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RESUMEN

Objefivo : La proliferacion y maduracion de  las células del  sistema
inmunologico es altamente influencioda por las citocinas del tipo de la
inferleucina 2 {IL-2), una citocina Thi{ T cooperadora tipo 1 ). Sus efectos sobre
el crecimiento y diferenclacion de las células del cancer de prostata se estén
estudiando actualmente, sin embargo no tenemos conocimiento de que se
haya comparado nunca el nimero de células inmunorreactivas contra esta
citocina en el tejido prostatico humano.

Material y Métodos: De entfre 171 pacientes que acudian al servicio de Urologia
se selecciond al azar a 58 sujetos con diagndstico histoldgico de
adenocarcinoma de préstata. En cuyo tejido se midié el nimero de células
inmunoreactivas confra IL-2 en los espacios perigiandulares. Se utilizaron
técnicas de inmunohistoquimica {IHQ) estdndar en los especimenes mediante
la aplicacién de anticuerpos monoclonales confra iL-2 {GenzZime inc, Boston.
Mass.). Se digitalizaron y entonces se analizaron |as imdagenes a color de las
laminillas tefidas por IHQ conira I-2 usando para tal efecto un analizador
comercial {Qwin Leica). Se amplificé a 400x y entonces fueron seleccionadas
las imagenes de las glandulas representativas de cada espécimen. e

cuantificd qutomdticamente el nimero de células positivas contfra IL-.
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Resultados: La positividad en todos los casos con adenocarcinoma se midié ¥
fue baja. E anfigeno prostatico especifico (APE) no correlaciond
significativamente con el grado de positividad contra IL-2, pero el grado de
desdiferenciacién  histolégica del  CaP (Gleason) st comelaciond
significativamente { Coeficlente de corelaciéon de Spearman ,r=-03,r=-046
respectivamente).

Conélusiones: El numero de células inmunomeactivas a ILl-2 en el infifrado
inflamatoric localizado alrededor de las glandulas prostdticas cancerosas
parece escaso para lo que esperariamos por el nimero de linfocitos en dicha
glandula. Ta! observacién pudiese ser una de |as causas de inmunovigilancia
defectuosa que favorezca la progresién del adenocarcinoma de préstata, o
puede ser una consecuencia del cancer sobre el sistema inmunoldgico. Por lo
tanto, es importante esclarecer si existe disminucién en la cantidad de células
positivas a -2 en el tejido prostdtico con CaP vy comparario con ofras

entidades.
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ABSTRACT

Purpose: Proliferation and activation of the immune celis that recognize tumor
cells is greatly influenced by cytokines such as Interleukin 2 {IL-2}, a Th1 {T helper
1} cytokine. The role of this cytokine on the growth and differentiation of
prostate cancer cells has been partially studied. However, to our knowledge the
number of -2 immuno-reactive cells in specimens of human prostatic
adenocarcinoma {CaP) has not been previously determined.

Materials and methods: We randomly selected the prostatic specimens of 58
CaP. from the same number of patients attending the Urology service of the
INCMNSi, México. The number of IL-2 immuno-reactive cells located in the
periglandular spaces was determined in the periglandutar spaces. Standard
immunohistochemistry staining technique was applied to specimens using
monocional antibodies to IL-2 {Genzyme Inc, Boston. Mass.}. Color images of IL-
2 immuno-stained slides were digitally acquired and analyzed using a standerd
image analysis system. Representative glands in each slide were imaged witha
40 X objective and a 10 X eyepiece. Only the IL-2 positive cells in the
periglandular stroma were counted. The glandular elements and the luminal
areas were excluded from analysis.

Results: The number of IL-2 immunc-reactive cells in cancer specimens seem to
be low 3.72(+2.76}). There was also a statistically significant comrelation between

the Gleason score and the number of anti 1L-2 positive cells in prostate
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adenocarcinoma (Spearman r = - 0.53, p < 0.00001) but prostate specific
antigen (PSA) did not significantly comelate with the cell positivity (Spearmanr =
-0.3}).

Conclusions: The appearently low number of IL-2 immunostained cells observed
in CaP specimens could be one of the immune evasion mechanisms in prostate
cancer. This could be one of the causes of impaired locally immune protection
against tumor. It will be necessary to elucidate it by comparing the number of

IL-2 positive cells observed in CaP versus benign conditions.
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. MARCOTEORICO
INTRODUCCION

El adenocarcinoma de prostata (CaP) es una entidad que presenta una
incidencia de hasta 400,000 nuevos casos por afo y es el noveno cancer
mas frecuenfemente diagnosticado en el mundo. La mortalidad
ocasionada por esta neoplasia es también elevada. !

El anfigeno prostatico especifico (APE) se ufiliza actuaimente como
prueba de escrutionio diagndsticoy en combinacién con el tacto rectal
permite sospechar tempranamente esta neoplasia. Una elevaciéon
significativa del APE puede preceder hasta con cihco afcs a la
presentacién de cualguier sintoma relacionado con el CaP.

El procedimiento utiizado actualmente para confirmar o descartar la
neoplasia es la biopsia transrectal de la prostata (BIRP) que mediante el
ultrasonido (BTRPUS) ha permitido esclarecer la utilidad del APE en los
diferentes grupos de riesgo para CaP. Segun otros estudios en un tercio de
los sujetos mayores de 60 afios sin prostatitis y que cursan con elevacion
del APE, presentardn al menos un foco con CaP en el tejido prostatico
biopsiado.

Uno de los graves problemas de la deteccidn temprana del CaP es
el cardacier casi impredecible de su evolucidn. 2 Ese hecho justifica a
todavia intensa busqueda de marcadores del prondstico para la

evolucién del adenocarcinoma de prostata.



ALTERNATIVAS TERAPEUTICAS

A pesar de una mayor deteccién en estadios tempranos del CaP,
sigue existiendo una gran cantidad de sujetos que mueren por estadics
avanzados de la enfermedad. Asi la deteccion temprana del CaP no ha
tenido aun impacto en la sobrevida especifica de esta neoplasia;? pues
hasta hoy no existe ningUn fratamiento curativo para el CaP metastasico.

Aunque la enfermedad localizada es potenciaimente curable
mediante prostatectomia radical o radioterapia, al menos un tercio de los
pacientes sometidos a prostatectomia radical seran post guirdrgicamente
estadificados como  enfermedad no confinada al érgano. Hasta un 1%
de las biopsias prostdticas de  control en los pacientes que se sometan a
radioterapia radical tendrén todavia CaP. + 3 Por lo tanto, una significativa
proporcién de pacientes tratados con intento curativo quedan con tumor
residual ¢ y en ellos tampoco se ha demosirado beneficio ni con el
tratamiento adyuvante.

La deprivacién androgénica  ha sido importante parte del
tratamiento del CaP metastasico 7. A pesar del uso de tales tratarnientos
muchos pacientes muestran progresion de la enfermedad a dos afios. Una
vez que es detectada la resistencia, la sobrevida alcanzard dificimente 3

Qfoes &
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Con base en lo anferor, es necesario buscar oiras maodalidades
terapéuticas para el CaP. Aigunas evidencias sugieren que el propio
sistema inmunoiégico tendria gran importancia en el tratamiento del CaP
metastasico. Debido a la relafivamente lenia progresién de esta
enfermedad, fiene importancia corelacionar la IL-2 con un clerfo grado

de supresion que han sugerido diversas observaciones en el CaP humano 7.

