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INTRODUCCIO

1.1 CANCER DE MAMA

1.1.1 EPIDEMIOLOGIA

El cancer de mama és, actualment, el tumor més frequent en dones. La incidéncia
mundial del cancer de mama és de 1000000 casos/any en el moén. La incidéncia és
superior en el nord d’Ameérica i Europa on es donen 91.4 nous casos x 100000
dones/anys, intermitjana en el sud d’Europa i paisos llatinoamericans i més baixa en
Asia i Africa.

En percentatges, correspon al 22% dels cancers que es produeixen en dones i en les
arees on la incidéncia és major, el 6% de les dones desenvoluparan un carcinoma de
mama invasiu abans dels 75 anys. En les arees menys desenvolupades on la
incidéncia és més baixa, el risc de desenvolupar un cancer de mama abans dels 75

anys és una tercera part del que es té en les arees industrialitzades'.

En el nostre pais, el 28% de totes les neoplasies malignes en les dones sén de mamai
aixd representa 66 casos nous per cada 100.000 dones/any’. Cada any es
diagnostiquen a Espanya 14000 casos nous’ i es calcula que aproximadament, 1 de

cada 9* dones sera diagnosticada de cancer en el decurs de la seva vida.

En les comarques de Tarragona, es diagnostiquen 280 casos nous amb unes taxes
d'increment anual del 2,2%. La supervivéncia als 5 anys del cancer de mama ha
experimentat un increment estadisticament significatiu, si fem referéncia a la mortalitat,
a Catalunya moren 15 dones diariament per cancer de les quals el 19,0% ho sén per
cancer de mama. El cancer de mama ha estat la principal causa de mort per cancer en
dones en les Ultimes decades amb un increment fins 1991-1992 que s'inicia una
davallada que continua actualment amb una disminuci6 del 2% anual de la taxa de la
mortalitat*. Aquest descens de la mortalitat es deu sobretot a la introduccié dels
métodes de screening aixi com també als avencos en el tractament del tumor>. Tot i

que la mortalitat ha comengat a disminuir, aixd no ha succeit en tot els paisos per
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igual, aixi que en paisos com el Japd, o Costa Rica o ciutats com Singapour la

mortalitat entre les dones per cancer de mama encara es manté elevada®.

La incidéncia del cancer de mama augmenta amb l'edat, a més a més, estudis
realitzats sobre els moviments migratoris territorials mostren que la poblacié que migra
de zones de baixa incidéncia cap a zones d'alta incidencia adopten el risc de la
poblacié de desti en una o dues generacions i tot aix0 junt amb les variacions
geografiques d'incidéncia del cancer de mama, i els diferents cursos evolutius segons
les poblacions de risc, posen de manifest la importancia dels factors ambientals en

I'etiologia del cancer de mama.

Tot i els multiples estudis epidemioldgics que s'han anat fent, és avui dia impossible

preveure quines dones desenvoluparan un cancer de mama i quines no.

1.1.2 FACTORS DE RISC

Existeixen diversos factors de risc que s'han associat al cancer de mama. Aquest
cancer és de 100 a 200 vegades més freqient en la dona que en I'home i I'edat
mitjana del diagnostic esta al voltant dels 60 anys tot i que actualment s'esta observant
una disminucié en l'edat de diagnodstic i apareixen cancer en dones cada cop més

joves i una major incidéncia en les de classe social mitjana - alta.

De tots els factors de risc, els més importants seria I'existéncia de lesions prévies de la
mama. El col-legi America de Patolegs, 'any 1986’ publica una classificacié en la que
agrupa les diferents lesions benignes de mama en referéncia al risc que comporten de

desenvolupar posteriorment un carcinoma infiltrant de mama.

Aixi recomanen agrupar les pacients amb alteracions del parénquima mamari
catalogades com a “malaltia fibroquistica” en tres grups diferents:
* Abséncia de hiperplasia epitelial o hiperplasia lleu: en aquest grup no es

produeix un augment de risc de carcinoma posterior.
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¥ Hiperplasia epitelial moderada o hiperplasia florida: el risc de desenvolupar un
carcinoma en aquest grup és de 1.5 a 2 vedades superior.
% Hiperplasia ductal / lobel-lar atipica: on el risc de desenvolupar el posterior
carcinoma és 5 vegades superior.
Posteriorment, Page DL 1986° afegeix una altra categoria a aquest grup:
® Carcinoma ductal / lobel-lar in situ: on el risc de desenvolupar un posterior
carcinoma infiltrant de mama és de 8 a 10 vegades superior.
La Ultima revisié d’aquesta classificacié es va dur a terme I'any 1998° .
Les lesions de mama benignes ja catalogades com a proliferatives o no proliferatives,
amb o sense atipia, presenten doncs risc relatiu (RR) diferent a I'hora de desenvolupar

un carcinoma invasiu de mama.

Diversos articles publicats a partir de les publicacions del col-legi america de patolegs,
relacionen el grau de risc de cancer de mama amb la preséncia o no d'atipia en la lesié

10-14 Les

benigna i tots ells presenten valors de RR similars amb algunes matitzacions
lesions proliferatives sense atipia tenen un risc relatiu de 1.5'. Dins de les lesions
proliferatives sense atipies, la cicatriu radial s'ha observat que mostra un risc més
elevat de desenvolupar carcinoma i, fins i tot, alguns autors la consideren un estadi
inicial del cancer'®". El risc relatiu de les lesions proliferatives amb atipia es de 5', i
aquest risc augmenta si s'afegeixen d'altres factors com l'edat, antecedents familiars

de cancer de mama i la menopausa'®®°.

Entre els antecedents familiars, es considera factor de risc tenir familiars de primer
ordre amb aquest tipus de cancer i d'entre la poblacié general, entre un 4 - 9% de la
poblacié tenen un cancer hereditari de mama. Tenir un familiar de primer ordre amb
carcinoma de mama augmenta el risc de 2 a 3 vegades per sobre del de la poblacié
general i aquest risc encara augmenta més si el parent ha tingut el tumor en edat jove

o si aquest ha estat bilateral®".
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En els casos de cancers familiars s'han objectivat mutacions en dos gens com son el
gen BRCAA1, localitzat en el cromosoma 17q, i el BRCA2, localitzat en el cromosoma
13q12-13%. El BRCA1 també predisposa pel carcinoma d'ovari’®. La prevalenca de
mutacions del BRCA1 en families d'alt risc es dona entre el 20 i el 80%. S’ha observat
que els carcinomes de mama que es desenvolupen amb mutacions del gen BRCA1
s’han associat a una pitjor supervivéncia si no han rebut tractament adjuvant®* i s’ha
estimat, en una determinada poblacié, que el risc de carcinoma de mama en les
pacients portadores de la mutaci6 en aquest gen és al voltant del 56% als 70 anys®. El
gen BRCAZ2 és més especific per al cancer de mama i es considera responsable del
30 % dels carcinomes de mama hereditaris, tot i que amb menor mesura s’ha associat

al cancer d’ovari®.

D’altres mutacions genetiques implicades en el cancer de mama sén la localitzada en
el gen TP53 del brag curt del cromosoma 17 que produeix cancer de mama en dones
premenopausiques formant part de la Sindrome de Li-Fraumeni®®. El gen de 'ataxia
telangiectasia - AT — situat en el brag llarg del cromosoma 11 s’ha associat a un
augment del 8% del risc de desenvolupar cancer de mama ja que produeix un
augment de la sensibilitat a les radiacions®’. El gen HRAS1 sembla estar associat amb
el cancer de mama i també amb el d’'ovari®®. | un dels dltims gens que s’ha relacionat
amb el cancer de mama és el PTEN/MMAC que es localitza en el brag llarg del
cromosoma 10 i és responsable de la malaltia de Crowden; la mutacié d’aquest gen es

troba present en un 4% dels carcinomes mamaris d’origen hereditari®.

Es ben coneguda també l'associacié entre aquest carcinoma i les hormones tant
endogenes com exodgenes. El cancer de mama és més freqlient en dones que han
tingut una menarquia precog, en nulipares o en les que han tingut fills en edats
avancades aixi com una menopausa tardana®. Les hormones exdgenes fan referéncia
tant als anticonceptius orals com al tractament hormonal substitutiu en la menopausa.

Existeixen multiples articles publicats en la literatura sobre la relacio entre els

6
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anticonceptius hormonals i el carcinoma de mama® 3. Un estudi relativament recent®
suggereix un petit increment en el risc relatiu associat a I'is d'anticonceptius orals
combinats, sobretot entre les usuaries habituals i les recents, que no esta relacionat ni
amb la duracié ni amb el tipus ni la dosi de la preparacié sin6 més aviat amb una certa
predisposicié. També s'ha suggerit un petit increment del risc relatiu en pacients post-
menopausiques amb tractament hormonal substitutiu (estrogens i progestagens) de
llarga durada sobretot en usuaries habituals i recents i que aquest risc es molt similar

al que presenten les dones que només prenen estrogens®* .

El consum augmentat d'alcohol en dones post-menopausiques també s'ha associat a
un increment del risc de cancer de mama degut a un augment total dels nivells

d'estrogens®.

D'altres factors de risc sén la dieta on s'ha vist que una dieta amb un alt contingut en
acids grassos poliinsaturats tenen un efecte protector i podria disminuir-ne el risc o que

el consum de soja que té un efecte protector contra el cancer de mama®.

El consum de tabac mostra resultats contradictoris, alguns estudis no mostren un
augment de la incidéncia de cancer de mama en les fumadores*®, d’altres mostren un
risc directament proporcional al nombre de cigarretes i que és major en dones

premenopausiques’®.

Estils de vida com la practica d'exercici també produeixen una disminucié del cancer

de mama tot i que depén de la intensitat i la durada de I'activitat*'.
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1.1.3 CLINICA | RADIOLOGIA
El carcinoma de mama es dona amb més freqiiéncia en la mama esquerra que en la
dreta, algun article publica que el carcinoma de mama és un 13% més freqlient en la
mama esquerra que en la dreta®.

A més a més, en més d’un 4% dels casos sén bilaterals.

La localitzacié en el parenquima mamari del carcinoma infiltrant presenta una
distribuci6 desigual, aixi, segons els quadrants de la divisi6 mamaria trobem que:

e EI50% dels carcinomes es localitzen en el quadrant superior extern

e El 15% en el quadrant superior intern

e El10% en el quadrant inferior extern

e EI 5% en el quadrant inferior intern

e EI17% en la regi6 central (areolar)

o | el 3% son difusos

La distribucié percentual del carcinoma en cada quadrant pot semblar sorprenent pero
en realitat fa referéncia a la quantitat de parénquima mamari que existeix en cada
quadrant (per exemple, en el quadrant superior extern existeix més parénquima
mamari que en el quadrant inferior intern i per tant t& més probabilitat de desenvolupar
un carcinoma).

En general no produeix cap tipus de simptoma ni signes especifics que el puguin

diferenciar de patologies benignes de la mama.

La clinica més freqlent és la preséncia d'un ndodul mamari associat o no a dolor i/o
anomalies del mugré com retraccions o eccema o secrecions. Les caracteristiques
clinigues que ens han d'alertar davant un possible carcinoma seria per una banda,
relacionades amb I'aparici6 de masses com: l'aparici6 d'una massa no existent
préviament, l'aparicié d'una massa en un nodul preexistent, nodularitat asimétrica que

persisteix després de la menstruacid, abscés o inflamaci6 de la mama que no
8
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desapareix amb el tractament antibidtic adequat, preséncia de quists persistents o
recurrents; també estarien relacionats amb la preséncia de dolor associat a una massa
que no millorar o respon al tractament analgésic o la preséncia de dolor mamari en
una dona post-menopausica; relacionats també amb la preséncia de secrecions pel
mugro, sobretot en dones de més de 50 anys o en dones de menys edat perd quan la
secrecid és bilateral o és hematica (uni o bilateral) o és persistent; també estarien
relacionades amb alteracions del mugré, distorsié o eccemes, alteracions del contorn
de la mama o la preséncia d'antecedents de familiars directes amb carcinoma de

mama.

Des del punt de vista mamografic, el carcinoma de mama pot tenir diferents imatges
radiologiques, des de masses aparentment ben delimitades a masses mal delimitades
i espiculades o deformitats del parénquima amb presencia de calcificacions. De totes
elles, la imatge radioldgica més frequient del cancer de mama és la d'una massa mal

definida i espiculada sense calcificacions***°.
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1.1.4 CLASSIFICACIO HISTOLOGICA DE LES LESIONS EPITELIALS MALIGNES

DE MAMA

Segons la classificacio de la OMS de 2003, els tumors epitelials malignes de mama

es classifiqguen en els seguents tipus (taula 1):

Taula 1. Classificaci histologica de la OMS de 2003* dels tumors epitelials malignes

de mama

TUMORS EPITELIALS
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Carcinoma ductal infiltrant (NOS)

Carcinoma de tipus mixta

Carcinoma pleomorfic

Carcinoma amb cel-lules gegants osteoclastiques
Carcinoma amb caracteristiques coriocarcinomatoses
Carcinoma amb caracteristiques melanocitiques

Carcinoma lobel-lar infiltrant
Carcinoma tubular
Carcinoma cribiform infiltrant
Carcinoma medul-lar

Carcinoma mucinds i d'altres amb abundant produccié de mucina

Carcinoma mucinés
Cistadenocarcinoma i carcinoma mucinés de cél-lules columnars
Carcinoma de cél-lules en anell de segell

Tumors neuroendocrins

Carcinoma neuroendocri solid

Tumor carcinoid atipic

Carcinoma neuroendocri de cél-lula petita
Carcinoma neuroendocri de cel-lula gran

Carcinoma papil-lar infiltrant
Carcinoma micropapil-lar infiltrant
Carcinoma apocri

Carcinoma metaplasic

Carcinomes metaplasics purs epitelials
Carcinoma escamés
Adenocarcinoma amb metaplasia de cél-lules fusiformes
Carcinoma adenoescamés
Carcinoma mucoepidermoid
Carcinomes metaplasics mixtes, epitelials i mesenquimals

Carcinoma ric en lipids
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Carcinoma secretor

Carcinoma oncocitic

Carcinoma adenoid-quistic

Carcinoma de cél-lules acinars

Carcinoma de ceél-lules clares ric en glucogen
Carcinoma sebaci

Carcinoma inflamatori

Neoplasia lobel-lar
Carcinoma Lobellar in situ
Lesions proliferatives intraductals
Hiperplasia ductal usual
Atipia epitelial plana
Hiperplasia ductal atipica
Carcinoma ductal in situ

Carcinoma microinvasiu

Neoplasia papil-lar intraductal

Papiloma central

Papiloma periféric

Papiloma atipic

Carcinoma papil-lar intraductal
Carcinoma papil-lar intraquistic

1.1.5 CARCINOMA DUCTAL INFILTRANT

mama, segons les séries”’.

consistencia augmentada respecte la resta del parenquima mamari.

infiltratiu i poc estroma acompanyant (figura 1).

