis recents en els que s’han dut a terme limfadenectomies extenses, han
demostrat que la fossa obturatriu no és sempre la primera estacid limfatica
afectada en els pacients amb CaP [78, 79]. Tant la tomografia computeritzada
com la ressonancia magnética nuclear tenen una sensibilitat baixa (varia
entre el 0% i el 70%) a 'hora de detectar afectacié ganglionar, i per tant la
seva utilitat es considera limitada [74]. Tot i aixi, podem augmentar I'eficacia
de la tomografia computeritzada si hi associem la biopsia-aspiraci6 amb
agulla fina de les adenopaties augmentades de tamany [80]. Aquells pacients
asimptomatics als que hem diagnosticat recentment un CaP i que presenten
uns nivells de PSA inferiors a 20 ng/ml, la probabilitat d'objectivar troballes
sospitoses d’afectacio ganglionar a la tomografia computeritzada és inferior a
1% [81]. Per aquest motiu, i donat que l'especificitat de la tomografia
computeritzada és alta (93-96%) reservarem la practica d’aquesta técnica per
aquells malalts amb un alt risc de presentar afectacid ganglionar. De la
mateixa manera, reservarem la realitzacié de la limfadenectomia per aquells
pacients que presentin un augment de tamany dels ganglis limfatics a la
tomografia computeritzada o que presentin una bidopsia-aspiracio dels ganglis
positiva [82]. No obstant, un analisi retrospectiu recentment publicat aconsella
utilitzar amb cautela el tamany de les adenopaties com a variable relacionada
amb l'existéncia d’afectacio limfatica [83].

En els ultims anys s’ha investigat sobre I'Us de técniques de medicina
nuclear i de tomografia per emissid6 de positrons per tal de millorar el
diagnostic de I'afectacio ganglionar. Ambdds metodes continuen investigant-
se, i a data d’avui no en podem recomanar el seu us rutinari donades les

escasses dades de qué disposem [84, 85].
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3.3. Estadificacio M

El 85% del pacients que moren de CaP presenten afectacio
metastatica de I'esquelet axial [86], tot i aix0, actualment menys del 5% dels
tumors prostatics de nou diagnostic presenten aquestes metastasis. Tant la
preséncia com l'extensié de la malaltia metastatica Ossia reflecteix el
pronostic per a cada individu en particular.

La deteccio de nivells elevats de fosfatasa alcalina 0ssia sol indicar la
preséncia de metastasis 0ssies en el 70% dels pacients [87]. Podem millorar
I'efectivitat clinica apropant-la al 98% quan realitzem la determinacié conjunta
dels nivells de fosfatasa alcalina ossia i de PSA [88]. En aquest estudi
prospectiu, l'analisi de regressio logistica va demostrar que unicament
'extensid de la malaltia metastatica Ossia influia en els nivells sérics de
fosfatasa alcalina o0ssia i de PSA. En contrast amb els nivells de PSA, els
nivells de fosfatasa alcalina 0ssia han demostrat la seva relacié estadistica
amb l'extensio de I'afectacio 0ssia metastatica [89].

La deteccié preco¢ de I'afectacié ossia metastatica ha de posar-nos
alerta sobre les complicacions que la destruccié oOssia pot ocasionar en
aquests pacients. La gammagrafia 0ssia continua essent la técnica més
sensible per la deteccié de metastasis 0ssies, essent superior a I'avaluacio
clinica, a les radiografies Ossies i a les determinacions de fosfatasa alcalina
ossia [90, 91]. El millor radiofarmac per dur a terme la gammagrafia 0ssia és
el tecneci bifosfonat, ja que és el que presenta una millor ratio teixit tou-os

[92]. Basant-se en les troballes de la gammagrafia 0ssia, Soloway ha descrit
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un sistema semi-quantitatiu de gradaci6 mitjangant el qual es pot
correlacionar la supervivencia del malalt amb l'extensi6 de la malaltia

metastatica 0ssia objectivada en la gammagrafia [93]. (Taula 4)

Supervivéncia global als 2

Definicio (tipus de metastasi 6ssia)

anys

Normal o malaltia benigne

Metastasis Ossies: < 6 focus d’hipercaptacio 94%
Metastasis ossies: 6-20 focus d’hipercatacio 74%
Metastasis 0ssies: >20 pero < superscan 68%

Superscan (75% de costelles, vertebres i 6ssos 40%

de la cintura pélvica tenen focus d’hipercaptacio)

Taula 4. Extensio de la malaltia dssia segons Soloway et al 1992

A part de l'os, el CaP pot metastatitzar a qualsevol organ. Tot i aixi els
més frequentment afectats son els ganglis limfatics, el pulmo, el fetge, el
cervell i la pell. L’examen fisic, la practica d’'una radiografia de torax, d’'una
ecografia, d’'una tomografia computeritzada o inclus d’'una ressonancia
magnética nuclear ens poden ser d'utilitat, i estaria plenament justificada en
aquells pacients en els quals qualssevol simptoma pugui suggerir I'afectacio
metastatica d’algun teixit tou.

Necessitem que es desenvolupin nous marcadors sérics valids i fiables
per tal de millorar I'estadificacid pre-tractament dels malalts amb CaP. De

moment el nivell de PSA és el millor que tenim. Un nivell de PSA superior a
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100 ng/ml fou considerat per si sol com I'indicador més important de malaltia
metastatica, amb un valor predictiu positiu del 100% [94]. Aquest fet ha
implicat que hagi disminuit el nombre de pacients amb CaP recentment
diagnosticat que requereixin de la realitzaci6 d’'una gammagrafia 0ssia.
Només en rares i comptades ocasions s’han descrit casos de malalts amb
nivells baixos de PSA que presentaven afectacié oOssia metastatica. La
correlacio entre els nivells de PSA i les troballes de la gammagrafia ossia en
malalts amb CaP recentment diagnosticat que encara no han iniciat
tractament ha estat motiu d’estudi per d’altres autors [95-97]. Les troballes
d’aquests estudis suggereixen que la practica d’'una gammagrafia 0ssia seria
innecessaria en aquells malalts asimptomatics amb tumors ben o
moderadament ben diferenciats que presenten nivells de PSA inferiors a 20
ng/ml. Contrariament, en aquells pacients amb tumors mal diferenciats i amb
malaltia localment avangada es recomana la realitzacié d’'una gammagrafia

ossia independentment del valor de PSA séric [98, 99].
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4. TRACTAMENT DEL CANCER DE PROSTATA LOCALITZAT |

LOCALMENT AVANCAT

L’objectiu del tractament del CaP hauria d’estar orientat principalment
a millorar la supervivéncia del malalt tenint en compte la qualitat de vida que
aquest tindra el temps que visqui, més que a millorar la supervivéncia del
pacient a qualssevol preu [100].

L’eleccid del tractament s’hauria de realitzar en base a I'expectativa de
vida del malalt (edat, comorbilitat), caracteristiques del tumor (estadi, score
de Gleason, valor de PSA i resultat de les biopsies prostatiques), i efectivitat i
efectes secundaris dels diversos tractaments en mans del metge que tractara
al malalt; tot aixd sense oblidar també les preferéncies i I'opinié de cada
pacient.

Per tal d’ajudar-nos a escollir el tractament idoni per cada pacient
considerat individualment, hem de ser capacgos de poder valorar el risc del
malalt: pot progressar i metastatitzar la malaltia en els seglents anys? Quina
probabilitat d’éxit tenim si tractem al pacient? Quins sén els riscos i
complicacions de cada tractament? Mentre que alguns tumors petits i ben
diferenciats progressaran lentament amb el temps, molts tumors detectats
clinicament poden créixer localment [101], metastatitzar [102] o eventualment
provocar la mort del pacient [103].

Tenint en compte I'estadi clinic, el nivell de PSA seéric i I'score de
Gleason de la biopsia prostatica, podem classificar als malalts en grups de
risc (Taula 5). Podriem definir als malalts amb baix risc, com aquells que

presenten > 80% de probabilitats d’estar lliures de recurrencia de la malaltia
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després del tractament, els de risc intermedi com aquells que presenten unes
probabilitats entre el 50-80%, els d’alt risc amb unes probabilitats entre el 15-
50% i els de molt alt risc amb unes probabilitats < 15% d’estar lliures de

recurréncia després del tractament.

Troballes a la

Grup de risc

biopsia

Com Baix o 6,
Bilateral <50%
3+4=7

Com a Alto
invasio
Com Alt o >8
limfovascular,

neuroendocrins

Taula 5. Estimacid del risc de recurréncia tumoral per cancer de prostata

clinicament localitzat i localment avancat.
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4.1. Prostatectomia radical

La prostatectomia radical és el tractament quirurgic del CaP, i
consisteix en l'extirpacid de tota la glandula compresa entre la uretra i la
bufeta incloent I'exéresi de les vesicules seminals. La via d’abordatge sol ser
retropubica tot i que també es pot dur a terme la via d’abordatge perineal. La
prostatectomia radical laparoscopica ha anat guanyant adeptes en els ultims
anys, i avui en dia son molts els centres que la duen a terme [104, 105].

La prostatovesiculectomia radical fou realitzada per primera vegada a
principis del segle XX per Young, qui va utilitzar una via d’abordatge perineal.
La via d’abordatge retropubica fou descrita per Memmelaar i Millin anys
després. Més recentment, Walsh i Donker a l'any 1982, van descriure
'anatomia del complex vends dorsal i dels feixos neurovasculars [106]
millorant de forma ostensible tant el sagnat com les taxes d’impoténcia i
d’'incontinéncia postoperatoria dels malalts.

Avui en dia la prostatectomia radical és I'unic tractament pel CaP
localitzat que ha demostrat en un estudi prospectiu i randomitzat, un benefici
en la supervivencia cancer-especifica dels malalts si la comparem amb la
conducta expectant o conservadora [107]. La millora de la técnica quirurgica i
I'experieéncia dels cirurgians han millorat les taxes de curaci6 i han disminuit
les complicacions intraoperatories i la morbilitat postoperatoria [108, 109].

En aquells pacients amb CaP localitzat i amb una esperancga de vida
superior als 10 anys, 'objectiu de la prostatectomia radical (sigui quin sigui
I'abordatge) ha de ser I'eradicacio de la malaltia. D’altra banda cada cop sén

meés els qui pensen que no es pot instaurar un limit d’edat a partir del qual no
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es pugui considerar al pacient com a tributari de ser sotmés a una
prostatectomia radical [110]. No obstant hem de destacar que la comorbiditat
de la cirurgia augmenta amb I'edat del pacient, i que aixd condiciona un
descens de la probabilitat de morir per CaP localitzat en aquells homes

majors de 70 anys [103].

4.1.1 Cancer de prostata estadi T1a-T1b

L’estadi T1a del CaP es defineix com la troballa incidental de cancer
en menys del 5% del teixit ressecat (ja sigui mitjangcant una reseccio
transuretral (RTU) de prostata o mitjangant una adenomectomia retropubica),
mentre que I'estadi T1b es defineix com la troballa incidental de cancer en
meés del 5% del teixit ressecat o bé quan el tumor és pobrament diferenciat.
Malgrat que el risc de progressio de la malaltia en aquells casos amb estadi
T1a no tractats és del 5% als 5 anys, aquests tumors poden progressar en el
50% de casos als 10-13 anys [111]. Per tant, el risc de que la malaltia
progressi, sobretot en aquells casos amb un score Gleason alt, és real en
aquells pacients joves amb una expectativa de vida superior als 15 anys.

Contrariament, s’espera que la majoria de pacients amb estadi T1b
presentin progressio de la malaltia als 5 anys, i per tant es sol oferir un
tractament agressiu en aquests casos [111]. Es per tant important diferenciar
bé els casos amb estadi T1a dels T1b, aconsellant-se la practica sistematica
de bidpsies prostatiques en el romanent prostatic als 3 mesos de la cirurgia.
Aquells pacients amb estadi T1b amb una esperanca de vida superior als 10

anys son candidats a prostatectomia radical. Aquesta, tot i aixi, pot esdevenir
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dificultosa després d’'una RTU de prostata, situacié en la qual sovint queda
molt poc teixit prostatic romanent [112]. En aquests casos, una bona

alternativa terapéutica pot ser el tractament amb radioterapia externa.

4.1.2. Cancer de prostata estadi T1c

Els malalts amb tumor clinicament no detectable que es diagnostiquen
d’'un CaP per biopsia prostatica arrel d’'una elevacio del PSA, s’han convertit
en el grup més representatiu dins del global de malalts que es sotmeten avui
en dia a una prostatectomia radical. En cada cas particular, és molt dificil
diferenciar aquells casos clinicament insignificants d’aquells que poden
amenacar la vida del pacient. Hi ha molts estudis que recalquen el fet que els
tumors detectats per augment de PSA son clinicament significatius,
recomanant que siguin tractats, ja que fins a un 30% dels tumors T1c son en
realitat tumors localment avancgats [112]. El percentatge de tumors
clinicament insignificants detectats per una elevacié de PSA varia entre I'11%
iel 16% [113, 114].

El principal problema com hem comentat anteriorment és com poder
identificar en el moment de la bidpsia, aquells casos que no requeriran ser
sotmesos a una prostatectomia radical una vegada objectivem que son
clinicament insignificants en [l'analisi histologic definitiu de la glandula
extirpada. Tant les troballes de la bidopsia amb agulla com la fraccié de PSA
lliure ens poden ajudar a identificar aquells casos amb malaltia clinicament
insignificant [115]. Les taules de Partin, actualitzades l'any 2001, poden

també ser-nos de molta utilitat a I'hora d’intentar determinar I'estadi patologic
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final amb [l'objectiu de seleccionar millor aquells malalts candidats a
tractament quirurgic [60]. Alguns autors han proposat incloure informacié
sobre les bidpsies com ara el nombre de cores o el percentatge de cores
envaits per tal de millorar aquesta prediccié [116]. Quan només un o pocs
cores presenten invasio tumoral i el percentatge d’invasié en un cilindre és
limitat, la probabilitat de trobar un cancer clinicament insignificant és més alta,
sobretot en aquells casos amb scores Gleason baixos [117]. Semblaria
raonable proposar un seguiment d’aquells malalts els tumors dels quals
pensem que son insignificants. Tot i aixi, generalment la majoria d’autors son
partidaris de recomanar la practica d’'una prostatectomia radical a aquells
pacients amb estadi T1c, donat que la majoria d’aquests pacients

presentaran tumors clinicament significants.

4.1.3. Cancer de prostata estadi T2

La prostatectomia radical és un dels tractaments estandard
recomanats per aquells pacients amb un CaP en estadi T2 i amb una
esperancga de vida superior als 10 anys. El pronostic és excel-lent en aquells
casos en que observem que la malaltia esta confinada a la prostata un cop
realitzem I'examen anatomopatologic [118, 119]. Malgrat que la majoria de
tumors pobrament diferenciats s’estenen més enlla de la prostata, aquells
pacients amb tumors d’alt grau perd organoconfinats en [I'examen
anatomopatologic continuen tenint un bon pronodstic després de ser sotmesos

a una prostatectomia radical [120].
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Quan el tumor es palpa o s’objectiva en les proves d'imatge, i esta
clinicament confinat a la prostata, podem esperar que es produeixi una
progressio de la malaltia en un percentatge elevat dels pacients amb
supervivéncies llargues. El temps mitja de progressio per un tumor T2 no
tractat s’estima que és de 6 a 10 anys. Aquells pacients amb malaltia en
estadi T2a haurien de ser tractats amb prostatectomia radical, ja que el 35-
55% d’ells presentaran progressié de la malaltia als 5 anys si no reben cap
tractament. D’altra banda més del 70% dels pacients amb estadi T2b i T2c
(malaltia encara confinada a la prostata pero afectant més de la meitat d’'un
[0bul 0 ambdds l0buls) presentaran progressio de la malaltia als 5 anys si no
es tracten [121]. Aquestes dades s’han confirmat mitjangant un estudi
randomitzat en el que es comparava la prostatectomia radical amb la
conducta expectant en una amplia mostra de pacients. En aquest estudi, la
majoria de pacients presentaven un estadi T2, i aquells que eren tractats amb
prostatectomia radical presentaven una reduccié important de la mortalitat
cancer-especifica en comparacio amb el grup de malalts sotmesos a
conducta expectant [107].

La prostatectomia radical es considera una opcié terapéutica excel-lent
per aquells pacients joves i sans amb CaP localitzat; si el tractament el duu a
terme un cirurgia experimentat, la subsequent qualitat de vida del malalt un
cop intervingut hauriem d’esperar que fos optima. Recentment hem conegut
que aquells cirurgians que tenen més volum de cirurgies realitzades a les
seves espatlles presenten menys index de marges positius. Aixd implica que
prestant una major atencio als detalls quirurgics, i ajustant aquests ultims a

les caracteristiques de cada tumor, podem disminuir I'index de marges
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positius i millorar el control del cancer amb la prostatectomia radical [122]. Tot
i aixd, en pacients anyosos o amb comorbilitats associades, hem de
considerar que el tractament amb radioterapia externa podria ser una opcio

terapéutica igual de bona o millor que la prostatectomia radical [123].

4.1.4. Cancer de prostata estadi T3

L’estadi T3a es defineix com la perforacié de la capsula prostatica per
part del tumor, mentre que en l'estadi T3b el tumor envaeix les vesicules
seminals. En un temps passat, fins al 40% de malalts que es diagnosticaven
de CaP presentaven en el moment del diagnostic malaltia localment
avancada. Aquest percentatge ha disminuit en I'actualitat, perd el maneig
d’aquests pacients continua essent discutit. La prostatectomia radical sovint
comporta una extirpacio incomplerta de la malaltia en aquests casos. Hem de
tenir en compte que a diferéncia dels tumors organoconfinats, els tumors
localment avangats solen comportar una major morbiditat i un risc
substancialment elevat de recurréncia local. En la majoria de pacients la
malaltia progressara de forma sistematica. S’ha questionat si aquells pacients
amb estadi T3 haurien de ser candidats a cirurgia radical o no. Disposem de
pocs estudis que parlin dels resultats de la prostatectomia radical en aquest
grup de pacients [124-127].

El tractament quirurgic en els casos d'estadi T3 té sovint resultats
decebedors, bé perqué els malalts tenen un alt risc de presentar marges
positius o bé per l'existéncia o aparicié preco¢ de malaltia metastatica

ganglionar o a distancia [128, 129]. Aixd0 ha comportat que el tractament
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combinat amb radioterapia i hormonoterapia hagi guanyat adeptes en
aquests casos. Malgrat tot perd, no s’ha demostrat encara que aquesta
combinacio de tractament tingui uns resultats millors que la prostatectomia
radical. Un estudi randomitzat que comparava el tractament amb radioterapia
amb o sense hormonoterapia associada, va mostrar un clar avantatge a favor
del tractament combinat, perd6 no va mostrar superioritat respecte al
tractament quirurgic [130].

Davant l'abséncia d’assajos clinics randomitzats que comparin les
diferents opcions terapéutiques en aquests pacients, només podem utilitzar la
informacié d’estudis uni o multicentrics per tal de definir el paper de la
prostatectomia radical en aquesta situacio. La majoria d’estudis han
demostrat que al voltant d’'un 15% de tots els tumors en estadi T3 estaven
sobreestadiats (cT3, pT2), mentre que tan sols un 8% estaven infraestadiats
(cT3, pT4) [124]. Obviament aquells pacients sobreestadiats presentaven
bones evolucions cliniques, mentre que la majoria de pacients amb estadi
pT3b presentaven progressio precog de la malaltia.

Els casos amb estadi clinic T3, presenten una supervivéncia global
lliure de progressio bioquimica del 20% als 5 anys. En aquests casos I'score
Gleason té una influéncia importantissima en la progressié [120], perd hem
de tenir en compte que no sempre existeix una correlacié fiable entre I'score
Gleason de la biopsia i I'score Gleason de la pega quirurgica. D’altra banda,
la invasié de les vesicules seminals, I'afectacio metastatica ganglionar, els
marges quirurgics positius i els valors alts de PSA sén factors pronostics
independents de supervivéncia lliure de progressié bioquimica. Alguns autors

han demostrat que la indicacié de prostatectomia radical en pacients amb
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estadi T3 i amb valors de PSA inferiors a 10 ng/ml, pot aconseguir
supervivéncies lliures de progressié bioquimica superiors al 60% als 5 anys
[125].

La cirurgia s’ha de considerar doncs com una opcid terapeutica per
alguns pacients amb estadi T3. Es poden beneficiar del tractament quirurgic
aquells malalts sobreestadiats clinicament, aixi com també els malalts amb
estadis T3a reals. El problema continua essent la selecci6 previa a la cirurgia
d’'aquells pacients sense malaltia limfatica i sense invasio de les vesicules
seminals. Alguns nomogrames que inclouen els valors de PSA, I'estadi clinic i
I'score Gleason poden ser-nos utils a I'hora de predir I'estadi patologic de la
malaltia [60]. També ens poden ajudar a seleccionar o rebutjar els candidats
a cirurgia radical la troballa d’adenopaties anomales en la tomografia
computeritzada o l'estudi de les vesicules seminals amb ressonancia
magneética nuclear, aixi com la practica de biopsies especificament dirigides
dels ganglis limfatics o de les vesicules seminals [80].

La prostatectomia radical en els casos amb estadi T3, requereix una
experiéncia quirurgica suficient per tal de mantenir una morbiditat acceptable.
L’experiéncia del cirurgia és fonamental per tal de garantir la minima

morbiditat operatoria i els millors resultats funcionals en aquests pacients.

4.1.5. Cancer de prostata amb afectacio limfatica

La indicaci6 de la prostatectomia radical en tots els estadis

anteriorment exposats es realitza donant per suposada I'abséncia d’afectacio

limfatica. La majoria de malalts amb afectacié ganglionar (N+) presentaran en
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poc temps malaltia disseminada sistémica. No obstant s’han descrit
supervivéncies cancer-especifiques del 80% als 10 anys en malalts tractats
amb prostatectomia radical i hormonoterapia de forma simultania [131]. S’han
questionat aquests resultats, ja que amb la utilitzacié exclusiva de tractament
hormonal es podrien obtenir els mateixos resultats.

La majoria d’'urdlegs soén contraris a indicar la prostatectomia radical en
malalts amb afectacio limfatica coneguda, i estan d’acord en aturar la cirurgia
si la biopsia per congelaci6 d’'un gangli mostra invasié tumoral. Hem de
destacar no obstant que en ocasions I'estudi anatomopatologic que es duu a
terme després de la cirurgia radical pot mostrar invasid microscopica dels
ganglis limfatics. La incidéncia de progressio tumoral és menor en aquells
malalts que presenten menys ganglis envaits i en aquells que només
presenten invasio ganglionar microscopica.

Aquells malalts que presenten malaltia limfatica en [Iestudi
anatomopatologic posterior a la cirurgia radical haurien de rebre tractament
hormonal, tenint en compte la relaci6 entre els beneficis i els efectes
secundaris d’aquest tractament a llarg termini. Per aquest motiu s’ha proposat
el seguiment d’aquests pacients amb PSA, i iniciar el tractament hormonal
quan objectivem que aquest comencga a elevar-se.

