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RESUMEN

OBJETIVO: Conocer la capacidad pronéstica de la ploidia del acido desoxirribonucleico (ADN) en
un grupo de pacientes afectos de cancer de prostata, tratados con bloqueo androgénico.

MATERIAL Y METODO: Realizamos un estudio retrospectivo en el que se incluyeron 136 pacientes
diagnosticados de adenocarcinoma prostatico, y que fueron sometidos a tratamiento de supresion
androgénica. Se evaluo la influencia que tenian en el pronéstico la edad, la categoria T y M, la pun-
tuacion de Gleason y la ploidia del ADN determinada mediante citometria de flujo, para lo que se rea-
lizaron analisis de supervivencia univariantes mediante el método de Kaplan-Meier y multivariante,
utilizando el modelo de riesgos proporcionales de Cox.

RESULTADOS: En el analisis univariante, la categoria T y M, la puntuacion de Gleason, y la ploi-
dia del ADN mostraron valor pronostico. El analisis de regresion de Cox seleccion6 como variables con
capacidad pronéstica la ploidia del ADN, la presencia de metastasis y la puntuacion de Gleason.

CONCLUSIONES: La ploidia del ADN tiene valor pronoéstico independiente en el cancer de prostata
tratado mediante bloqueo androgénico, y mejora la capacidad predictiva de los factores prondsticos
clasicos.

ABSTRACT

OBJECTIVE: To asses the prognostic value of deoxyribonucleic acid (DNA) ploidy in a group of
patients with prostate cancer treated with adrogenic blockade.

MATERIALS AND METHODS: A retrospective study on 136 patients with prostatic cancer having
undergone androgenic blockade was carried out. The prognostic influence of age, T and M categories,
Gleason score and flow cytometry-determined DNA ploidy from survival analyses. Univariate survival
analysis was carried out following Kaplan-Meier's method, while for multivariate survival analysis
Cox’s proportional hazard model was used.

RESULTS: The univariante analysis showed that T and M categories, Gleason score and DNA ploidy
have prognostic value. The Cox’s regression analysis identified DNA ploidy, metastasis and Gleason
score as independent variables having prognostic potential.

CONCLUSIONS: DNA ploidy has independent prognostic value in prostate cancer treated with
androgenic blockade and improves the predictive potential of classical prognostic factors.
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La incidencia del cancer de préstata esta
aumentando a un ritmo constante. En la
actualidad es el segundo cancer mas frecuente en
la mayoria de paises occidentales y ha pasado a
ser el primero en los EE.UU y Escandinavial.
Posee una serie de peculiaridades biolégicas que
lo diferencian de la mayoria de tumores: es un
tumor de crecimiento lento y que aparece en eda-
des avanzadas, de forma que, con frecuencia, la
muerte sobreviene antes por patologias concomi-
tantes que por la propia neoplasia. Ademas, exis-
te un numero considerable de tumores prostati-
cos que, presentes histolégicamente, no tendran
manifestaciones clinicas. Es por ello que se hace
necesario la busqueda de factores pronésticos que
nos permitan distinguir entre el carcinoma laten-
te y aquel que progresara a la enfermedad clinica.
También es necesario conocer la evolucién de la
enfermedad clinicamente manifiesta para planifi-
car adecuadamente la estrategia terapéutica. La
ploidia del acido desoxirribonucleico (ADN) es un
factor pronéstico recientemente introducido en la
mayoria de tumores, entre ellos el carcinoma de
prostata y aunque su utilidad no esta bien defini-
da, parece tener valor predictivo independiente
sobre la evolucion de la enfermedad?-3. Sin embar-
go, existen autores que defienden la supremacia
del grado histolégico sobre los demas factores pro-
nosticos?.

Intentamos establecer la utilidad del estudio de
la ploidia del ADN mediante citometria de flujo
como factor pronéstico independiente en un grupo
de pacientes con cancer de préstata sometidos a
tratamiento hormonal.