LA INMUNIDAD FRENTE AL CANCER

Los fumores malignos expresan antigenos que pueden estimular y actuar
corﬁo biancos para la inmunidad antitumoral. &1, Los tumores pueden
expresar también antigenos de diferenciacion fisular 2. Muchos  ofros
mecanismos inmunoldgicos efectores son capaces de destruir células
tumorales '3,

Para el tumor existen mecanismos de evasion de la respuesta
inmunitaria, un ejemplo es la pobre inmunogenicidad de tales tumaores
debido a la falta de coestimuladores, su incapacidad para estimular a las
células T cooperadoras restringidas por &l MHC de clase |l o la ya conocida
regulacion negativa de las moléculas MHC. Es iguaimente importante la

induccién de tolerancia a los antigenos del tumor que la inmunosupresion

dei huésped.
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El ratamiento de los tumores a fravés de estrategias inmunoldgicas
no ha tenido aun éxito '+, fampoco la inmunoterapia ni el tratamiento

con citocinas,

Las evidenclas a partlr de modelos animates sugieren que, en los
tumores sélidos comunes, la inmunidad antitumoral es mediada
principalmente por las células T 15. Pero el reconocimiento de las células
cancerosdas como cuerpos extrafios depende también de la expresién de
antigenos tumorales especificos y de la expresion de moléculas
codificadas por el complejo principal de histocompatibilidad clase | { MHC-
I} conocidas en algun momento como antigeno leucocitario  humano
{HLA).

El papel central de las células T esta dado por un receptor {TCR} en
su superficle gque reconoce espe;:ificomente a los complejos MHC /
antigeno. La activacién del TCR resultaria asl en la muene de las células
tumorales que expresaran el antigeno blanco 14,

RELACION ENTRE EL ADENOCARCINOMA DE PROSTATA Y LA INMUNIDAD

El sistema inmunitario podria eliminar células malignas recientemente
transformadas V7. Dicha idea se sustenta tambien en la llamada “regresion
esponténea”, que asume gue el sisterna inmunitario ha sido capaz de
retardar la progresidn tumoral y hasta eliminar el tumor por completo. No

han sido reportadas regresiones espontaneas en el CaP 8. Estose explicd
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falsamente en su supuesta pero falsa carencia de linfaticos 1°, ahora se
sabe gue en dicha glandula se puede reproducir una respuesia
inflamatoria completa. 2.2

Recientemente se ha sugerido la densidad de linfocitos infiltrantes
de tumor (TIL) es un factor prondstico que independientemente del grado
del tumor predice la progresidn en las neoplasias. Z

Hemos observado que los pacienies con CaP metastasico fienen
defectos en la inmunidad celular 2 y niveles bajos de produccion de INF-
1.2 Asi mismo es conocido gue el CaP puede evadirr ia deteccion por el
sistema inmunitario, mediante la presentacién defectuosa de antigenos. 2

Un defecto de expresidn de MHC- se presentd en el 40% de los CaP
primarios y hasta en un 80% de las metdstasis linfaticas. 26
Los anteriores hallazgos, enfre ofros muchos, pueden explicar porqué
algunos CaP que progresan producen una escasa estimulacién de las
células  inmunitarios.  Sin  embargo ofros mecanismos de escape
inmunoldgico mejor conocidos pueden ser igual o mdas importantes que
los anteriores?”. 2 : la transcripcion andmala de la informacién en los
linfocitos T2 y la idea de que las células tumorales pueden inducir la

apoptésis de las TIL que expresen el Fas. *

ANTECEDENTES
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La interleucina-2 {IL-2) fue la primera de todas las citocinas en ser
descubierta 3 y descrita. Es una proteina de 15.5 kD que juega un papel
central en la regulacion inmunitaria, en el humano fiene 133 aminodacidos
con diferentes grados de glucosiacidn 32 la IL-2 se secreta
principalmente por los linfocitos T activados maduros, dicha activacion de
linfocitos por antigenos especificos resulia también en la generacién de
receptores de IL-2 (IL-2R) en su propia superficie. La subsecuente
interaccién del IL-2R del linfocito con la iL-2 conduce a la proliferacion
celular resultande en una respuesta inmunitaria eficiente, ¥

De acuerdo con la nomenclatura de las citocinas actualmente en
uso 3, o IL-2 es una citocina caracteristica del patrén de coiaboracion T
del fipo 1 {Th1} inductora y participante de una fuerte respuesta
inmunitaria.  Mientras que una respuesta Th 2 se caracteriza por
antagoenizar a la respuesta de inmunidad celular.

Recientemente se demostrd que los pacientes con CaP avanzado,
fienden a tener un perfil predominantemente dominado por las citocinas
de fipo Th2y mayor caniidad de células secretoras de 1L-4. 3

Las citocinas Th1 y Th2 son antagénicas entre st y deben inducirse en
situaciones diferentes. Su inducibilidad tiene un alfo valor predictive de
remision-recaida| $7%) del cancer de céluias transicionales lralado con

BCG y tiene valor prondstico independiente. 3



S| 10 induccion de RNAmM de una citocina Thi tiene valor predictivo de
evolucién, entonces la presencia de proteina citopldsmica { IL-2) reviste un
especial interés. Sin embargo, hasta hoy no existen reportes de la
medicion de la expresidn tisular de IL-2 por metodos inmunohistoguimicos
en el tejido prostatico. Ei propdsito de este trabdjo fue cuantificar el
numero de células positivas a IL-2 en los tefidos con cancer de prostata

(CaP).
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iI. JUSTIFICACION

El CaP es un grave problema de salud mundial. Una de las
estrategias promisorias  para su  fratamiento es la  induccidn de
modificaciones en la inmunidad antitumoral. Cada dia hay mayor nimero
de reportes de la utiidad de 1a IL-2 en forma de inmunoterapia y terapia
genica.

Sin embargo, hasta hoy la medicion del nUmero de células positivas a IL-2
por IHQ en el tejido prostatico humano no ha side descrita, ni se ha
estudiado la relacién entre esta cltocing en los tejidos y el Gleason como

factor prondstico de evolucion en el CaP.



iit. OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL
Cuantificar el ndmero de linfocitos positivos a IL-2 por el método de 1HQ en
el tejido prostatico parafinado humano  en especimenes con
adenocarcinoma biopsiados en el servicio de litotricia.
OBJETIVOS ESPECIFICOS
1- Comparar la frecuencia e intensidad de la inmunotincién para IL-2 en
los tefidos parafinados prostaticos entre sujetos con y sin elevacién del APE
por amiba de 40ng/ml {10 veces mayor que el valor de referenciaq).
3. Buscar asociaciéon entre las etapas clinicas mayores del CaP  al
momento del diagndstico histopatoldgico con una menors frecuencia e
intensidad de deteccién para la 1L-2,
4.- Buscar asociacion entre la suma de Gleason 7 & mayor del
adenocarcinoma al momento del diagndstico histopaiolégico con una
menors frecuencia e intensidad de deteccién de la IL-2.
5. Buscar asociacion entre la evolucion favorable {vivo libre de actividad])
a 24 meses del momento del diogndstico histopatoldgico de

adenocarcinoma y una mayor* frecuencia e intensidad de deteccién de

I IL-2.



IV. HIPOTESIS

HIPOTESIS GENERAL

1.- La prevalencia de deteccién positiva de 1L-2 es menor* en los linfocitos
presentes en los tejdos con CaP.

HIPOTESIS SECUNDARIAS

1.- La frecuencio e intensidad de deteccidn de IL-2 en los tejidos
parafinados prostdticos de sujetos con  elevacion del APE 10 veces por
amba de ios valores normales serd menorsque en los extraidos de sujetos
con valores por abajo de dicha referencia.