Recentment han sorgit estudis que recomanen ampliar la
limfadenectomia a les arees iliaques externes i internes aixi com a I'area dels
ganglis presacres [78, 79]. Hem de tenir en compte que aquests estudis no
s’han dut a terme d’una manera prospectiva ni randomitzada. Avui en dia es
posa cada vegada meés en dubte la utilitat de realitzar una limfadenectomia

limitada amb objectius d’estadificacio i sense cap benefici terapéutic.
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4.2. Radioterapia

En lactualitat no disposem d’estudis que comparin la prostatectomia
radical amb la radioterapia externa o amb la braquiterapia en els casos de
CaP localitzat, per tant es segueix el consens establert I'any 1988 per I'Institut
Nacional de Salut America [132] en el que s’estableix que el tractament amb
radioterapia ofereix els mateixos resultats de supervivéncia a llarg termini que
la cirurgia, tenint en compte a més que el tractament amb radioterapia ofereix
una qualitat de vida com a minim tant bona com I'oferta per la prostatectomia
radical [133]. En els ultims anys s’han desenvolupat noves técniques de
radioterapia amb la intencié doptimitzar la dosi rebuda pel teixit diana
disminuint la radiacio rebuda pels teixits veins i per tant disminuint els efectes
secundaris. S6n molts els centres que en l'actualitat ja disposen de la
radioterapia conformada en 3 dimensions (3D-CRT), i alguns centres
comencen també a disposar d’'una forma millorada d’aquesta ultima que és la
radioterapia d’intensitat modulada (IMRT). D’aquesta manera, el tractament
amb radioterapia amb escalada de dosis i la possibilitat d’aconseguir corbes
concaves d’isodosi s’han convertit avui en dia en una realitat existent en

molts centres.

4.2.1. Cancer de prostata localitzat. Estadi T1-T2¢c NO MO

Els pacients del grup de baix risc (estadi T1a-T2a, NO MO, amb score

de Gleason inferior o igual a 6 i amb valors de PSA inferiors a 10 ng/ml),
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poden sotmetre’s a radioterapia externa rebent una dosi de 70-72 Gy, ja que

el resultat és similar a I'obtingut amb escalada de dosis [134].

Diversos estudis han mostrat que I'escalada de dosis té un impacte
significatiu sobre la supervivéncia als 5 anys sense recidiva bioquimica,
especialment en els pacients classificats com a cT1c-T3, amb dosis que
varien de 76 a 81 Gy [134-136]. Aquest és el motiu pel qual els pacients del
grup de risc intermedi (estadi T2b o PSA entre 10-20 ng/ml, o amb score
Gleason de 7) poden beneficiar-se de I'escalada de dosis, tal i com van
mostrar dos estudis randomitzats. EI MD Anderson Cancer Center va dur a
terme un estudi randomitzat on es comparava la 3D-CRT a 78 Gy amb la
radioterapia convencional a 70 Gy en 305 pacients amb estadi T1-T3 amb
valors de PSA pre-tractament superiors a 10 ng/ml (mitja de seguiment de 40
mesos). Es va objectivar un 75% d’evolucio lliure de malaltia als 5 anys en el
grup de pacients que van rebre 78 Gy, en comparacio amb un 47% en el grup
que va rebre 70 Gy (p=0.01) [137]. Els resultats d’aquest estudi han estat
confirmats per un altre treball que avaluava 393 pacients amb estadi T1b-
T2b, el 75% dels quals presentava un score Gleason igual i inferior a 6 i un
valor de PSA inferior a 15 ng/ml. Aquests pacients es van randomitzar a rebre
una dosi inicial i unica sobre la prostata o bé a rebre escalada de dosis. Amb
un seguiment de 4 anys, es va objectivar un descens significatiu de la
recurrencia bioquimica als 5 anys (p=0.00001) a favor d’aquells pacients que
havien rebut una dosi superior (79.2 Gy) versus aquells que havien rebut la
dosi convencional de 70.2 Gy. A la practica clinica diaria, no s’ha arribat a un
acord sobre el nivell que s’ha d’assolir amb I'escalada de dosis si bé una

dosis de 78 Gy és considerada com a valida per molts autors.
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En el cas dels pacients del grup d’alt risc (estadi T2c o score Gleason
major de 7 o valor de PSA superior a 20 ng/ml), sembla que el tractament
amb radioterapia externa millora la supervivencia lliure de progressio
bioquimica als 5 anys [137], tot i que es mostra insuficient per cobrir el risc de
recidiva més enlla de I'area peélvica. Diversos estudis intenten valorar el paper
de I'escalada de dosis amb o sense tractament hormonal adjuvant en aquest

casos:

- El MRC amb tractament hormonal neoadjuvant comparant la
radioterapia convencional amb 64 Gy amb la radioterapia
radical conformada a altes dosis (74 Gy).

- La “Fédération Nationale des Centres de Lutte Contre le
Cancer (FNCLCC) comparant la dosi de 70 amb la de 80 Gy
sense tractament hormonal associat [138].

- La “European Organization for Research and Treatment of
Cancer” [139] comparant la estratificacié de dosis (70, 74 i 78
Gy) amb i sense tractament hormonal concomitant.

D’Amico va dur a terme un estudi prospectiu i randomitzat que va
incloure 206 pacients amb valors de PSA superiors a 10 ng/ml (valor maxim
40 ng/ml), un score Gleason igual o superior a 7 o amb evidéncia radiologica
d’extensio extraprostatica. L’estudi va comparar I'is de 3D-CRT sola o en
combinaciéo amb 6 mesos de tractament hormonal. Amb un seguiment de 4.5
anys, els pacients que s’havien randomitzat a rebre 3D-CRT i tractament
hormonal mostraven un index de supervivéncia significativament superior

(p=0.04), una menor mortalitat especifica per CaP (p=0.02) i un index de
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supervivéncia lliure de tractament hormonal de rescat superior (p=0.002)

[140].

4.2.2. Tractament amb radioterapia postoperatdria immediata en els tumors

amb estadi patologic T3 NO MO

L’extensié extracapsular s’associa amb un alt risc de recurréncia local,
que pot arribar a ser del 30% [141]. Analisis multifactorials han demostrat que
les variables predictores de recidiva bioquimica sén: el nivell de PSA, I'score
Gleason de la peca quirurgica i el fet de presentar marges positius [142].
Només un estudi prospectiu i randomitzat ha investigat el paper de la
radioterapia postoperatoria immediata; l'estudi 22911 de la EORTC va
comparar en pacients amb estadi patologic T3 NO després de prostatectomia
radical retropubica la radioterapia postoperatoria immediata a dosis de 60 Gy
amb la radioterapia diferida fins a la recidiva local amb dosis de 70 Gy. La
radioterapia postoperatoria immediata fou ben tolerada, objectivant-se una
milloria significativa de la supervivéncia clinica i biologica als 5 anys: 72.2%

versus 51.8% [130, 143].

En pacients amb estadi T1-T2 NO (o T3 amb determinats factors
pronostics) o amb estadi pT3 pNO amb un alt risc de recidiva local després
d’'una prostatectomia radical degut a disrupcié de la capsula, a marges
positius i/o a invasio de les vesicules seminals, i que presenten un PSA
inferior a 0.1 ng/ml un mes després del tractament quirdrgic, hem de

recomanar:
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- Radioterapia immediata un cop recuperada la funcié miccional
o urinaria.

- O, monitoritzacié clinica i bioldgica seguida de radioterapia de
rescat, quan el PSA assoleix valors superiors a 0.5 ng/ml [144].
En aquells casos que s’esperi a assolir el valor de PSA de 1.0
ng/ml, sembla ser que la possibilitat de control local de la

malaltia és inferior [145].

4.2.3. Tractament amb radioterapia del cancer de prostata localment avancat,

estadi T3-T4 NO MO, T1-T4 N1 MO

En els pacients amb CaP localment avancgat, i especialment en aquells
amb risc de malaltia limfatica, el tractament amb radioterapia aillada ha
mostrat resultats decebedors [146]. Per aquest motiu, i donada
I'hormonodependéncia del CaP, el tractament amb supressidé androgeénica

(SA) s’ha combinat amb la radioterapia externa amb dos objectius:

- Reduir el risc de metastasis a distancia, “esterilitzant” de forma
potencial les micrometastasis ja presents en el moment del
diagnostic.

- Reduir el risc de recurréncia local a través de la induccié
d’apoptosi cel-lular (efecte combinat amb la radioterapia) [147,

148].
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Nombrosos estudis han analitzat la combinacié de radioterapia i

tractament hormonal.

4.2.4. Tractament hormonal neoadjuvant

L’estudi 86-10 de la RTOG, va incloure 471 malalts amb estadi T2-T4
NO-Nx MO. El tractament amb SA es va iniciar 2 mesos abans de la irradiacio,
i es va mantenir durant el tractament amb radioterapia. També es va
administrar en aquells casos de recidiva en el bra¢ control de I'estudi. El
tractament hormonal consistia en I'administracié de Flutamida 250 mg, 3 cops
al dia i Acetat de goserelina 3.6 mg subcutani, cada 4 setmanes. El volum
diana pelvic va rebre una dosi de 45 Gy, mentre que el volum diana prostatic
en va rebre 20-25 Gy. Als 8 anys de seguiment, els casos que havien rebut
SA presentaven millor control local de la malaltia (42% versus 30%, p=0.016),
millor supervivencia lliure de malaltia (33% versus 21%, p=0.004) i millor
supervivéncia lliure de recidiva bioquimica (PSA<1.5 ng/ml, 24% versus 10%,
p<0.0001). Els pacients que presentaven un score Gleason entre 2 i 6

mostraven també una major supervivencia (70% versus 52%, p=0.015) [149].

4.2.5. Tractament hormonal concomitant i adjuvant

L’estudi 22863 de la EORTC va reclutar 415 malalts amb CaP en
estadi T1-T4 NO MO, i va comparar la radioterapia amb SA adjuvant amb la

radioterapia aillada. Es va permetre I'iUs de SA en aquells casos amb recidiva
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de la malaltia. Un 82% del pacients foren catalogats com a T3, un 10% com a
T4 i el 89% com a NO en el moment del diagnostic. El tractament hormonal va
consistir en Acetat de ciproterona 50 mg, 3 cops al dia durant 1 mes,
comengant el tractament 1 setmana abans d’iniciar la radioterapia, i
s’associava a Acetat de goserelina 3.6 mg, cada 4 setmanes durant 3 anys,
administrant-se la primera injeccio el dia que es comengava el tractament

amb radioterapia.

El volum diana pelvic va rebre 50 Gy, mentre que el volum diana
prostatic en va rebre 20 Gy. Amb un seguiment mig de 66 mesos,
s’objectivava que el tractament combinat oferia millors resultats en concepte
de supervivéncia (78% versus 62%, p=0.001), i de supervivencia lliure de
recidiva clinica (78% versus 40%, p<0.001) [130]. La incidéncia acumulada
de recidiva locorregional als 5 anys era d’1.7% versus 16.4% en el bra¢ que
unicament rebia radioterapia (p<0.0001), mentre que la supervivéncia sense
recidiva clinica o bioldgica (PSA nadir 1.5 ng/ml) fou del 81% en el brag de
tractament combinat comparada amb un 43% en el bra¢ de radioterapia

aillada (p<0.001).

4.2.6. Tractament hormonal adjuvant

L’estudi 85-31 de la RTOG va reclutar 977 pacients amb estadi T3-T4
NO-N1 MO o amb estadi pT3 després de prostatectomia radical. La SA es va
iniciar a la ultima setmana del tractament amb radioterapia i es va continuar

fins a la recidiva (Grup ), o bé es va iniciar al diagnosticar la recidiva (Grup
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II). EI 15% dels pacients del grup | i el 29% dels pacients del grup Il havien
estat sotmesos a prostatectomia radical, mentre que el 14% dels pacients del
grup | i el 26% del grup Il eren pN1. Es va administrar com a tractament
hormonal Acetat de goserelina 3.6 mg, cada 4 setmanes. La dosi d’irradiacio
a la pelvis fou de 45 Gy, mentre que es van administrar 20-25 Gy al llit
prostatic. Els pacients amb estadi pT3 van rebre 60-65 Gy. Amb una mitja de
seguiment de 7.3 anys, el tractament amb SA adjuvant va mostrar una major
supervivéncia global estadisticament significativa tant als 5 com als 10 anys;
76% versus 71 %, i 53% versus 38% respectivament. A més, 95 dels 173
malalts amb estadi pN1 que van rebre radioterapia pélvica associada a SA
immediata, presentaven una millor supervivéncia lliure de recidiva bioquimica
als 5 anys (PSA <1.5 ng/ml) que aquells pacients que van iniciar la SA més

tard (p=0.0001) [150].

4.2.7. Tractament hormonal neoadjuvant, concomitant i adjuvant

L’estudi 92-02 de la RTOG es va tancar al 1995 després de reclutar
1554 pacients. Els pacients que rebien tractament hormonal prolongat
(abans, durant i fins a 2 anys després de la radioterapia), mostraven millories
significatives que els pacients que rebien la modalitat curta de tractament
hormonal (2 mesos abans i durant la radioterapia) en termes de control
actuarial lliure de recidiva bioquimica, recidiva metastatica a distancia, control
local i supervivéncia lliure de malaltia. Respecte a la supervivéncia global als

5 anys, la modalitat de tractament hormonal prolongat va mostrar millors
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resultats que la curta només en aquells pacients amb tumors amb score

Gleason entre 81 10 [151].
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5. TRACTAMENT CANCER DE PROSTATA METASTATIC

A l'any 1941, Huggins i Hodges varen publicar uns estudis que
mostraven que el creixement i la supervivencia de les cél-lules prostatiques
estaven intimament relacionats amb els nivells d’androgens circulants [152].
Des de llavors i fins a I'actualitat, la supressié androgenica (SA) en les seves
diferents formes ha estat el tractament sistémic estandard d’aquells pacients
amb CaP localment avangat o metastatic. En els ultims anys, s’ha objectivat
una tendéncia cap a 'augment de la utilitzacié del tractament hormonal en
pacients més joves i amb estadis menys avancgats del CaP, aixi com en la
recurrencia de la malaltia després de tractament radical. En aquests casos el
tractament hormonal s’ha utilitzat tant com a tractament unic, com formant

part d’'un tractament multimodal [153].

5.1. Biologia i morfologia cel-lular de les cél-lules prostatiques

La glandula prostatica es caracteritza per presentar una organitzacio
complexa de diferents tipus cel-lulars, representats per un compartiment
epitelial i un compartiment estromal, que estan separats per una membrana

basal ben diferenciada (Figura 1).
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Figura 1. La prostata esta formada per un compartiment estromal i un
compartiment epitelial, separats per la membrana basal. Extret de

Schalken 2005.

El compartiment epitelial de la prostata esta format per dos tipus
cel-lulars: les cél-lules epitelials basals i les cél-lules epitelials glandulars
(secretores) [154]. Les cél-lules neuroendocrines, els macrofags no epitelials i

els limfocits intra-acinars es troben dispersos dins aquest compartiment.

Les cél-lules glandulars secretores son les més nombroses dins el
compartiment epitelial. Aquestes cel-lules ben diferenciades, estan lligades a
les cél-lules epitelials basals i s’estenen cap al lumen acinar [154]. La funcio
principal d’aquestes cél-lules exocrines és la secrecié de fluid prostatic que
conté PSA, fosfatasa acida prostatica especifica [23] i prostaglandines cap al
lumen glandular. Les cél-lules secretores tenen una capacitat proliferativa
relativament limitada, perd presenten un alt index mitotic [154]. El més

important, és que aquestes cél-lules expressen el receptor androgénic, i per
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tant la seva viabilitat i la seva capacitat secretora son androgen dependents

[155].

D’altra banda, seguim sense conéixer quina funcié duen a terme les
cél-lules prostatigues neuroendocrines. Sembla que podrien induir la
proliferacio de les cél-lules veines mitjangant la secrecié paracrina de
neuropéptids com la cromogranina A [156]. Les ceél-lules neuroendocrines es
caracteritzen generalment per I'abséncia de receptor androgenic i per la falta
d’expressio de PSA. Donada la falta de receptor androgénic, les seves
funcions reguladores no estan influenciades pels androgens circulants i per

tant son androgen-independents [157].

La principal funcié de les cél-lules epitelials basals és la sintesi i
secrecio dels components de la membrana basal. Aquestes ceél-lules no estan
molt ben desenvolupades i rarament expressen receptor androgenic [158,
159]. La membrana basal de la prostata conté un nombre escas de cel-lules
mare poc diferenciades i cél-lules Inter mitges entre les cél-lules mare
indiferenciades i les cel-lules secretores i neuroendocrines ben diferenciades
[154, 158, 159]. Les cél-lules Inter mitges presenten un alt index mitotic i una
moderada capacitat de renovar-se. So6n androgen-independents per
sobreviure, perd depenen dels androgens per créixer i expandir-se, i per tant
sén androgen-dependents. Per contra, les cél-lules mare tenen una alta
capacitat per renovar-se i un baix index mitdtic, essent androgen-

independents per la seva auto-renovacio.
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5.2. Efecte dels androgens sobre el desenvolupament de les cél-lules

epitelials prostatiques

5.2.1. Regulacié androgénica

El creixement de la glandula prostatica depén, com la de qualssevol
biologia cel-lular, de I'equilibri existent entre la proliferacié cel-lular i la mort
cel-lular (apoptosi). Si aquests dos components son equivalents, com sol
passar en el teixit prostatic normal, no existeix un creixement net prostatic. En
canvi, en el cas de que lI'index de proliferacio cel-lular sigui major que el
d’apoptosi, es produeix un creixement continu de la glandula prostatica i el
nombre de cél-lules augmenta. En el cas de la prostata, aquest equilibri entre

la proliferacié cel-lular i 'apoptosi esta regulat pel androgens (Figura 2).

La testosterona, que és I'androgen circulant més important en sang
periférica, és produida principalment a nivell testicular. A nivell de la prostata,
la testosterona es converteix en 5-alfa-dihidrotestosterona (DHT) mitjangant
'accio d’isoenzims 5-alfa-reductassa. Malgrat que ambdos androgens son
capacos d’'unir-se al receptor androgenic, la DHT té una afinitat molt més alta
pel receptor androgénic que la testosterona [160-162]. L'efecte directe de la
testosterona sobre les cél-lules epitelials prostatiques, indueix diferenciacio,
mentre que l'efecte indirecte de la proliferacié és mediat per la produccié de
factors de creixement per part de I'estroma prostatic. Els androgens també
estimulen directament la producci6 de factor de creixement vascular

endotelial (induint per tant 'angiogénesi) tant en el teixit prostatic normal com
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en el teixit prostatic neoplasic. A la prostata normal, hi ha un equilibri optim

entre els diferents processos reguladors.

\‘
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Figura 2. Tant la testosterona (T) com la dihidrotestosterona (DHT)
produeixen un efecte directe sobre la diferenciaci6 de les cél-lules
epitelials, i un efecte indirecte sobre la proliferacié cel-lular a través de
l'alliberament de factors de creixement per part de I'estroma prostatic.

Extret de Schalken 2005.

5.2.2. Castracio i administracio de testosterona

L’efecte de la testosterona en la cinética cel-lular s’ha estudiat en rates

castrades. Durant la primera setmana després de la castracio,
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aproximadament el 75% de totes les cél-lules epitelials moren. La castracio
indueix a nivell de la prostata I'apoptosi de les cél-lules epitelials, mentre que

practicament no existeix proliferacio cel-lular.

La re administracié de testosterona, inclus al cap d'un any de la
castracié, provoca una minima apoptosi i un augment significatiu i important
de la proliferacio cel-lular [154]. La testosterona per tant, és la principal
reguladora de la diferenciacio, i condueix la morfogénesi epitelial de la

prostata aconseguint en pocs dies la repoblacié cel-lular de tota la prostata.

Quan un home és sotmés a un tractament de deprivacié androgénica,
els nivells de testosterona disminueixen en pocs dies fins a adquirir nivells
que trobariem en nens de 10 anys [155]. Ja que la supressié d’androgens
condueix a lI'apoptosi de totes les cél-lules androgen-dependents, totes les
cél-lules glandulars secretores patiran apoptosi. Consequentment, la prostata
involuciona rapidament, degut a la pérdua del compartiment epitelial prostatic
[155]. Ja que només les cél-lules mare i les cél-lules mare Inter mitges son
androgen-independents per sobreviure, aquestes es mantenen vives durant
la deprivacié androgeénica, augmentant en numero. Tot i aixi, malgrat que les
cél-lules mare Inter mitges sén androgen-independents per morir, son
androgen-dependents per proliferar. Per tant, aquesta sensibilitat
androgénica permet la restauracio proliferativa del component cel-lular
glandular androgen-depenent en el cas que es restauri la circulacio i

preséncia d’androgens a nivell prostatic [156, 158].
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5.3. Tipus de supressié androgénica

El tractament estandard dels pacients amb CaP localment avancat o
metastatic és la SA aconseguida mitjangant la castracié quirurgica practicant
una orquiectomia bilateral, o bé quimica mitjangant I'is d’agonistes LHRH
associats o no a antiandrogens. Donat que classicament s’ha considerat a
I'orquiectomia bilateral com el “gold standard” per assolir la SA, aquesta
s'utilitza per a comparar-la amb d’altres o noves terapies que busquen

aconseguir la supressio d’androgens.

S’ha demostrat ampliament l'eficacia comparable de la castracio
quirurgica i de la terapia amb agonistes LHRH. Diversos assajos clinics
randomitzats [163-166] han comparat la seguretat i eficacia de I'orquiectomia
i dels agonistes LHRH. Tots aquests estudis mostren que ambdues formes de
SA no presenten diferéncies a I'hora de valorar els indexs de resposta
objectius i subjectius, aixi com tampoc objectiven diferéncies en els indexs de
resposta de testosterona. Seidenfeld va dur a terme un metaanalisi que va

confirmar aquests resultats [167].

5.3.1. Castraci6 quirurgica

Continua considerant-se com el “gold standard” de la SA, i representa

el tipus de SA enfront a la qual es comparen la resta de modalitats de SA.

Consisteix en I'extirpacié d’'ambdues gonades masculines. Es el tipus

de SA que aconsegueix el descens més rapid de les xifres de testosterona.
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Té com a punt a favor el relatiu baix cost economic que comporta. Les seves
principals complicacions sén I'aparicié de fogots, la perdua de la libido i la
impoténcia. Aquests efectes secundaris sén equiparables als que s’obtenen
amb els agonistes LHRH, i sén deguts a la supressio d’androgens [153, 168,
169]. El fet que es tracti d’'un tractament irreversible associat a I'impacte
psicologic que suposa per als pacients, ha motivat que aquesta forma de SA
hagi perdut forca enfront de la reversibilitat que ofereix la SA amb agonistes

LHRH [153, 169].

5.3.2. Estrogens

Els estrogens aconsegueixen la SA mitjangant diversos mecanismes:
supressié de la secrecid de LHRH, inactivacié dels androgens, supressio
directa de la funcié de les cél-lules de Leydig i citotoxicitat directa sobre
I'epiteli prostatic (aquesta ultima s’ha demostrat Uunicament in-vitro) [170].
Durant molts anys foren I'inica alternativa existent a la castracié quirurgica
com a via per aconseguir la SA. El dietiestilbestrol a dosi de 5 mg/dia
proporcionava una bona resposta clinica, perd0 [I'elevat nombre de
complicacions portaren a reconsiderar-ne la dosi (VACURG 1967). Estudis
posteriors amb dosi de 1 mg/dia van mostrar una eficacia similar amb una
reduccid dels efectes secundaris, tot i aixd un estudi EORTC mostra un
descens dels nivells de testosterona només en el 80% dels pacients davant el

100% en els pacients castrats.
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El seu us per via oral, frequentment induia retencié de fluids,
insuficiencia cardiaca congestiva, trombosi venosa profunda, embolismes
pulmonars, infart de miocardi i accidents vasculars cerebrals [171, 172].
Aquest ventall d’efectes secundaris amb una alta morbimortalitat associat a
I'us dels estrogens va motivar que es considerés a la castracié quirargica com
el “gold standard” en aquells pacients que requerien una supressio dels

androgens circulants.