Es el tipus histologic més freqgiient, i compren entre el 40 i el 75% dels carcinomes de

Macroscopicament sén tumors que varien en quan a mida (des de 0,2 cm fins a
diversos centimetres de diametre) i actualment degut als métodes de screening els
carcinomes que actualment es diagnostiquen sén de mida petita. Poden ésser ndduls

més o menys rodons o arees irregulars i espiculades, de coloracié grisosa i amb una

Des del punt de vista histologic les cel-lules que constitueixen aquest tumor s'agrupen

en cordons, nius o trabeécules, fins i tot formant aries solides amb patré de creixement

11
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Les cel-lules tenen un citoplasma abundant i eosindfil amb un nucli que pot ser des de
regular i uniforme a molt pleomorfic i presentar un nucleol molt evident i sovint multiple
i una activitat mitotica que és molt variable.

El 80% dels carcinomes ductals infiltrants presenten focus associats de carcinoma
ductal in situ que amb alta incidéncia sol ésser d'alt grau.

El component estromal que acompanya a aquestes tumoracions €s molt variable, des
d'una proliferacio fibroblastica altament cel-lular a escas teixit connectiu amb molt poca

cel-lularitat i amb marcada hialinitzacio.

Les tumoracions poden presentar necrosi focal o ocasionalment extensa, algunes
arees d'’hemorragia i component inflamatori constituit, principalment, per limfocits i

cel-lules plasmatiques.

El grau histologic també és un marcador pronostic i es determina mitjangant tres
parametres histologics com sén la formacié d'estructures tubulars (glandules), el
pleomorfisme nuclear (figura 2) i el nombre de mitosis (figura 3). Cada criteri es

divideix en tres categories que es puntuen de I'1 al 3 (taula 2).

Amb la suma final s'obté un valor que va de 3 a 9 punts el qual se li assigna un grau

de diferenciaci6 de la seglient manera:

Grau 1 (ben diferenciat): 3 - 5 punts
Grau 2 (moderadament diferenciat): 6 - 7 punts
Grau 3 (poc diferenciat): 8 - 9 punts

Com més ben diferenciat és el tumor, millor prondstic se li atribueix.

12
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Figura 1. Carcinoma ductal infiltrant. Formacio de gran quantitat de tubuls, puntuacio:1
(H&E x100)

Figura 2. Carcinoma ductal infiltrant, puntuacio del pleomorfisme cel-lular: 2 (H&E
x400)
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Figura 3. Carcinoma ductal infiltrant; mitosis:3 (H&E x400)
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Taula 2. Metode de gradacio histologica dels carcinomes de mama

CARACTERISTIQUES PUNTUACIO

Formacioé de tubuls i glandules

Majoria del tumor (75%) 1
Moderada quantitat (10-75%) 2
Escassa quantitat (<10%) 3

Pleomorfisme nuclear

Cel-lules petites, regulars i uniformes 1
Moderat augment de mida i variabilitat 2
Marcada variabilitat 3

Nombre de mitosis

De 0 a9 x 10cga 1
De 10 a 19 x 10cga 2
> 20 x 10cga 3

El 70 - 80% dels carcinomes ductals infiltrants s6n positius als receptors d'estrogens i
de progesterona i al voltant d'un 15 - 30% so6n positius per al c-erbB-2. Aquestes

caracteristiques en determinaran el prondstic aixi com I'actitud terapéutica.

17
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1.1.6 FACTORS PRONOSTICS

Els factors pronostics que intervenen en el cancer de mama sén diversos. Alguns

d'aquests factors depenen de I'hoste i per tant, és dificil actuar contra ells com per

exemple l'edat, el sexe, I'estat nutricional i I'estat immunitari del pacient i d'altres sén

dependents del tumor. Es pot resumir dient que els factors prondstics del cancer de

mama inclouen tant factors clinics com morfoldgics com moleculars.

1.1.6.1 FACTORS CLINICS:

- EDAT: el significat pronostic de l'edat aixi com la menopausa és
controvertit. Existeixen diferencies entre els articles en funcidé de la seleccio de

mostra per I'estudi i d'altres factors que també actuen com a factors pronostics.

- EMBARAS: el carcinoma de mama que es desenvolupa durant I'embaras
és considerat, en general, com a mal pronostic. Per altra banda, la situacio
inversa, és a dir un embaras en una dona que ha tingut en un passat més o

menys recent, un cancer de mama no implica pitjor pronostic.

1.1.6.2 FACTORS MORFOLOGICS:

18

- ESTAT DELS GANGLIS LIMFATICS: és el factor prondstic més important
en les pacients amb carcinoma de mama. Sén multiples els estudis que han
demostrat una disminucié del temps lliure de malaltia i de la supervivencia
global en funcié del nombre de ganglis limfatics positius (tant per micro com per

macrometastasis)*®>'.

- MIDA TUMORAL: la mida tumoral és també un factor pronostic important
tant per la supervivéncia com per I'estat dels ganglis limfatics axil-lars. De tota

la mida del tumor, el més important és mesurar el component infiltrant ja que és
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aquest qui determina el TNM i per tant intervé en el pronostic®. Diversos
estudis publicats en la literatura han demostrat que la mida tumoral és el factor
pronostic més important per a la supervivencia i que no sols ho és en els casos
de tumors amb ganglis limfatics negatius®, sind que també s’ha vist que té
valor pronostic en els tumors amb ganglis limfatics positius®. Tot i que alguns
tumors de mida inferior a 1cm poden presentar ganglis limfatics positius, la
simplicitat de la mesura de la mida tumoral i I'existencia de nombrosos estudis
que correlacionen la mida amb I'estat dels ganglis limfatics fa que tingui un

valor pronostic important.

- TIPUS HISTOLOGIC: alguns tipus histoldgics estan associats a un millor
pronostic com sén el carcinoma tubular, el cribiform, el mucinés i I'adenoid-
quistic®. El significat pronostic del carcinoma medul-lar no esta del tot clar que

s'associi a un millor pronostic.

- GRAU HISTOLOGIC: la gradacié s'ha de realitzar en tots els carcinomes
infiltrants de mama independentment del tipus histoldgic que siguin. Dels tres
factors que determinen el grau histologic, les mitosis i I'atipia nuclear comporten
un pitjor pronostic com més augmentat ho estan i per contra el tercer factor que
correspon a la formacié de tdbuls, com més preséncia de tubuls millor
pronostic. Alguns autors consideren que l'index de proliferacié cellular és el
component de major valor pronostic entre els parametres histologics ja que en
determina la velocitat de creixement tumoral®®® i d'altra banda, diverses
publicacions relacionen el nombre de mitosis amb el pronostic del tumor®®*®°. El
carcinomes dalt grau (poc diferenciats) presenten amb més freqiéncia
metastasis a distancia, independentment de la mida tumoral i I'estat dels

ganglis limfatics. De la mateixa manera, algun estudi® ha relacionat els

carcinomes d'alt grau amb una millor resposta al tractament quimioterapic. La
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subjectivitat que comporta aquest factor fa que no tots els estudis publicats

mostrin els mateixos resultats.

- PROLIFERACIO CEL-LULAR TUMORAL: Ki67 és una proteina nuclear que
es detecta des de la fase G1 a la fase M del cicle cel-lular i és un bon indicador
del creixement tumoral. El percentatge de cél-lules que expressen el marcador
de proliferacié cel-lular, Ki-67, separa les pacients en dos grups en funcié de
I'index de proliferacié cel-lular sigui alt o baix i aixd ens permet establir una
correlacié amb el pronostic. D'altra banda, la mesura de la fraccié de la fase S
mitjangant citometria de flux ens indica que pacients amb alts nivells de la
fraccio de la fase S tenen un pitjor pronostic. Alguns articles publicats en la
literatura®*®® han objectivat una relacié entre I'index de proliferacié cel-lular i
d’altres factors com ara els receptors hormonals, la p53, la sobreexpressid de

c-erbB2 i el grau histologic.

- INVASIO VASCULAR: invasié dels vasos sanguinis produeix un efecte
advers en l'evoluci6 clinica. El nombre de metastasis a distancia i de recidives
locals augmenta considerablement en aquelles pacients que presenten émbols

tumorals en els vasos propers a la tumoracio.

- INVASIO PERINEURAL: aquesta caracteristica s'observa ocasionalment en

els tumors de mama invasius pero no s'ha relacionat amb el pronostic.

- NECROSI TUMORAL: la majoria d'estudis associen la presencia de necrosi
a un pitjor pronostic perd en algun cas® només s'ha associat a un pitjor

pronostic durant els dos primers anys després del diagnostic.

- INFILTRAT INFLAMATORI: la presencia de component inflamatori

mononuclear s'ha associat a carcinomes d'alt grau histoldgic®™ perd aquesta
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troballa presenta resultats contradictoris quan es correlaciona amb el pronostic

d'aquests tumors.

-  CARCINOMA DUCTAL IN SITU: la presencia de component intraductal
extens és un factor pronostic per a la recidiva local d'aquestes tumoracions en
aquelles pacients que es tracten amb tractament conservador i radioterapia®®.
No esta del tot clar que tinguin relacié amb la disseminacié metastasica i la

supervivencia global de la pacient.

-  ESTROMA TUMORAL: la preséncia de focus de fibrosi en el centre d'un
carcinoma invasiu es considera com a factor pronostic advers®’. També s’ha
observat que els carcinomes infiltrants que presenten reacci6é inflamatoria
peritumoral tenen menys metastasis en els ganglis limfatics i presumiblement
un millor pronostic®. La preséncia d'elastosi estromal, actualment no es
considera que tingui paper pronostic. Anys enrera s'havia associat tant a un

pitjor com a un millor pronostic.

1.1.6.3 FACTORS MOLECULARS | GENETICS:

-  RECEPTORS HORMONALS: la preséncia de receptors hormonals en el
teixit tumoral es correlaciona amb la resposta al tractament hormonal i
quimioterapic®®. El 60% dels carcinomes de mama expressen receptors
d'estrogens, tot i que la preséncia de receptors hormonals no sempre es
correlaciona amb el tipus histologic de carcinoma de mama tal i com es
comenta en un article publicat recentment’®. El 90% de les dones amb cancer
de mama amb receptors d’estrdgens negatius no responen al tractament
hormonal tot i que entre un 40-50% de les que tenen receptors positius tampoc

70b

ho fa En general, les concentracions dels receptors d’estrogens sén més

baixes i les de progesterona més altes en els carcinomes de mama que es
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donen en dones premenopausiques comparats amb els que es donen en
postmenopausiques’'. El nivell dels receptors d'estrdogens és molt Util per
valorar la resposta al tractament adjuvant amb Tamoxifé’>”>. El tumors que
tenen positivitat per ambdos receptors hormonals tenen una resposta del 60-
70% en el tractament quimioterapic, els tumors amb receptors negatius la seva
resposta és del 10% i els que tenen receptors estrogénics positius i la
progesterona negativa, tenen una resposta d'aproximadament el 40%’*. S’ha
observat que la positivitat dels receptors hormonals es correlaciona amb la
immunoreactivitat del bcl-2 i abséncia de mutacié de la p53” i es correlaciona
inversament amb la preséncia de receptors del factor epidérmic de
creixement’®. D’altra banda, alguns tumors de mama presenten receptors
d’angrogens i aquests també s’han implicat en el pronostic i la resposta al
tractament. Fins a un 80% dels cancers de mama tenen receptors d’androgens,
fins i tot en abséncia de receptors d’estrdgens i de progesterona’’. De fet,

aquesta peculiaritat s’ha vist que és més frequent en tumors amb receptors

d’estrogen i progesterona negatius’®.

- ONCOGEN HERZ2 | D'ALTRES GENS AMPLIFICATS: el HER2/neu (c-
erbB-2) és un oncogen localitzat en el cromosoma 17 que codifica una
glicoproteina transmembrana amb activitat tirosin quinasa de 185 kDa
coneguda com a p185, la qual pertany a la familia dels receptors dels factors
de creixement epidérmic’®. La sobreexpressi6 del HER2/neu sembla
correlacionar-se amb el tipus de tumor i es déna en quasi tots els casos de
carcinoma ductal in situ d’alt grau (aproximadament entre un 80 — 90%), entre
un 20 — 30% dels carcinomes ductals infiltrants i en un percentatge molt petit
dels carcinomes lobulars®®®'; en el parénquima mamari normal o en patologia

mamaria benigna no es troba amplificat. La importancia d’aquest oncogen és

que representa una diana de cara a diverses estratégies terapéutiques com la
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utilitzaci6 d’anticossos especifics contra HER2/neu, inhibidors de la
tirosinquinasa, immunoterapia i molécules que indueixen la degradacié dels
receptors de la tirosinquinasa®?. Una revisié recent®® conclou que el HER2
sembla ser un factor predictiu negatiu potent per a la resposta als agents
alquilants i un factor predictiu positiu moderat per a la resposta a les
antraciclines. A més a més identifica un grup de pacients amb mal pronostic
independentment de I'estat dels ganglis limfatics® i també s’ha observat que es
correlaciona estretament amb el grau histologic del tumor® . El gen MYC en el
cromosoma 8qg24 codifica una proteina nuclear amb una seqiéncia amb
activitat lligadors de 'ADN i es troba amplificat en aproximadament en el 20%
dels carcinomes de mama. La seva amplificacié s’ha associat a negativitat en
I'expressié dels receptors estrogenics, malaltia localment avangada, una pobre
resposta al tractament quimioterapic®. Tot aixd fa que els carcinomes de mama
amb amplificacié del gen MYC tenen un pitjor pronostic i una supervivencia
més curta®. L'amplificacié6 del gen FGFR1 (codifiquen per a receptors de
factors de creixement fibroblastic) en el cromosoma 8p12 s'ha relacionat amb
una disminucié de la supervivencia, sobretot si també es troba amplificat,
conjuntament, el gen de ciclina D1 (CCND1 en 11q13)%%. La positivitat per a
receptors hormonals es correlaciona amb la immunoreactivitat per a bcl-2% i a
abséncia de mutacions de la p53% i es correlaciona de manera inversa amb la

preséncia de receptors del factors de creixement epidérmics®.