MATERIAL Y METODO

Caracteristicas de los pacientes: Realizamos un
estudio retrospectivo para el que se utilizaron 136
pacientes diagnosticados de adenocarcinoma de
prostata en el Hospital Universitario La Fe en el
periodo comprendido entre 1975 y 1988 que reu-
nian una serie de criterios: que no se tratara de nin-
guna variante histolégica que pudiera influir en el
pronostico, que los pacientes no hubieran sido
sometidos a tratamiento con fines curativos ni
hubieran recibido tratamientos previos que pudie-
ran alterar las caracteristicas del material a anali-
zar, que se les hubiera realizado estudio de exten-
sién, y que el seguimiento fuera mayor de 10 anos.
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La informacién del estadio se obtuvo a partir de
las exploraciones clinicas y complementarias prac-
ticadas: ecografia transrectal y abdominal, Rx térax,
TAC abdominopélvico y rastreo 6seo. Se ha utiliza-
do la clasificacion TNM de 1997° y se agrup6 a los
pacientes segun las categorias Ty M, sin distinguir
entre pacientes Mlay M1by excluyendo los pacien-
tes con metastasis viscerales. No se valor6 la cate-
goria N para la clasificacion clinica, de forma que no
se distinguié entre pacientes NO y N1. No incluimos
PSA ya que en el momento del diagnéstico, los
pacientes incluidos carecian de esa determinacion.

Estudio anatomopatoldgico: Del archivo de ana-
tomia patolégica se obtuvieron las laminillas de
cada caso, seleccionando las de mayor contenido
tumoral y mayor indiferenciaciéon. Las muestras
analizadas correspondieron a resecciones transu-
retrales de préstata en 100 casos (73,5%), adeno-
mectomia transcapsular o transvesical en 18
(13,2%), biopsia transperineal en 13 (9,6%) y biop-
sia transrectal en 5 (3,7%). Se escogieron los blo-
ques de parafina correspondientes a las laminillas
previamente seleccionadas y a cada bloque se le
practicaron 5 cortes: uno inicial de 5 ym, 3 de 50
um y finalmente otro de 5 um. Los cortes de 5 pm
se tifleron con hematoxilina eosina y se confirmo
la existencia de células tumorales en ambos. En
el primer corte se estudio el grado histologico uti-
lizando la puntuacion de Gleason, lo que realizé
un unico patologo. Para el analisis estadistico
agrupamos el grado histolégico en bien diferen-
ciado (grado 1-4 de Gleason) moderadamente dife-
renciado (5 a 7) y mal diferenciado (8-10).

Andlisis de ADN: Las secciones de 50 pm se uti-
lizaron para analizar el contenido de ADN median-
te citometria de flujo. La preparacion de las sus-
pensiones nucleares a partir de las muestras para-
finadas se realiz6 utilizando la técnica descrita por
Hedley®. Una vez desparafinado el tejido se obtu-
vieron las células mediante digestion quimica,
para lo que se utilizé 1,5 ml de pepsina al 0,5% en
suero fisiolégico ajustado a un pH de 1,5 con acido
clorhidrico N. Se incuba durante 1 hora a 37°C
agitando suavemente con el agitador automatico
cada 10 minutos. Finalizado este proceso, se cen-
trifuga a 2.500 rpm durante 10 minutos. Se reti-
ra la pepsina y se anade a cada tubo tampén fos-
fato, filtrando la suspensién pasandola por un fil-
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tro de Nytal de 35 um con el fin de retirar los agre-
gados celulares y restos fibrilares de tejido. Se pro-
cede al contaje de nucleos mediante un contador
celular, asegurando una muestra con un conteni-
do entre 1-2 millones de células/ml. Para la tin-
cion especifica con yoduro de propidio el sedi-
mento nuclear obtenido fue procesado mediante
el kit comercial: DNA-Prep (Coulter Reagents Kit)
que esta compuesto de 2 preparaciones: DNA-Prep
LPR, y DNA Prep Stain. Este sistema dispensa ini-
cialmente 100 microlitros de un reactivo de lisis y
permeabilizaciéon (DNA-Prep LPR), compuesto por
un detergente no iénico y un agente fijador. Los
nucleos estabilizados se tifien a continuacion con
la solucion de yoduro de propidio (0,05 mg/ml) en
presencia de ribonucleasa A (DNA-Prep Stain).

El material procesado fue adquirido y analizado
mediante un citometro de flujo Cytoronabsolute
(Ortho Diagnostic Systems Inc.) equipado con un
laser de argon que opera a 15 W. La fluorescencia
del yoduro de propidio se excita a 488 nm y emite a
560-580 nm. Se ha utilizado como control el pico
diploide de linfocitos de sangre periférica. Para la
adquisiciéon de la muestra se emple6 el programa
Immunocount II, version 2.0 (ORTHO Diagnostic
System Inc.). Los datos obtenidos fueron analizados
utilizando el programa Verity: Modifit 5.2 (Verity
Software house Inc.).