En els ultims anys, diversos grups han objectivat i defensat que els
efectes secundaris induits per lI'is d’estrogens es poden minimitzar si
s’administren per via parenteral. Els efectes trombogénics dels estrogens
administrats per via oral estan relacionats amb I'efecte de primer pas pel
fetge amb la consequent sobreproduccid de factor VII. L'administracio
parenteral dels estrogens evita el primer pas hepatic, disminuint els efectes
secundaris cardiovasculars. Hedlund i Henriksson [173] van objectivar que
'administracio parenteral de 240 mg de poliestradiol cada dues setmanes
aconseguia una eficacia i una seguretat cardiovascular comparable a la del
bloqueig androgénic complert (BAC) en termes de supervivéncia global, i amb
'avantatge afegit de ser un tractament forga més economic. D’altra banda
Scherr [174] va objectivar que I'administracié d’'un mg diari de dietilestilbestrol
aconseguia una supressio efectiva de les xifres de testosterona sense produir
I'efecte nociu sobre la densitat mineral 0ssia que s’ha relacionat amb I'Us

perllongat d’agonistes LHRH.
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5.3.3. Agonistes LHRH

5.3.3.1. Per qué utilitzem agonistes LHRH?

L’hipotalem secreta de forma pulsati LHRH, també anomenada
hormona alliberadora de gonadotropina (GnRH). Aquest petit péptid té una
vida mitja molt curta degut a la degradacié a la que és sotmeés per les
peptidases, i de fet no necessita una vida mitja més llarga, ja que només ha
de ser actiu durant un periode curt de temps dins la circulacié portal
hipofisiaria. A través d’aquesta circulacid, la LHRH viatja a la hipofisi anterior
on s’uneix al seu receptor estimulant la sintesi d’hormona luteinitzant (LH) i
d’hormona fol-licle estimulant (FSH). La LH circulant en el torrent sanguini
arriba a les cél-lules intersticials de Leydig a nivell del testicle, on s’uneix amb
el seu receptor activant-se mecanismes intracel-lulars que condueixen a la
sintesi i alliberacio de testosterona. Més del 90% d’aquesta testosterona
circula en el torrent sanguini unida a la hormona sexual lligant de globulina
(SHBG). Només un petit percentatge (aproximadament un 10%) viatja no
unida a la SHBG, i per tant esta disponible per produir activacio a nivell
cel-lular. Si els nivells de testosterona augmenten, ella mateixa mitjangant un
efecte feed-back inhibeix I'alliberacié de LHRH a nivell de I'hipotalem aixi com
l'alliberacié de LH a nivell de la hipofisi. Com a resultat d’aquest feed-back,
disminueix la sintesi i alliberacié de testosterona per part de les cél-lules de

Leydig [175-177].
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La testosterona produida per les cel-lules de Leydig es transporta a
través del sistema circulatori a d’altres organs, entre ells, la prostata. A nivell
de les céllules prostatiques, la testosterona és transformada en
dihidrotestosterona (DHT) mitjancant la 5-alfa-reductasa. La DHT té una
major afinitat que la testosterona pel receptor androgénic intracel-lular.
Després d’unir-se la DHT amb el seu receptor androgénic a nivell del nucli,
aquest complex s’uneix al seu corresponent promotor, resultant finalment la

sintesi de PSA i de factors de creixement [175-177].

Les glandules adrenals son la segona font d’androgens (sintetitzen
aproximadament el 5% del total d’androgens) de l'organisme. L’hormona
adrenocorticotropa (ACTH) estimula les glandules adrenals per tal que
produeixin androstenodiona i dehidroepiandrosterona. Ambdds androgens
son transformats en testosterona a nivell dels teixits periférics i de la glandula

prostatica [175-178].

Quan s’administren per primera vegada, els agonistes LHRH indueixen
un augment transitori de LH. Simultaniament es produeix un augment brusc
de la concentracié plasmatica de testosterona per sobre dels nivells previs a
iniciar el tractament (“flare phenomenon”) [179]. Passades unes 3 o 4
setmanes es produeix una disminucio de la regulacio dels receptors LHRH a
nivell de la hipofisi reduint-se de forma concomitant els nivells de testosterona
sérica [179-182]. Hi ha dos factors importants que expliquen aquesta
regulacio a la baixa dels receptors LHRH: I'administracio continua d’agonistes
LHRH comparat amb el model pulsatil, i segon la sobre-estimulacio dels
receptors mantenint uns nivells sanguinis d’agonistes LHRH constantment

per sobre de 100 pg/ml [183].
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5.3.3.2. Agonistes LHRH i tipus

Els agonistes sintétics de LHRH d’alliberacié prolongada han estat
utilitzats en el tractament del CaP avancat durant més de 20 anys. Schally
[184] va descobrir i descriure I'estructura de la GnRH l'any 1971. Des de
llavors, s’han desenvolupat diversos agonistes LHRH: buserelina, goserelina,
leuprolida i triptorelina, els quals s’han convertit actualment en la pedra
angular del tractament del CaP avangat. Aquestes formulacions estan
disponibles en diferents formes d’administracié (subcutania i intramuscular) i
gracies a uns sistemes microcapsulars d’alliberacié prolongada es poden
administrar amb diferents cadéncies; des d'un a tres mesos, existint avui en
dia formes implantables depot que permeten una administracié més espaiada
[185]. Cap estudi ha comparat directament els diferents agonistes LHRH, tot i
aixi en una revisio sistematica [167] no es van observar diferéncies en les

taxes de supervivéncia entre les diferents formules d’agonistes LHRH.

Els agonistes LHRH son efectius a I'hora de disminuir els nivells de
testosterona sérica [186, 187]. Després de 14-28 dies de la seva
administraciod, els nivells de testosterona seérica disminueixen per sota de 50
ng/ml [186, 188]. Hem de tenir en compte, perd, que després d’iniciar el
tractament el 33% dels pacients poden presentar elevacions transitories dels
nivells de testosterona coincidint amb la re-administracié de I'agonista LHRH,
podent comportar I'aparici6 de manifestacions agudes com dolor ossi,
compressid medul-lar, uremia, paralisi o incldos la mort en malalts amb
malaltia metastatica avancada [186]. Aquestes complicacions poden evitar-se

amb I'administracié prévia durant uns dies d’'un antiandrogen [189].
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Els efectes secundaris descrits amb més frequencia inclouen fogots,
disminucié de la libido, impoténcia, asténia, ginecomastia i nausees. La
majoria d’aquests efectes secundaris son deguts a la supressio d’androgens
[190-194]. A més I'administracio prolongada d’agonistes LHRH s’ha associat
també amb [l'aparicié d’osteoporosi, recomanant-se en aquests pacients
aturar I'habit tabaquic i el consum d’alcohol, aixi com realitzar exercici amb

regularitat i prendre calci i vitamina D [195, 196].

5.3.4. Antiandrogens

Els antiandrogens competeixen amb la testosterona i la DHT per la
unié amb els seus receptors localitzats al nucli de les cél-lules prostatiques,

induint apoptosi i inhibint el creixement del CaP [197].

Menys d’'un 5% dels androgens circulants provenen de les glandules
adrenals. El fet de bloquejar els receptors androgénics a nivell de la prostata
s’ha considerat com una hipotesi per a millorar els efectes terapeutics

aconseguits amb I'ablacié gonadal [198].

Els antiandrogens es classifiquen en dos grups, els esteroidals (acetat
de ciproterona, acetat de megestrol i medroxiprogesterona) i els no
esteroidals (flutamida, nilutamida i bicalutamida). Tots dos tipus competeixen
amb els androgens per la unié amb el seu receptor, perdo mentre que aquest
és l'unic mecanisme d’acci6 dels antiandrogens no esteroidals, els
esteroidals tenen també propietats progestacionals que inhibeixen

centralment la hipofisi. Els antiandrogens no esteroidals sén els més
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ampliament acceptats i actualment son el mecanisme d’eleccio per bloquejar
els androgens adrenals. De fet els antiandrogens no esteroidals sén preferits
ja que quan s’usen en regim de monoterapia no produeixen una disminucio
dels nivells de testosterona i per tant no solen disminuir la libido, causar
impoténcia, ni solen produir alteracions de la densitat mineral ossia [199,

200].

Els antiandrogens s’han utilitzat com a monoterapia en pacients que
no havien rebut mai tractament hormonal amb la intencié de mantenir la
potencia sexual. Sembla clar que el seu Us en monoterapia no es recomana
en aquells pacients amb malaltia metastatica o localment avangada, ja que la
supervivéncia en aquest grup de malalts és menor que quan s’utilitza una SA
testicular [201]. Tot i aixd la monoterapia amb altes dosis d’antiandrogens ha
estat i continua essent fruit d’investigacions. Analisis precogos d’alguns
estudis que estan avui en dia en marxa, han mostrat una reduccioé en la
progressio de la malaltia en pacients amb malaltia preco¢ no metastatica
[202, 203]. Malgrat aquestes dades prometedores, encara no disposem de

dades sobre la supervivéncia global.

També s’han utilitzat els antiandrogens de forma combinada amb
agonistes LHRH amb la intencié d’evitar I'aparicio de simptomes ocasionats
per 'augment de les xifres de testosterona que provoquen les primeres
administracions d’aquests farmacs, o bé amb la intencié d’aconseguir un
bloqueig “complert” de I'accié androgénica inhibint els androgens adrenals

qgue poden ser convertits en dihidrotestosterona.

Els efectes secundaris que manifesten els pacients amb més

frequéncia son la ginecomastia, cansament, elevacions sériques de les xifres

71



de transaminases i problemes gastrointestinals. Aquests ultims solen ser els
responsables de que es discontinui I'administracié d’antiandrogens [204,

205].

5.4. Bloqueig androgénic complert versus agonistes LHRH

El bloqueig androgénic complert (BAC) consisteix en utilitzar dues
formes de SA. La primera radica en la inhibici6 de la produccié de
testosterona (mitjangant la castracioé quirurgica o un agonista LHRH), mentre
que la segona té la finalitat de bloquejar el receptor androgénic mitjangant I'is
d’'un antiandrogen amb la intencid d’inhibir els efectes dels androgens

adrenals o produits localment [168, 185, 206, 207].

Inicialment, els estudis que avaluaven el BAC van obtenir bons
resultats. Labrie [208] va objectivar que el BAC amb un agonista LHRH i amb
flutamida augmentava el percentatge i la duracié de les respostes quan es
comparava amb un grup historic de malalts control. En un altre treball publicat
per Crawford [209] també s’objectivava un augment de la supervivéncia de 7

mesos en aquells malalts que rebien BAC.

Estudis més recents no han pogut confirmar que el BAC reporti major
benefici que I'us d’agonistes LHRH sols. El “Prostate Cancer Trialists
Collaborative Group” (PCTCG) va publicar un metaanalisi al 1995 [210] que
contenia dades de 22 estudis randomitzats amb un total de 3283 morts en un
grup de 5710 pacients amb CaP avancgat. Els malalts tractats amb BAC

mostraven una menor morbiditat i una major supervivencia als 5 anys, pero
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aquestes diferéncies no adquirien significacio estadistica. El mateix grup va
publicar 5 anys més tard una actualitzacio del seguiment, incloent 5 estudis
nous i més pacients (un total de 8275) per tal d’augmentar la poténcia
estadistica [211]. En aquesta ocasio s’objectivava una major supervivencia
als 5 anys en els malalts tractats amb BAC que era estadisticament
significativa (25.4% versus 23.6%) perd que tenia poca significacio en la
practica clinica. Samson [212] ha publicat més recentment un altre
metaanalisi que inclou 21 estudis i 6871 pacients, on es compara la SA sola
amb el BAC. Aquesta revisio va objectivar un augment significatiu de la
supervivéncia global als 5 anys en el grup de pacients tractats amb BAC. Els
resultats d’aquest metaanalisi foren criticats ja que només 10 dels 21 estudis i
un 66% dels pacients mostraven un seguiment a 5 anys. A més tampoc es
feia referencia als efectes secundaris dels dos tipus de SA analitzats en

aquest treball.

L’any 2004, la “Cochrane Collaboration” va revisar el BAC en el CaP
avancat [213]. El fet de realitzar la SA amb BAC comportava una millor
supervivéncia lliure de progressié a 1 any de seguiment, mentre que la
supervivéncia lliure de malaltia només es veia millorada als 5 anys. La
supervivéncia global també era significativament millor als 5 anys, pero el fet
de rebre BAC s’associava amb una major presentacié d’'efectes secundaris
que motivaven que un 10% dels pacients deixés el tractament en comparacio

amb el 4% dels malalts que rebien unicament agonistes LHRH.

Podem concloure analitzant aquestes dades, que el BAC sembla tenir
un modest benefici respecte als agonistes LHRH en quant a augmentar la

supervivéncia dels pacients. La frequéncia amb qué es presenten efectes
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secundaris i el major cost economic del BAC inviten a preguntar si aquesta
forma de SA s’ha d’estendre a tots els pacients que la necessitin o bé si el
seu uUs s’ha de restringir només per a una petita proporcié de pacients amb

CaP avancat.

5.5. Quan hem d’iniciar el tractament amb supressié androgénica ?

El tractament amb SA és considerat el tractament estandard per
aquells pacients amb CaP metastatic androgen-depenent. D’altra banda, no
s’ha establert clarament  quin és el millor moment per iniciar el tractament
amb SA en aquells casos en qué el CaP androgen-depenent es manifesta
unicament com un ascens de PSA. S’han dut a terme tres estudis
randomitzats que han comparat el tractament precog i el tractament diferit

amb SA, amb resultats contradictoris.

En el primer estudi, I'estudi VACURG 1, els pacients amb CaP avancat
es van randomitzar en un grup que rebia tractament immediat amb
orquiectomia bilateral més 5 mg diaris de dietilestilbestrol [214], un altre grup
era sotmés a orquiectomia bilateral més un placebo, un tercer grup rebia
unicament 5 mg de DES diaris, i el quart grup rebia placebo amb la
possibilitat de creuar-se amb altres grups en aquest ultim cas quan es
demostrava progressio de la malaltia [171, 215]. No es va demostrar cap
diferencia ni millora de la supervivéncia en cap dels grups de tractament,
concloent-se que el tractament precog¢ amb SA no era superior que el

tractament diferit amb SA.
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En un segon estudi, el Medical Research Council va dur a terme un
analisi randomitzant 934 malalts amb CaP (434 amb malaltia metastatica i
500 sense) en dos grups, un que rebia de forma immediata tractament amb
SA i un altre que rebia el tractament amb SA de forma diferida quan
s’objectivava progressio de la malaltia [216]. Si agafem com a objectiu final
de l'estudi la mort per CaP, no s’objectivaven diferencies entre el grup de
tractament preco¢ (65% de morts per CaP) i el grup de tractament diferit
(69% de morts per CaP) en aquells pacients amb malaltia metastatica
manifesta. D’altra banda, en aquells pacients sense malaltia metastatica
coneguda, semblava que aquells que rebien la SA de forma immediata
presentaven menys mort per CaP (32%) que el grup que rebia SA de forma
diferida (49%). Recentment s’han publicat resultats d’aquest estudi amb un
temps de seguiment més llarg sense detectar-se diferéncies estadisticament
significatives entre el grup de malalts amb CaP que rebien SA immediata i

diferida.

L’Eastern Cooperative Oncology Group (ECOG) va dur a terme també
un estudi prospectiu i randomitzat comparant la SA immediata amb I'actitud
conservadora en un grup de 98 pacients que havien estat sotmesos a
prostatectomia radical en els que es va trobar malaltia metastatica ganglionar
[217]. Amb un seguiment de 7.1 anys, es va demostrar una diferéncia
significativa en quan a major supervivéncia en aquell grup de pacients que

havien rebut tractament immediat amb SA.

Malauradament no coneixem el mecanisme que expliqui els resultats
diferents d’aquests tres estudis que mostren un aparent benefici de la SA

immediata sobre la diferida. Molts urolegs influits probablement per I'opinio
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dels seus pacients, advoquen per iniciar el tractament amb SA tant bon punt
s’objectiva la recurréncia del CaP després d’haver sotmés al malalt a
tractament radical, recurréncia que es sol manifestar amb un ascens de PSA.
El fet d’'iniciar la SA en aquest moment pot explotar qualssevol benefici afegit
atribuible a l'inici immediat del tractament, perd hem de tenir en compte que
també augmentara la possibilitat de que el pacient presenti efectes
secundaris del tractament hormonal com pérdua de massa 0Ossia, pérdua de
libido, deteriorament cognitiu i empitjorament de la seva qualitat de vida. Si
tenim en compte que la mitja de supervivéncia d’aquest pacients és superior
als 16 anys, les consequéncies dels efectes adversos del tractament amb SA
mereixen que hi prestem atencié [218]. Contrariament, si esperem a que la
malaltia metastatica estigui establerta i es manifesti clinicament per iniciar el
tractament amb SA, podem perdre els avantatges del tractament immediat
amb SA, perd podem aconseguir un major temps lliure d’efectes secundaris.
El temps de doblatge del PSA ens pot ajudar a estratificar els pacients amb
elevacions de PSA, de manera que aquells malalts amb temps de doblatge
de PSA curts requeriran tractament amb SA de forma més preco¢ que aquells

amb temps de doblatge de PSA allargats [218].

5.6. Indicacions del tractament amb supressié androgénica

Hem pogut objectivar les diferents opinions i la manca d’acord existent

dins la comunitat urologica al voltant de diversos aspectes referents al

7R



tractament amb SA. Tot i aixi, podem establir una série d’indicacions del

tractament hormonal:

- Malaltia metastatica simptomatica, amb la intencié de pal-liar
els simptomes i de reduir el risc de que es presentin sequeles
catastrofiques de la malaltia avangada (compressio medul-lar,
fractures patoldgiques, obstruccid ureteral, metastasis extra-
esqueléetiques). (Nivell d’evidéncia: 3).

- Malaltia metastatica asimptomatica. L'us de la SA de forma
immediata per tal de diferir la progressi6 cap a un estat
simptomatic i per prevenir les complicacions serioses
relacionades amb la progressié de la malaltia [216] (Nivell
d’evidéncia: 1b).

- Malaltia metastatica ganglionar. La SA immediata pot millorar
la progressio lliure de malaltia i fins i tot la supervivéncia del
malalt [217] (Nivell d’evidéncia: 1b) [219] (Nivell d’evidencia: 3).

- Malaltia localment avangada no metastatica. La SA immediata
pot millorar la supervivéncia lliure de malaltia [216] (Nivell
d’evidéncia: 1b).

- Malaltia localment avangada simptomatica [129] (Nivell
d’evidéncia: 4).

- Malaltia localment avancada asimptomatica, en malalts que no

poden sotmetre’s a tractament radical local.
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6. BIOLOGIA DE L’OS NORMAL

6.1. Formacio d’os normal

L’os és un teixit dinamic que esta constantment remodelant-se al llarg
de tota la vida. L’estructura de I'os compacte i esponjos proporciona la
resisténcia i la densitat correctes per a una bona mobilitat. A més, I'os és un
reservori de calci, magnesi, fosfor, sodi i altres ions necessaris per a les
funcions de [I'homeostasi. L'esquelet estd molt vascularitzat i rep
aproximadament el 10% de la despesa cardiaca.

Les propietats de I'os venen dels seus components extracel-lulars. La
seva estructura consta d’'una fase mineral sodlida intimament unida a una
matriu organica, formada en un 95% per col-lagen tipus I. La porcid6 no
col-lagena de la matriu organica conté proteines provinents del torrent
sanguini  (albumina i glucoproteines a-HS), proteines amb acid
a-carboxiglutamic, osteocalcina, osteonectina, ostopontina i
tromboespondina. Algunes d’aquestes proteines poden funcionar iniciant la
mineralitzacié i promovent la unié de la fase mineral a la matriu.

La fase mineral esta formada per calci i fosfats. La millor manera de
definir-la és com una hidroxiapatita escassament cristal-lina, tot i que el
quocient molar calci/fosfat sigui inferior al quocient molar de 1.67 propi de
I'hidroxiapatita.[220]

A linici, la fase mineral de I'os es diposita intimament unida a les fibretes
de col-lagen i es localitza especificament en els “intersticis” que deixen entre si

les fibretes de col-lagen. Aquesta disposicié arquitectonica del mineral origina
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un producte o material bifasic adequat per a resistir les forces mecaniques. La
formacio i localitzacié de la fase inorganica esta determinada en part per la

matriu organica.

Els osteoblasts son les cél-lules d'origen mesenquimatdés que
sintetitzen i secreten la matriu organica. En tots els ossos vius es dona cert
grau d’activitat osteoblastica (un 4% de totes les superficies en un adult). La
mineralitzacié de la matriu per formar sobretot les osteones (sistemes de
Havers) comenga poc després de ésser secretada la matriu (mineralitzacio
primaria) perd no finalitza fins algunes setmanes després (mineralitzacio

secundaria). Els osteoblasts es caracteritzen per:

la seva localitzacio i morfologia
- tenen una forma especifica de fosfatasa alcalina
- disposen de receptors de PTH i 1,25-dihidroxivitamina D
- capacitat per sintetitzar les proteines especifiques de la matriu
(col-lagen tipus I, osteocalcina, osteopontina)

Quan un osteoblast secreta la matriu que posteriorment es mineralitzara, la
cél-lula que rodeja d’aquesta matriu i acaba convertint-se en un osteoécit que
segueix rebent el rec sanguini a través d'uns canalicles. Els ostedcits
sintetitzen col-lagen tipus | i altres substancies que formaran I'anomenada
matriu extracel-lular de I'os que posteriorment es fortifica amb el dipdsit de

sals de calci,

La resorcio oOssia la realitzen principalment els osteoclasts, cél-lules
multinucleades que es formen a partir de la fusi6 de cél-lules
hematopoetiques primitives relacionades amb la série fagocitica mononuclear

(fins a 50 nuclis s’arriben a fusionar) [221]. Es poden formar in vitro a partir
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de moll d’os i cél-lules de la melsa, un proceés facilitat per la presencia de
vitamina D3 i cel-lules de I'estroma [222]. El fet que una cél-lula precursora
s’acabi diferenciant en un osteoclast ve determinat per I'adquisicid dels
marcadors fenotipics de maduracié com sén el receptors per la calcitonina,
TRAP (tratate resistent acid phosphate), integrina awb3, la fusioé de nuclis i la
capacitat per formar llacunes a I'0s[223]. Els osteoclasts habitualment només
estan actius sobre un 1% de les superficies 0ssies de I'adult. La resorcio de
'os té lloc en espais festonejats (llacunes de Howship) on els osteoclasts
estan units a través d'una integrina especifica als components de la matriu
Ossia (osteopontina). Aquesta zona (zona clara) conté proteines contractils.
El pol cel-lular amb capacitat resortiva forma un vorell rugés especialitzat. El
mineral i la matriu desapareixen d’aquest espai on el ribet rugds esta plegat i
en contacte amb I'os. Les proteines, fins i tot una ATPasa especialitzada en
la bomba de protons, es troba en la membrana del ribet rugos fet que facilita
que en el compartiment extracel-lular adjacent es generi un medi acid que
afavoreix la solubilitzacié de la fase mineral.

La matriu 0ssia es reabsorbeix en el medi acid annex al ribet rugds per
accio d’hidrolases després de solubilitzar-se la fase mineral.

Hi ha varis lligands solubles que regulen la diferenciacio d’osteoblasts i
osteoclasts a partir de les cél-lules precursores, com per exemple els factors
estimulants de coloniesiIL6i 11.

L’'os es un magatzem de factors reguladors del creixement. Alguns
dels factors que afecten la funcié dels osteoblasts son: factor de creixement

transformador (TGFg tipus | i Il), factors de creixement fibroblastic acid
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(aFGF) i basic (bFGF), factor de creixement derivat de les plaquetes (PDGF) i
els factors de creixement afins a la insulina (IGF 1i Il).