3.- bdste relacion inversa entre los estadios clinicos avanzados al
momento del diagndstico histopatoldgico con la frecuencia e intensidad
de deteccidon positiva de IL-2 en el tefido prostético parafinado,

4. Existe relacidn inversa entre la suma de Gleason del adenocarcinoma
al momento del diagndstico histopatolégico con ia frecuencia e
intensidad de deteccidon positiva de IL-2 en el tejfido prostatfico.

5.- Existe asoclacion entre la evolucion favorable {vivo libre de actividad
del adenocarcinoma) a 24 meses del momento del diagndstico
histopatolégico con una mayor* frecuencia e intensidad de deteccion de
IL-2 en el tefido prostatico.

+ operacional
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V. MATERIAL Y METODOS

DISENO DEL ESTUDIO
Retrospeciivo, descriptivo de una serie de casos.
TAMANO DE LA MUESTRA

Dado que no existen estudios en los que se haya medido IL-2 en
tejido prostatico, basamos el tamafio de la muesira en el Unico astudio
previo que determiné la inducitiidad del RNAmM de Il-2 en sujetos con
cdncer de células fransicionales en progresién contra sujetos con remision,
después del tratamiento con BCG. Asi la prevalencia de positividad
esperada de 11-2 en los sujetos con CaP con datos de mal prondstico la
estimamos en 5% {0.05), y para los sujetos con datos de buen prondstico la
prevalencia esperada de positividad la calculamos en 29% (0.29).
Utilizamos Zo de 0.05 y If de 10.
Calculamos con el programa Epidat ® ¥ que con un {amano de muestra
de 58 casos, podiamos comprobar las hipdtesis establecidas usando como
prevalencia de expuestos y no expuestos (0.05) y (0.29) respectivamente. %
Con un nivel de significancia estadistica de 0.05 y un poder estadistico de

90% . La razdén de momios minima esperada fue de 2.0.
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POBLACION DE ESTUDIO:

Todos los sujetos masculinos que como casos consecutivos y registro
en nuestro hospital acudieron de enero de 1994 o enero de 1998 a la
Clinica de Litotricia del Servicio de Urologia del INCMNSZ a realizarse la

biopsia fransrectal de préstata guiada por ultrasonido.

CRITERIOS DE INCLUSION.

1.- Sujetos masculinos de cualquier edad.

2.- Con registro en el INCMNSZ.

3.- Con material parafinado de tejido prostatico.

4.-Con diagnéstico histopatolégico de adenocarcinoma de prostata de
novo establecido an el INCMNSZ.

CRITERIOS DE EXCLUSION

1.- Historia o bloqueo androgénico al momento de la biopsia.

2.- No contar con material parafinado suficiente {un bloque minimo) de

tejido prostatico para la realizacién de los cortes e HQ.

ESQUEMA DE MUESTREQ

Los pacientes se identificaron en el momenio en que ya se habia
establecido el diagnéstico de rutina por medio de BTIRPUS realizada en el
Servicio de Llitotricia del Departamento de Urologia del INCMNSZ de

acverdo con sus libros de registro. Se hizo revision por semestres de los
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archivos de patologia de enero de 1994 y hasta enero de 1998 de los
diognésticos que segun los archivas correspondian con el diagndstico
histoldgice de CaP. Se anoctd el nimero de registro patoldgico y clinico, y
asi consecutivamente, comenzando cronoldégicamente en enero de 1994
{Apéndice 2},
ESQUEMA DE SEGUIMIENTO

A partir de su captacidon { momento cero ) cuando se dio el
diagndstico hisioldégico en el tejido prostatico parafinado, a) Se realizd un
seguimiento retrolectivo recolectando los datos especificados en la hoja
de recoleccién de datos [Apéndice 1) que a su vez se integraba al
expediente del estudio bj Se solicitaron los bloques de material parafinado
c) Se obtuvieron las laminillas tefidas con hematoxiina y eosina  d) Se
hicieron series de cortes y se montaron en laminillas silanizadas e} Se
realizaron tinciones por IHQ para IL-2. El manejo de los pacientes no se
maodificd por los resultados del presente estudio y conié a cargo del
médico fratante quien realizé durante el seguimiento gamagrafia dsea,
serie Gsea metastdsica y otros estudios convencionales para estadificar a
cada caso.
TECNICA DE IHQ : se describe en el apéndice 4.
CONTEQ CELULAR. Utilizando un sistema automatizado de andlisis de
iméagenes (Qwin Leica, Milton Keynes, U. K, se cuantificé el ndmero de

células inflamatorias y el ndmero de linfocitos inmunomreactivos a IL-2
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localizados en el tejido estromal en torno a las glandulas neopldasicas de la
prostata (Figura 1), El sistema de cuantificacion de células inmunorreactivas
ya ha sido descrito %. Brevemente; un microscopio de luz se conectd a un
" sistema Sptico digitatizado de obtencion de imdgenes y finalmente a una
computadora que analiza tonos de colores, dreas y didmetiros mediante
un software comercial. Las lecturas automatizadas en cinco campos al
azar con un aumento de 400x se realizaron bajo la supervision de un solo
observador que permanecid cegado a los datos clinicos.

VARIABLES CELULARES. Los prornedios de las cuentas de células anti 1i-2
positivas (Prom. Num. Cel. Pos.) y anti IL-2 negativas (Prom. Num. Cel. Neg.}
de cada uno de los 58 especimenes estudiados fueron utilizados para

crear dos nuevas variobles como se indica en la Tabla 1.

ESTRATEGIAS DE SORTEO

El tejido prostatico parafinado de todos los sujetos elegibles 171 (58
CaP} que reunian los criterios de inclusidn se sortearon de acuerdo con
tablas de nUmeros aleatorios. Cegamiento; con un orden aleatorio y de
manera clega a los datos clinicos se redlizaron partidas de 10 laminillas por
dia para IHQ a ires diferentes concentraciones {1:20, 1:30, 1:100,1:250,
datos no mosirados) hasta que se identificé que la dilucidén 1:250 era la

éptima para determinar la presencia de iL-2 en el tejido.
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CONSIDERACIONES ETICAS

Al paciente que ya habia otorgado su CONSENTIMIENTO
INFORMADO para la realizacion del procedimiento diagndstico, ya no se le
solicité nuevamente, pues el presente estudio se realizd en el fejido
parafinado residual de la rutina diagnéstica.

La determinacion de IL-2 en el tejido prostatico parafinado no
implicaba ningin RIESGO ni COSTO adicional para el paciente, pero si el
BENEFICIO adicional de una segunda revisidon de su caso por ofro patdlogo
experto. Los miembros del comité de éfica en investigacion del INCMNSZ
recibieron una copia de este protocolo. La informacidn obtenida en este
estudio quedd sometida @ las normas que rigen la investigacion  en
humanos y no podrd ser utilizada fuera de tales estatutos.

DESCRIPCION DE PROCEDIMIENTO

£n la hoja de recoleccién de datos {apéndice 1) fueron evaluadas
las siguientes variables: a) Diagnéstico histopatoldgico b) Nivel de APE
sérico por Radicinmunoandlisis (*CIS Bio International, Cedes France). Este
fue el Ultimo valor fomado en un pericdo no mayor a los 6 meses anteriores
al diagndstico. ¢) Estadio clinico de la enfermedad segin la clasificacién
de Withmore modificada per el Memorial Sloan Kettering Cancer Center
{Apéndice. 3} v el grado de diferenciacién de la neoplasia  segun la
clasificacién de Gleason (Apéndice 4]. e) Medicion del Infitirado

inflamatorio. f} Las comorbilidades de base principales presentes al
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momento del diagndstico [por ejemplo la presencia de ofra neoplasia). g).
Lla utiizacidn o no de inmunosupresores (metofrexate, esteroides,
ciclofosfamida). h) El tratamiento recibido para el CaP i). Historia de
bloqueo androgénico total o parcial, farmacoldgico o quirdrgico. j ) Estado
en la vitima consulta.