Del analisis de los histogramas se estudiaron
los siguientes parametros: coeficiente de varia-
cion, indice de ADN, porcentaje de células en cada
fase del ciclo celular, que nos proporciona el indi-
ce de proliferacion y el % de células aneuploides.

Solo se han aceptado aquellos histogramas con
un coeficiente de variacién inferior a 10.
Consideramos: ADN diploides a los histogramas
con un solo pico GOG1 e indice de ADN igual a 1;
ADN aneuploide hiperdiploide a los histogramas
con mas de un pico GOG1 sobre la fase S e indice
de ADN mayor a 1,05 tomando como diploide el
primer pico, comprobado con los controles diploi-
des, aneuploide hipodiploide a los histogramas
con mas de un pico GOG1 e indice de ADN menor
a 0,95, tomando como diploide el segundo pico,
comprobado con los controles diploides, aneu-
ploide tetraploide cuando el segundo pico se
encuentra sobrepuesto a la fase G2-M y el indice
de ADN se encuentra entre 1,9 y 2,1 siempre que
supere el 15% del total de células.
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Estudio estadistico: Para analizar la asociacion
de la ploidia del ADN con el estadio y grado tumo-
ral realizamos el test de la Chi-cuadrado.

El analisis de supervivencia se realizé6 median-
te el método de Kaplan y Meier y para la compa-
racion de 2 o mas grupos de pacientes se utilizo el
test de Log-rank, calculando el riesgo relativo de
cada uno de los grupos. Como técnica de analisis
multivariante se utiliz6 el método de regresion
multiple de Cox. Como variables explicativas o
predictivas se han considerado las caracteristicas
clinicas, anatomopatolégicas y los parametros
derivados del estudio de contenido en ADN. Como
variable respuesta se ha considerado el tiempo de
supervivencia en meses.

RESULTADOS

La edad media de los pacientes fue de 70 *
7 anos (rango entre 49-89). El 75% de los tumo-
res (103/136) eran extracapsulares (T3 o T4) y el
39,7% (54/136) habian desarrollado metastasis
oseas en el momento del diagnostico. En cuanto
al estudio histolégico, el 52,7% (72/136) eran
moderadamente diferenciados (Tabla I), siguién-
doles en frecuencia los pobremente diferenciados
(26,5%; 36/136).

De los 136 pacientes, 121 (89%) fueron trata-
dos mediante supresion androgénica de inicio. Los
15 restantes (11%) se establecio pauta de segui-
miento con tratamiento diferido. La mediana de
supervivencia global fue de 49 meses y la proba-
bilidad de sobrevivir a los 5y 10 afios del 46 y 28%
respectivamente. En la Tabla I se muestra la dis-
tribucion de los casos por edad, estadio y estudio
histolégico (puntuacion de Gleason). En el anali-
sis univariante la categoria T, la presencia de
metastasis y el grado histologico tuvieron caracter
prondstico, de forma que los pacientes con tumo-
res intraprostaticos (T1 y T2) presentaron una
supervivencia significativamente mayor que los
tumores extracapsulares (T3 y T4). A su vez, los
pacientes portadores de tumores T4 tuvieron peo-
res supervivencias que los de T3. La mediana de
supervivencia fue de 77 meses para los pacientes
que, en el momento del diagnostico, estaban libres
de metastasis frente a los 30 meses de los que pre-
sentaban enfermedad metastasica, mientras que
la supervivencia disminuyo significativamente con
la indiferenciacién tumoral.
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TABLA I

DISTRIBUCION DE LOS PACIENTES POR ESTADIO, CARACTERISTICAS HISTOLOGICAS Y RESULTADOS
DEL ANALISIS UNIVARIANTE DE SUPERVIVENCIA

Variable Numero de Mediana de supervivencia Riesgo relativo Valor de P
casos (%) en meses Test de Cox Test de Log-Rank

Edad

<65 31 (22,8) 60 0,79

66-75 69 (50,7) 49 1,03 0,30

>75 36 (26,5) 43 1,19

Categoria T

T1 17 (12,5) NA 0,33

T2 16 (11,7) 78 0,55 < 0,001

T3 62 (45,6) 51 1,02

T4 41 (30,2) 23 2,00

Metastasis

MO 82 (60,3) 77 0,72 < 0,001

M1 54 (39.,7) 30 1,73

Puntuacion de Gleason

Gleason 2-4 28 (20,6) 81 0,47

Gleason 5-7 72 (52,9) 60 0,86 <0,001

Gleason 8-10 36 (26,5) 21 2,70

NA: La mediana de supervivencia no ha sido alcanzada.