Els factors que actuen sobre els osteoclasts son: IL-1, factor de
necrosi tumoral (TNF), interfer6 y, factors estimulants de colonies (CSF).
Alguns dels efectes sobre els osteoclasts estan mediats per osteoblasts i
fibroblasts adjacents a la medul-la Ossia. Per exemple, els osteoclasts
madurs no tenen receptors per la PTH, hormona que afavoreix la resorcio

ossia actuant en primer lloc sobre els osteoblasts i fibroblasts de I'estroma.

6.2. Remodelacio ossia

L’'os té multiples funcions en els vertebrats, com son la proteccio
d'dorgans vitals i del moll dos, suport estructural als musculs,
emmagatzematge i alliberament de ions (calci) i factors de creixement
emmagatzemats a la matriu.

L’os en I'adult es renova constantment gracies a multiples estimuls en
un procés anomenat remodelacié ossia.

La remodelacié ossia inclou la destruccidé de trabécules ossies per part
dels osteoclasts i tot seguit els osteoblasts reomplen els buits de matriu 0ssia.
Es un procés similar a I'ossificacié endocondral perd en aquest cas I'equilibri
€és maxim entre osteoclasts i osteoblasts (en l'ossificacié endocontral es dona
una major resorcié per tal de permetre la formacié de la cavitat medul-lar dels
0SS0S).

Els processos que determinen la remodelaciéo Ossia encara no es

coneixen en profunditat. Inclouen la lesié de parts toves canvis en les forces
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mecaniques resultat de alteracions corporals, alliberament de citoquines i
factors de creixement relacionats amb canvis en els nivells hormonals. Es
tracta d’'un procés estretament regulat on la formacié va seguida de la
destruccié d’os de manera que aproximadament en un adult podem trobar
fins a un milié de microfocus de remodelacié.

Estudis recents demostren que com a minim en resposta a forces
mecaniques (i probablement en resposta a d’altres factors), els ostedcits
regulen la recaptacié d’osteoclasts als llocs de resorcid induint I'expressioé de
la molécula RANKL pels osteoblasts en el microambient de I'os [224]. Tot i
aixo els mecanismes moleculars precisos que controlen l'inici, progressio i
aturada de tot aquest procés sén poc coneguts.

En principi els osteodcits es comuniquen entre ells i amb els osteoblasts
en la superficie 0ssia i a la medul-la 0ssia. Sembla ser que aquesta és la
manera amb que els ostedcits regulen I'expressio RANKL pels osteoblasts.

La ratio de remodelatge ossi i el nombre de focus de remodelacio
s’incrementen en varietat de situacions com l'osteoporosi post menopausica,
hiperparatiroidisme, artritis reumatoidea, on <s’alliberen citoquines
proinflamatories que estimulen la resorci6 ossia [225].

La majoria d’aquests factors estimulen la resorcié ossia principalment
per un mecanisme indirecte que implica la sobrexpressiéo de M-CSF i RANKL
pels osteoblasts i altres cél-lules [226].

Els nostres coneixements sobre I'activitat dels osteoclasts han avangat
rapidament des de [lestabliment del sistema de senyalitzacio
RANK/RANKL/OPG. De fet, ara tenim clar que els osteoclasts no sén

simplement cél-lules que reabsorbeixen os siné que també regulen el
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funcionament dels osteoblasts [227, 228], l'alliberament de les cel-lules
hematopoetiques des de la medul-la ossia fins a la sang [229] i

d'immunomodul-ladors en estat patologics [230].

6.3. Regulacioé de la formacio i activacié dels osteoclasts amb el sistema

OPG/RANKL/RANK

Els osteoclasts deriven de precursors mononuclears mieloides que

també poden donar lloc a macrofags.

L’expressi6 de M-CSF pels osteoblasts es necessaria perque les
cél-lules progenitores es diferenciin a osteoclasts, perd a part calen altres
factors com RANKL i RANK als osteoclasts. El primer en descriure-ho fou
Yoshida H et al [231] que van observar en un model de ratolins sense M-CSF

I'existéncia d'osteopetrosi degut a I'abséncia d'osteoclasts.

L’any 1981, Rodan i Martin van proposar que els osteoblasts devien
intervenir en la regulacié de la reabsorci6 oOssia a través d’hormones
calcitrofiques i altres factors de resorcié com la PTHrp (Parathyroid hormone-
related protein). La seva hipotesis es basava en el fet que els osteoclasts no
semblaven mostrar receptors per la PTH, PTHrp i altres hormones
calcitropiques, mentre que els osteoblasts si que mostraven aquests

receptors tan importants.

El descobriment que va resoldre I'enigma del mecanisme local de
regulacio ossia fou inesperat. Molts grups de recerca van intentar de forma

poc exitosa de purificar el que finalment ha estat RANKL. De fet 4 grups

Q1



investigadors ho van descobrir de forma paral-lela per camins diferents. El
grup Amgen de forma inesperada van descobrir l'inhibidor de RANKL, la
Osteoprotegerina (OPG). Aquest grup pretenia dissenyar models de ratolins
transgénics que sobre-expressessin varis receptors TNF cDNA per tal de
trobar molécules que poguessin interferir en la via de transduccié de senyal
de TNF. Amb aix0 van observar que els ratolins que expressaven un
determinat cDNA desenvolupaven osteoporosi degut al déficit d'osteoclasts
[232]. Paral-lelament, Investigadors al Jap6é van descobrir una molécula
identica purificant factor ST-2 de les cél-lules osteoblastiques que inhibia la
formacié d'osteoclasts. [233]. Ambdds grup utilitzaren la clonacié de
'expressio i OPG com una prova i rapidament van identificar el seu ligand,
OPGL i el factor de diferenciacié dels osteoclasts (ODF) [221, 223]. El ODF
va resultar esser idéentic a un membre de la superfamilia TNF que s’havia
identificat feia menys d’'un any i que s’havia anomenat receptor activator of
nuclear factor-kB ligand (RANKL) i TNF-related activation induced cytokine
(TRANCE) [234]. Investigadors a Immunex ja havien descobert RANK mentre
sequenciaven cDNA d’una biblioteca de cDNA de ceél-lules mieloides
dendritiques, de forma que aviat fou identificat com el receptor de
OPGL/ODF. Aixi doncs, havien descobert que RANK es trobava implicat en la
supervivéncia de les cél-lules dendritiques i aillaren RANKL. De fet, trobaren
que RANKL es trobava expressat per les cél-lules T i que incrementava la

supervivéncia i proliferacio de les cel-lules dendritiques.

RANKL/RANK  també soén requeriments essencials pel

desenvolupament dels noduls limfatics i la maduracio de les cél-lules B [235].
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Per tant, tots aquests descobriments que RANK/RANKL esta involucrat
en la formacié d’osteoclasts, la resposta immune i que les cél-lules T i B
expressen RANKL foren passos molt importants per al coneixement d’aquest

sistema.

La diferenciacié dels osteoclasts esta regulada doncs per varis factors
de transcripcid que s’activen gracies a la interaccid6 RANKL/RANK. La
completa diferenciacié dels osteoclasts per la via RANKL requereix de

I'expressio sequencial de NF-kB, c-Fos i NFATc1.
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Figura 3. Transduccio de senyals en relacié a RANKL. Adaptat de Boyce
F, Xing L. Functions of RANKL/RANK/OPG in bone modeling and

remodeling
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Per tal de reabsorbir os de forma efectiva, els osteoclasts s’han de
fusionar entre ells. Per tal de poder fusionar-se requereixen d’'una ATPAsa
bomba de protons (DC-STAMP) que secreta protons dels osteoclasts [228]. A
meés a mes, els osteoclasts s’uneixen a la superficie de l'os utilitzant uns
podosomes especialitzats rics en actina. A través d’aquests podosomes,
formen unes unions estretes a la matriu 0ssia a través d’'una membrana
arrugada que ajuda a incrementar la superficie d’exposicio dels enzims

proteolitics (catepsina K i acid hialurdnic) a la superficie de I'os [236].

Ambdues caracteristiques ajuden a que los es degradi mentre

protegeixen les cel-lules veines de I'efecte de I'acid clorhidric.

Aixi doncs, l'activacio de la senyal de RANKL i B-integrina determinen

I'activacio dels osteoclasts [237].

6.4. RANKL

La molecula de RANKL existeix com una proteina homotrimeérica i
generalment es troba unida a la membrana dels osteoblasts i cél-lules T
activades o bé la trobem secretada per les cel-lules T activades [238]. La
forma secretada de fet es resultat de proteolisi o splicing de la forma de

membrana [239]

L’efecte proteolitic sobre RANKL es realitza a traves de
metaloproteases de la matriu (MMP3 o MMP7) o ADAM (domini desintegrasa

i metalloprotease).
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La majoria de factors que estimulen I'osteoclastogenesi i I'activitat dels
osteoclasts també indueixen I'expressi®6 de RANKL per les cél-lules
osteoblastiques. A més a més, RANKL també es troba altament expressat als
noduls limfatics, timus, glandules mamaries i pulmo i lleument expressat a
altres teixit com la medul-lar ossia o la melsa. [238]. De fet, es troba
expressat a les cél-lules sinovials i cél-lules T activades de les articulacions
en pacients amb artritis reumatica contribuint en part a la destruccio

observada en aquests pacients.

RANKL també es troba expressat a les cél-lules epitelials de les
glandules mamaries durant 'embaras i de fet és un requeriment per a la
hiperplasia d’aquestes cél-lules durant la lactancia i la produccio de llet

segons va demostrar Fata JE et al en ratolins [240].

Podem objectivar expressio de RANKL a cél-lules tumorals malignes
que també expressin RANK i, doncs, podem determinar que aquesta sigui
una via de proliferacié cel-lular tant per un mecanisme tan autocri com

paracri.

Estudis més recents van identificar el paper de RANKL en la migracio

de les cél-lules tumorals cap a 'os[241].

La produccié per les cel-lules T de RANKL indueix I'expressio de INFb
pels osteoclasts activats a través de c-Fos, de forma que es regula la
formacié negativament. [242]. Aquest feedback negatiu pot ser potenciat
gracies a la sobrexpressio de INFg per les cél-lules T. El INFg degrada
TRAFG6, un proteina essencial per l'activacio dels sistema RANK. INFg fou

inicialment caracteritzat com una proteina secretada per les cél-lules T i NK
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com a activador de macrofags. Ha demostrat ser un potent inhibidor de
I'osteoclastogenesi in vitro a través de la inhibicio del sistema RANKL [242,

243].

6.5. RANK

Es una proteina de membrana homotrimérica membre de la

superfamilia del receptor TNF.

Sembla trobar-se expressada en menys teixit que RANKL a nivell
proteic, perd a part de trobar-la en els osteoclasts en formaci6 i cel-lules
dendritiques, també s’expressa a les glandules mamaries i algunes cél-lules

cancerigenes (mama/prostata) [244].

6.6. OPG

L’OPG és secretada per varis tipus cel-lulars a més dels osteoblasts,

fins i tot les cél-lules del cor, ronyons, fetge i melsa.

Estudis recents refereixen que les cél-lules B serien responsables del
64% del total de la produccié OPG del moll d’'os. Aquesta afirmacio sorgi arrel
d’estudis on els ratolins deficients en cel-lules B mostraren de forma constant

osteoporosi [245].

La majoria de factors que comporten la induccidé osteoblastica de

RANKL tambeé regulen I'expressio osteoblastica de OPG [246].

Q



Tot i que trobem alguns estudis contradictoris, en general, la sobre-
expressié de RANKL va paral-lela a la infra-expressio de OPG, de manera
que la ratio RANKL/OPG canvia a favor de l'osteoclastogenesi [247]. El
nombre i activitat dels osteoclasts s’incrementa o redueix en funcié de cap a
on tomba la balanga RANKL/OPG. L'expressio de RANKL i OPG es troba
regulada per hormones calcitrofiques. Quan la PTHrp i les citokines pro-
resorcio 0ssia s’uneixen als seus receptors corresponents en els osteoblasts
al moll d’os, s’'incrementen els nivells de RANKL respecte OPG, de manera
que RANKL es troba disponible per interaccionar amb el receptor RANK en
els precursors osteoclastics per tal de promoure’'n la diferenciacié i activar la

resorcio ossia.

Do ol o \_ / NN
0s

osteoprotegerin “~———

Figura 4. Representacio esquematica de la interaccio RANKL-RANK-OPG

El paper de la OPG com a osteoprotectora en humans ve recolzada
per qué s’han objectivat delecions homozigotes parcials en pacients amb
malaltia de Paget juvenil. Es tracta d’'una malalta autosomica recessiva on els
pacients mostren un increment del remodelat ossi, osteopénia i fractures

[248].
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L’expressio de OPG esta regulada en els osteoblasts no només a
través de varies citoquines, hormones i factors de creixement que
posteriorment mencionarem, siné també per la Wnt-catenina. Aquesta
catenina regula tan la formacié d'os per part dels osteoblasts com la

tendéncia de les cél-lules mesenquimals a desenvolupar-se com osteoblasts.

6.7. Paper de RANKL/RANK/OPG en altres sistemes

Mentre que OPG i RANK es troben ampliament expressats en
diferents teixits, I'expressié de RANKL es troba limitada en arees de resorcio

ossia, glandules mamaries i organs del sistema immunitari.

Els ratolins sense RANK ni RANKL no mostren ganglis limfatics i son
incapacos de fer créixer els petits ganglis que puguin tenir. Tot aixo indica el
paper que juguen aquestes moléecules en l'organogénesi [249] i

desenvolupament de les glandules mamaries [240].

A la glandula mamaria, RANKL és necessari per la diferenciacio de les
cél-lules epitelials per tal de formar ceél-lules alveolars en ratolins
embarassats. Aquest defecte es pot evitar administrant RANKL a la glandula

mamaria de forma local [240].

RANKL té a més altres papers addicionals en la modulacioé del sistema
immunitari. Sabem que RANKL es secretat per les cél-lules T i és un factor
important per la supervivencia de les ceél-lules dendritiques. De OPG sabem
que s’uneix a la forma inactiva soluble de TRAIL (una proteina de la familia

TNF amb activitat citotoxica).
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En animals adults, el paper de RANKL i OPG en el sistema immunitari
es encara poc clar, ja que en estudis animals amb transgénics amb elevats
nivells de OPG el sistema immunitari resulta normal amb una expectativa de

vida dins els limits de la normalitat.
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7. PATOFISIOLOGIA DE LES METASTASIS OSSIES

Un elevat nombre de tumors metastatitzen de forma habitual a os, de
fet, els millors exemple s6n mama i prostata. La presencia de cél-lules
tumorals a I'éGs pot resultar en lesions osteolitiques, osteoblastiques o mixtes.
Les metastasis osteoblastiques es donen principalment en CaP.

Una de les principals caracteristiques del CaP és la facilitat per
desenvolupar metastasis, de fet, entre el 80-100% dels homes que moren de
CaP tenen metastasis, és doncs la disseminacié a I'os un dels factor
rellevants que determinen el prondstic i la morbiditat. [86]

A excepcid dels tumors propiament ossis, les cél-lules tumorals que
metastatitzen a os requereixen una série de caracteristiques que els permetin
separar-se del tumor primari, assentar-se a l'os, créixer i sobreviure. Aix0
generalment requereix un canvi en el fenotip d’aquestes cél-lules tumorals,
amb modulaci6 de les molécules d’adhesio, proteinases i factors de
creixement. Els esdeveniments que comporten aquest canvi de fenotip i si
aquests fets es mantenen al llarg del procés de metastasis estan encara per
determinar.

Les metastasis 0ssies trenquen el procés normal de remodelacié ossia
incrementant el metabolisme de I'os que de passada facilita I'establiment de
les metastasis.

Determinats estudis han demostrat que I'activacié dels osteoclasts és
el primer pas per I'establiment de metastasis Ossies. De fet, la injeccio de
cel-lules de CaP PC-3 (linia cel-lular refractaria als androgens) a ratolins

comporta el desenvolupament de més metastasis 0ssies que no pas els
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ratolins control [250]. Aixd s’explica per I'augment en la resorcié oOssia
propugnat per la deprivaciéo androgenica (ja que s’evidencia un augment de
I'activitat dels osteoclasts i per tant, de la pérdua d’os). L’explicacio fisiologica
per la que el pacients amb CaP en deprivacid6 androgénica pateixen una
peérdua de massa 0ssia é€s encara discutida; sembla ésser com descriuen
Morote J et al 2006 que els pacients sotmesos a deprivacié perden os
trabécula en major proporcié que os cortical i amb una corba de pérdua més
rapida que les dones sotmeses a un déficit d’estrogens; a més a meés, es
tracta d’homes que parteixen de base d’'una densitat mineral dssia menor.
Alguns autors com Bord S et al 2001 [251] descriuen la preséncia de
receptors nuclears d’estrogens i androgens en els osteoblasts que
n’activarien el seu funcionament.

Un cop les cél-lules tumorals es desenganxen del tumor primari i
colonitzen la matriu 0ssia produeixen factors de creixement solubles que
estimulen I'osteoclastogenesi. A més, els osteoclasts activats alliberen factors
de creixement de la matriu 0ssia que estimulen el propi creixement cel-lular

Les metastasis Ossies es classifiqguen d’acord amb el seu aspecte
radiologic. Aixi doncs, trobem fendmens d’osteolisi que es caracteritzen per
la resorcio Ossia excessiva al voltant del tumor amb lleugera formacié 0Ossia;
osteoblastics amb molta formacio d’os (esclerotiques); mixtes.

Les metastasis de CaP sén basicament osteoblastiques perd també
s’associen a fendomens de resorcid 0ssia. De fet, sembla ser que I'endotelina
1 (ET-1) que es una factor de creixement produit per les cél-lules de I'epiteli
prostatic que es detecta a elevats nivells de pacients amb CaP i metastasis,

és una estimulador potent de la proliferacié osteoblastica.

an



La rao per la que alguns tumors i no d’'altres donen metastasis a l'os i
comporten un creixement osteoblastic és també poc clara. Sabem que el CaP
habitualment metastatitza a les parts de I'esquelet ben vascularitzades, en
concret, medul-la 0ssia de I'esquelet axial, extrems proximals ossos llargs,
costelles i columna vertebral. La interaccio entre les cél-lules metastatiques i
I'os depén del microambient en que es troben; alguns autors han suggerit que
depén de determinades caracteristiques, incloent caracteristiques
anatomiques, caracteristiques propies del tumor i la capacitat del moll d’os
per crear un ambient propici [252]. A part del microambient, cal també un
sistema de remansament de grans quantitats de sang. Aixi, per exemple,
Bubendorf L et al [253] descriuen els patrons metastasis del CaP a partir de
l'estudi d’autopsies de 1589 pacients ratificant la teoria de Batson de
disseminaciéo metastatica venosa a columna lumbar baixa a través del plexe
venos vertebral (es tracta d’'un plexe de baixes pressions i alt volum que
permet el pas de les cél-lules tumoral, el seu dipdsit i amplies comunicacions
amb els sistema venosos majors).

La importancia d’aquest fet ja fou constatada per Paget I'any 1889
quan va proposar la teoria del “seed and soil”. La cél-lula tumoral (llavor) es
pot disseminar ampliament perd només es dodna creixement quan es

localitzen en un medi adequat.

7.1. Com es donen les metastasis?

Ja he mencionat en el capitol previ que I'os huma consta de 3 parts: os

cortical, os trabecular i medul-la dssia.
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L’os cortical format per un petit nombre d’osteocits i molt teixit ja
mineralitzat que determina la forma de I'os. Quan les cél-lules tumorals el
desestabilitzen s’estableixen les fractures patologiques i el dolor. La major
part de les citoquines i factors de creixement secretats pels osteoblasts
s’emmagatzemen també a I'os cortical: Insulina-like growth factor —II (IGF-II),
TGFp, IGF-I, PDEFG bFGF. Els 2 possibles mecanismes d'osteolisi que
s’estableixen préviament a les metastasis osteoblastiques sén un mecanisme
mediat per cél-lules i un altre no mediat per cel-lules:

* Mediat per alliberament de factors lisants com les
metaloproteinases per part de les cél-lules tumorals, facilitant
aixi la invasio.

* Activacié dels osteoclasts per part de citoquines i factors de
creixement (TGFB, PTHrp, IL-6, TNFa, PDEGF, bFGF i
prostaglandines) secretats pel tumor. El factor que més ens
interessa a nosaltres és RANK (les cél-lules tumorals estimulen
I'expressio de RANKL a la superficie dels osteoblasts).

L’os trabecular en general més tou que l'os cortical. També hi té lloc la
remodelacio Ossia. Els osteoclasts reabsorbeixen 'os i alliberen una série de
citoquines emmagatzemades en I'os cortical, aquestes citoquines juntament
amb determinats factors de creixement, posteriorment estimulen la formacio
d'os pels osteoblasts, que al mateix temps estimulen el creixement de les
cél-lules tumorals. Aixi doncs, l'os és un microambient perfecte pel
creixement de ceél-lules tumorals degut a I'elevat nombre de citoquines que

s’hi secreten.
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Finalment, la medul-la 0ssia és el lloc on es produeixen les cel-lules
del torrent sanguini. Hi trobem 2 tipus de cél-lules mare: les cél-lules mare
que tenen el potencial de multi diferenciacio a totes les cel-lules sanguinies i
als osteoclasts; i les cel-lules de I'estroma que es diferencien a osteoblasts,
cél-lules musculars i adipocits.

Les cél-lules tumorals passen a través dels sinus venosos i entren a la
medul-la 0ssia; envaeixen l'os trabeculat i finalment creixen a l'os cortical
amb els 2 tipus de cél-lules mare i els immundcits.

Les interaccions entre aquestes ceél-lules es descriuen a la figura.

TGF- § , FGFs, PDGF,

HM}':: I(...F 3 Cateoblastic matastasis
|—Jslaodms.hcrm = E-:‘me—rpn:ln| T Cancer cells /s
Dslecblas! .

Trabecular bone q L -

— Osteocla \J AN PTHH
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Figura 5. Representacid6 esquematica de les interaccions cel-lulars en

'entorn de I'os. Adaptat del llibre Prostate Cancer - Capitol 2. Pag 13

Sabem que habitualment els CaP donen lloc habitualment a

metastasis Ossies osteoblastiques, perdo tot i aixd hi ha estudis
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anatomopatologics de biopsies 0ssies de metastasis de pacients amb CaP
que mostren un augment de la resorcio [254]. De fet, Nemoto et al 1997 [255]
mostren un augment de la concentracio serica de piridolina (producte de
degradacio ossi) en pacients amb CaP metastatic.

S’han descrit alguns models in vivo de metastasis blastiques que ens
poden ajudar a entendre els mecanismes implicats en el desenvolupament de
metastasis d’aquest tipus. Aquests estudis tot just ens aporten dades que
reforcen la idea que 'augment de I'activitat osteoclastica és un punt critic pel
desenvolupament de metastasis blastiques.

Recentment, Zhang et al 2000 [256] descriuen varies troballes
interessants que van funcionar com a punt de partida per a varis estudis. En
estudis inicials, van demostrar que les cél-lules de CaP indueixen directament
osteoclastogenesi a partir dels precursors osteoclastics en abséncia de
cél-lules d’estroma ossi in vitro. De fet, doncs, les cél-lules de CaP deuen
produir una forma soluble de RANKL que determina aquesta
osteoclastogenesi. Per determinar tot aixo, utilitzen la injeccio de cél-lules de
CaP intratibials i subcutanies en el mateix ratoli, administrant posteriorment
OPG, de forma que la OPG evita I'establiment de patré litic de I'os sense
mostrar cap efecte en el creixement del tumor subcutani. A més a mes,
s’objectiva un augment del nombre d’osteoclasts a la interfase tumor/os quan
comparem els ratolins als que hem donat OPG i els que no (multiplicacio per
8 dels osteoclasts a la interfase tumor/os). Aquests autors demostrant doncs
per primera vegada que les linies cel-lulars de CaP produeixen factors
solubles que indueixen l'osteoclastogenesi. En la mateixa linia de recerca,

[257] descriuen la proteina MMP-7 (metaloproteinasa de la matriu) com una
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proteina que es troba augmentada en la interfase os-tumor (utilitzant un
model de ratoli amb CaP que simula els canvis osteolitics i osteoblastics
associats al CaP metastatic en home), produida pels mateixos osteoclasts
capa¢ de manipular RANKL a una forma soluble promotora de I'activacié dels
osteoclasts.