VARIABLE DEPENDIENTE

Numero de células positivas en el tejido prostéatico por IHQ para IL-2 .
VARIABLE CONFUSORAS

Edad al momento del diagndstico histoldgico en el tefido prostaticeo.

VI. DEFINICIONES OPERACIONALES

BLOQUEQ ANDROGENICO

a} Quirtrgico.- Se refiere a orquiectomia bilateral.

b) Farmacoldgico.- Utilizacidon de alguno de los siguientes farmacos
estrégenos, antiandrégenos o andlogos LH RH. 8

CUMPLIMIENTO. Se definid en dos niveles 1.- Para el andlisis
histopatolégico; si el pacienie contribuyd con tejido para la realizaciédn de
la inmunohistoquimica como cdncer de prostata. 2.- Para la correlacion
clinica: si apertd datos clinicos como estadio, comerbilidades, extension de
la enfermedad, uso de inmunosupresores,efc., como se registra en la hoja

de copfuré de datos { Apéndice 1.
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momentc del diagndstico {por ejemplo la presencia de otra neoplasia). g).
La ufilizacidn o no de inmunosuprescres (metofrexate, esteroides,
ciclofosfamida). h} El tratamiento recibido pora el CaP i), Historia de
blogueo androgénico fotal o parcial, farmacoldgico o quirlrgico. J } Estado
en la Oltima consulta.

VARIABLE DEPENDIENTE

NUmero de células positivas en el tejido prostético por IHQ para IL-2 .
VARIABLE CONFUSORAS

Edad al momento del diagndstico histolégico en el tejido prostatico.

VI. DEFINICIONES OPERACIONALES

BLOQUEO ANDRQGENICO

a) QuirGrgico.- Se reflere a orquleciomia bilateral.

b) Farmacoldgico.- Utillizacidn de alguno de los siguientes farmacos
estrégenos, antiandrogenos o andlogos LH RH. 8

CUMPLIMIENTO. Se definidc- en dos niveles 1.- Para el andlisis
histopatoldgico; si el paciente contribuyd con tejido para la realizacién de
la inmunohistoguimica comeo cdncer de présiata. 2.- Para ia corelacion
clinica; si aportd datos clinicos come estadio, comaorbilidades, extensidn de
ia enfermedad, uso de inmunosupresores.etc., como se registra en ta hoja

de ccpturd de datos { Apéndice 1 ).
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DIAGNOSTICO DE NOVO. Primer diagndstico histopatoldgico establecido
en el tefido prostatico en el periodo de estudio sefalado (94-98).
DEFINICION DE ENFERMEDAD. Se clasificé como portador de CaP a todo
aguel sujeto en quien el andlisis histopatolégico de la biopsia demostrd
dichos diagnésticos de acuerdo con los siguientes criterios: 1.- Cambios
morfolégicos caracteristicos segin lo  determinade por el patdlogo de
referencia {INCMNSZ). 2.- Se le establecid tal diagndstico histopatolégico
por el patdlogo experimentado y el patdlogo de referencia.

ESCALA DE GLEASON. Ciasificacion histoldgica del grado de des-
diferenciacion de un adenocarcinoma de présiata [Apéndice 5) .
ESPECTRO PATOLOGICO. Los hallazgos histologicos — fueron desde
hiperplasia benigna hasta adenocarcinomas poco diferenciados. Pero
podia existir inflamacion que se dividid en dos grupos de inferes: con
infiltrado inflamatorio y sin infiltrado inflamaterio.

ESPECTRO CLINICO. Abarcd desde carcinoma localizado a prostata hasta
carcinoma metastasico. Por lo tanto el grupo con cancer se subdividio de
acuerdo al espectro clinico en estadios locales y avanzados de la
enfermedad.

ESTADIO CLINICO. Se utilizd el método AB,C.D segin Withmore (Apéndice
3). INHIBICION DE PROSTAGLANDINAS. Se considerd paositiva sdlo si estaba
registrada en una nofa en el expediente, en los 6 meses previos a la

biopsia, la utilizacién de indometacina, y ofros inhibidores .
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FALLA DE LA TECNICA DE HQ. Se considerd falla en la técnica de la
inmunoperoxidasa si el conirol conocido posifive no tenia reactividad a la
tincién especifica para IL-2. En tal caso se realizd nuevamente ia
inmunotincién hasta obtener tincidn posi;rivo para el control intermno.
INMUNOSUPRESION. La utilizacién de aiguno de los siguientes farmacaos:
Ciclofosfamida, metotrexate, corticosteroides o algin farmaco calificado
como inmunosupresor por su médico tratante en el expediente clinico en
los Uitimos 6 meses.

MAYOR REACTIVIDAD POSITiVA CONTRA IL-2. En referencia a nuestros
primeros resultados, la  definimos como la pesitividad para IL-2 por HQ
igual o mayor al 10% de la proporcidon células positivas/ positivas +
negativas.

PATOLOGO EXPERIMENTADO. Un sdlo patdlogo que cegade a los datos
clinicos interpreté aleatoriamente laminillas tefidas por técnica de IHQ con
CaP para los fines de este estudio.

PATOLOGO DE REFERENCIA. El {los) patélogols) que andlizd{aron) la pieza
de la manera habitual y que emitidferon) un diagndstico histopatoldgico
no cegado a la sospecha o diagndsiicos clinicos.

REACTIVIDAD POSITIVA CONITRA IL-2.

Técnicamente es la presencia de un producto colorido color ocre
{cromageno) debido a la reaccion de oxidacion con el sustrato (Hz02). En

ausencia de fincidén de fondo segin lo evaluado por un experto.
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Operacionaimente se considerd positivo un campo sélo si coexistian los
siguientes 2 criterios:

1.- Al menos una célula positiva por campo seco fuerte en cualguiera de
los 5 campos observados aleatoriamente [Leica Q Win 1998) en torno a
una gldndula prostdtica con cualquiera de sus didmetros de corte entre
150-180 micras,

2.-interpretacién de positividad por 2 analizadores ai estudiar el mismo

campo .
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VII. ANALISIS ESTADISTICO

Estadistica.  El nOmero de células IL-2 positivas fue cuantificado en todos y
cada uno de los casos con CaP usando ia prueba . La corelaciéon entre
dos variables siempre fue reportada ae acverdo con el coeficiente de
conelacion de Spearman.  Para estimar la fuerza de la asociacion con la
probabilidad de tener datos de mal prondstico obtuvimos la razén de
momios a través del exponencial de los coeficlentes en un andlisis de
regresion logistica.  Todas las pruebas fueron hechas a dos colas vy se
estimé significancia estadistica con una p<0.05. La estadistica descriptiva se
presenta siempre como promedio + desviacidn esténdar y en todos los
casos tos cdlculos fueron hechos utilizando un software SPSS/PC (SPSS Inc.
Chicago, IL.) excepto los IC que se calcularon con el programa EGRET
(Cytel Softiware Corporation, Cambridge, MA).

Fn un modelo multivariado de regresién logistica se controlé por las

variables confusoras.
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VIIl. RESULTADOS

Estandarizacién de las mediciones. Para mantener un optimo nivel de
exactitud se realizé validacion interna del patdlogo experimentado
comparando con un patdlogo de referencia, obteniendo una alfa
concordancia { k= 0.97).