En el 14% de las muestras (19/136), los estu-
dios de citometria de flujo no fueron validos, posi-
blemente por deterioro del material de biopsia. De
los 117 validos, 77 fueron diploides (65,8%), 31
aneuploides hiperdiploides (26,5%) y 9 aneuploi-
des tetraploides (7,7%). Para el analisis de datos y
debido a su escaso numero, hemos asociado los
tetraploides con los aneuploides, pues su com-
portamiento, aunque diferente, se aproxima mas
a estos ultimos que a los diploides.

Estudiamos la asociacion entre la ploidia del
ADN con los parametros clinicos e histolégicos.
Existe una asociacion entre la puntuacién de
Gleason y la ploidia, de tal forma que entre los
tumores mas indiferenciados (Gleason 8-10)
observamos mayor numero de aneuploidias (p <
0,001). No encontramos relacion entre la catego-
ria Ty My la ploidia del ADN.

La supervivencia fue significativamente menor
en los pacientes con tumores aneuploides que con
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diploides con una mediana de supervivencia de 28
y 77 meses respectivamente (Tabla II y Figura 1).
El indice de proliferacion en los tumores diploides
no tuvo caracter pronéstico, de forma que no se
apreciaron diferencias en la supervivencia en rela-
cién a si fue mayor o menor, estableciendo el punto
de corte en el valor de la media (17,4%).

Asi, en el estudio univariante, las variables pro-
nosticas fueron: la categoria T, la presencia de metas-
tasis, la puntuacién de Gleason y la ploidia del ADN.

En el estudio multivariante mostraron capaci-
dad pronéstica independiente la ploidia del ADN,
la puntuacion de Gleason y la presencia de metas-
tasis (Tabla III).

DISCUSION
Al igual que en el resto de tumores, es intere-
sante predecir el comportamiento individual de un
carcinoma prostatico para particularizar la pauta
de tratamiento.
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TABLA II

DISTRIBUCION DE LOS TUMORES SEGUN PLOIDIA DEL ADN E INDICE DE PROLIFERACION Y RESULTADO
DEL ESTUDIO UNIVARIANTE DE SUPERVIVENCIA

Figura 1. Curvas de supervivencia para los tumores diploi-
des y los aneuploides.

La edad, coincidiendo con otros autores’ 19, no
mostré influencia significativa en la superviven-
cia, aunque existen trabajos discordantes que le
confieren valor pronéstico!!-13,

El estadio clinico (categoria T y metastasis)
mostré valor pronodstico en el analisis univarian-
te. Sin embargo la categoria T no fue seleccionada
en el analisis multivariante, posiblemente por la
elevada correlacion de los estadios locales avan-
zados con los tumores indiferenciados. El proble-
ma del estadiaje clinico es el elevado indice de
infraestadiaje local y regional. Las tasas de infra-
estadiaje local son superiores al 40%!415, A pesar
de todas estas limitaciones la categoria T clinica
continta siendo ttil como factor pronéstico?.
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Variable Numero de Mediana de supervivencia Riesgo relativo Valor de P
casos (%) en meses Test de Cox Test de Log-Rank
Contenido de ADN
Diploide 77 (65,8) 77 0,68 <0,001
Aneuploide 40 (34,2) 28 1,65
indice de proliferacién
en tumores diploides
<17.4% 40 (51,9) 69 1 0,142
>17,4% 37 (48,1) 81 0,78
El grado histolégico sigue teniendo un valor
1,0 pronéstico indiscutible. Ademas, es facil de deter-
minar por lo que continua siendo el estandar com-
E 8 parativo en los estudios de factores pronésticos.
Diploides . . . .
E Sin embargo, esta lejos de ser el factor ideal, ya
R que tumores del mismo grado y estadio pueden
E comportarse de diferente forma. A ello se une la
o A4- subjetividad en su identificacién, la variabilidad
=
= intra e interobservador y la heterogeneidad tumo-
'E 24 ral. En el estudio multivariante el grado histologi-
- co aporta informacién pronéstica independiente,
0,0 t t t t t / principalmente los tumores mas indiferenciados
0 20 40 60 80 100 120 180 (Gleason 8-10), que presentan un riesgo de mor-
Meses

talidad 3 veces superior (Tabla III).