- P53: el gen p53 es localitza en el brag curt del cromosoma 17 i codifica una
fosfoproteina - p53 - que intervé en el control de la proliferacié cel-lular
mitjangant la inhibicié dels complexes de la ciclina i les quinases que en
depenen. La mutacié de la p53 és una anomalia genética observada amb certa
freqiéncia en les neoplasies malignes. Aproximadament el 25% dels

carcinomes de mama tenen mutacions del gen supressor de tumors p53. S'ha
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observat que determinades mutacions determinen un pitjor pronostic, aixi,
mutacions que afecten al domini L2/L3 de la p53, el qual és important per a la
unié de I'ADN, comporten una menor supervivéncia®®. S’ha observat que la
preséncia d’aquesta mutacié s’associa a d’altres factors de mal pronostic com
afectacio ganglionar, mida tumoral gran, grau histologic alt, receptors negatius i

sobreexpressié de HER2%%,

- PERDUA D'HETEROZIGOCITAT: a banda de les comentades en la p53,
altres regions amb pérdua d'heterozigocitat s'han relacionat amb una

supervivéncia més curta com deleccions en els cromosomes 9913 o 11g23%.
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1.2 APOPTOSI

La mort de la cél-lula es pot produir per dues vies amb diferents mecanismes que
produeixen respostes diferents del medi en el qual es troba la cél-lula que ho pateix.

91,92 (

Aquests dos tipus de mort cel-lular s'anomenen: necrosi i apoptosi figura 4).

La necrosi és la mort cel-lular passiva. Es produeix com a consequéncia d'una
agressio que lesiona severament les membranes cel-lulars alterant la capacitat de
mantenir ’lhomeostasi. En trencar-se la barrera, l'aigua i els ions extracel-lulars passen
de l'espai extacel-lular cap a l'interior de la cél-lula produint un augment considerable
del seu volum fins que la cel-lula es trenca i allibera enzims a I'espai extracel-lular que

afectaran les cel-lules del voltant produint una resposta inflamatoria.

NORMAL

Cuerpo M@ :
apoptdtico @@)

&7

NECROSIS APOPTOSIS

Fagocito

Figura 4. Diferéncies entre la mort cel-lular per necrosi i per apoptosi.
(Cotran RS, Kumar V, Collins T. Robbins. Patologia estructural y funcional. Sexta Edicion.

Madrid, McGRAW-HILL-INTERAMERICANA, 2000 pag 19%)
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L’apoptosi és la mort cel-lular activa o programada, donat que el mecanisme pel qual
es produeix esta controlat genéticament. L'any 1951, Glucksmann descriu la mort
cel-lular durant el desenvolupament normal dels animals i vint anys més tard, Kerr
descriu el procés a nivell ultraestructural anomenant-lo apoptosi. Aquest procés permet
la renovacié de les cel-lules que ja no sdn necessaries o que han estat lesionades
mitjancant I'activacié de manera coordinada d’una série de productes génics. El procés
produeix la fragmentacié de la cél-lula en diversos fragments de nucli, de citoplasma o
d’ambdds, anomenats cossos apoptotics que inclouen fins a 200 parells de bases® .

Aquests cossos apoptotics sén fagocitats per les cel-lules del voltant sense produir

resposta inflamatoria®.

La separacié entre l‘apoptosis i la necrosi no es estricta ja que en alguns casos
determinats, la mort de la cél-lula es pot expressar com apoptosi 0 com a necrosi en
funcié de la intensitat i la durada de I'estimul, la rapidesa del procés de mort cel-lular i

la intensitat de la depleccié de I'ATP que pateix la cél-lula.

L’apoptosi es produeix tant en el desenvolupament normal dels teixits o en resposta a
determinats estimuls, ja siguin fisioldgics o patoldgics®™®. Aixi podem trobar que
I'apoptosi participa en mdultiples processos com en la morfogénesi durant
I'embriogénesi, per exemple, en un embrié de sexe masculi els conductes de Muller —
que en I'embrié femeni formen I'Gter i les trompes- es moren per apoptosi en el
moment de la diferenciacié sexual; participa en el creixement fent el moldejament
tissular, en la renovacié cel-lular normal i en la resposta terapeutica de les neoplasies
primaries i secundaries. També participa en la regulacié hormonal de les respostes
cel-lulars com en l'atrofia endocri-induida (la destruccié de les cél-lules endometrials
durant el cicle menstrual) i en la mesura de les respostes immunoldgiques, per
exemple el limfocits T citotoxics i les cél-lules Natural Killer (NK) indueixen apoptosi en
les cel-lules diana. L’apoptosi és la responsable de mantenir I'equilibri entre la

proliferacio cel-lular, la involucié, I'atrofia i la destruccié cel-lular. Intervé també, en la
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regulacié del nombre de cél-lules, eliminant aquelles que han patit agressions en el

seu material genétic o mutacions per evitar la transmissié d’errors.

Tot i aix0, 'apoptosi no sempre produeix efectes beneficiosos 0 sense cap implicacié
patologica ja que, una alteracié en la regulacié de I'apoptosi pot ser la base de la

patogénia de malalties autoimmunes®.

La lesi6 o alteracié de I'ADN nuclear és el principal activador del procés apoptotic.
Aquesta activacié es déna per diferents estimuls, entre ells 'absencia de factors de
creixement, I'exposicié a agents bioldgics, fisics, quimics i el reconeixement de
modificacions genétiques®'%. Quan els gens que controlen el procés de I'apoptosi
muten, es sobreexpressen o s’infraexpressen, aleshores I'apoptosi és la causant de
diverses patologies, ja que el creixement tumoral ve determinat pel resultat net entre

les cél-lules que es troben en proliferacio i les cél-lules que moren.

1.2.1 PROCES APOPTOTIC

Com ja s'ha comentat, I'apoptosi és el mecanisme de mort cel-lular que esta controlat
genéticament. En aquest mecanisme s’han identificat diversos gens que hi intervenen i
que actuen com a promotors o com a inhibidors de I'apoptosi (taula 3) i, del balang
entre els dos tipus es pot produir I'apoptosi 0 bé la necrosi®*®*. Una alteracié en la
regulacié genetica de I'apoptosi pot provocar la immortalitat cel-lular i produir un

creixement neoplasic.
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Taula 3. Gens promotors i inhibidors de I'apoptosi

PROMOTORS INHIBIDORS
bcl-xS bcl-2

bak bcl-xL

bcl-x5 bcl-x1

bax bcl-w

bad bfl-1

bid brag-1

bik mcl-1

urk A1

p53 (salvatge) p53 (mutada)

Quan Il'activacié dels gens condueix a I'apoptosi, aleshores s'’inicia tot un procés que

consta de quatre fases:

a)

28

Fase d’Induccid: és la fase en la qual es produeixen els estimuls i senyals que

donaran lloc a lapoptosi. Aquests estimuls poden ésser transmembrana o
intracel"lulars. Les senyals transmembrana poden ser determinants negatius o
positius de I'apoptosi i en aquest grup trobariem algunes hormones, factors de
creixement i citoquines que la seva activacié no desencadenaria I'apoptosi mentre
que la seva absencia provoca el fracas en la supressié dels programes de mort
cel-lular i desencadena [I'apoptosi. Les senyals intracel-lulars que poden
desencadenar l'apoptosi poden ser agents fisico-quimics com el calor, les
radiacions, la hipoxia; les infeccions viriques o la unié de glucocorticoids als

receptors nuclears.
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b) Fase de control i d’'integracié: el control es pot donar a través de dues vies que

regulen positiva 0 negativament el procés apoptotic i que l'activacié d’'una o l'altre
dependra de si I'origen de I'estimul és intern o extern. Si I'estimul és extern es
poden activar dos tipus de vies diferents que ambdues depenen de receptors de
membrana. Si I'estimul és intern el mecanisme s’activa a traves de l'activacio
mitocondrial. D’aquesta manera tenim que determinades senyals extracel-lulars
son lligants del receptor del factor de necrosi tumoral (TNFR) com per exemple el
Fas (CD95) / Fas-L (CD95L) o el factor de necrosi tumoral (TNF), la unié
d’aquestos als seus receptors respectius fa que s’hi uneixin les proteines
adaptadores denominades FADD les quals, a la seva vegada, s’uneixen a una pro-
caspasa que s’activara a caspasa (figura 5a). D’altra banda, quan I'estimul és
intracel-lular es produeixen una serie d’alteracions mitocondrials que provoquen
I'alliberacié del citocrom ¢ que activa les pro-caspases i desencadena I'apoptosi.
Tant si I'estimul és intern com extern, les dues vies provoquen l'activaciéo en
cascada de les caspases. La proteina bcl-2 de la membrana mitocondrial inhibeix
I'apoptosi ja que impedeix la sortida del citocrom c i inactiva el factor Apaf-1 que és
un activador de pro-caspases, per tant el bcl-2 és un important regulador de
'apoptosi en aquestes vies (figura 5b). Arribat a aquest punt, la cél-lula es
deshidrata produint una disminucié del volum citoplasmatic, es condensen les
proteines i es desconnecta de les cél-lules veines. En aquesta fase, la majoria de

les organel-les permaneixen intactes.
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c)

Fase d’execucid: és la fase en la qual es produeix la mort real de la céel-lula. En

aquesta fase intervenen uns enzims proteolitics coneguts com a caspases, dels
quals s’han descrit més de deu membres que formen part d’aquesta familia de
proteases de la cisteina. De caspases se’n coneixen d’iniciadores i d’executores,
aquestes Ultimes son les que produeixen la fragmentacié de les proteines del
citoesquelet i de la matriu nuclear, sobretot d’aquelles que estan implicades en la
transcripcid, la replicacié i la reparacié de I'ADN. En aquest moment, es dona la
fragmentacié cel-lular, 'ADN es trenca en fragments de 180 a 200 parells de bases
i es produeix la formacié dels cossos apoptotics. La fragmentacié de I'estructura
nuclear i de les proteines del citoesquelet per les caspases, donen I'aparenca
morfologica caracteristica de les cel-lules apoptotiques. Existeix una altra familia
de proteines denominades proteines inhibidores de I'apoptosi, que poden bloquejar

el procés de mort cel-lular programada, unint-se i inhibint les caspases'”’.

Fase d’eliminacid: en aquesta fase els cossos apoptotics originats en el procés sén

reconeguts per les cel-lules macrofagiques degut a I'expressio en la seva superficie
de fosfatidilserina i tronbospondina. Un cop reconeguts, son fagocitats sense

produir resposta inflamatoria.

Tot el procés és bastant rapid, es déna en poques hores i es produeix sense perdua

del material intracel-lular, danys secundaris a les cél-lules adjacents o resposta

inflamatoria.
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Figura 5b. Mecanisme apoptotic. Model de senyalitzacio via Fas

(de: Cotran RS, Kumar V, Collins T. Robbins. Patologia estructural y funcional. Sexta Edicion.

Madrid, McGRAW-HILL-INTERAMERICANA, 2000 pag 25)*
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1.2.2 PAPER DE LES CASPASES EN L’APOPTOSI

Les caspases tenen un paper essencial en I'execucié de I'apoptosi. Formen part d’'una
familia de proteases citoplasmatiques de la cisteina de la qual se’'n coneixen més de
10 membres, que es caracteritzen per tenir un residu de cisteina en el locus actiu i per
reconéixer un residu d’acid aspartic (Asp) en el lloc diana. Aquestes proteases
s’emmagatzemen en les céllules com a zimdgens (pro-caspases) fins que soén
activades per una determinada senyal. La majoria de les caspases son sintetitzades
com a precursors de baixa o nul-la activitat catalitica. En general, el precursor passa a
ser actiu mitjangant un procés proteolitic produit per una proteasa o per autocatalisi
quan s’uneix a un cofactor o per I'actuacié d’'un inhibidor. El precursor es pot acumular
en grans quantitats i activar-se en funcié de la demanda.

La seva implicacié en el procés de I'apoptosi es va produir arrel del descobriment que
el producte genic CED-3, que es requeria per a la mort cel-lular en el nematode
Caenorhabditis elegans, estava relacionat amb [I'Enzim Convertidora de la
Interleuquina-1B de mamifers (ICE-1 o caspasa 1). Tot i que la caspasa 1 no té un
paper clar en la mort cel-lular, fou la primera d’'una gran familia de proteases que es va

relacionar amb la inflamacié i 'apoptosi.

Tots els membres de la familia comparteixen sequéncies d’aminoacids, estructura i
especificitat pel substracte. Sén expressats com a proenzims de 30 a 50 kDa, que
comprenen tres dominis: el terminal-NH2, una subunitat gran que conté el lloc actiu
(d'uns 20 kDa) i una subunitat més petita que té gran importancia en l'activitat
enzimatica (d’'uns 10 kDa).

Un cop les primeres caspases han estat processades i activades, desencadenen un
senyal en cascada produint I'activacié d’altres caspases. Depenent de la posici6 en la
cascada d'activacio, se'n coneixen de caspases iniciadores i de executores. L’activacio
d’aquesta cascada d’amplificacié t& com a consequéncia la inactivacié d’'un gran

nombre de proteines estructurals de senyalitzacio, de regulacié de la transcripcié i del
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metabolisme dels acids nucleics que desencadena la mort cel-lular. Produeixen la
proteolisi, per exemple, d'una proteina nuclear amb activitat de reparacié de I'ADN
(PARP o poli [ADN-ribosoma] polimerasa) i un factor de transcripcié (SREBP) (figura
6).

El balang entre els mecanismes d’activaciéo i d’inhibici6 de les caspases esta
directament relacionat amb el control de la mort cel-lular per apoptosi, de tal manera
que les alteracions en aquest equilibri podrien tenir un paper important en I'evolucioé

dels tumors.

x (1 Interacciones receptor-ligando
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de factores
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Figura 6. Esquema dels aconteixements apoptotics.
(de: Cotran RS, Kumar V, Collins T. Robbins. Patologia estructural y funcional. Sexta Edicion.

Madrid, McGRAW-HILL-INTERAMERICANA, 2000 pag 23)*
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1.2.3 TIPUS DE CASPASES
Les caspases es divideixen en tres grans grups o subfamilies depenen de la seva
especificitat pel substrat :

A) subfamilia ICE: que inclou les caspases 1,415

B) subfamilia CED-3: que inclou les caspases 3,6, 7,819

C) subfamilia ICH-1/Nedd2 (lce i CED-3 homoleg): que inclou la caspasa 2

1.2.3.1 CASPASA 1 (ICE-1)

La forma inactiva és una proteina de 45 kDa. La forma activa s'obté a partir de
I'eliminacié d'un peptid N-terminal de 11 kDa i un péptid d'uni6é de 2 kDa de la forma
inactiva mitjangant autoproteolisi i és un tetramer constituit per dues subunitat de 20
kDa que es disposen rodejant dues subunitats de 10kDa.

Aquesta caspasa es localitza en el citoplasma de les celllules en forma de pro-
caspasa, tot i que també se'n troba en la superficie externa de la membrana cel-lular,
en menor quantitat, on alli produeix la maduraci6 de la Interleuquina-1.