Se evaiud el coeficiente de variacion de la lectura manual entre
observadores haciendo detecciones de IL-2 por IHQ que fueron valoradas
por dos observadores independientemente y de manera clega al
diagnéstico e hipdtesis de trabajo. Para el coeficiente intra cbservador se
le dieron (8 especimenes) a un solo observador en dos flempos distintos {los
mismos casos), para que fueran leidas y se compararan resultados de
cada tiermpo (T estadistica = 0.89).

Con respecto a la variacién intraespecimen de la positividad o 1L-2
entre las zonas con HP y CaP de un solo espécimen, fueron seleccionados
niveles de un solo bloque que no tuvieran evidencia de CaP y una vez que
el diagndstico fuera dado por &l patdlogo de referencia , se leyeron por
un solo observador cegado. Finalmente los promedios de esas lecturas
fueron comparadas con las de verdaderas HP obteniendo una alta
concordancia (T estadistica = 0.91). Ei coeficiente de variacion de las

lecturas redlizadas con el sistema Leica Q Win se midio por los mismos
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procedimientos pero con los pardmetros automatizados del mismo ( «
=0.99).
Hallazgos clinicos y de laboratorio. Los pacientes con CaP presentaron
edades que variaron de 52 a 89 anos {7118.7). El tiempo de seguimiento
en los pacientes con CaP fue 1.7+1.1 afics. Los resultados de las otfras
variables tales como edad, peso, IMC {indice de masa corporal), talla y
valores de Iaberatorio se describen también(Tabla 1).

Era obvio que los pacientes al tener céncer tendrian un APE fotal
en suero significativamente alto (49.5£70.9). &l seguimiento por 1.75£1.13
afos indica buen apego a la consulta externa. Bl peso maximo se tomd

como una medida de sobrepeso histérico.

CaP

Variable estudiada n=58
Prom., D. S.
Edad (ancs) 71.2,8.7
Seguimiento (afios) 1.75,1.13
Peso (kg) 69.6,12.0
Estatura (m} 1.7, 0.07
IMC 250,38
Peso Max. (kg) 777,134
Colesterol {mg/di) 183.7, 44.9
Triglicéridos * 141.8, 40.0
APE (ng/dl} 49.5,70.9

*3 datos faltantes ,
Tabla 1. Caracteristicas generales de los pacientes incluidos

Evaluacién histoldgica. El grado histoldégico del adenocarcinoma de

prostata se establecid de acverdo con la escala de desdiferenciacion de
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Gleason (Apéndice 5), obteniendo los siguientes puntajes; 2 en 2, 3 en 4, 4
en7, 5enll, é6enl0) 7eni3.B8en3 9en7 casosy 10 en i caso El
estadio clinico del grupo CaP se establecid en la forma convencional
(Apéndice 3) en cada uno de los 58 {100%) casos, como sigue; A 12 {20.7%),
B 17 {29.3%}, C 2 (3.4%), D 27 {46.6%}. Solamente 17/58 (29.3%) pacientes se
sometieron a algin fipo de tratamiento quirdrgico  incluyendo
infadenectomia y / o prostatectomia radical.

Ademds de tumor maligno, las biopsias prostaticas tenian diferentes

cantidades de epitelio benigno hiperpldasico. { figura 1A ).

Medicion de IL-2 tisular, Se evidencid que la prosiata humana con CaP
tiene una relativa baja cantidad de células inmunopositivas a IL-2 que lo
observado en ofros tejidos. Segun lo medido por IHQ, en los espacios
periglandulares el nimero de células positivas para IL-2 en especimenes

con CaP gira entre (4 + 2.7 células). Las células IL-2 negativas fueron de

1181440 atn en presencia del CaP .
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Figura 1.- Ejemplos representativos de la determinacion por inmunohistoquimica
de reactividad para IL-2 en las células de lesiones neopldsicas de prostata.
Pocos linfocilos inmunomreactives contra IL-2 (flecha) se localizan configuos a
zonas de adenocarcinoma [x200].
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Los especimenes presentaron caracteristicas muy importantes {Tabla 2). La
celularidad fue escasa en CaP (73t 23.6), pero sdlo algunas de esas células
pudieran identificarse como finfocitos T no activados. Sin embargo la gran
mayoria de esas células corespondieron con elementos del infiltfrado
inflamatorio periprostatico. Es decir, células estromales y las propias células
neopldasicas, caracteristica presente en CaP .

El conteo manual de células positivas IL-2 fue en promedio 3.7£2.7
linfocitos positivos, en contraste lo medido por el sistema automatizado fue
4.042.7 células positivas. Sin embargo no existio diferencia estadisticamente
significativa entre ia lectura manual y ia aviomatizada para CaP . Lo que
significa que casi el 100 % de los células positivas a IL-2 eran Iinfocitos
activados y que muy pocas de las células negativas fueron infocitos T

inactivos.
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CaP
Tipo celular contado n=58

Prom, DS
Célylas Positivas 40 , 2.7
Células Negativas 118.0 ,44.0
Proporcidn Celular 3.4, 2.6
Linfocitos Positivos 37. 2.7

Tabla 2. Resultados de ta tincidn por Inmunohistoguimica para IL-2. Lat celularidad
fue medida por un lector automatizado en fres variables {Células Positivas,
Negativas y Proporcidn celular) y manualmente en una variable {Linfos Positivos).

En cada uno de los 58 especimenes analizados se cuantificaron cinco campos

de cada laminilla .

En los especimenes estudiados el Promedio de las Proporciones
Celulares {Prom. Prop. Cel} fue también relativamente bdajo (Figura 2a}
3.4+2.7 y 12.5¢4.6 para los grupos con CaP. Se puede notar que no existen
valores extremos. Obsérvese que el vaior aislado més alto de las
proporciones celulares en el grupo con CaP no rebasa el valor de 10 (Fig

2a) y su mediana dificimente llega a cinco .
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prom. prop. celulares.

e gt b e

Figura 2a.- Proporcién del nimero células positivas / positivas mas negativas para
la inmunotincién  aniiLl-2 {unidades en el eje de Y}). Cada punto en los
especimenes de CaP (M), representa el promedio del nimero de céluias en 5
campos. La mediana se representa como linea horizontal.
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Figura 2b.- Promedio de fas proporciones del nimero células positivas / positivas
mds negativas para a inmunotincion anti-Il-2 (unidades en el eje de Y). Los
bigotes representan el intervalo minimo y méximo para cada promedio grupal
del numero de células en 5 campos. Las cajas representan cuartiles 25 a 50 con
suU respectivo promedio .
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Los 58 sujetos de CaP se distribuyen por cuartil de celularidad de la
forma en que se observa en la Tabla 3. Puede notarse que la distribucidn
de las células negativas por cuartiles va en sentido decreciente en la
medida que aumenta el nimero de células del respectivo cuartil. For
ejemplo, 46.6 de los especimenes con CaP estan en el cuartil delimitado

por mas de 9.4 célutas por campao.

NUmero de células CaP n = 58(%) Cuarfii
00-1.8 células/ campo 27 {46.6) Qi
1.9 -5.5 células/ campo 24 {41.4) Q2
5.6 -9.3 células/ campo 7{12.1) Q3
9.4 —-mds celulas/ campo 0 {0.0) Q4
Total 58(100) 114

Tabla 3. Distribucién celular de los 58 especimenes de los sujetos estudiados { CaP
) en cada uno de los cuartiles de células posilivas. Se demuestra la qusencia de
sujetos con CaP en el cuariil celular superior .