Aunque la utilidad del ADN como factor pro-
nostico en el cancer de préstata no esta totalmen-
te definido la primera publicacién que establece
una relacion entre ploidia del ADN en el cancer de
prostata y el pronéstico data de 196616, El princi-
pal problema a la hora de evaluar su utilidad esta
en que los estudios de contenido de ADN carecen
de uniformidad metodolégica, lo que explicaria en
parte la gran variabilidad de resultados descritos.
Para evaluar la capacidad prondstica de la cito-
metria de flujo realizamos estudios de supervi-
vencia uni y multivariante. En ambos se demos-
tré que el contenido de ADN aporta informacién
pronéstica independiente sobre el comportamien-
to tumoral en pacientes sometidos a terapias
paliativas, de forma que los tumores aneuploides
tienen peor funcién de supervivencia que los
diploides, con un incremento del riesgo relativo de
mortalidad para los primeros. No todos los traba-
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TABLA III

ANALISIS MULTIVARIANTE. MODELO DE REGRESION OBTENIDO AL UTILIZAR COMO VARIABLES
PREDICTIVAS LA EDAD, CATEGORIA LOCAL T, PRESENCIA DE METASTASIS, GRADO HISTOLOGICO
DE GLEASON Y CONTENIDO EN ADN

Variable Coeficiente B Riesgo relativo 1.C. 95% Significacién
Aneuploidia 1,01 2,74 1,63-4,61 < 0,001
Puntuacion de Gleason < 0,001
Gleason 5-7 0,09 1,10 0,50-2,39 0,8128
Gleason 8-10 1,20 3,33 1,43-7,69 <0,01
Metastasis 0,93 2,54 1,53-4,22 < 0,001

jos estudian la influencia de la ploidia en la super-
vivencia, pero la mayor parte de los que hacen este
tipo de analisis informan del efecto negativo de las
poblaciones aneuploides en el pronésticol?-30,

Los tumores con contenido normal de ADN
(diploides) muestran una buena y prolongada res-
puesta clinica al bloqueo androgénico. Tribukait?®,
refiere que en los pacientes sometidos a terapia
endocrina la ploidia, determinada mediante cito-
metria de flujo, influye en el prondstico, con dife-
rencias significativas entre diploides, aneuploides
y tetraploides. En el analisis multivariante que
incluye edad, estadio local, metastasis, grado y
ploidia, todas fueron significativas, aunque la ploi-
dia fue la que mas informacién pronéstica aporto,
seguida de las metastasis?®.

Forsslund et al.?5, mediante citometria estatica
de imagen, describe que, en estadios locales T2 y
T3, los tumores aneuploides hiperdiploides progre-
san rapidamente, con una mortalidad del 96% a los
5 anos. Los tetraploides tienen un comportamiento
intermedio. El estudio multivariante incluye edad,
ploidia, grado, categoria T y metastasis. La ploidia
aparece como un potente predictor de superviven-
cia. También se ha estudiado la influencia de la ploi-
dia en tumores con estadio D2 sometidos a bloqueo
androgénico?!, observando que el contenido en ADN
posee valor predictivo en términos de supervivencia
y ofrece una potente informacién pronéstica cuan-
do se asocia al grado. Di Silverio et al.?4, en un grupo
de pacientes sometidos a bloqueo androgénico,
encuentra correlacion entre grado, estadio y ploidia,
con menor supervivencia en los aneuploides. En los
tumores grado 3 observa diferencia en la supervi-
vencia entre diploides y aneuploides, no siendo asi
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en los grado 1. En una serie de tumores clinica-
mente localizados sometidos a seguimiento la aneu-
ploidia no tiene una influencia negativa sobre la
supervivencia®!. Por el contrario, en el estudio mul-
tivariante, solo el grado histologico tiene valor pro-
nostico independiente y inicamente en los tumores
de bajo grado se observa que la ploidia tuviera sig-
nificacion pronéstica.

El porcentaje de células en fase de sintesis
refleja la actividad proliferativa del tumor®2. En
nuestra serie, los pacientes portadores de tumo-
res diploides tuvieron supervivencias similares
con independencia de que posean mayor o menor
indice de proliferacion. El significado del indice de
proliferacion en el cancer de préostata no se ha
establecido claramente, de forma que existen
autores que no encuentran influencia en cuanto a
la supervivencia?831, frente a otros que senalan
que si ofrece informacién sobre el comportamien-
to tumoral?3-34.35,

Como conclusion, la ploidia del ADN determi-
nada mediante citometria de flujo ofrece informa-
cion pronéstica independiente en pacientes con
cancer de prostata tratados con bloqueo androgé-
nico, mejorando la capacidad predictiva de la pun-
tuacion de Gleason y del estadio clinico.
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