Arribat aquest punt caldria doncs, mencionar la serie de molecules

implicades en I'establiment de les metastasis osteoblastiques.

7.2. Factors involucrats en el desenvolupament de metastasis

blastiques

Tot i que hi ha evidéncies que demostren que el desenvolupament de
metastasis Ossies blastiques és més complex del que ens pensavem amb la
resorcié 0Ossia precedint la formacio d'6s, els mecanismes moleculars pels
que aixd es dona son dificils d’entendre. Aixi doncs, és probable que les
cél-lules tumorals siguin tan capaces d’influir en la resorci6 com en la

formacio.

7.2.1. Factors implicats en l'estimulaci6 de la formacié osteoclasts en

metastasis osteoblastiques

Val la pena fer esment que els models animals experimentals de CaP

amb metastasis 0ssies s’estableixen a través de la inoculacid intrarterial de

les cél-lules; no es poden establir per inoculacié subcutania i/o venosa ja que

aQ



el pas a través dels pulmons altera les capacitats adhesives i per tan la

capacitat per interaccionar amb l'os.

1. Hormona paratiroidea-like (PTHrP):

La PTHrP fou inicialment identificada com un producte de les ceél-lules
tumorals que podia induir hipercalcémia [258]. Estudis posteriors han
demostrat que la PTHrP juga un paper molt important en el desenvolupament
de metastasis Ossies [259], tot i aixd el seu paper en les metastasis

osteoblastiques és poc clar.

La PTHrP presenta un 70% d’homologia amb els 13 primers
aminoacids de I'extrem N-terminal de la proteina PTH, s’uneix igualment al

receptor PTH i realitza una funcio biologica similar a la PTH.

Quan PTHrP s’uneix al receptor PTH estimula la resorcié ossia a
través dels osteoclasts i la reabsorcio tubular renal de calci, produint doncs

una hipercalcémia.

L’alliberament de PTHrP és estimulat per EGF, IGF-1, IGF-2, TGF-a,

TGFb- que s’alliberen en els llocs de creixement tumoral.

Els nivells de PTHrP en serum i teixit de CaP s’han determinat per
varis investigadors; entre ells Iwamura et al 1993 que descriuen en mostres
de pacients amb CaP localitzat una intensitat de tincié de IHQ per PTHrP
correlacionada amb el grau tumoral. Tot i que I'estudi no descriu I'expressio
de PTHrP en cél-lules de CaP amb metastasis 0ssies (ja que només utilitza
peces de prostatectomia radical) suggereix que la PTHrP produida per les

cél-lules de CaP rarament va a la circulacié i que la CALCITONINA, sovint
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detectada a les cél-lules neuroendocrines de la prostata, probablement
regula l'accié de la PTHrP donades les discrepancies entre I'elevada
expressi6 de PTHrP en les célllules de CaP i la baixa incidéncia
d’hipercalcémia (<2%) en malalts amb CaP. A més a més, la PTHrP estimula
la sintesi de DNA de les cél-lules de CaP de forma autocrina i per tant,

funciona com a factor de creixement segons descriu lwamura.

Posteriorment Iddon J et al 2000 [260] descriuen una positivitat del 50%

per PTHrP en les metastasis 0ssies de pacients amb CaP.

2. Receptor activador de NF- kB (RANKL):
Té varies denominacions RANKL, Osteoprotegerina ligand, factor de

diferenciacié dels osteoclasts o TRANCE.

S’ha determinat com un factor clau en el desenvolupament normal dels

osteoclasts.

RANK-L fou descrit per 4 investigadors independents com a membre

de la superfamilia de factor de necrosi tumoral (TNF).

Existeixen 3 variants diferents de RANK-L:

1. Unida a membrana cel-lular (produida per la majoria de teixits)

2. Ectodomini secretat a partir del RANK-L intracel-lular gracies a
canvis posttranscripcionals processat pel TNFa- converting enzym
like (TACE). Unicament es déna en els teixits que produeixen
TACE.

3. Forma soluble secretada pels limfocits T i una linia cel-lular de

carcinoma escamos
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RANK-L es produit en varis teixit i tipus cel-lulars, perd és més
abundant a I'OS( cél-lules osteoblastiques) i TEIXIT LINFATIC (ric en

cel-lules T activades).

RANK-L s’ha demostrat que indueix la proliferacié, diferenciacio,
supervivéncia, i fusid dels precursors osteoclastics; activa la maduracié dels

osteoclasts i inhibeix I'apoptosi dels osteoclasts madurs.

L’expressi6 de RANK-L esta regulada per diverses citoquines

osteotropiques, peptids i hormones esteroidees.

Recentment, s’ha descrit una “hipdotesi de convergéncia” per la que on
els 3 factors, RANK-L, RANK i OPG Ss'interrelacionen a nivell de la produccio

de RANKL per tal de regular la reabsorci6 ossia [261].

OPG funciona com inhibidor de RANKL. Forma part de la superfamilia
receptors TNF (la unica que es secreta). La OPG també funciona com a
inhibidor débil de TRAIL (TNF-related apoptosis-inducing ligand), un altre
membre de la superfamilia TNF. L’'expressio OPG com sempre esta regulada
per citoquines osteotropiques, factors de creixement i hormones que modulen

al resorcio ossia.

OPG actua inhibint els 3 tipus de RANKL fet que comporta la inhibicio
de la proliferacio, diferenciacié, supervivéncia i fusido dels precursors dels
osteoclasts, inhibicié de 'activacio osteoclasts i induccié apoptosi osteoclasts

in vitro.

OPG es troba elevada en sérum de pacients amb CaP avancat

respecte als pacients amb CaP no avancat [262].
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RANK és membre de la superfamilia de TNFR transmembrana. Un cop
RANK s’activa per RANKL, el RANK activat interacciona amb TRAF 1-6 (el
meés important dels quals és el TRAF 6). El senyal de transduccié de RANK

segueix 3 camins:

1. El cami JNK (c-jun N terminal) que modula c-fos i c-jun
2. ElI cami Nuclear factor-kB que regula l'osteoclastogenesi i la
formacio proteosoma
3. El cami serina/treonina quinasa (Akt/PKB) que inhibeix apoptosi,
modula la reorganitzacié citoesquelet i es correlaciona amb el cami
NF-kB
RANK s’expressa de forma sequencial en etapes tardanes de la
diferenciacié osteoclasts que expressen c-fms (el receptor cel-lular per M-
CSF). M-CSF actua a l'inicia de la diferenciacio dels osteoclasts a induir
'expressid de RANK i coopera amb RANKL a induir la diferenciacio,

proliferacio i supervivencia de osteoclasts [263].

7.2.2. Factors implicats en I'estimulacié de la formacio d’os en metastasis

osteoblastiques

Els factors que estimulen l'activitat osteoblastica no sén clars.

Alguns estudis recents suggereixen que la linia cel-lular de CaP en os
MDA Pca 2b induiren la proliferaci6 i diferenciacio osteoblastica en ratolins,
fet que posteriorment es va confirmar in vivo amb la injeccié intrafemoral

d’aquestes cel-lules [264].
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Tot i aquests estudis mostren que les cél-lules de CaP poden produir
factors que estimulin la resposta osteoblastica, els factors especifics
segueixen indeterminats. Alguns factors de creixement s’ha implicat en
I'increment de la resposta osteoblastica tot i que en la majoria dels casos no

hi ha evidéncia directa que estableixi la relacié.

1. Transforming Growth Factor Beta (TGFp):
TGF juga un paper molt important en la induccié de la diferenciacié

dels osteoblasts.

Es sintetitza pels osteoblasts en una forma latent que s’ha d’activar a

través de la proteolisi o per un pH acid a una forma activa.

El TGF activa I'expressié d’'un ampli ventall de molecules importants
per la funcié dels osteoblasts com el col-lagen tipus |, fosfatases alcalines,

osteonectina i osteocalcina.

Les cél-lules de CaP produeixen TGF en una forma latent que
facilment s’activa per les cel-lules tumorals [265]. Tot i aixd0 no existeixen
dades que directament relacionin el TGF amb la induccié de formacio de nou

os en cas de CaP metastatic.

2. Proteines morfogeneétiques de I'os: (PMO)
Formen part de la superfamilia de TGFb (excepte la PMO-1). Sén
molécules importants en I'embriogénesi, organogénesi i morfogénesi durant

el desenvolupament del fetus.

Alguns autors han descrit que aquestes proteines indueixen la
formacié d’os ectopic in vivo i in vitro [266]. Les PMO inicien una serie

d’esdeveniments que conclouen en la formacié d'os. Alguns d’aquests
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esdeveniments inclouen la recol-leccié de cél-lules mesenquimals, la seva

diferenciacio a condrocits, angiogénesi i la diferenciacio a osteoblasts.

Els osteoblasts en teixit ossi normal expressen PMO i sembla ser que

son determinants en la formacid d’os a partir osteoblasts.

De les 3 PMO ( PMO-2,4 i 6), només la PMO-6 estimula els
osteoblasts de rates in vivo, fet que suggereix que la PMO-6 té un paper
fonamental en la reaccid osteoblastica que es troba en les metastasis Ossies.

[266]

Les PMO promouen la regulacié de fosfatasa alcalina, col-lagen tipus |
i 'expressio de osteocalcina. Arrel d’aquest fet, es van iniciar estudis que
exploraven la possibilitat que les PMO juguessin un paper en el
desenvolupament de metastasis osteoblastiques. De fet, Bentley et al 1992
[267] descriuen I'expressio de la proteina BMP-6 en més del 50% dels
pacients amb CaP metastatic perd no en pacients amb CaP no metastatic i/o
processos benignes. Posteriorment, Hamdy et al 1997  mencionen
I'expressio de mRNA de BMP-6 en 95% cél-lules prostatiques de pacients
amb CaP i metastasis 0ssies perd només el 18% de pacients amb malaltia
localitzada i del 0% en teixit benigne. Tot i aixd en aquest estudi la IHQ va
demostrar expressio de BMP-6 tant en hiperplasia benigne de prostata com

en teixit maligne descartant-ne la selectivitat pel CaP.

Tot i que BMP-6 s’ha vist sobrexpressada en aquests articles no hi ha
evidéncia directa que suggereixi una relacié entre I'expressio i I'habilitat per

promoure metastasis osteoblastiques.
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Thomas R et al I'any 2001 [268] descriuen un nou membre de la
familia PMO, placental bone morphogenetic protein. Aquesta proteina es
troba sobrexpressada en teixit prostatic normal; perd a mesura que el tumor
prostatic progressa disminueixen els seus nivells. Quan estudien la seva
expressio en els focus de metastasi 0ssia trobem de nou una sobrexpressio
de la proteina. Aixi doncs, quan les cél-lules tumorals s’alliberen del tumor
primari i tornen a créixer de nou en un altre lloc poden reexpressar

determinats gens que juguen un paper diferent que al tumor primari.

Estudis recents de Feeley et al 2005 [269] confirmen la influéncia de
PMO en el desenvolupament i progressio de lesions osteoblastiques. Aquest
grup utilitza la injeccio de linies cel-lulars prostatiques metastatiques en tibia
de ratolins SCID. Observen que BMP-2 i 7 estimulen la migracié cel-lular i

invasio de les cél-lules prostatiques tumorals en forma dosi-depenent.

3. Insulin-like Growth Factors (IGF):
IGF és un sistema complex que inclou IGF-1 i 2, com a minim 6 IGF

binding proteins i dos receptors.

IGF-1 i 2 es sintetitzen pels osteoblasts i estan presents en la matriu
ossia. Les IGF s’alliberen de I'é6s durant el procés de resorcié Ossia i
d’aquesta manera poden regular I'activitat osteoblastica. En sérum les IGF
circulen unides a proteines (IGFBP) que modulen la seva acci6 proliferativa.

Aquestes molecules sén capaces d’estimular la proliferacid de les
cel-lules osteoblast-like i estimular la sintesi de col-lagen tipus | in vitro. De
fet, IGF-1 s’ha involucrat amb un increment de risc de CaP.

En cultius in vitro, les cel-lules de I'epiteli prostatic expressen IGF i

IGFBP.
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Alguns autors com Kanety H et al 1993 [270] van descriure un
increment de IGFBP-2 en pacients amb CaP metastatic comparat amb els
seus controls, aixi com un descens de IGFBP-3 en pacients amb CaP
metastatic, més accentuat en pacients amb CaP avancgat. S'observa al mateix
temps una correlacio positiva entre PSA i IGFBP-2.

Harman S et al 2000 [271] arriben a la conclusio que les IGFBP estan
involucrades en el creixement del CaP i que podrien utilitzar-se com a
marcadors en sérum.

Cohen et al 1993 [272] van descriure que IGFBP3 en sérum no
mostraven uns nivells significativament diferents en pacients amb CaP
comparant-los amb els controls; perd si que constataren les troballes de
Kanety H et al [270] de manera que les concentracions en sang de IGFBP-3
sén menors en pacients amb metastasis 0ssies quan es comparen amb els
controls.

Per tant, basant-nos en les observacions que les ceél-lules de CaP
expressen components del sistema IGF i que el sistema IGF regula I'activitat
dels osteoblasts, s’ha suggerit que la produccié a nivell local de IGF a I'os ha
de contribuir d’alguna manera a la formacio d’'os en CaP metastatic.

4. Fibroblast Growth Factor (FGF):

Els FGF formen part de la familia dels heparin-binding growth factors.
Son doncs potents reguladors de la proliferacio i diferenciacio cel-lular.

Els FGF s’acumulen a l'os i s’alliberen durant el procés de resorcid
Ossia, estimulen la proliferacié dels osteoblasts i regulen la sintesi d’altres

factors de creixement també importants en el metabolisme ossi. Tot aixd ho
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sabem gracies a la identificaci6 de mutacions en els receptors de FGF que
donen lloc a determinades malalties com la craniosinostosi o I'acondroplasia.

Molts estudis han demostrat que les linies cel-lulars de CaP
produeixen FGF [273]. Estudis sobre altres linies cel-lulars diferents que
també donen lloc a metastasis blastiques, han mostrat augment de FGF. Tot
aixd, déna peu a pensar que el FGF produit podria contribuir al
desenvolupament de respostes blastiques, tot i que no hi ha cap estudi
definitiu que ho constati.

5. Endotelina-1 (ET-1):

Endotelina és una molécula basicament vasoconstrictora produida per
les cel-lules endotelials. Dels 3 subtipus descrits, ens interessa remarcat la
ET-1, produida per I'epiteli prostatic

De fet, trobem elevades concentracions en sang d’aquesta molécula
en homes amb CaP metastatic quan ho comparem amb homes amb CaP
localitzat.[274]

Es una molécula amb alta afinitat pels receptors de ET-1 distribuits per
tota la glandula prostatica.

S’ha demostrat que ET-1 és un potent mitogen per cél-lules similars a
osteoblasts i que modula els nivells fosfatasa alcalina in vitro [275]. Tot aixo
és doncs suggestiu de que ET1 juga un paper critic en el desenvolupament
de metastasis osteoblastiques en el CaP.

Tot i que els factors descrits fins ara s’han implicat en el
desenvolupament de metastasis osteoblastiques sovint hi ha poques
evidéncies que ens demostrin la relacié. Aixi doncs, probablement en el futur

trobarem d’altres factors que sabem que promouen la formacié d’os i que
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també son produits per les cél-lules tumorals potenciant doncs les metastasis
osteoblastiques.

El desenvolupament de metastasis osteoblastiques és doncs una
cadena d’'esdeveniments que inclou I'habilitat de les cel-lules metastatiques
per desenganxar-se del tumor primari, capacitat per migrar a I'os i la capacitat
per estimular la formacié d'os. Es probable que una série de factors de
creixement local, molécules d’adhesio i proteinases contribueixin a aquesta
activitat, tot i que encara son desconegudes per nosaltres. Els estudis més
recents suggereixen que la resposta osteoblastica probablement va
precedida d’una resposta osteoclastica; aquestes conclusions son resultat de
la recerca de factors produits per les cél-lules tumorals productores d’ambdoés

factors.
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Figura 6. Patofisiologia de les metastasis oOssies. (Adaptat de
Pathophysiology of bone metastasis. Abrahamsson Per-Anders. Eur Urol
Suppl 3 2004. 3-9)

OSTEOLITIC: 1. Cél'lula tumoral allibera factors humorals que
estimulen els osteoclasts. 2.0steoclasts trenquen I'0s. 3. Alliberament de
factors que estimulen el creixement de cél-lules tumorals. 4. A mesura que
tumor creix allibera substancies que incrementen l'activitat dels osteoclasts.

OSTEOBLASTIC: 1.Cél-lules tumorals alliberen factors que estimulen

els osteoclasts. 2.Factors que estimulen els osteoblasts per les cél-lules
tumorals. 3.Excés de formacioé d’os. 4.Amb l'activitat osteoclastica s’alliberen
factors que estimulen els creixement tumoral.5. Activacié osteoblasts

estimula I'alliberament de factors que també estimulen el creixement tumoral.
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8. MARCADORS DE REMODELACIO OSSIA

Els marcadors bioquimics de remodelacié dssia son una forma no
invasiva i relativament barata d’avaluar la remodelacio Ossia en les diferents
malalties de l'os.

Cal tenir en compte que molts dels marcadors que descriure a
continuacio reflecteixen tan la formacié com la destruccié d'os (osteocalcina,
hidroxiprolina). A mes a mes, tots aquests marcadors es troben presents en
altres teixits a part de I'os | per tant, es troben influits per altres malalties, no

Unicament les ossies.

8.1. Marcadors de formacio ossia

Es tracta de productes derivats directa o indirectament d’osteoblasts
actius. Els mes utilitzats son la fosfatasa alcalina o0ssia [276], osteocalcina i
els propeptids del col-lagen tipus I.

1. ALP:

Es tracta d'un enzim de membrana cel-lular. La ALP total consisteix en
varies formes dimériques originades de diferents teixits com el fetge, os,
intesti (10%), melsa, ronyo i placenta (totes aquestes formen la fosfatasa
alcalina total). A mes a mes, alguns tumors expressen formes
macromoleculars de ALP. En adults, les formes provinents de ronyo i fetge
(BLAP) representen el 50% del total. Donat que la majoria de kits inclouen la
deteccié d’aquesta molecular segueix sent el marcador mes utilitzat per

mesurar la formacié d’os. S’eleva en la infantesa i adolescéncia degut al
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creixement, en les fractures Ossies, en les malalties Ossies (tant primaries
com metastatiques), hiperparatiroidisme primari/secundari, malaltia de Paget
de l'os i en la malaltia obstructiva hepatica. Un cop descartades les
hepatopaties podem tenir una mesura mes o menys correcte de I'activitat dels
osteoblasts. Tot i aixd, donada la major especificitat de ALP especifica de I'os
(BALP) actualment s'utilitza en la majoria de contexts [277, 278].

2. OSTEOCALCINA:

Es la proteina no-col-lagena majoritaria de la matriu Ossia.
Extremadament rica en acid glutamic, pel que també s’anomena bone GLA
protein. A part de I'os també la trobem a la dentina i cartilag calcificat.
Ultimament, s’ha descrit la seva presencia en osteosarcomes, tumors
ovarics, pulmonars, cerebral i prostata [279]. La funcié de l'osteocalcina es
encara poc clara perd sembla que serveix com a lloc de dipdsit pels cristalls
d’hidroxiapatita. El seu increment en sang s’associa a la mineralitzacié de
l'os, perd les concentracions no son sempre paral-leles a les de BALP i
moltes vegades se n’allibera part també durant la resorcio ossia.

L’osteocalcina en sang es troba present en molt variades formes que
deriven de la fragmentacié de la molécula intacte. Degut a I'heterogeneitat
dels anticossos utilitzats en la mesura de l'osteocalcina i la seva diferent
interaccié amb els multiples fragments, els valors obtinguts amb els diferents
kits comercials son dificilment comparables.

Els nivells d’'osteocalcina es troben forca influenciats per I'edat, genere
o la funcio renal [280]. Augmenten els nivells en les etapes de creixement,

hiperparatiroidisme primari i secundari, hipertiroidisme i en cas d’insuficiencia
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renal; disminueixen en [Ihipotiroidisme i en cas de tractament amb
corticoides.

3. PROPEPTID CARBOXITERMINAL DE PROCOL.LAGEN TIPUS |
(PICP):

El col-lagen tipus | fabrica el 90% de la matriu 0ssia i es secretat pels
osteoblasts en forma de procol.lagen. Qualsevol teixit que sintetitza col-lagen
tipus | (os, pell) allibera propéptids a la sang pel que aquest marcador es
encara menys especific que I'osteocalcina o la BALP.

El PICP s’ha correlacionat amb mesures histomorfometriques de
formacio d’os [281], aixi com el tractament de supressio androgénica pel CaP
o el tractament amb bifosfonats comporten una reduccié en plasma d’aquest
marcador [282, 283]. El PICP es troba augmentat en la malaltia de Paget de

'os i en la menopausa.

8.2. Marcadors de degradacio ossia

La majoria de marcadors de resorcid Ossia son productes de

degradacio del col-lagen de I'esquelet. Tot i aixd, enzims especifics dels

osteoclasts com la fosfatasa acida tartat-resistent i proteines no col-lagenes

com la BSP també han demostrat reflectir els processos de resorcid ossia.

8.2.1. Producte de la sintesi d’'osteoclasts: fosfatasa acida tartat resistent

Pertany a la familia dels isoenzims de la fosfatasa acida que es troben

a l'os, plaquetes, prostata, eritrocits i melsa.
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L’isoforma especifica de I'osteoclast, TRAcP 5b es un enzim lisosomal
secretat pels osteoclasts actius [284, 285]. Els nous kits d'immunoanalisi
permeten detectar selectivament I'isoforma TRAcP 5b.

L’activitat de l'isoforma TRAcP 5b s’ha demostrat elevada en la
malaltia de Paget Ossia, hiperparatiroidisme primari, osteomalacia i en les

metastasis 0ssies del cancer de mama i prostata [286].

8.2.2. Productes de la degradacio de la matriu mineral: calci urinari

Els nivells de calci urinari depenen evidentment de la funcié renal, de
la ingesta diaria de calci i vitamina D. Es consideren doncs com a una
generalitzacio del 'homeostasi del calci a I'organisme i no com a una

valoracio de la resorcio ossia.

8.2.3. Productes de la degradacio de col-lagen

1. HIDROXIPROLINA:

El col-lagen tipus 1 es ric en 'aminoacid hidroxiprolina. L’hidroxiprolina
te una estructura en triple helix amb entrecreuaments entre els aminoacids de
lisina o hidrolisina. Aquests entrecreuaments s’anomenen crosslinks i son
pyridinolines i deoxypiridinolines que s’alliberen en el procés de resorcio
ossia.