Tot i que va ser una de les primeres caspases en descriure's, els estudis bioquimics
realitzats amb aquesta caspasa indiquen que no té un paper massa protagonista en
I'apoptosi'®, perd si que pot ésser important en d'altres tipus de mort fisioldgica com
per exemple l'apoptosi induida per Fas, en l'apoptosi dels macrofags infectats per

bacteris 0 en I'apoptosi dels limfocits T induida pel factor de creixement tumoral (TGF-

B)109-
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1.2.3.2 CASPASA 2 (ICH-1/Nedd2)

Aquesta caspasa codifica proteines similars a la caspasa 1 i tenen sequéncies molt
similars.

L'ARNm de ICH-1, alternativament dona lloc a dues sequiéencies diferents, una d'elles
de 435 aminoacids anomenada ICH-1, i I'altra de 312 aminoacids anomenada ICH-1.
S'ha observat que una sobreexpressid de ICH-1, en determinats tipus cel-lulars
condueix cap a l'apoptosi, mentre que una sobreexpressié de ICH-1¢ actua com a
supressor de I'apoptosi; és a dir, la caspasa 2 o ICH-1 té un paper tant en la regulacié
positiva com negativa de I'apoptosi.

Estudis in vitro han mostrat que la caspasa 2 tant pot ésser activada per la caspasa 1

com per la caspasa 3 com pel granzim B.

1.2.3.3 CASPASA 3 (CPP32)

La caspasa 3 també anomenada CPP32 (cistein proteasa de 32kDa), YAMA (nom
Hindu del Déu de la mort) o apopain, és la caspasa que millor s'ha relacionat amb
l'apoptosi. Es membre de la subfamilia CED-3 i es troba ampliament distribuida, amb
una alta expressio en les linies cel-lulars d'origen limfocitic la qual cosa suggereix que
pot ésser un important mediador de I'apoptosi en sistema immunitari. Estudis realitzats
en ratolins han observat que en abséncia de la caspasa 3 es produeix una disminucié
de l'apoptosi, indicant, per tant, la importancia d'aquesta caspasa en I'apoptosi.

De la forma inactiva de 32 kDa de pes molecular, mitjangant proteolisi, s'obtenen dues
subunitats actives de 17 a 20kDa una i de 10 a 12kDa la segona que s'uneixen per
formar un heterotetramer actiu en el qué cada subunitat per si sola no és efectiva'’.
Aquesta activacio de la caspasa 3 es duu a terme pel granzim B que actua directament
sobre la pro-caspasa 3 o bé activant una altra pro-caspasa que a la vegada activara la

caspasa 3.
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1.2.3.4 CASPASA 4 (ICH-2/TX/ICEll)

Es membre de la mateixa familia que la caspasa 1 pero té una especificitat diferent pel
substrat i és menys efica¢ en l'activacié de la pro IL-1B que la caspasa 1. Té una
distribuci6 tissular similar a la de la caspasa 1 perd amb una menor expressid; s'ha
trobat en molts teixits a excepcio del cervell.

Nivells apreciables de caspasa 4 s'han localitzat en fetge, pulmd, ovari i placenta;
organs on no es sol trobar la caspasa 1.

Aquesta caspasa sembla estar involucrada en I'activacié de la pro-caspasa 1, que es
doéna pel tall després d'un residu d'Asp en les posicions 119, 297 i 316.

Una sobreexpressio d'aquesta caspasa condueix a I'apoptosi.

1.2.3.5 CASPASA 5 (ICEIII/TY)

A ligual que la caspasa 4, forma part de la mateixa familia que la caspasa 1, té una
distribucio i acci6 similar a la caspasa 4 pero la seva activitat és molt menor i es troba
en els teixits en quantitats més baixes que la caspasa 4'"".

Una sobreexpressio d'aquesta caspasa també condueix a I'apoptosi.

1.2.3.6 CASPASA 6 (Mch2)

Es un membre de la familia CED-3 a l'igual que la caspasa 3 amb la qual comparteix
moltes similituds.

Codifica una proteina de 293 aminoacids amb un pes molecular aproximat de 34 kDa.
Se'n coneixen dues isoformes, una d'elles de 34 kDa anomenada Mch2a i I'altra que
conté una delecci6 corresponent als nucleodtids 119-385 de la seqiieéncia de Mch2a,
gue codifica una proteina de 204 aminoacids i un pes molecular aproximat de 23 kDa
anomenada Mch2p. Aquesta ultima, sols conté la meitat de la subunitat p20 i

probablement és cataliticament inactiva.
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Estudis realitzats en cel-lules d'insectes, s'ha observat que I'expressioé de Mch2a. i la no
expressio de Mch2p activa I'apoptosi' .

Es la caspasa 3 qui activa la pro-caspasa 6 tallant en tres llocs de residus d'Asp
(Asp23, Asp179 i Asp193) donant lloc a la formacié d'una subunitat gran (p18) i una
subunitat petita (p11) que formen la caspasa 6. Pero alguns estudis realitzats en

ratolins també han demostrat que pot ésser la caspasa 6 qui activi la pro-caspasa 3'"°.

1.2.3.7 CASPASA 7 (Mch3/ICE-LAP3/CMH-1)

També se I'anomena Mch3/JCE-LAP3/CMH-1 i forma part de la familia CED-3. Es una
proteina de 303 aminoacids que mostra moltes similituds amb la caspasa 3.
S'expressa en molts teixits fetals i també adults amb una expressié més baixa en el
cervell. La seva forma activa esta formada per dues subunitats similars a la d'altres
caspases de la seva familia.

A ligual que la caspasa 3, la caspasa 7 té una funcionalitat similar i mostra
especificitat per substractes similars. Ambdues tallen la PARP (polimerasa ADR-
ribosomal) durant I'apoptosi i aquesta accié6 es pot donar per una combinacié de
funcions entre ambdues caspases.

S'ha descrit una isoforma de la caspasa 7 que pot actuar com a regulador negatiu de

I'apoptosi'™.

1.2.3.8 CASPASA 8 (MACH/FLICE/Mch5)

Coneguda també amb el nom de MACH/FLICE, pertany a la subfamilia ICH-1/Nedd2
junt amb les caspases 6, 9i 10.

Aquesta es dona en moltes isoformes, probablement produida per unions alternatives,
algunes de les quals contenen una regié comu a les caspases.

Analisis realitzats amb Northern Blot revelen una heterogeneitat de transcripcions de

caspasa 8 que varien en quantitat i mida en diferents teixits humans.
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La caspasa 8 és activada pel granzim B. una sobreexpressio de caspasa 8 produeix
apoptosi mentre que mutacions en el residu catalitic de cisteina aboleixen el seu
potencial apoptotic.

Aquesta marcada heterogeneitat de isoformes de caspasa 8 comparada amb d'altres
caspases, podria ser un mecanisme per alguns teixits o cel-lules per a protegir-se
contra I'accié de CD95 o TNF.

La caspasa 8 recombinant és capa¢ de processar /o activar totes les caspases
conegudes incloent des de la caspasa 1 ala 7 ila9ila 10. Per tant, la caspasa 8
activa la cascada de les proteases i aquesta s'activaria per determinats estimuls com
ara el CD95 o el TNF.

El mecanisme pel que s'activa la caspasa es produeix quan aquesta caspasa s'uneix
al domini efector de mort de FADD a través d'un analeg d'aquest domini present e la
pro-caspasa 8 (forma inactiva). El reclutament de la caspasa 8 pel receptor FAS
provoca la oligomeritzacié de la caspasa 8 i la seva autoactivacio iniciant aixi la

cascada.

1.2.3.9 CASPASA 9 (ICE-LAP6/Mch6)

També se I'anomena ICE-LAP6/Mch 6. Estudis per determinar els gens relacionats
amb la caspasa 7 varen obtenir un ADN que codificava una nova proteina de 416
aminoacids amb un pes molecular de 46 kDa que es va identificar com la caspasa 9.
Aquesta caspasa forma part de la subfamilia CED-3 i dins d'aquest grup mostra una
alta similitud amb la caspasa 3. La principal diferéncia entre aquesta caspasa i la resta
de membres de la subfamilia és que en el lloc actiu hi té un residu de Gly en lloc de
Arg.

Determinacions elevades d'aquesta caspasa s'han localitzat en el cor, testicle i ovari.
La pro-caspasa 9 conté dos llocs de processament situats entre les subunitats llarga i

curta. Un d'aquests llocs és activat per la pro-caspasa 3 i l'altra pel granzim B.
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Estudis realitzats in vitro han demostrat que tant la caspasa 3 com el granzim B
activen la pro-caspasa 9 tot i que segons quin d'ells ho fa el producte té mides
diferents, de manera que si és activada per la caspasa 3, el producte generat esta
format per unes subunitats de 37 i 10 kDa, mentre que el generat pel granzim B té un
pes global de 85 kDa.

L'habilitat de la caspasa 3 per activar la pro-caspasa 9 suggereix que aquesta ultima
es troba situada en la cascada de les proteases en un nivell per sota del que ho esta la
caspasa 3 i que n'és, en part, la responsable dels posteriors canvis observats en la

cel-lula sotmesa a apoptosi.

1.2.3.10 CASPASA 10 (Mch4)

Forma part de la mateixa subfamilia que la caspasa 9, la subfamilia CED-3, i esta molt
més relacionada amb la caspasa 8 que no pas amb la resta de membres de la
subfamilia.

A ligual que la caspasa 8, té un pentapeptid en el lloc actiu i dues zones similars a
FADD en el domini N-terminal suggerint un possible paper del CD95 o del TNF en la
seva activacio.

La caspasa 10 activa s'obté del tall produit en el residu Asp 372 en la cadena
polipeptidica simple que forma el pro-enzim o pro-caspasa.

Els analisis realitzats mitjangant Northern Blot mostren que el ARNm de la caspasa 10
és present en molts teixits, amb major expressid en cor, fetge i melsa i menor
expressié en cervell, ronyo, prostata, testicle i colon.

La caspasa 10 recombinant purificada processa totes les altres caspases, incloses la
3, la 7 ila 10, mentre que ni la caspasa 3 ni la 7 poden activar la pro-caspasa 10, aixo
ens demostra que la caspasa 10 es troba situada en I'apex de la cascada d'activacio
de les caspases.

Un estudi recent suggereix que mutacions en la caspasa 10 poden estar involucrades

en la Sindrome Limfoproliferativa Autoimmune tipus 1'*°.
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1.2.4 MECANISMES D’ACTIVACIO DE LES CASPASES (Cascada de Proteases)

La cascada de les proteases és un sistema d’amplificacié. Un estimul inicial activa un
zimogen afavorint la maduracié d’un enzim actiu. El primer grup d’enzims activa un
segon grup de zimogens i aixi successivament, produint 'amplificacié de I'estimul. Un
sistema similar al de les caspases és el sistema d’'activacié del complement que déna

lloc a la coagulacio (figura 7).

Control negatiu

Bel-2i bel-x Control positiu

Citocrom c: APAF % Alliberacio — Ruptura
citocrom ¢ mitocondries

i

Pro-caspasa = Caspasa iniciadora

iniciadora
Pro-caspasa Caspasa executora

executora

Pro-caspasa
executora

Fragments

Proteina proteolitics

Figura 7. Esquema d'activacio de la cascada de les caspases

(de: Luque J, Herdez A. Biologia molecular e ingenieria genética. Harcourt 2001, pag 432)""°

De totes les caspases conegudes en les cél-lules de mamifers, en funcié del seu
moment d'activacié es poden classificar en caspases iniciadores, com ho serien les
caspases 2, 8, 91 10, i les caspases executores, com ho serien les caspases 3, 6 i

7117.
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Tal i com el seu nom indica, les caspases iniciadores son les situades en l'inici de la
cascada d'activaci6 mentre que les executores es situen en les fase finals de la
cascada i son les responsables dels canvis que es produeixen en la cél-lula. La seva
activacio es déna de manera sequencial.

Com ja s’han comentat, I'activacié de la cascada de les caspases es pot donar per

diferents vies:

e Activacié de les caspases cascada amunt: ja sigui produida per les propies

caspases o bé per 'enzim granzim B, I'lnica proteasa de mamifer capac de processar
pro-caspases de forma especifica. Aquest enzim és produit pels limfocits T citotoxics i

explica, en part, I'efectivitat citotoxica d’aquestes cel-lules.

e Activacié6 de la cascada a través d’apoptosi induida pel receptor: succeeix en

estimular receptors de la familia dels receptors de citoquines similars al TNF, com
Fas/CD95/Apo1, el receptor de TNF p55, el DR3/TRAMP/wsl-1/Apo3/LARD/AIR o el
DR4/TRAIL-R1/Apo2''81%,

Aquests receptors tenen dominis d'interaccié proteina-proteina, denominats dominis
de mort en la seva regi6 intracel-lular, els quals acoblen a pro-caspases mitjancant
molécules adaptadores. Les primeres caspases que s’activen en resposta a estimuls
extracel-lulars apoptotics com el TNF o el lligant Fas (Fas-L o CD95L) sén la caspasa
8 ila 10 i aquestes poden activar a zimogens de les caspases 1 3.

De tots ells, el sistema que millor s’ha descrit és el del receptor Fas on I'activacié dels
dominis de mort produeix el reclutament de la pro-caspasa 8. Quan aquesta pro-
caspasa s’uneix al domini de mort de la proteina FADD que, a la vegada, es troba

acoblada al receptor, la caspasa 8 és activada, probablement per autoprocessament.
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e Activaci6 mitjancant la translocacié del citocrom c de les mitocondries cap al

citoplasma: es pot donar com a resposta a un augment de la produccié de radicals
lliures (estrés oxidatiu), a un augment de la concentracié de calci citoplasmatic o a una
expressié de proteines pro-apoptotiques com bax''*'?'"'?%. Un cop en el citosol, el
citocrom c interactua amb factors activadors de I'apoptosi (Apaf). El complex format
inclou la pro-caspasa 9 que passa a forma activa per autocatalisi. La funcié de la
caspasa 9 seria I'activacio de la caspasa 3 que és considerada la caspasa central de

la fase d’execucio.

L'activacio de I'apoptosi induida pel CD95 fa que entre l'activacié de les caspases
iniciadores i les executores passin entre 60-120 minuts i és durant aquest temps que

es produeix una alteracié de la membrana mitocondrial'®*

. Aquest fet suggereix que les
caspases iniciadores han d'actuar primer sobre la mitocondria, ja sigui directa o
indirectament, per alliberar les proteines intermembrana i produir l'activaciéo de les

caspases executores.

Les caspases poden ser considerades com enzims de restriccié ja que catalitzen la
hidrolisi d’un enllag peptidic sols quan es troba a prop un residu d’acid aspartic dins
d’una sequéncia especifica. Aquests enzims tenen un locus que reconeix la seqiéncia
diana i un locus actiu on el centre catalitic es troba amb el residu de cisteina i un
residu d'histidina'"’. El locus que reconeix el residu d’acid aspartic és el que confereix
especificitat a 'enzim i permet que s’uneixi al péptid de tal manera que I'enllag peptidic
que sera hidrolitzat quedi en linia amb el locus actiu.