En un dispersograma en el que solo aparecen los sujetos con CaP |
Figura 3) se observé que la carrelacion negativa  enfre el nimero de
células positivas (Prom. Num. Cel. Pos} y la suma de Gleason aungue
inicialmente significativa { Spearman = - 0.5, p<0.00001), se incrementd
importantemente al buscar la cormrelacion enfre el Prom. Propor. Cel. vy ia
suma de Gleason, (Spearman =-0.7, p<0.00001) como se ve en la Tabla 4.
Pero cuando se Usé el APE como variable independiente (Y], para

comelacionarse con las variables previamente utilizadas (Prom. Num. Cel.
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Pos y Prom. Proper. Cel ), la corelacion fue mucho menos importante
como se puede ver en los renglones Ultimo y penuliimo de la Tabla 4. Asi
las varianzas explicadas del Prom. Num. Cel. Pos y del Prom. Propor. Cel.

en el APE no fueron mayores al 10% (2 =0.09, r2 =0.1, respectivamente).

Variables Y / X r r valor de p*
Prom Propor Cel / Suma de -0.7 0.5 <0.00001
Gleason
Prom Num Cel Pos / Suma de -0.5 0.4 <0,00001
Gleason
Prom Propor Cel / APE -0.3 0.1 0.0005
Prom Num Cel Pos / APE -03 0.09 0.0008

*T estadistica

Tabla 4. Resultados del andlisis de comelacién en el grupo CaP { n=58 ), donde
se muestran coeficientes de Spearman negalivos entre pares de una variable
celular {Prom Propor Cel 6 Prom. Num. Cel. Pos.) como variables dependientes y
una variable con valor pronéstico; el antigeno prosidtico especifico o la suma de
Gleason (independientes, X).

Para aclarar que al menos una parte de los cambios en la
proporcién de células positivas a IL-2 podian ser explicados por el grado de
malignidad, obtuvimos un dispersograma de los 58 casos en Ios que se
registrd la suma de Gleason (Figura3). La comelacidn es claramente
negativa por que los numeros de mayor peso especifico, se distribuyen en
esa direccién (finea que unirla las lefras R-R). Sin embargo, parece claro
que si los especimenes con HP se mostraran | Nétese que la HP no tendria
Gleason ) ocuparian la parte superior del dispersograma en lo que se

refiere a la celularidad.
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Figura 3. Dispersograma {SPSS/PC) que ilustra el coeficiente de Correlacién de
Spearman entre dos variables; Promedio de Proporcién de Células (eje de Y} y la
suma de Gleason {eje de X}. Los nimeros dispersos en el interior del recuadro
representan el nimero de sujetos en esa determinada coordenada r = -0.69, r2=
0.47, Intercepto = 11.7 £ 0.54, Pendiente = 1.24 +0.12, p<0.00001}.
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IX. DISCUSION

Por medio del presente estudio se ha demostrade claramente y por
vez primera gue dlgunas células presentes en el tejido prostatico expresan
la citecina Il-2. Para hacer esta descripcién, fueron seleccionados
especimenes prostaticos, de pacientes que resultaron con CaP. El
promedio de edad rebasa a los cincuenta anos y tal hecho no sorprende
pues desde las primeras descripciones de a enfermedad, se sabe que el
CaP se presenta con mayor frecuencia en pacientes de edad avanzada.
® As, resulta obvio que tendié a ocurrir una auto seleccién.

Lliama lo atencién que se observara un corfo seguimiento de los
pacientes con CaP (1.7521.13). Se esperaria observar un corto seguimiento
en un grupo con heoplasia maligna, pues deberia significar per se una
causa de muerte que sumada a la mayor edad de ese grupo significaria
fin de seguimiento por muerte.

Antropométricamente la poblacion no tenia sobrepeso al momento del
diagnéstico, por el indice de masa corporal, peso corperal o tallg. 0
Solamente el peso maximo referido por el paciente a lo largo de su vida,
resulté ser significativamente diferente entre cuando se comparé con el
peso al ingreso s (I de Student para muestras pareadas , p = 0.02}. Pero ni

siquiera los grandes estudios epidemiolodgicos han podido  confirmar a
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alguna variable antropométrica como factor de riesgo independiente
para el desamolio de CaP. #

Se esperaba que por ser sujetos con cancer tuvieran alto el APE
sérico lo cual fue comoborado en los resultados, lo gque concuerda con
estudios previos2, En ofro estudio nuesiro por cada 1 ng/ dl de incremento
en el APE sérico se incremento 4 veces el riesgo de ser CaP con daios de
mal prondstico {1/R. M=4.11,p= 0.02). (datos no mostrados).

Por ofro lado, si como hemos observado en la fabla 4, @ una menor
celularidad positiva también comespondié un mayor APE sérico, (r=-03,p
= 0.0008 ) ese resuitado tiene la misma direccién que estudios previos. Por
ejemplo administrando IL-2 @ un cultivo de células de cancer prostatico
humano, se ocasiona unda importante disminucién del RNAm del APE,
reduciéndolo hasta cinco veces con _respecto al valor basal. 2 Quizd in
vivo ocura un fendomeno semejante y en los espacios periglandulares, el
numero de células inmunoreactivas a IL-2 seq inversamente proporcional
a las células productoras de APE. Resultard de gran interés el hacer doble
marcaje en nuestros especimenes, sin embargo el APE fisular no es

actualmente aceptado como marcador prondstico en el CaP. €

E sistemna inmunologico és responsable de la eliminacién de las
célylas malignas recientemente transformadas, Y por o tanto, 1a

progresion hacia un sumor maligno representa ai menos en parte la falla
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del sistema inmunitario. Quizd la progresidén esté relacionada con tales
fallas, pues se ha demostrado que los pacientes con CaP avanzado
tienen deficiencias en la inmunidad celular. 2 Los relativamente bajos
niveles de IL-2 que se observaron en las prostatas no malignas podrian
asociarse con el riego de desarrollar anormalidades en |a fransducclon de
las células T 2 o quizd la mayor presencia de -2 estimule localmente la
eliminacion de los focos de neoplasia maligna. 4 La IL-2 es una citocina
que por lo tanto tiene accién local. iguatmente una célula inmunopositiva
a IL-2 debe tener un radio de accién localimente limitado para cumplir con
sus funciones de prevencién de anormalidades en la transcripcion de las
células T locales  y favorecer la expresion de MHC-| entre ofras. Por
.e]emplo en el estudio de Sokoloff y cols. 42 la administracion de 1L-2 produjo
en células de adenocarcinoma prostatico el aumento en la expresion de
MHC-I. Cada vez que se incremente el nimero de células IL-2 negativas en
torno a los TIL u ofras células positivas a IL-2, la eficacia de tales células
para realizar sus funciones antineopldsicas debe verse disminuida.

Por lo tanto, era importante estudiar también la proporcion de células
positivas con respecto al total de fas células en el tejido (Prom. Prop. Cel.),
pues sdlo asl se obtendria una estimacién del nimero de células con las
que una celula 1L-2 positiva interactda para cumplir sus funciones en la

inmunidad contra el CaP.
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La suma de Gleason ha sido ampliamente utiizada como marcador
prondstico en el CaP. Mdés recientemente, se ha sugerido gue la cantidad
de linfocitos infilirantes de tumor (TIL) se asocian también con prondsiico,
pues la ausencia de ellos o su bdja cantidad en el adenocarcinoma
prostatico se asocian con un mayor riesgo de progresiéon tumoral, asi el
nomero de TIL es un factor prondstico 2 en sentido inverso al Gleason. Es
muy probable que algunas de las células que en el presente estudio se
encontraron en los especimenes con CaFP sean TIL y asi se  explique
también que exista correlacién negativa entre Prom. Num. Cel. Pos. y la
suma de Gleason [p<0.00001). Esta relacion serd de gran interés dado
que la suma de Gleason es un marcador prondstico ampliamente
conocido y validado.