La majoria de I'hidroxiprolina prové de la degradacio del col-lagen tot i
gue no es la unica font, la fraccio C1q del complement conte també quantitats

significatives d’aquest aminoacid.
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L’excrecié d’hidroxiprolina en orina es veu influida per alteracions en la
funcio hepatica, la funcié renal i la dieta. Per tant, es un marcador que te poca
sensibilitat i especificitat per avaluar els canvis subtils en la resorcio 0ssia.
Tot i aixd, moltes vegades s'utilitza com a marcador de resorcido en
I'hiperparatiroidisme/hipoparatiroidisme i en el tractament de la malaltia dssia
de Paget. [287, 288]

2, CROSSLINKS DEL COL.LAGEN: PIRIDOLINA I
DEOXIPIRIDOLINA:

Piridolina i deoxipiridolina son ampliament utilitzades com a marcadors
de resorcié ossia. Mentre que la piridolina es distribueix ampliament en varis
teixits de I'organisme, la deoxipiridolina nomes es troba en el col-lagen de I'os
i la dentina. Ambdds components s’alliberen al torrent sanguini al desintegrar-
se el col-lagen i I'analisi histomorfometric mostra que I'excrecio urinaria es
correlaciona amb la resorcio 0ssia [289].

Els crosslinks s’eleven a la infantesa i adolescéncia, en la menopausa,
malaltia de Paget Ossia, hiperparatiroidisme i hipercalcemia maligne.

3. TEL.LOPEPTIDS N TERMINAL DE COL.LAGEN TIPUS | (NTx):

En el procés de resorcio ossia, juntament amb els crosslinks s’alliberen
fragments N i carboni terminals del col-lagen. Aquests fragments amb els
crosslinks associats s’anomenen tel.lopeptids. El N-tel.lopeptid (NTx)
generalment es mesura en orina per immunoanalisi, mentre que el peptid C-
terminal (CTx) es mesura principalment en mostres sanguinies. L’anticos
monoclonal per la deteccid de NTx en orina actua contra la cadena a2 dels

col-lagen tipus | i per tant, no reconeix altres crosslinks [290].
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Demers LM et al [291] ja fa temps van descriure els nivells de NTx en orina
com a una eina per diferenciar malalts amb cancer amb i sense metastasis
ossies. A mes a mes, els mateixos autors varen demostrar que els nivells en
orina de NTx i els nivells en sérum de fosfatasa alcalina especifica de I'os, en
pacients amb cancer i metastasis mostraven una correlacio directa (p<0.05)
amb el nombre de localitzacions metastatiques.

Posteriorment, Brown JE et al [292] van demostrar que la mesura
mensual de NTx en orina en 121 pacients amb cancer metastatic en
tractament amb bifosfonats, donava una forta correlacié entre la taxa de
resorcio o0ssia i la frequéncia de complicacions 0ssies relacionades. El mateix
autor tot seguit, en un article posterior, va demostrar que la mesura cada 3
mesos dels nivells urinaris de NTx en pacients amb CaP i altres tumors,
funcionaven com indicadors d'esdeveniments ossis, temps fins al primer
esdeveniment ossi i temps a la progressio i mort per CaP. De fet, en els
malalts amb CaP s’observa un increment de 3 vegades el risc
d’esdeveniments ossis en malalts amb nivells de NTX orina elevats en relacio
amb nivells NTx orina baixos.

Recentment en un altre estudi randomitzat en pacients amb CaP i
metastasis Ossies, es van estratificar els pacients en funcié dels nivells
urinaris de NTx (normal: <64 nmol/mmol, elevats: 264 nmol/mmol ); Els
nivells de NTx urinaria elevats es normalitzaren als 3 mesos d’iniciar el
tractament amb bisfosfonats en el 70% de pacients que els tenien elevats.
Entre els pacients que partien de nivells urinaris de NTx normals, el 96.7% els
mantingueren normals als 3 mesos de tractament amb bisfosfonats, mentre

que nomes el 66% dels que van rebre placebo mantenien nivells dins la
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normalitat.[293]. La normalitzacié dels nivells elevats de NTx urinaria a traves
de I'acid zoledronic s’ha associat fins a un 60% de reduccié en el risc de mort
en comparacio amb els pacients en que els nivells es mantenen elevats per 3
mesos.

Correlacions entre els nivells de normalitzacié de NTx urinaria durant
el tractament amb bisfosfonats s’han establert en 3 estudis randomitzats.
Aquests estudis mesuren els nivells de uNTX basals i als 3 mesos en malalts
amb cancer de mama, CaP hormonorefractaris i cancer de pulmé no cél-lula
petita rebent zoledronic o placebo. La normalitzacié dels nivells de uNTX als
3 mesos de tractament s’associa a una reduccié del risc d’esdeveniments
ossis i molt en comparacié amb els malalts amb nivells persistents [294].

_ Resorci6 ossia Formacié6 ossia

BALP
N-telopeptid Osteocalcina
C-telopeptid Regi6  C-terminal  del

Telopeptid C-terminal de peptid de procol.lagen

col-lagen tipus | (ICTP) tipus 1 (P1CP)

RANKL/OPG ratio Regi6é N-terminal del
TRACP péptid de procol.lagen

tipus 1 (P1NP)

Taula 6. Tipus de marcadors ossis.
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Els marcadors de remodelacié 0ssia es corregeixen en funcio dels nivells de

creatinina urinaria

8.3. Correlacio dels marcadors ossis amb les troballes cliniques

Marcador ossi Troballes cliniques
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9. ACTUALITZACIO BIBLIOGRAFICA DE L’ESTUDI EXPRESSIO

IMMUNOHISTOQUIMICA DE RANKL

Varis estudis en els ultims anys descriuen I'existencia d’'una estreta
relacié entre determinats factors presents en les cel-lules CaP i la posterior
aparicio de metastasis Ossies (de lluny les més frequents en aquesta
malaltia).

Tot va comencgar arrel de determinats autors que descrigueren
diverses molécules integrades en el procés constant de remodelacio ossia.
De fet, la majoria d’articles descrits previament expliquen basicament
molécules implicades en el procés osteolitic i/o osteoblastic perd unicament
en la literatura més recent hi trobem referéncies al procés descrit en CaP
d’establiment primer de processos osteolitics que en segon terme donen lloc
a processos majoritariament osteoblastics.

De totes les molécules descrites en aquest procés d’establiment de
metastasis Ossies i remodelacid O0ssia a nosaltres ens interessa mencionar
especialment RANKL i de rebot RANK i OPG (directament implicades en el
proces).

Lacey et al ja 'any 1998 descriuen la molécula RANKL com una
molécula critica en la diferenciacié osteoclastica a través de la modulacio
genetica que caracteritza el fenotip osteoclastic mitjangcant I'estudi amb
ratolins; és doncs una descripcid clau que serveix de punt de partida als
estudis posteriors.

Posteriorment varis estudis sobre la molécula OPG I'estableixen com a

molécula inhibidora de I'osteoclastogenesi en el microambient de I'os. Zhang
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J et al estableixen un model muri on s’observa I'aturada del creixement
tumoral en les injeccions de cel-lules intradssies i no en les subcutanies .

Es fa doncs plausible la idea que les cel-lules de CaP, a través de la
produccio d’enzims proteolitics com el PSA o metalloproteases captin el
domini extracel-lular de RANKL resultant en la produccié de RANKL. De fet
Koeneman KS et al, al 1999 ja descriuen la possibilitat de que les cél-lules de
CaP progressin a un fenotip osteoblastic-like que inclou la produccié de
proteines com sialoproteina i osteonectina, Cbfa1 (factor de transcripcio
especific-osteoblast), la capacitat per produir hidroxiapatita in vitro i com no la
sobre-expressio de RANKL com a part de tot aquest fenomen.

A partir de tots aquests plantejaments, i partint dels coneixements
actuals sobre el metabolisme ossi, el nostre estudi planteja la descripcio de
RANKL a les mostres de biopsies prostatiques transrectals ecoguiades.
Unicament tres articles a la literatura actual parlen sobre I'expressié IHQ en
teixit prostatic d’aquesta molécula.

El primer article que cal mencionar és el de Brown JM et al 2001 que
descriu un percentatge de ceél-lules CaP expressant RANKL i OPG en major
nombre en les metastasis 0ssies comparat amb aquells que tenen metastasis
en altres localitzacions, suggerint doncs un mecanisme d’interaccié reciproca
entre les cél-lules CaP i cél-lules de I'os. A més, es descriu una tincio
principalment nuclear de OPG de forma que la seva biodisponibilitat es
redueix, fet que comporta en total un augment de la biodisponibilitat de
RANKL estimulant doncs la resorcid ossia i provocant l'alliberament de

factors de creixement. El principal inconvenient pero d’aquest article n'és el
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baix nombre de casos (n=28) fet que dificulta la correcte obtencié de
conclusions fermes.

El segon article que cal mencionar es el de Chen G et al 2006. Aquest
article utilitza 89 pacients amb CaP, 48 amb estadi localitzat i 41 disseminats
(11 amb N1 i 30 amb M1) sense bloqueig hormonal. L'estudi determina
'expressio de RANKL, RANK i OPG en linies cel-lulars de CaP, I'expressio
de RANKL, RANK i OPG en teixit de CaP i correlaciona aquests resultats
amb determinats parametres clinicopatologics de CaP. L’analisi del teixit amb
CaP evidencia una expressio de RANKL (31%), RANK (38%) i OPG (19%) en
el tumor primari. En els tumors CaP metastatic I'expressié de RANKL (44%),
RANK (49%) i OPG (73%) fou significativament superior als tumors
localitzats. S’observa a més una tincio IHQ més intensa per RANKL, RANK i
OPG en teixit limfatic i metastasis 0ssies (47%, 50%, 83% respectivament) si
ho comparem amb el tumor primari. L’augment de I'expressi6 de RANKL,
RANK i OPG es correlaciona amb el Gleason, TNM, estat androgénic, i PSA
en els malalts amb CaP; tot i aixd aquesta correlacié clinicopatoldogica només
es va poder establir amb les dades de 48 malalts del total de 98 estudiats.
Aixi, doncs, torna a ser el nombre de pacients estudiats una altra flaquesa
d’aquest estudi que dificulta I'obtencié de conclusions. Tot i aixd, en resum
conclouen que lI'expressio de RANKL/RANK/OPG es correlaciona amb CaP
metastatics, avangats i més agressius suggerint doncs un paper d’aquesta
molécula en el diagnostic, pronostic i tractament d’aquests malalts.

El tercer article de Perez-Martinez FC et al 2007 analitza 3 citoquines
(PTHrp, OPG, RANKL) del punt de vista IHQ per a determinar el potencial

d’agressivitat en el CaP localitzat. Divideixen els pacients en baix risc
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(Gleason 6 o 7(3+4)) o alt risc (Gleason 7 (4+3) o més). Aquest article
utilitza 47 pacients amb CaP localitzat (23 amb prostatectomia radical/24 amb
RTUp). Descriuen un 82% de positivitat per RANKL al CaP baix risc i 96% de
positivitat per RANKL al CaP alt risc. La immunoreactivitat de RANKL és
superior en la zona tumoral respecte a I'epiteli normal i en els tumors d’alt risc
versus els de baix risc. Aquests autors utilitzen la ratio RANKL/OPG per
descriure la situacid. Aixi doncs, s’observa una ratio 0.51 a les zones
neoplasiques i de 0.26 al teixit normal, que foren significativament inferiors
(p<0.05) respecte els tumors I'alt grau (0.87 i 0.72). Arriben a la conclusio que
la combinacio de I'ius de varis marcadors de recanvi ossi (PTHrp i RANKL)
ajuda a diferenciar entre els CaP de baix i alt risc en la majoria de casos.
L’inconvenient en aquest cas és l'abséncia de grup control, és a dir, no
introdueix cap pool de pacients amb CaP metastatic per veure si hi ha

diferencies també en aquests pacients.
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HIPOTESI DE TREBALL | OBJECTIUS
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Les metastasis 0ssies en pacients amb CaP son responsables de gran
part de la morbiditat i mortalitat associada a aquestes neoplasies.

RANKL (receptor activator of NF-kappa beta ligand) és una molécula
implicada en la regulacié de la reabsorcié Ossia i el remodelatge de l'os. A
meés a més, el sistema RANK/RANKL ha demostrat, ja en estudis previs,
jugar un paper important en el desenvolupament i establiment de les
metastasis ossies.

Recentment, s’ha demostrat per primera vegada que la inhibicié de
RANKL retarda l'aparicié de metastasis 0ssies en pacients amb alt risc de
disseminacio [295].

La nostra hipotesi de treball és que I'expressié IHQ de RANKL en el
teixit tumoral primari dels pacients afectes de carcinoma prostatic és predictor
de disseminacido oOssia i probablement podria seleccionar els pacients
candidats a beneficiar-se del tractament inhibitori de RANKL.

Els objectius plantejats en el nostre treball han estat:

1. Analitzar I'expressio IHQ de RANKL en el tumor primari en funcié de

I'existéncia o no de metastasis ossies.

2. Relacionar I'expressio IHQ de RANKL en el tumor primari de pacients

amb CaP i malaltia 0ssia disseminada en funcid de I'extensié de la

malaltia dssia.
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3. Relacionar I'expressi6 de RANKL en el tumor primari de CaP en
pacients sense disseminacid6 metastatica en funcié del risc de

disseminacio.

4. Relacionar I'expressio de RANKL en el tumor primari de CaP en

funcio del tipus de metastasi.

5. Relacionar I'expressio de RANKL en el tumor primari de pacients amb

CaP com a predictor de metastasis Ossies.

6. Analitzar I'expressi6 de RANKL en el tumor primari de CaP com a

factor predictor de supervivéncia en pacients amb metastasis Ossies.

Objectiu addicional:

7. Analitzar I'especificitat de I'anticos utilitzat per a la deteccio IHQ de

RANKL amb I'expressio a nivell proteic en linies cel-lulars de CaP.
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1. MATERIAL

Es tracta d’un estudi retrospectiu que inclou varis cohorts de pacients
en els que s’ha analitzat I'expressio IHQ de RANKL en el tumor primari.

Recollim retrospectivament 2 grups de malalts:

1.1. Grup d’estudi

Un total de 198 pacients amb diagnostic histologic de CaP i metastasis
ossies al debut (dels quals unicament 176 foren aptes per I'estudi.

Els 22 pacients exclosos ho foren degut al déficit de teixit prostatic en els
blocs de parafina restants en el banc de teixit del Servei d’Anatomia
Patologica.

Es tracta d’'una cohort tancada de pacients diagnosticats entre I'any 1984 i
2000 i seguits amb controls periodics de PSA fins al seu éxitus.

Les caracteristiques dels pacients es veuen representades en la seguent

taula (Taula 7).
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Variable

Numero de pacients

EDAT (anys) 68.6 (51-96)
PSA (ng/mL)
Suma de GLEASON n (%)
2-6 36 (20.5)
4 39 (22.2)
8-10 101 (57.4)
ESTADIATGE T clinic n (%)
T1
T2
T3
T4
ESTADIATGE N clinic n (%)
No Ganglis 152 (86.4)
Ganglis pelvics 9 (5.1)

Ganglis retroperitoneals 9(5.1)
Ganglis a distancia 6 (3.4)
ESTADIATGE M clinic n (%)
No metastasis
Metastasis ossies
Metastasis limfatiques

Metastasis ossies i limfatiques

Extensio6 de la malaltia n (%)

0 84 (48.0)
1 44 (25.0)
2 18 (10.0)
3 27 (15.0)
4 3 (2.0)

Variables qualitatives expressades com n (%)

Variables quantitatives expressades com mediana- rang interquartil

Taula 7. Caracteristiques de les variables clinicopatoldgiques incloses el

grup estudi.
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El diagnostic de CaP en aquesta cohort de malalts fou per biopsia
prostatica transrectal ecograficament guiada per sextants. El protocol
habitual per a la bidpsia prostatica transrectal inclou la neteja del recte les 12
hores prévies al procediment, aixi com la presa de cobertura antibiotica
d’ampli espectre. Durant el procediment es col-loca el pacient en posicié de
litotomia forgada, s’administra anestesia local periprostatica (10 ml
mepivacana), es realitza una ecografia transrectal bidimensional per a la
localitzacio prostatica, mesura de volum i visualitzacid de calcificacions
intraprostatiques. Tot seguit es practica la presa sistematica de biopsies per
sextants amb transductor 145 (Falcon 2101, B-K Medical Inc) i agulla tipus
trucut de 18 inch (Bard Inc). Les mostres de cilindres prostatics es guarden
en formol per al transport i posterior processament al servei d’anatomia
patologica.

Tots els pacients van rebre tractament hormonal amb supressio
androgénica ja sigui quirargicament (orquiectomia subalbuginia) o bé
quimicament (bloqueig hormonal complet o uUnicament analegs LHRH). Els
tractaments hormonals foren oscil-lant en el seguiment dels pacients en
funci6 de les diferents determinacions de PSA i la simptomatologia
associada.

L’estadificacio clinica dels malalts es va realitzar mitjangant I'exploracio
fisica (incloent tacte rectal) dels pacients, determinaci6 de PSA (tots els
malalts mostraren PSA >50) i les metastasis 0ssies foren detectades amb
gammagrafia 0ssia i estratificades segons la classificacio de Soloway [296].

Aquests autors basen els seus resultats en un estudi sobre 166 pacients amb
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CaP i metastasis Ossies, en tractament amb supressié androgénica. Utilitzen
un sistema de gradacié semi quantitatiu per tal d’avaluar I'extensié de la
malaltia ossia (EOD) basat en la gammagrafia Ossia. Soloway et al
[demostren que s’evidencia una diferencia estadisticament significativa en la
supervivéncia dels pacients amb EOD | (94%) i EOD IV (40%) als 2 anys de
seguiment. Aixi doncs, donen evidencia cientifica per reclamar I'is de la seva
classificacié en l'avaluacié de la malaltia 0ssia en malalts amb CaP i
metastasis oOssies. Arrel d’aquestes evidencies en el nostre estudi varem
decidir incloure la classificaci6 de Soloway et al. Aquesta gradacio
s’especifica en la taula 8. Addicionalment, aquesta publicacié indica que els

pacients en grau IV tenen un particular mal pronostic i probablement haurien

de ser candidats a algun tractament concomitant.

“

Normal o malaltia benigne

Metastasis ossies: < 6 focus d’hipercaptacio

Metastasis ossies: 6-20 focus d’hipercatacio

Metastasis ossies: >20 pero < superscan

Superscan (75% de costelles, vertebres i ossos de la cintura

pelvica tenen focus d’hipercaptacio)

Taula 8. Sistema de gradacié semi quantitatiu per I'avaluaci6 de I'extensio de

metastasi 0ssia segons Soloway et al [296]
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1.2. Grup control

Un segon grup d’estudi de 84 pacients amb diagnostic histologic de
CaP sense metastasis Ossies. L’estadificacio clinica dels malalts es va
realitzar mitjangant I'exploracio fisica (incloent tacte rectal) i la determinacio
de PSA. Unicament en els casos que mostraren un PSA >10 ng/ml o dolor
ossi es realitzar gammagrafia 0ssia per descartar I'existéncia de metastasis
ossies. La tomografia axial computeritzada abdomino-pelvica (TAC) es va
practicar en pacients amb PSA > 20 ng/ml al debut.

Hem classificat els malalts en funcié del risc establert segons els
criteris de d’Amico, en risc baix de malaltia extraprostatica, risc intermedi de
malaltia extraprostatica i risc alt de malaltia extraprostatica. Per a tal
classificacio, hem utilitzat I'estadificacio clinica, la determinacio de PSA i el

grau de Gleason. [297]
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e

EDAT (anys) 64 (55-68)
sezm
Suma de GLEASON n (%)
2-6 (baix risc de disseminacio) 28 (33.3)
7 (intermedi risc de disseminacid) JPAXEER)]
8-10 (alt risc de disseminacio) 28 (33.3)

ESTADIATGE T clinic n (%)
T
T2

Variables qualitatives expressades com n (%)

Variables quantitatives expressades com mediana- rang interquartil

Taula 9. Caracteristiques de les variables clinicopatologiques incloses en el

grup control.

BAIX RISC INTERMIG RISC ALT RISC

Taula 10. Criteris de risc de d’Amico
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2. METODES

2.1 Parametres clinicopatologics

Les dades cliniques dels malalts foren obtingudes a través dels arxius

de seguiment personalitzat del Servei d’Urologia.

Les variables analitzades foren les descrites a continuacio:

1.

Edat: inclosa en tots els casos. Variable quantitativa discreta en el

moment de la recollida de dades.

. Grau histologic: es va utilitzar el Grau de Gleason. Donat que els

malalts amb metastasis pertanyien a una cohort tancada de malalts i
descrita en I'era prévia a la utilitzacié del Gleason score, els pacients
foren reclassificats pel patdleg especialista (1dT). Variable qualitativa.
Estadi tumoral: es va utilitzar el sistema de gradacié recomanat per
American Joint Comittee in cancer (UICC), mitjangant | classificacio
TNM (7a edicio 2009). Variable qualitativa dicotomica. Les categories
corresponen a I'estadi tumoral.

PSA al diagnostic: en mg/dL. Variable quantitativa continua en el
moment de la recollida de dades.

Velocitat de PSA (vel-PSA) en pacients amb malaltia disseminada.
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2.2. Técnica de tincié immunohistoquimica amb RANKL

La molécula RANKL fou detectada mitjangant un analisi IHQ en
mostres de teixit. Varem utilitzar portes amb seccions de teixit prostatic
parafinades. La inclusio en parafina es va realitzar mitjangant un processador
de teixit Citradel 2000. El punt de fusi6 de la parafina utilitzada va ser de 58-
60°C. Els blocs de teixit parafinat van ésser tallats amb un microtom de
rotacié de Reichter-Jung 2035 amb un gruix de 3 micres i dipositats en un

portaobjectes.
El protocol d'IHQ utilitzat es descriu a continuacio.

En un primer pas s’estufen els talls de teixit parafinat s’estufen a 55-
65°C durant tota la nit. A continuacio s’hidraten mitjan¢ant una incubacié amb
xilens (3 vegades, durant 5 minuts) i es finalitza amb una incubaci6 amb
etanol 100% - 100% - 90% > 90% > 70% > 70%. Finalment es renten

els porta-objectes amb H20 destil-lada.

En un segon pas es realitza la recuperacié antigénica on els teixits
foren escalfats a 110 °C en tamp¢ citrat a pH 7.3 per al desemmascaratge
dels antigens. L’activitat de la peroxidasa endogena dels teixits es bloqueja
utilitzant H2O, al 10% (durant 10 minuts). Finalment es renten els porta-

objectes amb TBST1x pH7,6 (3 vegades durant 5 minuts).

En un tercer pas les seccions de teixit foren incubades amb I'anticos
primari contra RANKL((FL-317): sc-9073 (Santa Cruz Biotechnology, INC.,

Santa Cruz) , per 2 hores a temperatura ambient amb una dilucio 1:40. A
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continuacio, les seccions es netegen i s'incuben amb I'anticos secundari HRP

Rabbit/Mouse (EnVision-Dual Link System-HRP, DAKO).

En un ultim pas es realitzen els rentats protocol-laris i es procedeix al
revelat amb DAB (3,3-Diaminobenzidine) Chromogen (DAKO) durant 1 minut
i 30 segons. Seguidament es procedeix a la contra tinci6 amb hematoxilina.
Deshidratacio de les mostres amb etanol 70% = 70% > 90% > 90% ->
100% > 100% i xilens (3 vegades, durant 5 minuts) i finalment, el muntatge

en un medi organic per a procedir a I'analisi.

Vam utilitzar com a control positiu en tots els experiments cartilag
huma en creixement i com a control intern negatiu la glandula prostatica

benigne.