L’activacié de les caspases s’ha relacionat amb la ruptura de mudltiples proteines
citoplasmatiques i nuclears que s’agrupen en proteines estructurals, proteines
reguladores de transcripcid, proteines de senyalitzacio i proteines involucrades en el

metabolisme del ADN/ARN'®,
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La caspasa 8 es troba en la punta de la cascada apoptotica i és la primera en activar-
se quan les cél-lules son estimulades amb Fas o TNF. La caspasa 8 és molt sensible a
ser inhibida per CrmA (Modificador de l'activitat de la citoquina tipus A), mentre que
d’altres caspases ho sén menys (la caspasa 10 necessita 1000 cops més CrmA per a

produir el mateix efecte).

El bcl-2 és un potent inhibidor de I'apoptosi, fet que indueix a pensar que intervé en
algun punt abans de l'activacid de les caspases executores de la mort cel-lular
(caspasa 3 i 7). S’ha evidenciat que membres de la familia del bcl-2 (per exemple bcl-
xL) tenen efecte antiapoptotic ja que, eviten la translocacié del citocrom ¢ (Apaf-2) de
la mitocondria al citoplasma'®, ja que estabilitza la membrana mitocondrial'’®. Es
produeix una activitat competitiva i de segrest del complex citosolic format per Apaf-1 i
Apaf-3 (pro-caspasa 9), evitant l'activacié de la caspasa 9 i, indirectament, de la

caspasa 3 i la 7, produint-se el bloqueig de la fase d’execuci6 de I'apoptosi.
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1.2.5 DETECCIO | MESURA DE LES CEL-LULES APOPTOTIQUES

El procés apoptotic, a diferéncia de la necrosi, es dbna en cél-lules aillades, en un
nombre escas i la seva deteccio es fa dificil si, a més a més, hi afegim que el procés té
una curta durada. Els metodes existents es basen en la detecci6 de canvis
morfologics, de la fragmentacié de 'ADN, de canvis citoplasmatics o d’alteracié de la

membrana cel-lular.

1.2.6 DETECCIO DE CANVIS MORFOLOGICS

1.2.6.1 Index Apoptotic

Nombre de cél-lules apoptdtiques per mm? de teixit tumoral'?”'* o percentatge de
cél-lules que es troben en apoptosi'®*'*®, Es conten les cél-lules en seccions tenyides
amb hematoxilina-eosina i mirades al microscopic optic. La variaci6 metodologica que
dona aquesta técnica no permet fer comparacions entre diferents estudis, perd tot i

aquestes premisses, €s el métode morfologic més utilitzat.

1.2.6.2 Microscopia electronica

Aquest métode s'utilitza per poder estudiar els canvis ultraestructurals d’una cél-lula

apoptotica individualment i obtenir informacié qualitativa.

1.2.6.3 Citometria de flux

Permet una valoracié quantitativa de cél-lules apoptotiques basada en una disminucio

de la llum reflectida a causa de la compactacié de 'ADN.
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1.2.7 DETECCIO DE LA FRAGMENTACIO DE L’ADN

1.2.7.1 Mesurar l'activitat de I'endonucleasa

Degut a la fragmentacié de 'ADN en fragments de 180 a 200 parells de bases per les
endonucleases, I'electroforesi de 'ADN en gel d’agarosa mostra un patré tipic en

escala.

1.2.7.2 Mesurar la quantitat d’ADN per citometria de flux

A diferencia de les cél-lules necrotiques que no presenten disminucié de la quantitat

d’ADN, les cel-lules apoptotiques si, i aixd permet diferenciar-les.

1.2.7.3 Meétode TUNEL i métode ISEL

Ambdds métodes es basen en la deteccié dels fragments d’ADN per determinar el
nombre de cél-lules apoptotiques'®*. Aquests fragments sén detectats ja que en
I'extrem 3’hidroxil-terminal s’hi uneixen nucleotids modificats. L’ADN queda marcat i es
pot visualitzar per técniques immunohistoquimiques.

Aquesta técnica requereix especial compte ja que les cadenes d’ADN de cél-lules
mortes per necrosi poden donar resultats falsos positius, per tant, s’ha de separar les
arees on s'observa necrosi. També s’ha de tenir en compte en I'excés de digestié

proteica durant la realitzacié de la técnica.

1.2.8 DETECCIO DE CANVIS CITOPLASMATICS

1.2.8.1 Activitat enzimatica intracel-lular

Tal i com s’ha comentat préviament, les caspases tenen un paper important en
I'apoptosi, en concret en la fase d’execucio i aquestes es poden detectar mitjancant

fluorescéncia'.
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També es pot detectar I'activacié de la transglutaminasa tissular (tTG) que intervé en

el procés mitjangant determinats anticossos que la detecten immunohistoquimicament.

1.2.8.2 Canvis en el calci citoplasmatic

Durant I'apoptosi es produeix una elevacié constant del calci citoplasmatic ja que
disminueix la produccié d’energia durant el procés. Les determinacions del calci poden

utilitzar-se per identificar I'apoptosi cel-lular'®¢'%’.

1.2.8.3 Alteracio de la funcié mitocondrial

En les fases inicials de I'apoptosi es produeix una alteracié del potencial de membrana
mitocondrial. Les ceélllules sanes a diferéncia de les apoptotiques, poden
emmagatzemar alguns fluorocroms gracies a aquest potencial de membrana. Quan
aquesta capacitat es perd és un indicador de la cél-lula apoptdtica'®'3°.

S’ha observat que les cél-lules en les fases inicials de I'apoptosi expressen una

|140

proteina de 38 kDa en la membrana mitocondrial' ™, aquesta es pot detectar mitjangant

anticossos marcats, perd no és especifica ja que també apareix en les cél-lules

necrotiques™’.

1.2.9 DETECCIO DE CANVIS EN LA MEMBRANA CEL.-LULAR

1.2.9.1 Capacitat d’eliminar colorants

Les cél-lules apoptotiques tenen alterada I'arquitectura de la membrana cel-lular perd
no la seva integritat ni les seves funcions basiques, caracteristica que no es dona en
les cel-lules necrotiques. Les cel-lules en apoptosi no acumulen en el seu interior
determinats colorants com el “Trypan blau” o el “Propidium lodide” mentre que les

cél-lules necrodtiques si que els acumulen i per tant queden tenyides'## %,
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1.2.9.2 Distribucio de fosfolipids

S’ha observat que en les cél-lules apoptotiques independentment de quin hagi estat
I'estimul inductor, es produeix una redistribucié dels fosfolipids de la membrana
cel-lular, aixi, la fosfatidilserina, que normalment s’expressa en la capa interna de la
membrana cel-lular, en aquestes cél-lules ho fa en la capa externa’*'*®. Aquest canvi
es pot detectar mitjancant microscopi de fluorescéncia, citometria de flux o radiacions
gamma, utilitzant en aquest cas una proteina humana (Annexin V) marcada amb

tecneci 99m'’.
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1.3 APOPTOSI | CANCER DE MAMA

1.3.1 RELACIO ENTRE ELS GENS REGULADORS DE L’APOPTOSI | EL
CANCER DE MAMA

Una alteraci6 en els gens que regulen l'apoptosi pot desencadenar un cancer.

L’apoptosi és bloquejada pel gen bcl-2. El paper de bcl-2 fou el primer en descriure’s

essent el resultat d’'una translocacié cromosomica, t(14;18), en limfomes de cél-lula B i

ha estat reconegut com a factor de supervivéncia per a molts tipus de cél-lules'®"*.

Degut al seu efecte antiapoptotic s’ha considerat resistent a mdultiples farmacs

citotoxics.

Quan I'expressié de bcl-2 i les proteines relacionades amb bcl-x estan augmentades,
poden actuar com a potents inhibidors de l'apoptosi. El bcl-2, bcl-x, bak i bax
s’expressen en l'epiteli ductal de la mama normal i en part dels carcinomes de
mama'"*®. ’expressi6 de gens inhibidors de I'apoptosi com bcl-2 i bcl-x en els
tumors de mama varia des d'un 57 a 63.75% mentre que I'expressié de gens
afavoridors d’apoptosi com bax i bak és del 50% en tumors amb bcl-2 negatiu.

S’ha observat I'existéncia d’'una relacié entre I'expressié de bcl-2 i tumors petits (< 2
cm), amb receptors estrogénics positius i escassa proliferacié cel-lular. També s’ha

descrit relacié entre bcl-2 i grau histologic |, falta de necrosi tumoral, expressié baixa

de catepsina D i fracci6 baixa de fase S.

L’expressié de bcl-2 és un indicador de poques recidives i metastasis a distancia
mentre que I'expressié de bcl-x s’associa a un augment de metastasis en els ganglis
de l'aixella, esta relacionat amb tumors d’alt grau'’ i no s’ha observat relacié6 amb la
positivitat dels receptors hormonals ni amb I'expressié de la p53. En un treball realitzat
previament a aquesta tesi en la que es valorava I'expressié immunohistoquimica de

diversos gens com ara el bcl-2, bax, bag, p53 i la técnica de TUNEL com a métode de
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valoracié de l'apoptosi, els resultats que s'obtingueren en I'analisi multivariat mostraren
que el bcl-2 actua com a factor protector tant per la recidiva com per a la mort de la

pacient'®,

Les proteines relacionades amb els gens bcl-2 i bax aporten informacié sobre el
pronodstic del carcinoma de mama amb ganglis limfatics negatius. El bcl-2 prediu la
supervivéncia, perd el seu significat prondstic depén de I'expressié de p53'*%'° |
I'expressio de bax sembla tenir valor predictiu positiu per la resposta a la quimioterapia

en pacients pre-menopausiques amb carcinoma de mama i ganglis negatius'®’.

Dels gens promotors de I'apoptosi destaca el gen supressor de tumors p53%'2%,

Aquest gen origina apoptosi o deteccié del creixement i t& un paper important en la
quimioterapia antineoplastica ja que esta sotmés a freqlents mutacions que poden
donar lloc a resisténcies als tractaments'®. La p53 salvatge, pot aturar el cicle cel-lular
en la fase G1 quan s’ha de reparar qualsevol mutacié que s’hagi produit. Quan els
mecanismes de reparacié de I'’ADN fracassen, aleshores, la p53 pot induir apoptosi.
Els carcinomes infiltrants de mama que expressen la p53 mutada presenten pitjor
prondstic i responen pitjor al tractament quimioterapic'®*'®.

Multiples estudis intenten buscar I'existéncia d’una relacié entre I'expressio dels

diferents gens que regulen I'apoptosi i el pronostic de les pacients aixi com establir la

supervivéncia i resposta al tractament adjuvant.
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1.3.2 RELACIO ENTRE L’iNDEX APOPTOTIC | D’ALTRES PARAMETRES
1.3.2.1 Mida tumoral

Alguns estudis han trobat relacié entre un index apoptotic alt i una mida tumoral

16518 mentre que d’altres estudis no ha observat aquesta relaci6'?'®’. En un

gran
estudi realitzat préviament per Sirvent i col-laboradors'*® I'analisi multivariat mostra que

la mida tumoral és valor pronostic independent per la recidiva del tumor.

1.3.2.2 Mitosis i Index de proliferacié cel-lular (Ki-67)

El nombre de célllules apoptotiques esta en estreta relaci6 amb el nombre de
mitosis127,165,167—169.
També s’ha observat una relacid entre un Ki-67 elevat amb un index apoptotic

alt™" 17017 | 'existéncia d’aquesta relacié suggereix mecanismes reguladors genétics

comuns. L'oncogen c-myc, entre daltres, pot ésser un dels responsables ja que
promou la proliferacié cel-lular en preséncia de factors de creixement. Quan el c-myc
esta activat s'indueix la proliferacié cel-lular i I'apoptosi'’2. L’amplificaci6 del c-myc esta
associat a un index de proliferacié cel-lular elevat i un pitjor pronostic en el cancer de
mama173,174.

D’altra banda, s'ha observat que el nombre de mitosis es correlaciona amb el valor de
I'index apoptotic. Aquest fet podria suggerir I'existéncia de mecanismes que
interactuessin entre la proliferacié tumoral i l'apoptosi, els quals podrien ésser

127,129,165,167-169 Aixi
- b

associats a pitjor pronostic alguns autors han descrit I'existencia

d’'una associacié entre un alt 1A, un increment de la proliferacié cel-lular, una positivitat

3127,130,165-167,175 |176

de la p5 i la preséncia de necrosi tumora
S’ha descrit una relacié entre I'index de proliferacié cel-lular, els receptors hormonals i
la sobreexpressié de c-erbB2, de manera que la preséncia d'un alt index de
proliferacié cel-lular juntament amb una amplificaci6 de I'expressio de c-erbB2 i

receptors hormonals negatius indicava un alt risc de recidiva tumoral®".
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Quan la relacié s’establia amb la p53, una sobreexpressié de p53 juntament amb
receptors negatius i un alt index de proliferacié cel-lular indicava un tumor amb molta

agressivitat i un alt risc de recidiva®.

1.3.2.3 Grau histologic

L'index apoptotic en el grau Il pot ésser el doble que en el grau |, mentre que el grau Il
tindria un valor intermedi'?”:'%130132.165 " Ajx% indica que tumors poc diferenciats amb

una proliferacié cel-lular alta, tenen un index apoptotic alt.

1.3.2.4 Ploidia de I'’ADN i fraccio de la fase S

S’ha observat una relacié positiva entre apoptosi i aneuploidia'"'®’. L

index apoptotic
és, al voltant, d’un 30% més elevat en els tumors aneuploides que en els diploides’’.
Un fet similar es produeix amb la fraccié de la fase S que mostra una relacio positiva
amb l'index apoptotic'?”'®”.

En el carcinoma ductal in situ s’observa una associacié6 amb els receptors hormonals

positius, bcl-2 positiu, ADN diploide i baix index proliferatiu®.

1.3.2.5 Receptors d’estrogens i progesterona

127167 mostren

Dos estudis que inclouen més de 1000 casos de carcinoma de mama
una relacié entre receptors hormonals negatius i un index apoptotic elevat. Els tumors
amb receptors estrogenics positius acostumen a tenir un index apoptotic menor que
els tumors amb receptors estrogenics negatius. Uns resultats similars s’'observen amb
els receptors de progesterona.

Altres treballs amb séries menors no obtenen els mateixos resultats'®>""’.

Tot i aix0, en general, es pot concloure que existeix una relacid inversa entre els

receptors i I'index apoptotic.
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1.3.2.6 p53

El paper que te la p53 en la proliferacié cel-lular i en I'apoptosi encara no esta aclarida
del tot. Tal i com hem comentat, la p53 salvatge pot aturar el cicle cel-lular en la fase
G1 inhibint la proliferacié cel-lular. D’altra banda també pot regular una major expressio
de bax i disminucié del bcl-2 afavorint I'apoptosi'’®, per tant, mutacions en el gen de la
p53, que afavoreixen la sobreexpressié de formes mutants de la proteina, s'han
associat a una menor supervivéncia'’*'8*,

En els carcinomes infiltrants de mama, sovint presenten una marcada positivitat
immunohistoquimica per a p53, que sol ésser mutada amb una vida mitjana més llarga
que la p53 salvatge que és incapag de provocar I'expressié de bax i per tant perdria la
capacitat d’'induir apoptosi'®.