Como se comentd, algunas lineas celulares obtenidas a parfr de
adenocarcinoma de prostata metastdsico humano tienen alteraciones
moleculares que conducen a la expresion defectuosa del complejo mayor
de histocompatibilidad clase | { MHC-I'} en la superficie celular 21 y dicho
defecto se corige en presencia de algunas citocings. 42 Puesto que ofras
citocinas, como  INFy y TNFu, favorecen la expresion del complejo MHC-I
unido al antigeno v su inferaccion con los linfocitos T citotdxicos, entonces
es posible que la fata enla respuesta inmunitaria celular observada en los

pacientes con CaP pueda ser secundaria entre ofras o una deficiente
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presentacion del antigeno tumorai, baja produccion local de citocinas o
ambas.

Con respecto a una posible y relativamente baja produccién de citocinas
Th1 en los pacientes con CaP, se ha demostrado que existe una menor
produccién de INFy por los linfocitos de sangre peritérica después de
estimulacién  con  mitdgenos cuando  dichas  células provienen de
pacientes con CaP. # Mds aun, se ha demostrado que los pacientes con
CaP avanzado tienden a tener un patdn  de citocinas
predominantemente Th2. Segun métodos cilofluoromeétricos que permiten
detectar las _citocincs dentro de las  c¢élulas mononucleares  en sangre
periférica. 3 Esto armoniza con la descripcion de un patrén de citocinas
Th2 sobre el Thi en varias neoplasias 4 v la disfuncion de las respuestas Thi
que conducen al desbalance de ia proporcion Th1/Th2 en los pacientes
con cdncer avanzado. 4 El reconocimiento de ese defecto de citocinas
Thl en los sujetos con CaP se ha utiizado en el disefic de terapias
antineopldsicas, fales como terapia génica. ¥ De hecho, la inyeccion de
células CaP previamente transfectadas con el gene de IL-2 destruyen
tumores prostaticos subcutaneos  en las ratas. @ Asi las celulas

inmunopositivas podrian generar efectos antitumorales en ei CaP 44



X. CONCLUSIONES

Esta es la primera demostracién de que en el tejido prostatico
humano existen células inmunomeactivas para IL-2 detectadas por
métodos de IHQ., al demostrar que el infiltrado de cétulas positivas puede
ser bajo en la vecindad de las glédndulos neoplésicas, pero que el nimero
de células inmunomeactivas a Il-2 determinado en el sitio de la lesion es
escaso en el CaP. Tal baja cantidad de linfocitos inmunomarcados para |L-
2 podrian quizds ser una evidencia de su posible baja produccidn en dicha
neoplasia maligna de la prostata.

El numero de células positivas @ IL-2 en un futuro podria quizd ser
comelacionado con el prondstico en CaP, pues se observéd una comelacion
entre la suma de Gleason y el nUmero de células IL-2 positivas.

Es de nofar la dificultad que existe para enconirar el grupo
adecuado para contrastar con los CaP de nuestro estudio, porgue aungue
la HP seq utilizada como control en la mayoria de los estudios del cancer
de prostata % quizd como surogado del tejido sano, dicha entidad
histoldgica es también un estado de enfermedad caracterizado entre

ofros aspectos por la proliferacion vascular.
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GENERACION DE HIPOTES!S

No se puede afrmar que las cuentas relativamente  bajas
observadas sean inducidas © sean consecuencia de la neoplasia
prostatica. 3 para tal efecto deberdn realzarse estudios de asociacion
genética.
Podemos definir que probablemente la positividad para IL-2 por IHQ igual
o mayor al 10% de la proporcion células positivas entre el total de células
sea un punfo aproximado de importancia pord discriminar entre CaP vy

benignidad.

LIMITANTES DEL ESTUDIO

£l disefio de nuestro presente estudio no permite saber si el bajo
numero de células inmunomreactivas a IL-2 es una causa o efecto de la
neoplasia maligna prostatica.

Se debera estudiar el grado de positividad a 1L-2 por este método en
tejidos sin CaP, dado que resulta practicamente imposible encontrar
controles con préstata normal, por la alta prevalencia de hiperplasia
prostatica en los adultos de todo el mundo y por las limitantes éficas para

realizar biopsias en pacientes jovenes.

49



XI. APENDICES
APENDICE [  HOJA DE RECOLECCION DE DATOS
CARCINOMA DE PROSTATA INCMNSZ

NOMBRE: EDAD:
REGISTRO: FECHA DE DIAGNOSTICO: Y SR
1.- Co-Morbilidades Olra neoplasia sclida si{ } no{ } cudl
2.- Neoplasia Hematelégica  si{ ] no { ) cudl
3.~ Historia familiar de céncer de préstata si{f } no [ ) quén
4 - Historia familiar de cdncer de mama si{f ) no [ ) quién
a = padre/madre b = hermano/hermana c = oko
5.-Tabaquismo si { ) no{ |} indice tabaquico: afics [ ) No. de ciganrilios [ )
6.- Cirugias previas:

7.- FECHA DE BIOPSIAS
ny _—/ /.. Dx
8.- Dx. porBIOPSIAS Transmeciales { ) © Transperineales { ) b
9-HP({ )
sin prostatitis] }a  prostafitisaguda() b

prostafitis crénical ) ¢

10-ADENQCARCINOMA (]

sin prostatitis {  )a
con prostatitis aguda | )b
con prostatitis crénica { )¢
M- A1} 12- B-1: { )
A2} B-2: [ )
A3 ) B-3: { )
A4 ) B-4: { )
A5 () B-5: { )

13- Patronesde Gleason|[ )y { ) consumade [ }
14 .- Vesiculas seminales
15.- NIP:

16.- Dx. por CIRUGIAS RTUP ( ) a
b PROSTATECTOMIA SIMPLE {  } TRANSVESICAL ( ) b
RETROPUBICA { ) b
TRANSPERINEAL { ) bs
¢ PROSTATECTOMIA RADICAL{ | RETROPUBICA ( ) <
TRANSPERINEAL{ ) c2

17.-  TRATAMIENTO )
RTUP { ) a ./ / _ OBSERVANCION( )d__/ [/ .
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ORQUIECTOMIA { } b __/ _/__ RADICAL( ) e  _/ _/ _
BLOQUEO ANDROGENICO ( ¢ /___/__RADIOTERAPIA § __/__ /[
18-  OTROS FARMACOS

19.- INHIBIDOR DE PROSTAGLANDINAS {en los ultimos é meses)

cuat ___ dosis ____ /24 hrs Tiempo de administracién _____
20.- INMUNOSUPRESIONsi { ) no { ) cudl dosis ____/24 hrs
21.- Diagndstico del patdlogo experimentado.-  Adenocarcinoma { Ja
Hiperplasia nodular( ) b
22.- Diagndstico de referencia.- Adenocarcinoma { ) a
Hiperplasia nodular{ )} b
23.- SumadeGleason { )+ { } = ___
24.- Grado de Diferenciacién Bien diferenciado 1 -2
a
Moderadamente diferenciado 3 - 4(
b
Indiferenciado 5-9(
c
25.- INMUNOCHISTOQUIMICA PARA IL-2
1°campo (V) Positivos { )
Pcampo (V) Positivos ()
3*campo (V) Positivos { )
24.- INDICE = campos positivos = { ) =( }
campos estudiados {3}
27 .- EVOLUCION
Vivo sin evidencia de actlividad tumeoral  { )} a I S SN
Vivo con evidencia de actividad tumoral [ ) b Y S
Muerto sin evidencia de actividad tumeral { ) ¢ Y R A
Muerto por cancer de préstata { )d I A A
28.- ESTUDIOS DE GABINETE Positivo { + ) Negativo { - )
a) Gamagrama &seo! I A A Dx:
b) Serie Osea Metastésica' __/__/__ Dx

c) APE? Gltimo [en los é meses antericres) FECHA ___/ / Valor
29.- OBSERVACIONES

)
)
!