A continuacio es detallen algunes imatges grafiques de les tincions

obtingudes amb I'anticds contra RANKL.
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Figura 7. Mostres a diferents augments i localitzacions dels resultats de
tincions obtinguts amb la IHQ. A i B. Linia de tincié diferencial entre glandula
prostatica normal i tumoral (x200 — x400).C. Mostra de cilindre prostatic

Gleason 9 (x100).D. Zona de transicié entre HBP i CaP. E. Bidpsia amb
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mostra per la positivitat en la proliferacié limfatica tumoral. F. Front d’invasio

tumoral per CaP. G. Biopsia de moll d’'os. H. Invasio perineural pel CaP.

La valoracio IHQ de la tinci6 de RANKL es va realitzar mitjangant un
métode semi quantitatiu, valorant en cada cas I'extensié (percentatge de
cél-lules tenyides) i intensitat (0+ absent, 1+ débil, 2+ moderada, 3+ marcada)
d’'immunotincio.

Per tal de disminuit la subjectivitat de la valoracié es va utilitzar un
score histologic obtingut al aplicar la seguent formula

HSCORE = 1x(%débil)+2x(%moderat)+3x(%intens)

Amb tot aixo s’obté un score que varia de 0 (immunoexpressio nul-la) a
300 (maxima immunoexpressio).

Aquest métode de valoracié immunohistoquimic ha demostrat una
bona correlacié amb els assajos bioquimics estandards que utilitzen teixits en
fresc homogeneitzats per a la valoracio i quantificacié del grau d’expressié de
receptors d’estrogens en cancer de mama [298, 299] . A mes, la utilitzaci6 de
Hscore ha demostrat una gran reproductibilitat entre observadors. [300-302]

Totes les mostres s’analitzaren en la zona de tincié tumoral i en cas
d’existencia de HGPIN a la mostra també s’avalua segons [l'escala
semiquantitativa abans mencionada. Concomitantment s’avalua la preséencia
a les mostres de contornejat nuclear.

Les mostres foren analitzades al microscopi optic (Olympus CH2
CWHK 10x18L) un augment de x 4 per a la identificacié dels camps i fins a

400 per a la identificacio correcte de la localitzacio de la tincio.
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La lectura fou realitzada pe l'investigador principal de I'estudi a simple
cec. Els resultats varen ser validats pel Servei Anatomia Patologica Hospital
Vall d’'Hebron (IdT).

Finalment, I'expressio IHQ es va calibrar d’acord amb el nivell de tall

resulta de I'analisi de la corba ROC.

2.3. Técnica de deteccié de Il'anticos RANKL amb immunoassaig

(western blot)

Es van utilitzar els seguents cultius de linies cel-lulars per tal d’estudiar

I'especificitat de 'anticos RANKL utilitzat:
* Linies cel-lulars de CaP humana (LNCaP i PC3)
* Linies cel-lulars de carcinoma endometrial (Hec1A) i ovari (OV90)
* Linies cel-lulars de cartilag

Les cel-lules foren incubades en el medi RPMI (Roswell Park Memorial
Institute) desenvolupat en el centre mencionat per les linies de CaP, McCoys
5A per la linia Hec1A i MCDB105:M199 (1:1), per la linia OV90. Tots
suplementats amb sérum fetal bovi al 10%.

La técnica del Western-blot es descriu a continuacio:

Lisat de proteines procedents de teixit; tumor PCa120 (mostra de
tumor de ratoli) i cartilag (com a mostra control) tal com fou descrit per Monge
et al [303]. El lisat de les proteines obtingudes de les linies cel-lulars foren
obtinguts amb rascat amb buffer RIPA (Tris 20mM ph8.8, NaCl 150mM,
EDTA 5mM, Trit6 X-100 1%, inhibidors de proteasa). Després d'una

incubacio d’'una hora a 4°C les mostres es van sunicar i seguidament es van
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centrifugar a maxima velocitat durant 45 minuts, el sobrenedant (on trobem el
contingut proteic de les mostres) es va quantificar mitjangant un assaig de
Bradford (BioRad). 80 ug de cada mostra es van incubar durant 5 minuts amb
buffer Laemmli i seguidament foren separats en gels 10% SDS-PAGE,
transferits a una membrana PVDF (BioRad) i incubat amb l'anticds primari
tota la nit a 4 graus C (1:2000 mAb a-RANKL, Santa Cruz i MAPK (cell
signalling), com a control de carrega). Seguidament es va procedir a la
incubacio de la membran amb l'anticos secundari (1:2000 rAb a-Mapk, Cell
Signalling) durant una hora a temperatura ambient. Les proteines es van
identificar amb immunoglobulines goat anti-rabbit HRP i rabbit anti-mouse
HRP (DAKO) respectivament, | el Millipore Immobilon Western

Chemilominescent HRP Substrat (Millipore).
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Figura 8. Western Blot amb I'anticos utilitzat per la tincio IHQ. Cartilag
(control negatiu) LNCaP i PC3 (son linies cel-lulars de CaP) PAC120 (mostra
de tumor de CaP de ratoli), HEC-1A i OV90 (son linies cel-lulars de cancer

d’endometri i d’ovari, respectivament) .
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2.4. Analisi estadistic

Inicialment varem incloure tota la informacio referent a les variables en
una base de dades utilitzant el programa informatic Access. Un cop depurada
la base de dades, varem realitzar I'analisi de les dades amb el paquet
estadistic SPSS (Statistical Package for the Social Sciencies)13.0.

Per a descriure les variables quantitatives hem utilitzat la mitja i/o la
mitjana amb un interval de confianga del 95%, i com a mesures de dispersio
la desviacio estandard i rang. Per a descriure les variables qualitatives hem
utilitzat els percentatges.

La prova de Chi-quadrat i la seva variant, prova exacta de Fisher,
s’han utilitzat per relacionar les variables qualitatives; mentre que el test no
paramétric de U de Mann Whitney s’ha utilitzat per comparar variables
quantitatives en 2 grups.

Per a l'analisi dels factors predictors de progressio es va utilitzar la
regressid logistica binaria en les variables dicotomiques i la regressio
logistica de Cox en la prediccié de supervivéncia. La corba ROC va ser
utilitzada per a establir el nivell de tall de la tinci6 IHQ de RANKL. La
supervivéncia es va analitzar amb les corbes de Kaplan-Meier.

Es va considerar que existien diferéncies estadisticament significatives

quan p<0.05.
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RESULTATS
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1. ANALISI DE L’EXPRESSIO IHQ DE RANKL SEGONS L’EXISTENCIA

DE METASTASIS OSSIES

En tots els CaP valorats a I'estudi amb diferents graus de diferenciacio
es va evidenciar cert grau d'immunopositivitat per a I'expressié de RANKL. En
el grup de pacients amb CaP no metastatic, la media va ser de 222.1 (rang
entre 208.1 1 236.1). En el grup de pacients amb CaP metastatic, la media va
ser de 241.5 (rang entre 227.6 i 255.3). P=0.031

En el seguent diagrama de caixes s’evidencien les diferencies:

500+

400+

300+

200+

100+

Expressio immunohistoquimica de RANKL

T T
No S

Preséncia de metastasis ossies

Figura 9. Analisi d’expressio comparatiu entre I'expressio IHQ de RANKL en

malalts amb CaP metastatic i no metastatic.
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Les diferéncies entre I'expressi® de RANKL en els pacients amb CaP i
metastasis (ganglionars i/o 0ssies) i CaP sense metastasis foren globalment
significatives (p = 0.031).

A l'estudi al microscopic optic de la tincio de RANKL evidenciem un
tinci6 mes aviat citoplasmatica difusa, tot i que en algunes tincions es pot
observar una vora nuclear carismatica. Aquest marcatge nuclear por esser
resultat de la translocacio de la cascada de proteines que activa la interaccio
de RANK amb RANKL i per tant de la seva mobilitzacié. Tot i aix0, aquest
concepte és dificil d’analitzar amb la tecnica utilitzada. No s’observaren
diferencies en el grau d’intensitat de tincié pel que fa al front d’aveng tumoral

o al propi tumor.

2. ANALISI DE L’EXPRESSIO IHQ DE RANKL SEGONS L’EXTENSIO DE

LA MALALTIA OSSIA

A T'analisi de I'expressié IHQ de RANKL en funcié de la quantitat de
malaltia 0ssia detectada s’evidencia una tendéncia a una major expressio de
la proteina a mesura que es detecta mes CaP a nivell ossi. Aixi doncs, en el
cas de malalts amb malaltia 0ssia grau 0, I'expressio IHQ de RANKL fou de
222.1 (208.1 — 236.1). Per al grau de malaltia ossia 1, I'expressio de RANKL
fou de 229.8 (205.4 — 254.3). Per al grau de malaltia ossia 2, I'expressio fou
de 250.2 (222.2 — 278.2), per al grau de malaltia 0ssia 3, I'expressio de
RANKL fou de 243.3 (220.4 — 266.2). Finalment, per al maxim grau de
malaltia 0ssia tipus 4 'anomenat super-scan, I'expressio de RANKL fou de

268.7 (193.4 — 300.00).
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Figura 10. Analisi d’expressié IHQ de RANKL en funci6 de I'extensio de

malaltia dssia.

A l'analisi estadistic de les diferencies d’expressiéo entre RANKL i el
grau de malaltia ossia no es varen trobar diferencies estadisticament

significatives (p=0.123) entre ambdds grups.
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3. ANALISI DE L’EXPRESSIO IHQ DE RANKL EN FUNCIO DE LA

CLASSIFICACIO DE RISCS

A l'analisi de I'expressio de RANKL en funcié del risc observem una
tendéncia ascendent d'expressi® a mesura que augmenta el risc de
disseminacio (baix, intermedi, alt) i una menor expressié en el cas dels
malalts disseminats. D’acord amb aquesta tendéncia, els pacients amb CaP i
baix risc de disseminacié presentaren una expressié de RANKL de 143.8
(130.3 — 157.3). Els pacients amb risc de disseminacié intermedi mostraren
una expressido de 204.5 (187.0 — 221.9). Els pacients amb alt risc de
disseminaci6 mostraren una expressio de 266.8 (251.6 - 281.9).
Contrariament a la tendéncia esperada, els malalts amb malaltia ossia ja

disseminada presentaren una expressio de 247.1 (234.1 — 260.1)

11R



P=0.211"*

400+

300+

[]
o
T

PF0.001

100+

Expressio immunohistoquimica de RANKL

T T T
Baix Intermig Alt Disseminat

Risc de disseminacio metastatica

* p corresponent a la relacié entre alt risc de disseminacié metastatica i

pacients ja disseminats.

Figura 11. Analisi de I'expressio IHQ de RANKL en funcid del risc de

disseminacié metastatica i amb pacients amb CaP metastatic.

A Tlanalisi estadistic s’observen diferencies estadisticament
significatives pel que fa a I'expressio de RANKL i els pacients amb baix risc i
risc intermedi de disseminaci6. També s’observaren diferéncies
estadisticament significatives en la comparativa de pacients amb risc
intermedi i risc alt de disseminacio (p=0.001). No s’observaren diferéncies

estadisticament significatives entre I'expressié de RANKL als tumors d’alt risc
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de disseminacié metastatica i aquells pacients amb tumors ja disseminats (p

=0.211).

4. ANALISI DE L’EXPRESSIO IHQ DE RANKL SEGONS EL TIPUS DE

METASTASI

A Tl'analisi de l'expressié IHQ de RANKL en funcié del tipus de
metastasi s’observa una clara diferencia entre els malalts amb sense
metastasis i la resta de pacients metastatics.

Els malalts no metastatics mostraren una expressio de 213.9 (199.4 —
228.4). Els malalts amb metastasis 0ssies mostraren una expressio de 238.0
(221.9 — 254 .1). Els malalts amb metastasis unicament limfatiques mostraren
una expressio maxima de 298.8 ( 296.3 — 301.4). A I'analisi de pacients amb

metastasis ossies i limfatiques I'expressio fou de 257.3 (232.2 — 292.5).
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Figura 12. Analisi de I'expressio IHQ de RANKL en funcié del tipus de

metastasi

A l'estudi estadistic s’objectiven diferéncies estadisticament
significatives a la comparativa entre aquell grup de pacients que no presenta
metastasis i aquells que en presenten de limfatiques i dssies al mateix temps
(p= 0.0001). També s’observaren diferéncies estadisticament significatives
entre aquells pacients que presenten metastasis 0ssies unicament i aquells

que presenten metastasis limfatiques i 0ssies (p=0.012).
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Addicionalment, mostraren diferencies estadisticament significatives
els casos amb metastasis Ossies Unicament i metastasis limfatiques
unicament (p=0.004), aixi com a la comparativa de pacients amb metastasis

limfatiques unicament i metastasis limfatiques i 0ssies (p=0.026).

5. ANALISI DE L’EXPRESSIO IHQ DE RANKL COM A PREDICTOR DE

METASTASIS OSSIES

A l'analisi estadistic s’hi van introduir les seguents variables: edat (en
anys), xifra de PSA (ng/mL), suma de Gleason, expressio IHQ de RANKL (0O-
300).

A l'estudi multivariant, la regressio logistica va demostrar que tan el
PSA com la suma de Gleason tenen un valor com a factors predictors de
metastasis 0ssies, amb una rad de riscs de 0.0, 0.19. Per contra, I'expressio
de RANKL no va demostrar esser predictora de metastasis dssies amb una
significacié estadistica de 0.146. La odds ratio per a PSA i suma de Gleason
fou de 1.028 (1.016 — 1.040) i 2.796 (1.187 — 6.587) respectivament, per a
I'expressio de RANKL fou de 0.993 (0.985 — 1.002). Els intervals de confianga

95% foren els que es mostren a la taula seguent.

110



Edat 1.014 (0.957-1.075) 0.637

PSA 1.028 (1.016-1.040) 0.000
Suma de Gleason 2.796 (1.187-6.587) 0.019

RANKL 0.993 (0.985-1.002) 0.146

Taula 11. Analisi multivariant per a factors predictors de metastasi ossia.

6. ANALISI DE L’EXPRESSIO IHQ DE RANKL COM A MARCADOR DE

DISSEMINACIO METASTATICA GLOBAL

Com a resultat de I'abséncia de significacio de RANKL com a predictor
de metastasis Ossies, varem analitzar les dades tenint en compte tots els
tipus de disseminacio reflectits.

A Tlestudi multivariant, la regressio logistica va demostrar que PSA i
RANKL tenen valor com a factors predictors de metastasis limfatiques amb
una rao de riscs 0.03 i 0.01, respectivament. La suma de Gleason no va
demostrar tenir rellevancia en la predicciéo de metastasis limfatiques amb una
significacié estadistica de 0.508. La odds ratio per a PSA i suma de Gleason
fou de 1.001 (1.000 — 1.001) i 1.309 (0.509 — 2.903), respectivament.

L’expressio de RANKL mostra una odds ratio de 1.013 (1.003 — 1.024).
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Edat 0.961 (0.912-1.013) 0.140

PSA 1.001 (1.000-1.0001) 0.030
Suma de Gleason 1.309 (0.590-2.903) 0.508

RANKL 1.013 )1.003-1.024) 0.013

Taula 12. Analisi multivariant per a factors predictors de metastasi global.

7. ANALISI DE L’EXPRESSIO IHQ DE RANKL COM A MARCADOR DE

DISSEMINACIO METASTATICA LIMFATICA

A l'estudi multivariant, l'estudi de regressio logistica no va demostrar
que PSA, suma de Gleason ni RANKL fossin factors predictors de metastasi
global en el cancer de prostata amb una significacié estadistica de 0.000,
0.134, 0.874 respectivament. Les odds ratio per a PSA, suma de Gleason i
RANKL foren respectivament de 1.098 (1.057 — 1.140), 2.129 (0.792 — 5.726),

1.001 (0.988 — 1.014).
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Edat 1.034 (0.959-1.115) 0.386
PSA 1.098 (1.057-1.140) 0.000
Suma de Gleason 2.129 (0.792-5.726) 0.134

RANKL 1.001 (0.988-1.014) 0.874

Taula 13. Analisi multivariant per a factors predictors de metastasis

limfatiques.

8. ANALISI DE L’EXPRESSIO DE RANKL COM A MARCADOR DE

SUPERVIVENCIA

A I'analisi de supervivéncia dels pacients disseminats s’observaren els
seguents resultats.

La supervivencia cancer-especifica dels CaP metastatics va ser de
112.45 mesos de mediana (IC 95% 86.3 — 138.5).

La supervivencia mitjana dels malalts es de 46.5 mesos (IC 95% 33.3
—59.8), es a dir el 50% dels malalts als 46 mesos son éxitus en el context del

nostre estudi.
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Figura 13. Analisi de supervivéncia global en pacients amb CaP

A l'estudi de regressio de Cox objectivem que cap de les variables
observades a l'estudi (Edat, Gleason, PSA, MOD, RANKL) funciones com a

predictores de risc per a la progressio del CaP.

Al metode Introduccio, per a l'analisi de la supervivencia, s’evidencia
que la variable MOD (malaltia 0ssia disseminada) dicotomitzada a menys o
mes de 6 acumuls, mostra una significacio pronostica de supervivéncia en el
cas malalts amb menys de 6 acumuls a la gammagrafia ossia (0.009). La
odds ratio per aquesta variable es de 2.36 (IC 95% 1.23 — 4.526). El mateix

efecte es dona al analitzar la variable velocitat de PSA postnadir (ng/ml), és a
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dir, un cop els pacients amb CaP ja son resistents a la castraci6é. Aquesta
variable demostra significacié pronostica de supervivéncia de 0.018. La odds

ratio d’aquesta variable es de 0.994 (1C95% 0.990 — 0.999).

Suma de Gleason 1.077 (0.858-1.352) 0.522
PSA 1.001 (0.998-1.005) 0.483

EOD 2.366 (1.237-4.526) 0.009

Vel PSA post * 0.994 (0.990-0.999) 0.018

RANKL 0.999 (0.994-1.004) 0.751

* velocitat de PSA post-progressiéo bioquimica (estatus resistent a la

castracio).

Taula 14. Analisi de regressio logistica de Cox per a factors pronostics de

supervivéncia.

9. ANALISI DE ’ANTICOS UTILITZAT PER METODE WESTERN BLOT

Donats els resultats obtinguts desconcertants a l'estudi estadistic
varem decidir analitzar I'anticos.

Per tal d’evidenciar I'especificitat de l'anticds utilitzat vam analitzar
I'expressié proteica de RANKL en diferents linies cel-lulars de CaP, aixi com
en cartilag. A la figura 8 veiem a I'esquerre la columna corresponent als

pesos moleculars, a la base de la figura s’objectiva la proteina MAPK que
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vam utilitzar per a mostrar la carrega de proteina corresponent a cada
mostra, La molécula RANK-L té un pes molecular d’aproximadament 35 KDa,
aixi doncs hauriem d’evidenciar una unica banda entre el tram dels 25 i 40
KDa com a minim en la mostra de cartilag (control positiu) aixi com en la linia
cel-lular PC3. A l'estudi de la proteina RANKL amb I'anticos facilitat per la
casa comercial que vam utilitzar s’evidencia la poc especificitat de I'anticos en
questio. L’anticos comercial RANKL utilitzat s’adhereix a varies proteines
presents en el supranadant, és a dir, evidenciem varies bandes en les
diferents mostres que demostren la poca especificitat que te aquest anticos

per la molécula RANKL.
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Figura 8. Estudi amb Western Blot sobre la proteina RANKL.

LNCaP: Human prostate adenocarcinoma cell line from Ilymph node
metastasic site

PC3: Human prostate adenocarcinoma cell line from bone metastasic site
PAC120: Human prostate adenocarcinoma generated in PAC120 mouse
mode Hec1A: Human endometrial carcinoma cell line

TOV112: Human one clear-cell ovarian carcinoma cell line

OV90: Human malignant papillary serous ovarian adenocarcinoma cell line

from ascities metastasic side
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El CaP suposa el tumor més frequent en homes majors de 50 anys
(excloent el cancer de pell) i les metastasis Ossies determinen la
morbimortalitat associada. Tot i la deteccio precog gracies a la introduccié de
la mesura del PSA com a métode de cribratge, encara se’ns fa dificil als
urdlegs de caracteritzar-ne I'agressivitat, és a dir, de determinar aquells
malalts que es beneficiaran d’un tractament multidisciplinari.

La major font de morbiditat i mortalitat en el CaP és dona per
(I"afectacio Ossia a distancia) resultat del tropisme de les cél-lules de CaP per
'os. Aquest és un fenomen anomenat osteofropisme [304]. En els malalts
amb CaP i tractament amb SA on s’observa progressio de la malaltia, de fet
el 80% presenten metastasis a I'os [305]. Les metastasis Ossies alteren la
composicié normal de I'os i generen un desequilibri en el cicle vital de l'os,
envaint les estructures veines i generant complicacions com son les fractures
patologiques, compressio medul-lar i 'anemia per infiltracio del moll d’os.
Aquestes complicacions son les anomenades ERE (esdeveniments
relacionats amb l'esquelet).

En el CaP les metastasis Ossies i el ERE es donen en un entorn
basicament osteopenic, ja que la SA ha estat durant les ultimes decades, el
tractament primari en molts d’aquests malalts. El deéficit constant de
testosterona, degut a la supressié androgenica, genera una perdua constant
de massa oOssia. La interaccié entre l'osteotropisme selectiu del CaP i
'important alteracio en I'equilibri ossi creen una situacioé unica no present en
altres tipus de neoplasies, dificil d’estudiar, anomenada el “paradigma ossi”

del CaP.
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En l'os normal i sa, la formaci6 i resorcié Ossia es donen en una
sequencia equilibrada gracies a les dues cél-lules clau en aquest proces, els
osteoclasts i osteoblasts. Els osteoclasts sén responsables de la resorcio
0ssia, mentre que els osteoblasts s’encarreguen de la formacié d'os.
Ambdues cél-lules es comuniquen entre elles a través de factors paracrins
locals. La molecula RANK (receptor activator of nuclear factor-kB) i RANKL
(receptor activator of nuclear factor-kB ligand) juguen un paper clau en aquest
procés de comunicacié. La uni6 de RANKL amb RANK comporta la
maduracié dels pre-osteoclasts a osteoclasts madurs, alliberant-se TGF-b al
produir-se la resorcid Ossia, que al mateix temps estimula la formacio
d’osteoblasts [223]. La degradacié d'os induida pels osteoclasts també
genera la degradacié de la matriu col-lagena de I'os pel que s’alliberen al
mateix temps proteines de degradacié com la uNTX (N-telopeptid urinari)
que son les que podem mesurar en sang o orina [291].

Varies hormones, citoquines i factors de creixement poden estimular
I'expressio de RANKL per part dels osteoblasts. Per tal d’aconseguir mantenir
la formacio i la degradacié en equilibri, els osteoblasts i les cél-lules de
'estroma produeixen osteoprotegerina (OPG) que actua com un factor
inhibidor impedint la uni6 de RANK amb RANKL i estimulant els osteoclasts a
entrar en apoptosi. Un desequilibri de la ratio RANKL/OPG comporta un
paper clau en la majoria de patologies de I'os.

Determinats factors en els cancer metastatics tenen un efecte dual en
el tandem RANKL-OPG. De fet, PTHrp, IL-1 i PGE2 actuen a nivell de
'estroma ossi i estimulen [l'activitat osteoclastica incrementant RANKL i

reduint OPG de forma simultania [306]. Els limfocits T(incloent CD8 i CD4)
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son probablement una altra font de RANKL en el context de les metastasis
ossies. De fet, en les cel-lules de mieloma multiple s’evidencia un increment
de la producci6 de RANKL per part dels limfocits T [307], tot i que una
evidencia funcional de la interaccié entre RANKL —cancer — metastasi 0ssia
no es va poder demostrar.