El percentatge de casos p53 positius publicats en la literatura oscil-la entre 11 i
58%'%>185192 E| percentatge de casos positius que es van observar en I'estudi previ'*®
fou del 19.4%, resultat sensiblement inferior a l'obtingut en treballs publicats

préviament (45.3%)'%, perd similar a d'altres treballs'®>'*,

Els tumors que expressen p53 tenen també un alt index proliferatiu'”* i també un alt

index apoptotic'? 1318187 També s’ha associat a un pitjor pronostic'®.

Alguns treballs han trobat una correlacié entre un cumul de p53, negativitat per als
receptors d’estrogens, tumors d’alt grau, afectacié de ganglis limfatics, index mitotic
elevat i augment de la proliferacié cel-lular'’’. D’altres han relacionat la p53 amb
apoptosi i necrosi'”.

Se sap que la mutacié de la p53 promou la progressié tumoral reduint I'apoptosi, pero
els efectes de la inactivacié de la p53 no estan clars. Es creu que podrien produir una

pérdua del control del cicle cel-lular, augment de la proliferacié cel-lular i més

apoptosi'”’.
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1.3.2.7 Bcl-2

Aquest, s’expressa en el carcinoma ben diferenciat de mama amb receptors

hormonals positius™*. El bcl-2 és un inhibidor de I'apoptosi'® i les troballes observades

en el cancer de mama aixi ho demostren'3%132.167.194,
L’index apoptotic és un 30% més petit en els tumors bcl-2 positius que en els bcl-2

negatius'?’

i 'expressié immunohistoquimica és inversament proporcional a I'index
apoptotic’®. Existeix una relacié entre la preséncia de bcl-2 i la resposta a la terapia
endocrina, fins hi tot major que en el cas dels receptors hormonals'®. El bcl-2 esta
associat a tumors de mida petita, receptors hormonals positius, baix grau histologic,
estadi inicial i MIB-1 baix'*®?%. Aquesta relacié també s’observa en el carcinoma

ductal “in situ”.

Tal i com s'ha comentat, en l'estudi realitzat previ a la tesi, els resultats mostraren que
el bcl-2 actua com a factor protector tant per la recidiva tumoral com per la mort de la
pacient a ligual que daltres séries'®*'°%29120% ot | que alguna publicada mostra
resultats diferents®”. El percentatge de casos bcl-2 positius en aquest estudi fou del

200-203,205,207-209

71.5%, resultat similar al publicat per d'altres séries 0 sensiblement

superior a d’altres realitzats amb técniques similars'’>#1%2'",

Estudis recents mostren que la positivitat del bcl-2 actua com a factor pronodstic
favorable per aquells casos de cancer de mama que rebin tractament quimioterapic o
hormonal®'®. Aquestes troballes no s6n compartides per tots els autors ja que, alguns
determinen que I'efecte del bcl-2 en la sensibilitat antineoplasica depen del tractament

anticancerigen que s'utilitzi®'®.
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1.3.2.8 Pronostic

L’index apoptotic pot tenir un gran valor pronostic. Pacients amb alt index apoptotic
presenten una supervivéncia més curta que aquelles que tenen un index apoptotic
baix'?”'%2'* Tot i aixd, alguns autors, utilitzant la técnica de TUNEL, no obtenen els

mateixos resultats'®’

, pot ésser degut a una falta d’'uniformitzacié en la metodologia i a
una falta d’especificitat ja que la técnica tenyeix també cél-lules necrotiques i cél-lules
inflamatories. En el nostre estudi, l'index apoptdtic no va mostra significacio
pronostica, en l'estudi multivariat, ni per la recidiva tumoral ni per la supervivéncia

I'® i aquests resultats son similars a dalires publicats en la

globa
literaturg'?7:129.166:169.175212.215216 " E| g1 si es va observar fou una associacié positiva
entre l'index apoptotic i els factors clinicopatologics classics de mal pronostic (mida
tumoral gran, preséncia de necrosi, alt grau histoldgic i ganglis limfatics positius)'®>2"

tant per la recidiva com per la mortalitat.

1.3.3 INDUIR APOPTOSI MITJANCANT EL TRACTAMENT

Molts agents anticancerigens maten les cél-lules induint apoptosi. Les mitocondries i el
receptor de superficie Fas son els principals mecanismes que condueixen a
I'apoptosi®'®.

La via mitocondrial es creu que és la més important en la resposta al tractament del
cancer i esta regulada per la familia de proteines del bcl-2. Una relacié positiva entre
els membres de la familia bcl-2 proapoptotics i els antiapoptotics produeix la sortida
del citocrom ¢ de la mitocondria i desencadena la mort cel-lular mitjangant la cascada
de les caspases.

El bcl-2 i bel-xL sén proteines antiapoptotiques mentre que el bax és proapoptotica i el
bag-1 és una proteina multifuncional que bloqueja 'apoptosi i interactua amb diversos

tipus de proteines, inclosa la familia del bcl-22™°.
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L’altre via que hem anomenat és la del receptor de superficie. El receptor Fas prové de

la familia de receptors de mort cel-lular dels factors relacionats amb la mort tumoral. La

unié de Fas al seu lligant (FasL) activa I'apoptosi. La disminucié de Fas s’ha observat
220

en alguns tumors, entre ells, el de mama*", mentre que FasL es sobreexpressa,

221,222

algunes vegades, en molts tumors, inclos el de mama . Alguns estudis han

demostrat que determinats agents anticancerigens requereixen la mort del receptor fas

i el seu lligant per induir mort cel-lular®®®2*,

Avui en dia no existeix cap marcador bioldgic que es pugui utilitzar, des del punt de
vista clinic, per preveure la resposta del carcinoma a la quimioterapia; mentre que, els
receptors hormonals si que permeten predir la resposta al tractament hormonal. Tot i
que els factors estudiats no poden preveure la resposta al tractament, si que s’ha vist
que fasL i bcl-2 son clars factors pronostics: pacients amb valors alt de fasL i bcl-2 baix
tenen una menor supervivencia.

Dos tercos dels carcinomes de mama son receptors hormonals positius. Aquesta
propietat es fa servir per retardar la proliferacié cel-lular amb el tractament
antiestrogénic i amb inhibidors de 'aromatasa. Estudis in vitro mostren un augment de
I'apoptosi en el tractament antiestrogenic.

La quimioterapia peroperatoria redueix I'apoptosi i la proliferacioé cel-lular i produeix un
augment de bcl-2 en el cancer de mama residual®®. Estudis experimentals in vivo o in
vitro, mostren que l'activitat mitdtica disminueix i I'index apoptotic augmenta en les

cél-lules tumorals després de I'administraci6 d’antiestrdgens com ara el Tamoxifé®.
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2.1 HIPOTESI DE TREBALL

El carcinoma de mama, tal i com s’ha comentat en la introducci6 té una alta
prevalenga avui en dia, sobretot en els paisos industrialitzats. Tot i els diversos
tractaments que existeixen encara no sén suficients per poder combatre’l i evitar la

mortalitat per aquesta patologia.

El screening per a la deteccié preco¢ del cancer de mama és la millor arma de la que
es disposa per previndre’'n la seva aparicié i per qué en cas de que es desenvolupi el
cancer, I'estadi en el que es trobi sera molt inicial i més resposta tindra al posterior

tractament.

Un cop s’ha desenvolupat el cancer, el pronostic dependra de diversos factors que

faran que aquest respongui més o menys al tractament.

Fins ara els factors pronostics que més importancia tenen sén els que fan referéncia a
caracteristiques clinico-patologiques inherents del propi tumor, coneguts com els
factors pronostics classics, com sén la mida tumoral, el grau histologic i la preséncia
de metastasis ganglionars. S’han estudiat d’altres parametres per veure si també
tenien influencia en el pronostic i en el tractament d’aquest tipus de tumor, com per
exemple I'expressid dels receptors hormonals en les cél-lules tumorals, l'index
apoptotic, I'index de proliferacié cel-lular i la sobreexpressié de determinats gens (bcl-
2, bax, bag-1) entre d'altres, amb resultats que no sén del tot uniformes en els
diferents articles publicats en la literatura o que la seva rellevanga no s’ha pogut

equiparar amb la dels factors pronostics classics.

D’altres articles fan referéncia a qué determinats tumors tenen un index apoptotic més
elevat tot i que després aixd no ha implicat un pitjor pronostic. En el tema de I'apoptosi
s’ha vist que hi intervenen diversos factors per a que la cél-lula entri en el procés de

mort programada, un cami sense retorn. Un dels elements més importants que fins ara
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s’han descobert sén las caspases, una cadena de proteases que per activaciéo en

cascada desencadenen la mort de la cél-lula.

La hipotesi que se’ns planteja a I'hora de realitzar la tesi és, per una banda veure si
I'index apoptotic, I'index de proliferacié cel-lular i 'expressié immunohistoquimica de
determinades caspases, en concret dues caspases executores com son la caspasa 3 i
la caspasa 6, tenen alguna relacié entre si 0 amb d’altres parametres estudiats o bé, si
algun d’ells presenten relacié amb el prondstic de la pacient o si més no, tenen alguna

relacio estadisticament significativa amb d’altres factors prondstics ja coneguts.
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2.2 OBJECTIUS

2.2.1 OBJECTIU PRINCIPAL

A partir de les dades cliniques que obtenim de cada pacient en el moment del
diagnostic i de les que hem anant recollint en el posterior seguiment, aixi com les
dades anatomopatologiques, es realitza una descripcid de les caracteristiques de les
pacients incloses en la serie amb el diagnostic de carcinoma ductal infiltrant
intervingudes quirdrgicament en I'Hospital Universitari Joan XXIIl des de I'any 1988
fins a 'any 2001. S’analitzaran descriptiva i comparativament totes les dades com ara
i es donara especial importancia a aquelles caracteristiques cliniques (edat),
histopatologiques (mida tumoral, estat dels ganglis limfatics, grau histologic, necrosi...)
i immunohistoquimiques (tunel, Ki-67, caspases) que tinguin especial interés en el

pronostic de la pacient.
2.2.2 OBJECTIUS ESPECIFICS

a) Revisar histologicament tots els casos de carcinoma ductal infiltrant per tal de
poder unificar els criteris histologics en el moment de gradar-los i evitar les

diferéncies de subjectivitat.

b) Recollir totes les dades clinico-patologiques necessaries per a la realitzacié del
posterior estudi estadistic, ja sigui a partir dels informes emesos en el servei
d’anatomia patologica com de les dades que consten en les histories cliniques

de cada pacient.

c) Valorar les possibles diferéncies existents entre I'expressié immunohistoquimica

de I'index apoptotic i les caracteristiques histoldgiques del tumor.

d) Valorar les possibles diferéncies existents entre I'expressié immunohistoquimica

de I'index de proliferacié cel-lular i les caracteristiques histolodgiques del tumor.
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e)

Valorar les  possibles  diferencies  existents entre  I'expressio
immunohistoquimica de les caspases i les caracteristiques histologiques del
tumor.

Valorar si entre els diferents parametres estudiats existeixen relacions

estadisticament significatives entre ells.

Veure si I'expressidé de tots aquests marcadors (caspases, Ki67 i apoptosi)
tenen implicacio pronostica tant per a la supervivencia com per a la mort de la

pacient.
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3.1 TIPUS D’ESTUDI

Estudi de cohorts retrospectiu i descriptiu

3.2 SEL.LECCIO DE LA MOSTRA

Aquest estudi inclou 210 pacients consecutives diagnosticades de carcinoma ductal
infiltrant (CDI) NOS de mama, varietat histologica més frequient d’aquest carcinoma, en
el servei d’Anatomia Patologica de I'Hospital Universitari Joan XXIII de Tarragona, des
de I'any 1988 fins a I'any 2001.
Les pacients incloses en 'estudi complien els seglents criteris d’inclusié:
1. Diagnostic de carcinoma ductal infiltrant NOS (no altres tipus histologics ni
varietats del carcinoma ductal)
2. Estadis operables en el moment del diagnostic, (pT1-pT2) de la classificacié del
TNM. Aquesta classificacio inclou:
= pT1:tumors de <20 mm
= pT2:tumors de >20 mmi <50 mm.
3. No haver rebut tractaments previs per al carcinoma com ara quimioterapia,

radioterapia o hormonoterapia.
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3.3 ESTUDI CLINIC

De cada pacient es van obtenir les seglients dades: edat en el moment del diagnostic,
tractament rebut en el moment del diagnostic (tipus de cirurgia), tractament
complementari posterior, preséncia de metastasi (local o a distancia), si es produiren
recidives posteriors, els mesos de seguiment i en cas de mort de la pacient, si aquesta
era deguda al carcinoma o a d’altres causes.

Aquesta informacié necessaria es va obtenir de les histories cliniques de cada pacient
procedents de I'arxiu de I'Hospital Universitari Joan XXIII de Tarragona o del centre

oncologic de referéncia de I'Hospital Universitari Sant Joan de Reus.

3.4 CARACTERISTIQUES HISTOPATOLOGIQUES

L’estudi histologic es va realitzar sobre mostres incloses en parafina i posteriors

seccions tenyides amb H&E.

Les peces eren rebudes en fresc en el servei d’anatomia patolodgica, es marcaven amb
tinta xinesa per poder valorar la proximitat del tumor als marges quirurgics i es
realizaven seccions d’aproximadament 1-2 mm que incloien la tumoracié i d’altres
arees sospitoses, aixi com també els marges i seccions representatives de la resta de
la peca remesa. Aquestes seccions eren incloses en parafina i després es realitzaven
seccions d’'unes 3 um i es tenyien amb hematoxilina - eosina.

De cada una d’elles es va determinar el tipus histologic, seleccionant només els CDI
per tal d’evitar la dispersio dels valors entre els diferents tipus histologics, la mida
tumoral expressada en mil-limetres, el nombre total de ganglis limfatics presents en el
buidament de l'aixella i el nombre de ganglis metastatics, el grau histologic (GDH-SBR)

i la preséncia o no de necrosi.
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3.4.1 TIPUS HISTOLOGIC

Tots els tumors inclosos en I'estudi corresponen a CDI NOS. El tipus histologic es va

determinar seguint els criteris establerts en la classificacié de la WHO*.