VEl diltimo de los resulizdos obtenidos en los 6 meses anteriores a Ia fecha del diagnostico histopatologico de

novo
2 F1 ditimo resuliado obtenido en los 6 meses anieriores o posteriores a la fecha del diagnostico

histapatolégico.

5t



APENDICE 2 FLUJOGRAMA

DIAGNOSTICO HISTOPATOLOGICO EN TEJIDO PROSTATICO
(PatSlogo de Referencia)

IDENTIFICACION DE SUJETOS
BIOPSIADOS n =171
CaP n=58
b peos

Sl

l

OBTENCION DE INFORMACION

CLIiNICA
a) ESTADIO CLINICO-PATOLOGICO
b) GRADO GLEASON
¢) TRATAMIENTO ESTABLECIDO
d) PRESENCIA DE INFILTRADO
LINFQCITARIO

/ Incompleto
ELIMINACION (del andlisis clinico)

COMPLETO Sl /

OBTENCION DEL TEJIDO PARAFINADO

CEGAMIENTO

/ . e
CORTES CON MICROTOMO H&E (interpretacion

/ patédlogo experimentado).
INMUNOHI?TOQUiMICA ’
TTTT— Comparacion entre

LECTURA CUALITATIVA-CUANTITATIVA P. Experimentado v. s.
Patdlogo de Referencia

iNDICES CAMPOS +/OBSERVADOS
\

ANALISIS ESTADISTICO™—____
DISCUSION Y CONCLUSIONES
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APENDICE 3 CLASIFICACION DEL ESTADIO CLTNICQ DEL
CANCER DE PROSTATA SEGUN WHITMORE?

A:  Carcinoma no detectado clinicamente vy enconfradoc como
hallazgo durante una prostatectomia.

Al: Lesiones en menos del 5% del material revisado en patologia con
una suma de Gleason menor Q7.

A?2: Lesién en mds del 5% del material estudiado, © bien etapas Al con
suma de Gleason mayor a 7.

B:  Carcinomas localizados en prostatay detectados clinicamente.

B]: No&dulo no mayor de 1.5 em. confinado o un Idbule y rodeado de
tefido sano.

B2: Tumor que involucra todo un Idbulo o mas, pero intra prostatico.

C:  Tumor con extension mds alld de la capsula prostdtica o bien
invasion a vesiculas seminales.

C1: Tumor menor de 6 cm. gque penetra a fravés de la capsula o a las
vesiculas  seminales.

C2° Tumor mayor de 6 cm. que puede estar fijo ala pelvis © con invasion
ala base de la vejiga, uréter o pared rectal.

D1: Metastasis a ganglio pélvicos.

D2 Metdstasis a ganglios extrapélvicos o a distancia.

% Manua! para el tratamiento del cincer Urogenital.
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APENDICE 4
INMUNOHISTOQUIMICA

Téchica de la Inmunoperoxicasa

j—

Las laminillas se desparafinan con cator a 40° C.
2. Colocar ias laminillas en un vaso de Copplin con Xilol por 3 minutos.
Se realiza dos veces.

3. Luego 3 minutos en alcohol absoluto.

4, Finalmente en alcohol de 96° para eliminar el exceso de parafina e
hidratar el tejido.

S. Para eliminar la actividad de la peroxidasa endégena presente en

las células, se Incuban las faminillas durante una hora en solucion de
Metanol-H202 al 30%.

b. incubar con alcohol de 96° durante 5 minutos.

7. Lavar dos veces con agua destilada.

8. Incubar en Buffer de Fosfatos Salino con Albumina {PBS con
Alb0mina)} por diez minutos.

9. Colocarlas en camara himeda con el anficuerpc  primario, en

funcién de la citocina que se esté determinando, dilvido en PBS con
AlbUming a la dilucién convenida. E tiempo de incubacién pude variar.
Se recomienda un minimo de tres horas.

10. Hacer varios lavados con PBS con AlbUmina para eliminar el exceso
de anticverpo primario.

11.  Incubar con el anficuerpo secundario que es un conjugado de
peroxidasa con la dilucién convenida en PBS con AlbUmina durante una
hora.

12. Recolectar el anticuerpo secundario residual para probar la solucién

reveladora por separado.

13.  Repetir los lavados con PBS (sin albuminay).

14. Revelar con una solucién de diaminobenzidina-H202 ai 30% por 10
minutos aproximadamente o hasta que se aprecie visuaimente un color
café .

15. Se coniratifien con hematoxilina de Harris por veinte segundos .

16. Lavar con agua comente y luego agua destilada. (Eliminar bien el
exceso de hematoxiling).

17. Paosarrapidamente a carbonaio de litio para que vire el color,

18. Repeftir paso de lavado.

19. Deshidratar con alcoholes {alcohol del 96°, alcchol absoluto y xilol)
fres minutos cada uno.

20. Finalmenie montar con resina y observar al microscopio a 10xy

40x.
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REACTIVOS.

a} Solucién de: METANOL- PEROXIDO DE HIDROGENQ( 30% H202)

Metanol Absoluto erck-7210) 80.0 mi

30% Perdxido de Hidrdgeno 7.0 ml

Agua Destilada 13.0 mi
b) BUFFER DE FOSFATOS 0.5M, pH 7.6

Fosfato de sodio, dibdsico NazHPOu igma-5087s § 5779

Fosfato de sodio, monobdsico NaHzPOs isigma-s0751) 129g

AGUA DESTILADA 1000 mi

c) BUFFER DE FOSFATOS SALINO (PBS)

Buffer de Fosfatos 100 ml

Solucién Salina lsoténica 0.9 % 900 mi

d) BUFFER DE FOSFATOS SALINO (PBS) - 3% BSA

AlbUmina Sérica Bovina 30g V Fraccion (sigma a-4503)
PBS 100 mi
e} Solucién Reveladora de DIAMINOBENZIDINA (DAB)
DAB (sigmaasesn 1.0 miligramo
PBS 1.0mi

30 % H20:2 40 %
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APENDICE 5
ESCALA DE GLEASON

la escala de Gleason se basa en el grado de desdiferenciacién
histoldgica del carcinema, cada region se calfica de acuerdo a lo
sigulentes categorias:

Q.- bien diferenciado Gleason 1-2

b.- moderadamente diferenciado  Gleason 3 -4

c.- mal diferenciado Gleason 5
SUMA DE GLEASON
La suma de Gleason es un constructo de la anterior escala histoldgica v se
basa en la suma de ios dos valores mdas allos de desdiferenciacion
obtenidos en la escala de Gleason, la suma se califica en una escala que
va de 2-10y se categoriza comao:

a.- bien diferenciado Suma de Gleasen 2,3.4

b.- moderadamente diferenciado  Suma de Gleason 56,7

c.- mal diferenciado Suma de Gleason 8,9,10
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