L’expressio de RANKL s’ha descrit en alguns tipus de cancer com el
de mama, prostata, mieloma multiple i tumors renals. De fet, increments en
I'expressio de RANKL s’han demostrat en linies cel-lulars de CaP després del
tractament amb TGF-b [308]. Paral-lelament a aquesta hipotesi que el
RANKL produit per les cel-lules tumorals accelera la formacié d’osteoclasts i
les metastasis Ossies, trobem a la literatura cites en relacié a l'elevada
expressi6 de RANKL en tumors primaris de ronyd. Aquesta sobrexpressio
s’associa amb un reducci6 del temps lliure de metastasi 0ssia [309]. El mateix
concepte s’ha descrit en el context del hepatocarcinoma [310].

Actualment, cap estudi correlaciona clarament els nivell de RANKL en
sérum amb les metastasis Ossies. Aix0 es degut probablement al fet que
desconeixem concretament les diferents formes d’expressié de la proteina
(soluble, unida a membrana...), o bé als baixos nivells presents en sang que
son per tant, técnicament dificils de detectar [311]. Una altra possibilitat es
que els increments en RANKL es donin unicament de forma local a I'os [312].
Per tal d’entendre millor [lactivitat prometastatica de RANKL, varis
investigadors han intentat determinar els patrons d’expressié d’aquest trio
molecular en linies cel-lulars. Quan tractem linies cel-lulars in vitro amb
RANKL s’observa una sobrepressio de la proteina RANK a la superficie de

les linies cel-lulars de CaP, cancer de mama, osteosarcoma, melanoma i
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pulmé. A més a més, 'administracio de RANKL a les diferents linies cel-lulars
ha demostrat induir una varietat de factors potencialment involucrats en la
migracio, angiogénesi i invasio (MMP1, MMP9, EMMPRIN/CD47, ICAM-1, IL-
6, IL-8, VEGF) [313] que contribueixen a lincrement de RANKL que
s’evidencia en les metastasis a distancia in vivo.

En general, RANKL es troba sobrexpressat en teixit normal a les
localitzacions metastatiques, incloent el ganglis limfatics i l'os [223].
L’expressi6 de RANK en linies cel-lulars tumorals no es requereix
estrictament perqué es donin les metastasis Ossies en els models
experimentals. Tot i aix0, 2 estudis in vivo recolzen el fet que la font de
RANKL en les metastasis 0ssies és el propi os en el tumors que expressen
per si mateixos RANK. Jones et al [241] descriuen que les cél-lules tumorals
albergades a 'os deixen d’expressar RANK quan s’administra un inhibidor de
RANKL. Tometsko et al [314] descriuen un increment en el creixement de les
cél-lules tumorals a I'entorn ossi si s’evidencia un increment en I'expressio de
RANK (en comparacié amb les cél-lules tumorals amb baixos nivells de
RANK).

El cami de transduccio de senyals de RANKL té un paper critic en el
tropisme selectiu de les cél-lules del CaP per l'os. Es doncs la molécula
candidata per atreure les cél-lules del CaP i fer-les niar en 'ambient de l'os.
[315].

Les ceél-lules tumorals amb gran tropisme per l'os, secreten PTHrp
(hormona paratiroidea like), que incrementa I'activitat de RANKL mitjangada
pels osteoclasts donant lloc a les metastasis osteolitiques. Al alliberar-se mes

TGFb directament es facilita el creixement de les cél-lules tumorals creant un
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“cercle vicios™ retro alimentat. Aquests mecanisme es tipic de les cel-lules del
cancer de mama i es troba ampliament descrit. [316] En la figura 15 es
descriuen les interaccions entre les diferents molécules.

Per contra, les cél-lules del CaP secreten factors de creixement com la
endotelina 1 (ET-1) i les proteines morfogenétiques de I'os (BMP) que
selectivament estimulen la proliferacié osteoblastica. Hipotéticament, el
fenotip osteoblastic es resultat també de la secrecioé d’altres proteases, entre

elles el PSA, que inactiven la PTHrp i altres factors pro-osteoclastics.

PDGF, BMP,
TGF-B, IGF,
FGF

PTHrP, BMP,
TGF-B, IGF, FGF,
VEGF, ET-1, Wnt

/ RA NkL receptor activator of nuclear factor kB ligand; RANK, receptor activator
R ogucl ar factor kB; OPG, este Jaroteger‘ g
2 >
tal. |

\/\d ptat de EXE

Figura 14. Diagrama d’interaccions entre les cel-lules tumorals-osteoclasts-

osteoblasts.
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Donat el potencial de RANKL com a diana terapeutica per la destruccié
0ssia mitjangada pels osteoclasts, varis estudis avui en dia intenten trobar-hi
la utilitat. Denosumab és un anticds monoclonal huma tipus 1gG2 que
especificament inhibeix RANKL fent doncs un efecte similar a la
osteoprotegerina [316].

Hi ha estudis ja publicats que van comencgar demostrant la seva
eficacia davant dels bifosfonats en el tractament de les patologies Ossies.

Els primers estudis fase | van demostrar una reduccié en la resorcio
ossia (a través de la mesura de marcadors de remodelacio 0ssia com uNTX)
a I'administracié subcutania de I'anticos en dosi ascendent en pacients amb
cancer de mama i mieloma multiple. En comparaci6 amb l'administracio
endovenosa de bifosfonats (pamidronat 90 mg), el descens en els marcadors
de remodelacié ossia produit pel denosumab fou similar en magnitud pero
mes perllongat [317, 318].

Posteriorment, els estudis fase Il van avaluar la seguretat i eficacia de
diferents regims de denosumab en pacients amb cancer aixi com van aclarir
el diferent mecanisme d’accié envers els bifosfonats (que s’uneixen a
I'hidroxiapatita de la superficie mineral 0ssia, on inhibeixen els osteoclasts
madurs de forma local). Concretament, McClung et al 2006 van observar que
als 12 mesos de l'inici de I'administracié semestral de denosumab subcutani
s’evidenciava en dones menopausiques amb pérdua prévia de massa 0ssia,
una milloria en la DMO a les 3 localitzacions habitualment estudiades
(columna lumbar, maluc i radi distal). Posteriorment, amb la mateixa cohort
de pacients, Cummings et al van demostrar que I'administracié de

denosumab en pacients post menopausiques amb baixa DMO prevenia
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'aparicié de fractures ossies relacionades [319]. Un estudi en dones amb
cancer de mama i metastasis Ossies demostra l'evidencia d’'una major
supressid en els marcadors de remodelacid oOssia en pacients amb
denosumab en comparacié amb bifosfonats endovenosos [320]. En un segon
estudi randomitzat fase |l amb pacients metastatics de cancer de mama,
prostata i altres tumors solids demostra que en pacient que havien mantingut
uns nivells de uNTX elevats amb bisfosfonats, es donava una decrement
rellevant de uNTX al administrar denoumab. De fet, el 71% dels pacient que
van rebre denosumab van reduir els nivells de uNTX en comparaciéo a nomes
el 29% dels tractats amb denosumab [321].

Ellis et al [322] van publicar que en dones amb cancer de mama i en
tractament amb inhibidors de I'aromatasa, 'administracié de denosumab per
36 mesos comportava una millora notable de la DMO sense existir cap
diferéncia en els efectes secundaris en comparacié amb el placebo.

Per tant, els estudis fase |l van aconseguir definir clarament I'eficacia
de denosumab en pacients amb cancer, independent del tipus de tumor i
establir 'habilitat de denosumab en el control de la resorcio ossia.

Els esdeveniments ossis son la principal complicacié derivada de les
metastasis Ossies per tumor. Per tal d’avaluar I'eficacia de denosumab en
aquest context, els estudis fase Ill es van realitzar en pacients amb
metastasis o0ssies per cancer de mama [323], CaP hormonorefractari [324] i
altres tumors avancgats o mieloma multiple [325].

En I'entorn del CaP, hi ha una série d’assaigs clinics fase Ill clau en
desenvolupament clinic de la molecula denosumab. En [l'actualitat tenim

evidencia a través d’estudis randomitzats dels tres objectius on denosumab
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ha resultat esser efectiu: prevencié de la pérdua de massa 0ssia, prevencio
de ERE en pacients amb malaltia disseminada i resistents a castraci6 i
prevencio de disseminacié ossia.

Primerament, foren Smith et al [326] que avaluaren la utilitzacié de la
molécula en el context de la prevencié de pérdua de massa ossia. Aquest
autors analitzaren 1468 pacients amb CaP no metastatic en ADT. L'estudi
dividia els pacients en 2 grups; Placebo i Denosumab (60 mg/6 mesos sc).
Els resultats demostraren que en el grup que va rebre denosumab, la DMO a
nivell lumbar s’incrementava significativament un 6.7 punts en comparacio
amb el placebo als 24 mesos (5.6% vs —1.0%; P <.001). La DMO a nivell
lumbar i del maluc (4.8%; P <.001) també s’incrementa. A més a mes,
s’objectiva també una reduccié en la incidencia de noves fractures vertebrals
als 36 mesos de tractament (1.5% en el grup en tractament amb denosumab,
3.9% per placebo). Aixi doncs, l'efecte del denosumab aparentment es
precog i robust. Aquest es el primer assaig on es demostra ja la reduccio de
noves fractures vertebrals, motiu pel que tan la FDA (Food and Drug
Administration) com la EMA (European Medicine Agency) aprovaren el seu us
especific en malalts amb CaP sotmesos a deprivacio androgénica.
Paral-lelament, Fizazi et al [321] analitzaren l'efecte de I'administracié de
denosumab a pacients metastatics que havien presentat una pobre resposta
al tractament estandard amb bifosfonats. La mesura en la reduccié de la
reduccio Ossia es fa amb NTX en orina. Aquest estudi inclou malalts amb
CaP i cancer de mama amb metastasis 0ssies demostrades i nivells de uUNTX
>50 nmol/L en tractament amb bifosfonats. S’administra de forma alternativa

denosumab sc o bifosfonats endovenosos. L’administracié de denosumab
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redueix el procés de resorcio ossia (al disminuir els nivells de NTx en orina).
Estudis previs han demostrat que nivells elevats de uNTX amb pacients amb
metastasis Ossies son predictors d'esdeveniments ossis, progressio per
cancer i mort [327], tot i evidenciar una reduccid en el nombre
d’esdeveniments ossis en aquest estudi el nombre no fou suficient per
demostrar evidencia, tampoc es mostren resultats a llarg termini en relacié a
supervivéncia cancer especifica en aquest pool de pacients.

A principis de 2011 varem obtenir resultats de I'estudi randomitzat a
doble-cec que analitza la prevencié d’esdeveniments ossis en pacients amb
CaP en ADT que no havien rebut previament tractament amb bifosfonats.
[324]. Aquest assaig clinic compara I'efectivitat en la prevencié d’ERE entre el
tractament estandard (acid zoledronic) i la nova molécula. Es demostra en
1904 pacients (950 assignats a denosumab (120 mg/ 4 setmanes) i 951
assignats a rebre acid zoledronic) una reduccio significativa en el nombre
d’esdeveniments ossis en malalts amb CaP i tractament hormonal. De
mediana el temps fins al primer esdeveniment ossi dins I'estudi fou de 20.7
mesos (95% IC 18:8-24-9) vs. 17.1 mesos (95% IC 15-:0-19-4) amb acid
zoledronic (HR 0-82, 95% IC 0-71-0-95). Efectes adversos seriosos foren
igualment recollits en ambdds grups (63% per denosumab vs 60% per acid
zoledronic) perd un major nombre de casos d’hipocalcémia foren detectats en
el grup de denosumab (13% vs. 6% p<0-0001), probablement degut al
diferent mecanisme d'acci6 en el qual ambdds tractaments funcionen.

L osteonecrosis mandibular fou infrequent (22 [2%] vs 12 [1%]; p = 0-09).

Recentment hem obtingut els primers resultats d’'un assaig clinic que

intenta determinar I'ultim eslavd en I'Us d’aquesta molécula del punt de vista
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clinic, es a dir, la prevenciéo de metastasis 0ssies. En pacients amb CaP
hormonorefractari sense evidencia de metastasis Ossies utilitza 2 grups
d’estudi, denosumab (716 pacients) (120 mg/4 setmanes) i placebo (716
pacients). Presenta com a objectiu primari el temps fins a la primera
metastasi 0ssia o mort per una altra causa. Smith et al [295] mencionen un
lleu increment en la supervivencia lliure de metastasis 0ssies de 4.2 mesos
(denosumab mediana 29.5 IC 95% 25.4-33.3, vs placebo 25.2 1C95% 22.2-
29.5). Els resultats també mostren un increment en temps fins la primera
metastasi 0ssia (33.2 mesos vs 29.5 mesos) estadisticament significatiu. No
s’objectiven diferencies en la supervivencia global d’aquests pacients amb
aquest tractament. Aquest es el motiu pel que la FDA no aprova I'is d’aquest
tractament en el context de la prevencidé de metastasis. Aixi doncs, aquests
resultats son la primera evidencia clara del paper del microambient de l'os i
RANKL en el desenvolupament de les metastasis 0ssies en pacients amb
CaP [295]. En el congres de I'Associacio Americana d’Urologia de 2012 [328]
es van presentar els resultats del reanalisi de I'estudi mencionat préviament.
Es demostra una reduccié del 25% (hazard ratio 0.75 (95% IC 0.62-0.91) en
'aparici6 de metastasis multiples i simptomatiques. La rellevancia de la
troballa recau en el fet que la totalitat de malalts inclosos en aquest estudi
eren pacients amb alt risc de disseminacid metastatica (PSA >8 ng/mL,
PSADT <10 mesos) hormonorefractaris; aixi doncs, denosumab aconsegueix
redueix l'aparicié d’aquestes metastasis. Noves dades foren exposades al
congres de la societat americana d’oncologia medica [320] del 2012 [329] on

el subanalisi de la mateixa poblacié en els malalts amb PSADT <6 mesos

1R7



demostren beneficiar-se molt mes d’aquest tractament en termes de
desenvolupament de metastasis 0ssies.

Els primers autors en descriure I'associacio en teixit de CaP entre el
grau d’expressio de RANKL i I'agressivitat tumoral foren Brown et al [262].
Utilitzen un total de 28 pacients. Els seus resultats d’expressié mostren en
prostata normal que OPG i RANKL es detecten a varis nivells (5-65%
estromal, 15-70% luminal per OPG; 15-50% basal, 40-90% luminal, 70-100%
estromals per RANKL). RANKL es detecta en 10/11 pacients amb CaP, OPG
no es detecta en teixit amb CaP. El percentatge de cel-lules tumorals
expressant OPG i RANKL es veu incrementat en tots els CaP metastatics en
comparacié amb CaP sense M1 Ossies o sense M1. Els autors conclouen que
els malalts amb CaP i metastasis 0ssies expressen més OPG i RANKL que
els no metastatics o M1 no Ossies. Aquestes molécules juguen un paper en
I'establiment d’aquestes metastasis.

Posteriorment, Chen et al [244] van publicar un treball que incloia 89
malalts amb CaP. D’aquests, 48 malalts mostraven CaP en estadi localitzat i
41 pacients un estadi disseminat (11 amb metastasis ganglionars i 30 amb
metastasis Ossies. Els autors determinares I'expressio de RANKL, RANK,
OPG en linies cel-lulars i 'expressi6 de RANKL, RANK, OPG en teixit de
CaP. Els resultats mostren una expressié de RANKL (31%), RANK (38%),
OPG (19%) en tumor primari, expressio RANKL (44%), RANK (49%), OPG
(73%) en metastatics i una expressio de RANKL, RANK i OPG en teixit
limfatic i metastasis Ossies  (47%, 50%, 83% respectivament). Les
conclusions remarquen l'augment de I'expressio de RANKL, RANK i OPG en

correlacié amb el Gleason, TNM, estat androgeénic, i PSA en els malalts amb
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CaP. Aixi com una correlacio de I'expressié de RANKL/RANK/OPG en CaP
metastasis, avangats i més agressius suggerint doncs un paper d’aquesta
molécula en el diagnostic, pronostic i tractament d’aquests malalts.

Finalment, Perez-Martinez et al [330] publicaren un estudi amb 47
pacients amb CaP on es realitzen tincions de PTHrp, PTH1R, OPG, RANKL,
Ki67 i CD34. Els resultats demostren un increment d’expressio OPG i RANKL
en funcié grau tumoral i per tant, els autors conclouen que s’evidencia una
sobre expressio de RANKL en tumors d’alt grau. Per tant, la determinacio
RANKL podria esser una bona eina per diferenciar els tumors d’alt i baix
grau.

Aquests tres estudis descrits fins a I'actualitat exposen merament una
descripcio IHQ de I'expressié de RANKL en el teixit primari prostatic sense
correlacionar aquesta expressio en termes de progressié i/o supervivencia
global. En relacié amb aquestes troballes i a I'evidéncia obtinguda en estudis
randomitzats de ['associacid entre supervivéncia lliure de metastasis i
denosumab, varem establir la nostra hipotesi per tal de correlacionar
'expressio en teixit prostatic amb la supervivéncia d'aquests malalts. El
nostre estudi pretén doncs determinar la utilitat de la molécula de RANKL
com a marcador pronostic en el CaP.

Els nostres resultats demostren una major expressio de RANKL en el
teixit prostatic de malalts metastatics. No s’evidencien diferencies en els
graus d’expressio de RANKL en el teixit prostatic primari en funcié del grau
d’extensio de la malaltia o0ssia. Una similar expressi6 de RANKL en els
malalts amb alt risc de disseminaci6 que en malalts ja disseminats

s’evidencia en la nostra cohort. Aquests resultats demostren doncs que
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aquells malalts que del punt de vista clinic considerem no metastatics pero
amb alt risc de disseminacio, deuen presentar ja micrometastasis que passen
desapercebudes a l'estadificacié clinica. Es dificil d’establir clarament quina
part del complex RANK-RANKL-OPG juga un paper més clau en tot aquest
procés, de fet, ja al 2003 Lessard et al [331] utilitzant unicament teixit
provinent de prostatectomia radical, per tant, pacients amb malaltia
localitzada, fa una correlacio entre la positivitat — negativitat de I'expressié de
RANK i el Gleason. S’arriben a establir dues categories de risc (baix risc amb
millor pronostic en cas de RANK negatiu i Gleason 2-4; alt risc amb mal
pronostic en cas de RANK positiu i Gleason 8-10).

Pel que fa a I'expressio en els ganglis limfatics observem expressio
similar en els teixit tumoral prostatic de malalts amb metastasis limfatiques
gue no pas en el teixit prostatic primari de pacients amb metastasis 0ssies.
Tot i aixd aquests resultats son de dificil qualificacié ja que el nombre de
malalts amb metastasis limfatiques era forga reduit en la nostra cohort.

Tal com hem descrit préviament la molécula RANKL present en el
ganglis limfatics o altres localitzacions metastatiques podria estimular el
creixement metastatic dels tumors RANK positiu. En la mateixa linia, Lessard
et al [331] demostren en una cohort de 20 pacients amb CaP i invasio a
ganglis limfatics que per cada increment del 1% en I'expressi6 de RANK
s’associa a un increment en el risc d’'invasio dels ganglis limfatics (p=0.003).
El fet d’agregar I'expressio de RANK a la resta de predictors incrementava la
prediccié d’invasié de ganglis limfatics un 2.3%. Es doncs, el primer estudi
que mostra que I'extensié d’expressié de RANK en el teixit primari es capag

de predir la probabilitat de disseminacio locoregional. De forma similar, en
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cancer de mama alguns autors descriuen una correlacio entre una major
expressié de RANK en el tumor primari i major risc de desenvolupament de
metastasis [332].

L’expressi6 de RANKL en el teixit prostatic tumoral primari va
demostrar ésser predictora de metastasis global, tot i aix0 RANKL no
funcionaria doncs com a predictor de metastasis limfatiques o Ossies en
particular. No es va objectivar relacio entre I'expressio de la molecula RANKL
en el teixit tumoral prostatic primari i la supervivéncia global. Pocs estudis fins
a I'actualitat han aconseguit relacionar nivells d’expressio d’alguna d’aquestes
molécules amb supervivéncia global o supervivéncia lliure de metastasis.
Recentment, un grup italia analitza nivells d’expressio de RANK en teixit
primari de cancer de mama [332] mostrant una correlacié positiva amb el
desenvolupament de metastasis i amb una supervivencia lliure de metastasis
escurgada.

Arrel d’aquests resultats varem analitzar la corba ROC per als diferents
nivells d’expressio sense objectivar cap punt de tall que permeti establir una
discriminacio clinicament significativa.

Donats els nostres resultats, podem concloure que es tracta doncs
d’'una moléecula clarament implicada en el procés metastatic del cancer de
prostata sense poder determinar clarament la seva utilitat clinica com a
marcador en el teixit prostatic tumoral primari.

Hem intentat de donar certes raons objectives per a les troballes
objectivades ja que els nostres resultats no soén coherents amb la hipotesi
inicial on esperavem trobar diferencies en I'expressio de RANKL en el teixit

prostatic tumoral primari en relaci6 amb la preséncia de metastasis Ossies.
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En primer lloc, cal tenir en compte que la técnica de tincid
immunohistoquimica fou dificil d’establir. Els diferents autors mencionats
utilitzen diferents técniques no clarament especificades. La reproductibilitat
dels resultats es troba questionada. Varem utilitzar diferents concentracions
de l'anticos per tal d’establir quina d’elles ens permetia una millor lectura, aixi
com varem utilitzar tan PBS com citrat per al desemmascarament dels
antigens.

Com sabem la tecnica IHQ es fins a cert punt subjectiva tan pel que fa
a la lectura (tot i ésser realitzada en el nostre cas per un unic patodleg) com a
la técnica en si. Existeix tot sovint certa tincié de fons que moltes vegades
dificulta la correcte lectura.

Finalment, ens plantegem analitzar I'especificitat del marcador utilitzat
en la tincio per tal de veure si allo que la companyia determina com especific
per RANKL ho era realment. Al procedir a la realitzacié d’un estudi Western
Blot de I'anticos utilitzat varem observar que la banda RANKL (35KDa) no és
unica, sind que I'anticos detecta també altres proteines no relacionades amb

el complex RANKL (multibanda).
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CONCLUSIONS
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. L'expressio IHQ de RANKL en el teixit primari de CaP en pacient amb
malaltia metastatica és significativament major que I'expressio en els

pacient amb CaP no metastatic.

. L'expressio IHQ de RANKL en el teixit primari de CaP en pacients amb
diferents graus d’extensié de la malaltia 0ssia es similar; no havent-se

demostrat diferencies significatives entre els diferents graus d’extensio.

. S’objectiva un increment de l'expressio IHQ de RANKL en el teixit
primari de CaP al incrementar el risc de disseminacié tumoral.
Concretament els nivells d’expressié IHQ de RANKL en teixit primari
de CaP en pacients amb alt risc de disseminaci6 metastatica sén

similars als d’aquells pacients que ja presenten malaltia metastatica.

. L’expressio IHQ de RANKL al teixit primari de CaP fou similar en els
pacients amb metastasis Ossies i en els pacients amb metastasis

limfatiques.

. L'expressio IHQ de RANKL en el teixit primari de CaP en pacients amb
malaltia disseminada es mostra predictora de metastasi global, perd no
especificament de metastasi 0ssia; essent similar en metastasis 0ssies

i limfatiques.

. L’expressio IHQ de RANKL en el teixit primari de CaP no es relaciona

amb la supervivencia dels pacients amb disseminacié ossia.
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7. Com a conclusio addicional, es va realitzar una avaluacié de I'anticos
RANKL utilitzat objectivant que no es especific de la molécula RANKL.
L’estudi de la nostra mostra amb un anticds especific per RANKL
hauria de confirmar la nostra hipotesi inicial de relacié entre la seva
expressidé en el tumor primari i el desenvolupament de metastasis

ossies.
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