3.4.2 GRAU HISTOLOGIC

El GDH s’ha determinat segons el métode de Scarff-Bloom-Richardson (GDH-
SBR)%72% agmb |la modificacié establerta per Elston i Ellis?*°. Aquest métode, tal i com
ja s'ha comentat en la introduccié, permet donar el grau de diferenciacié en funcié dels
seglents parametres: atipia nuclear (1.lleu, 2.moderada o 3.severa), nombre de
mitosis (1.<5x10cga, 2. >5 i <10x10cga, 3. >10x10cga; sempre contades a 400X) i la
presencia de diferenciacié tubular (1. >75% de tdbuls en la mostra, 2. entre 10 i 75%
de tubuls en la mostra, 3. <10% de tubuls o abséncia dels mateixos).
Amb la suma de la puntuacié obtinguda per cada un dels parametres s’obté els
diferents graus de diferenciacié:

o Grau I: 3-5 punts

o Grau Il: 6-7 punts

o Grau Ill: 8-9 punts

3.4.3 NECROSI TUMORAL

S’ha valorat com a preséncia de necrosi si aquesta es donava en >10% de les

seccions revisades del component infiltrant del tumor.

3.4.4 METASTASI A GANGLIS LIMFATICS
En cas d’haver buidament ganglionar axil-lar, s’ha valorat el nombre total de ganglis

limfatics aillats i el nombre total de ganglis que presentaven metastasis pel tumor.
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3.5 DETERMINACIONS IMMUNOHISTOQUIMIQUES

Les determinacions immunohistoquimiques fetes per avaluar I'index apoptotic, I'index
de proliferacié cel-lular i les caspases s’han realitzat sobre tissue arrays. De cada un
dels 210 tumor s’ha seleccionat el bloc de parafina que contenia el fragment més
representatiu del tumor i d’aquest bloc s’ha seleccionat la zona amb més parénquima
tumoral per a fer la seccié mitjangant un punx de 5 mm de diametre maxim. Cada un
d’aquests tissue arrays s’han col-locat ordenadament en un nou bloc de parafina, de
manera que cada tissue array es podia identificar segons la seva posicié amb el cas al
qual corresponia. Cada lamineta tenia una taula adjunta en la qué constava a quin cas
s’estava valorant (figura 8).

D’aquesta manera s’ha economitzat la quantitat de material de cada tumor, la quantitat

de reactiu que s’ha d'utilitzar i el temps a I'hora de valorar cada cas.
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Figura 8. Tissue arrays
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3.5.1

INDEX APOPTOTIC (IA)

La identificacio de les cél-lules apoptotiques s’ha realitzat amb el métode TUNEL,

seguint els procediments inclosos en Apop Tag Plus In Situ Apoptosis Detection

System® (S7101 KIT, Oncor, Gaithersburg, MD).

Els passos que inclou aquest metode sén els seglents:

3.5.1.1

es desparafinen les preparacions amb xilol i es rehidraten amb alcohols
decreixents durant un total de 18 minuts i s’esbandeixen amb PBS durant 5
minuts.

A continuacié, els teixits sén digerits amb proteinasa K durant 15 minuts i
després rentats en aigua destilada i amb PBS.

Tot seguit es realitza la incubacié de les seccions en una reaccidé que conté
transferasa terminal i digoxigenina dUTP a 37°C durant 1 hora (55 per cada
preparacio a partir d’'una solucié de treball de 77\ de reacci6é buffer i 33\ de
TdT enzim, obtenint un total de 110\ Utils per a dues preparacions — aquesta
solucié s’ha de guardar en nevera o en gel i consumir-la abans de 6 hores).
Posteriorment es renten amb PBS, se’ls afegeix anticos antidigoxigenina
(65\ per preparacio) aparellat amb peroxidasa de Cochlearia armolacea (75\A
per preparacio) i es fa una incubacié durant 30 minuts a temperatura ambient.
S’esbandeixen amb PBS, se’ls afegeix 3,3’-tetraclorat de diaminobenzidina

durant 10 minuts i es contratenyeixen amb hematoxilina.

AVALUACIO DE L’INDEX APOPTOTIC

L’IA ha estat definit com el nombre de cossos apoptotics i cél-lules que mostraren

immunorreactivitat (nuclis o fragments de nuclis tenyits de color marré), contades en 5

camps de gran augment (Leica, objectiu de 40 augments, camp de 0.152mm?) i

expressats en percentatge.
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3.5.2 ESTUDI IMMUNOHISTOQUIMIC PER CASPASES
L'estudi immunohistoquimic per la determinacié de les caspases s'ha realitzat amb els
seglents anticossos: Anticos monoclonal Caspase 3 (CPP32) Ab-3 (Clona 3CSP03,
NeoMarkers), que detecta tant la forma inactiva de 32 kDa com la forma activa com la
inactiva de la caspasa 3 i Anticos monoclonal Caspase 6 (Mch 2) Ab-3 (Clona
6CSP03, NeoMarkers) que també detecta la forma activa com la inactiva de la
caspasa 6.
S’han seleccionat aquestes caspases pels segiients motius:
¢ S’han seleccionat anticossos monoclonals més especifics per intentar
obtenir uns resultats més acurats.
¢ La caspasa 3 és una caspasa executora i la que s’ha demostrat que
presenta un paper clau en I'activacié en cascada de la resta de les caspases.
¢ La caspasa 3 és la que presenta millor correlacié en I'estudi de I'apoptosi
segons la bibliografia consultada
¢ La caspasa 6 és també una caspasa executora que presenta moltes
similituds amb la caspasa 3 i que existeixen divergencies entre si és la caspasa
3 qui activa la caspasa 6 o0 a la inversa.
¢ Per la facilitat respecte d’altres caspases en la realitzaci6 de tot el
procediment per a obtenir la tinci6 immunohistoquimica en el laboratori

d’Anatomia Patologica.
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El procediment de la técnica immunohistoquimica d’aquestes dues caspases fou el

seguent:

= Les preparacions es van deixar tota la nit a I'estufa a 60°C. Posteriorment es
varen desparafinar amb Xilol durant 10 minuts i es van rehidratar
progressivament en alcohols (alcohol absolut 5 minuts, alcohol de 96° 5

minuts, alcohol de 50° 5 minuts i aigua destil-lada 5 minuts).

= A continuacié es realitza el desenmascarament antigenic amb microones i
buffer citrat (ph=6) durant 5 minuts a 800 w de poténcia i seguidament 20

minuts a 400 w, fent polsos d’ebullicio.

= Les preparacions es varen deixar reposar a temperatura ambient durant 20

minuts i després rentades amb aigua destil-lada.

= El seglent pas fou incubar-les en aigua oxigenada (al 2% en PBS) durant 10

minuts.

= Tot seguit es van rentar amb aigua destil-lada i després amb PBS durant 5
minuts (ph=7.2 —7.4).

= A continuacié es realitza la incubacié amb I'anticds primari durant 60 minuts
[Anticos monoclonal Caspase 3 (CPP32) Ab-3 (Clona 3CSP03, NeoMarkers)

i Anticos monoclonal Caspase 6 (Mch 2) Ab-3 (Clona 6CSP03, NeoMarkers)].
= Un cop passats els 60 minuts es varen rentar amb PBS durant 5 minuts.

= Es va completar la tincié6 inmunohistoquimica amb el kit Dako Peroxidasa —
DAB (1- incubacié amb el lligant durant 30 minuts i posterior rentat amb PBS
durant 5 minuts, 3- incubacié amb HRP durant 30 minuts i posterior rentat
amb PBS durant 5 minuts, 4- incubaci6 amb DAB (20A de DAB i 1 cc de

buffer substrate) durant 5 minuts
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= Posteriorment les preparacions es varen rentar amb aigua destil-lada i
finalment contratenyides amb hematoxilina i un cop rentades i deshidratades,

muntades amb DPX.

3.5.2.1 AVALUACIO DE LES CASPASES

Es va avaluar el nimero de cél-lules que mostraren positivitat, valorant positivitat
citoplasmatica i/o nuclear en funci6 de la técnica contades en 5 camps de gran
augment (Leica, objectiu de 40 augments, camp de 0.152mm?) i expressades en
percentatge.

En el cas de la caspasa 3 la tincié és majoritariament citoplasmatica i pot presentar
minima tincié nuclear.

En el cas de la caspasa 6 la tincié és unicament citoplasmatica.
3.5.3 ESTUDI IMMUNOHISTOQUIMIC PER A L’INDEX DE PROLIFERACIO
CEL-LULAR KI-67

L’estudi immunohistoquimic per a l'index de proliferacié cel-lular Ki-67 s’ha realitzat

amb l'anticos DAKO A047.
El procediment fou el seguent:

= Les seccions varen ser desparafinades, rehidratades amb alcohols

decreixents i tractades amb microones durant 5 minuts.

= Tot seguit es va realitzar la incubacié amb aigua oxigenada al 3% durant 10

minuts.
= A continuacié es varen rentar amb aigua destil-lada i posades en PBS.

= Posteriorment es va realitzar la incubacié amb serum (kit universal rabbit) i
seguidament incubacié amb l'anticds primari durant 30 minuts (a una dilucié

1:50 (40A anticos: 2cc de PBS).
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= A continuacié es rentaren amb PBS durant 5 minuts, incubades amb I'anticos
secundari durant 30 minuts i tornades a rentar amb PBS durant 5 minuts

més.

= Els seglients passos, un cop realitzada la incubacié amb l'anticos primari,

foren els mateixos que en la tincié de les caspases.

3.5.3.1 AVALUACIO DEL Ki-67

Es va avaluar el nombre de cel-lules positives (tincié nuclear), contades en cinc camps
de gran augment (Leica, objectiu de 40 augments, camp de 0.152mm?) i expressades

en percentatge.

3.6 ANALISI ESTADISTICA

El processament i analisi de les dades d’aquest estudi s’ha realitzat mitjangant el

programa estadistic SPSS versi6é 9.0 per Windows.

3.6.1 ANALISI DESCRIPTIVA

S’ha realitzat una analisi descriptiva de tots els parametres valorats en I'estudi, dels
quals, la mitjana, la desviacié estandard (DS) i el valor maxim i minim de linterval
s’han utilitzat com a variables quantitatives.

Les variables categoriques s’han descrit en termes absoluts i de freqiiéncia relativa.

3.6.2 COEFICIENT DE SPEARMAN (r de Spearman)

Es una prova no paramétrica que s’ha utilitzat per valorar les relacions existents entre
les variables numeriques o quantitatives.
Es considera que les variables estan relacionades entre si, quan el coeficient es troba

proper a 1 0 -1 (p< 0.05).
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3.6.3 ANALISI DE SUPERVIVENCIA

Les corbes de supervivéncia s’han calculat per a recidiva i supervivéncia de la pacient,

utilitzant el metode de Kaplan-Meier.

3.6.4 ANALISI DEL FACTOR PREDICTIU

La recidiva i la mort de la pacient s’han utilitzat com a variables independents.

L’analisi univariada s’ha realitzat utilitzant el risc proporcional de la Cox per a calcular
el risc relatiu (RR) de les diferents variables predictives. Per a cada RR s’ha calculat
un interval de confianga del 95% (95% IC)

L’analisi multivariada s’ha realitzat utilitzant el risc proporcional de la Cox per avaluar
les variables predictives independents després de ser ajustades. Els resultats es
donen com a RR amb un IC del 95%. En el model final s’han inclos aquelles variables
que aportaven prediccié de forma significativa des del punt de vista biologic i/o

estadistic, escollides després de realitzar models multivariats parcials.
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4.1 ANALISI DESCRIPTIU

L’analisi descriptiu s’ha realitzat, per una banda, amb les variables cliniques i
anatomopatologiques dels 210 casos inclosos en I'estudi com soén:

a. Distribuci6 per edats

b. Mida tumoral

c. Grau histologic

d. Nombre de ganglis amb metastasis

e. Preséncia i/o abséncia de necrosi

f. Presencia i/o abséncia d’invasi6 limfatica

g. Seguiment de les pacients (expressat en mesos)

| per altra banda s’ha realitzat I'analisi descriptiu amb les dades obtingudes de I'estudi
immunohistoquimic com son:

a. Index Apoptotic (IA)

b. index de proliferacié cellular

c. Caspasa 3

d. Caspasa 6
Els resultats d’aquest analisi descriptiu s’exposen a continuacié separats en apartats.

Un resum dels resultats obtinguts en algunes d’aquestes dades es poden veure en la

taula 4.
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Taula 4. Analisi descriptiva de les dades clinico-patologiques de les 210 pacients

VARIABLES N (%)
MIDA TUMORAL
<20 107 (51.0)
>20i<50 103 (49.0)
GRAU HISTOLOGIC
| 63 (30.0)
[ 77 (36.7)
1] 70 (33.3)
NECROSI
si 82 (39.0)
no 128 (61.0)
INVASIO LIMFATICA
si 69 (32.9)
no 141 (67.1)
METASTASI A GANGLIS
No 126 (60.0)
1 - 3 ganglis 50 (23.8)
> 3 ganglis 34 (16.2)
RECIDIVA
si 43 (20.5)
no 167 (79.5)

En la taula es mostren algunes de les variables cliniques amb el nombre total de casos

per a cada una d’elles i el percentatge equivalent situat entre paréntesi.
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4.1.1 EDAT
La mitjanana d’edat del grup estudiat és de 58.45 amb un interval de 31 — 91 anys i
una desviacié Standard de 13.34

La distribucio de les pacients per edat es mostra en la segtent grafica (figura 9):

60 1

50

40 4

30

FREQUENCIA

20

10 A

20-40 41 -50 51 - 60 61-70 71-100
INTERVALS D'EDAT

Figura 9. Histograma de la distribucioé d’edats dels casos de I'estudi

Tal i com mostra la grafica, la majoria de les pacients de la série es troben en edats
compreses entre els 41 anys i els 70.
Els percentatges en cada interval sén:

= De menys de 40 anys: 8.6%

= 41 a 50 anys: 24.3%

= 51 a60anys: 22.4%

= 61a70anys: 26.2%

= de mésde 71 anys: 18.6%
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4.1.2 MIDA TUMORAL
La mida del tumor agrupada en dos grups, segons la classificacié del TNM, es mostra

en la seglent grafica (figura 10):

MIDA TUMORAL

108 1 107
107 A
106 -
105 |
1041 103
103
102 |
101 . .
0-20 21-50

MIDA

FREQUENCIA

Figura 10. Histograma representatiu de la mida tumoral

De les 210 pacients incloses en l'estudi, 107 (51.0%) presentaven un tumor de mida
inferior o igual a 20 mm i 103 (49.0%) casos presentaven un tumor de mida situada
entre 21 i 50 mm.

La mida tumoral mitjana és de 20.87 amb un interval de 1 — 50 i una desviaci6

Standard de 9.12.
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4.1.3 GRAU HISTOLOGIC
La distribucié del nombre de casos en funcié del grau histologic del tumor es bastant
homogenia amb uns percentatges per a cada grup molt similars, tal i com es mostra en

la grafica (figura 11).

N2 CASOS | GRAU HISTOLOGIC

OGRAUI
EGRAUII
OGRAU Il

36,7%

Figura 11. Distribucio percentual segons el grau histologic.

El 30 % dels casos presentaven un grau histologic | que corresponien a un total de 63
casos, el 36.7 % presentaven un grau Il que corresponien a un total de 77 casos i el
33.3 % presentaven un grau lll que corresponien als 70 casos restants.

La distribucié dels casos en funcié dels tres parametres que formen el grau histologic

es pot veure en les seglients taules (taula 5), (taula 6), (taula 7).
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4.1.3.1 FORMACIO DE TUBULS

Taula 5. Estadistica descriptiva de la preséncia de tubuls

TUBULS | FREQUENCIA | PERCENTATGE | % ACUMULAT
1 21 10.0 10.0
2 85 40.5 50.5
3 104 49.5 100.0

El valor 1 fa referéncia a l'existéncia de tubuls en >75% del tumor, el valor 2 a
I'existéncia de tubuls entre 10 — 75% i el valor 3 < 10% de tubuls. Tal i com es mostra
en la taula quasi el 50% dels tumors inclosos en la série presentaven poca

diferenciacié histologica.

4.1.3.2 ATIPIA CEL-LUAR

Taula 6. Estadistica descriptiva de I'atipia cel-lular

ATIPIA | FREQUENCIA | PERCENTATGE | % ACUMULAT
1 29 13.8 13.8
2 112 53.3 67.1
3 69 32.9 100.0

Els valors en I'atipia fan referencia al pleomorfisme cel-lular tal i com s’ha exposat en la

introducci6é i van de menys a més pleomorfisme. Els casos inclosos en la serie

presenten en meés d’un 50% un pleomorfisme intermedi.
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4.1.3.3 MITOSIS

Taula 7. Estadistica descriptiva del valor mitosic

MITOSIS | FREQUENCIA | PERCENTATGE | % ACUMULAT
1 99 471 47.4
2 45 21.4 68.9
3 65 31.0 100.0
PERDUTS 1 PERDUT

El valor 1 fa referéncia a I'existéncia de 0 a 9 mitosis per 10 camps de gran augment,

el valor 2 de 10 a 19 i el valor 3 a > 20 mitosis / 10 cga. Aixi veiem que I'index mitosis

dels casos de la série és baix quasi en un 50%.

4.1.4 GANGLIS LIMFATICS

Dels 210 casos inclosos en la seérie, la majoria no tenien ganglis amb metastasis tal i

com es mostra en la seglent taula (taula 8), (figura 12).

Taula 8. Estadistica descriptiva de les metastasis dels ganglis limfatics

GANGLIS FREQUENCIA PERCENTATGE % ACUMULAT
NO METASTASIS 126 60.0 60.0
1 —3 GANGLIS 50 23.8 83.8
>3 GANGLIS 34 16.2 100.0
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Figura 12. Distribucié percentual de les metastasis ganglionars.
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4.1.5 PRESENCIA I/0 ABSCENCIA DE NECROSI TUMORAL
Els resultats de la valoracié de la preséncia o no de necrosi en el si del tumor es

mostren en la seglent taula (taula 9).

Taula 9. Estadistica descriptiva de la preséncia de necrosi

NECROSI FREQUENCIA PERCENTATGE % ACUMULAT
NO 128 61.0 61.0
SI 82 39.0 100.0

Tal i com es pot observar en la taula, més del 50% dels casos inclosos en la serie no
presentaven necrosi tumoral.
La representacié grafica d’aquestes dades es pot observar en la grafica seglent

(figura 13).

NECROSI TUMORAL

70%1  61,00%

60% |
O 50% -
- 39,00%
£ 40%
S 30% -
[l
W 20%

10% -

0%

NO sl
PRESENCIA / ABSCENCIA

Figura 13. Distribucio percentual de la preséncia i/o abséncia de necrosi
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4.1.6 PERMEACIO LIMFATICA
En la seglient taula es poden veure el nombre de casos amb permeacio vascular i el

percentatge equivalent (taula 10).

Taula 10. Estadistica descriptiva de la preséncia d’invasio limfatica

INVASIO LIMFATICA | FREQUENCIA PERCENTATGE % ACUMULAT

NO 141 67.1 67.1

Si 69 32.9 100.0

La majoria de casos (67.1%) de la nostra série no presenten permeacio limfatica. Sén
tumors que per la seva mida i el seu TNM es poden operar i acostumen a tenir millor

pronostic (figura 14).

INVASIO LIMFATICA
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S 60% -
=
E 40% - 32,90%
&
& 20% -
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0% T 1

NO Sl
PRESENCIA/ ABSCENCIA

Figura 14. Distribucio percentual de la preséncia d’invasio limfatica
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4.1.7 iINDEX APOPTOTIC

L’index apoptotic realitzat mitjancant la técnica de TUNEL es ha donat els resultats

gue es mostren en la seglent taula (taula 11).

Taula 11. Estadistica descriptiva dels resultats immunohistoquimics mitjangant la

técnica de TUNEL de I'index Apoptotic

CEL. POSITIVES (%) | FREQUENCIA | PERCENTATGE | % ACUMULAT
0 % 41 19.5 19.5
>0-1% 46 21.9 41.4
>1-5% 108 51.4 92.9
>5% 15 71 100.0

Tal i com es mostra en la taula, més del 50% dels casos tenien entre 1 — 5% de

cel-lules i/o0 cossos apoptotics mentre quasi un 20 % no en tenien (figura 15), (figura

16), (figura 17).
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50%
40% A
30%
20%

19,50%

iINDEX APOPTOTIC

21,90%

51,40%

PERCENTATGE
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7,10%

0%

>0-1

>1-5

>5

Figura 15. Distribucio percentual de I'index apoptotic

87






RESULTATS

Figura 16. Cel-lules i/o cossos apoptotics. Cas amb alt index apoptotic (TUNEL x400)

Figura 17. Cél-lules i/o cossos apoptotics. Cas amb baix index apoptotic (TUNEL
x400)
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4.1.8 INDEX DE PROLIFERACIO CEL-LULAR (KI-67)

Els resultats obtinguts del Ki-67 s’han agrupat en diferents intérvals. Tan sols en 1 dels
210 casos no s’ha obtingut cap resultat degut a perdua del material del cas en questié
durant el procediment immunohistoquimic per a la determinaci6 de I'index de

proliferacio cel-lular.

Els resultats obtinguts es mostren en la seglent taula (taula 12).

Taula 12. Estadistica descriptiva dels resultats immunohistoquimics per a I'index de

proliferacio cel-lular.

VALOR KI 67 FREQUENCIA PERCENTATGE | %ACUMULAT
0 14 6.7 6.7
>0-5 71 34.0 40.7
>5-10 52 24.9 65.6
>10-20 43 20.5 86.1
> 20 29 13.8 100.0
PERDUTS 1 PERDUT

Com mostra la taula, només 14 casos (6.7%) no van tenir expressio
immunohistoquimica de Ki67, la resta de casos en percentatges similars en cada grup,

expressaven el marcador immunohistoquimic (figura 18), (figura 19), (figura 20).
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Figura 18. Distribucio percentual del Ki 67
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Figura 19. Determinacio immunohistoquimica per Ki-67. Cas amb un alt index de
proliferacio cel-lular (Ki-67 x400)

Figura 20. Determinacio immunohistoquimica per Ki-67. Cas amb un baix index de
proliferacio cel-lular (Ki-67 x250)
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4.1.9 CASPASA3

Els resultats de I'estudi immunohistquimic de les caspases també s’han agrupat en
grups per tal de facilitar I'estudi estadistic. Dels 210 casos inclosos en la seérie, en 4
casos no s’ha obtingut cap resultat degut a qué el material disponible s’ha agotat i/ o
malmés durant el procediment immunohistoquimic per a la determinacié de la caspasa
3 i no s’han pogut recuperar.

En funcié de la distribucié dels resultats de la determinacié immunohistoquimica de les
caspases el cut off s’ha establert en el 10%. Els resultats d’aquesta técnica es mostren

en la seglient taula (taula 13).

Taula 13. Estadistica descriptiva dels resultats immunohistoquimics per la caspasa 3.

VALOR CASPASA 3 | FREQUENCIA | PERCENTATGE | % ACUMULAT

0-10 122 59.2 59.2
11 —-100 84 40.8 100
PERDUTS 4 PERDUTS

El percentatge de casos positius es situa al voltant del 60 % (figura 21), (figura 22),

Figura 23).

CASPASA 3

70% 1
60% 1
S 40,80%
40%
30%
20% -
10% -

0% .

0-10 11-100

59,20%

PERCENTATGE

Figura 21. Distribucio percentual de la caspasa 3
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Figura 22. Caspasa 3. Cas positiu (x250)

Figura 23. Caspasa 3. Cas negatiu (x250)
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4.1.10 CASPASA 6
La caspasa 6 també presenta un cut off del 10% igual que la caspasa 3. En aquest cas
la distribucio dels casos també s’ha fet en dos grups tal i com mostra la segiient taula

(taula 14).

Taula 14. Estadistica descriptiva dels resultats immunohistoquimics per a la caspasa 6

VALOR CASPASA 6 | FREQUENCIA | PERCENTATGE | % ACUMULAT

0-10 98 471 471
11 -100 110 52.9 100.0
PERDUTS 2 PERDUTS

En aquest cas podem veure com els casos inclosos en la série presenten una
distribuci6 similar en cada un dels grups.
La representacié d’aquesta taula es pot veure en la seglent grafica (figura 24), (figura

25), (figura 26).
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Figura 24. Distribucio percentual de la caspasa 6
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4.1.11 SEGUIMENT DE LES PACIENTS

La mitjana del seguiment de les pacients ha estat 70.86 mesos amb una desviacié
Standard de 38.05 (interval 1.02 — 201.32). Sols un cas té un seguiment de tan sols 1
mes, correspon a una pacient de 55 anys que fou éxitus per causes no relacionades
amb la patologia d’estudi. La pacient amb el seguiment més llarg correspon a una
dona de 63 anys en el moment del diagnostic (1988) i que actualment esta viva sense

patologia.
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Figura 25. Caspasa 6. Cas positiu (x400)

Figura 26. Caspasa 6. Cas negatiu (x250)
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4.2 ANALISI COMPARATIU

La relaci6 existent entre les diferents variables es pot observar en la seglent taula (taula15).

Taula 15. Correlacié entre les diferents variables (r de Spearman)’

GANGL +

MIDA TM

NECROSI

INVASIO

LIM

GRAU

HISTOL

TUBULS

ATIPIA

TUNEL

CASP 3

CASP 6

Ki67

MITOSIS

-0.08
p 0.24
0.0184
p 0.79
0.0625
p 0.36
0.0118
p 0.86
-0.088
p 0.20
-0.064
p 0.35
-0.031
p 0.65
0.0043
p 0.95
-0.065
p 0.35
-0.085
p 0.22
-0.008
p 0.89
-0.059
p 0.39

EDAT

0.2918
p 0.000
0.2997
p 0.000
0.4168
p 0.000
0.1873
p 0.006
0.1552
p 0.025
0.1004
p 0.147
0.1995
p 0.004
0.0412
p 0.556
-0.1350
p 0.052
0.1592
p 0.021
0.1874
p 0.007

GANGL+

0.3489
p 0.00
0.2761
p 0.00
0.3123
p 0.00
0.2798
p 0.00
0.2555
p 0.00
0.3287
p 0.00
0.0056
p0.93
-0.105
p0.13
0.2118
p 0.00
0.3039
p 0.00
MIDA

™

0.2506
p 0.000
0.3711
p 0.000
0.3525
p 0.000
0.3128
p 0.000
0.4022
p 0.000
0.0159
p 0.821
-0.1649
p 0.017
0.2085
p 0.002
0.3437
p 0.000

NECROSI

0.2903
p 0.000
0.1407

p 0.042
0.2162

p 0.002
0.2597

p 0.000
0.0243
p0.729
-0.0509
p 0.465
0.1449

p 0.036
0.2887

p 0.000
INVASIO

LM/VAS

0.6423
p 0.00
0.6897
p 0.00
0.4711
p 0.00
0.1099
p0.11

-0.080
p 0.25
0.4782
p 0.00
0.8528
p 0.00
GRAU

HISTO

0.3443
p 0.000
0.3782

p 0.000
-0.0324
p 0.644
-0.1161
p 0.095
0.2419

p 0.000
0.4166

p 0.000

TUBULS

0.3307
p 0.00
0.0848
p0.22

-0.061

p0.38

0.4084
p 0.00
0.4882
p 0.00

ATIPIA

0.0703
p 0.31

-0.032
p 0.64
0.2818
p 0.00
0.4353
p 0.00

TUNEL

0.3793
p 0.00
0.0102
p0.88
0.1210
p 0.08

CAS-3

-0.18

p 0.00

-0.09 0.45
p0.16 p 0.00

CAS-6 Ki-67

! Els valors en negreta son estadisticament significatius amb una p <0.05.
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Tal i com es mostra en la taula, totes les variables es correlacionen entre si a excepcio
de la caspasa 3 que no té cap tipus de correlacié amb la resta de variables, mentre
que la capasa 6 mostra una correlacié negativa o inversa amb la necrosi i amb el Ki-67
i una correlacié positiva amb la caspasa 3 perd no existeix cap altre correlacié amb la
resta de variables. Entre les variables cliniques, I'edat tampoc mostra cap correlacio

amb la resta de variables.

4.2.1 ANALISI UNIVARIAT DEL RISC PROPORCIONAL DE COX PER A
MORTALITAT | RECIDIVA

L'analisi univariat per a factors prondstics (riscs proporcionals de cox) s’ha realitzat

tant per a mortalitat com per a la recidiva.

Els resultats es mostren en les seguents taules (taula 16), (taula 17).

Taula 16. Analisi univariat dels riscs proporcionals de cox per a MORTALITAT.

VARIABLES RR IC 95%
EDAT 1.0315 0,80 — 1,32
MIDA TUMOR 2.2882 1,16 — 4,50
GANGLIS + 2.9320 1,53 — 5,60
GRAU HISTOL 1.5316 1,02 - 2,28
TUBULS 2.0014 1,14 - 3,49
ATIPIA 1.8697 1,13-3,10
CASPASA 3 0.8350 0,63 —1,10
CASPASA 6 0.7123 0,38 — 1,33
Ki-67 1.3712 1,05 - 1,77
MITOSIS 1.2288 0,86 - 1,73
NECROSI 2.0527 1,09 — 3,87
INVASIO LIMF / VASC ~ 1.3247 0,70 - 2,50
TUNEL 1.3158 0,89 — 1,93
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En aquesta taula veiem com sbén els factors prondstics classics els que
estadisticament sén significatius mentre que les caspases i I'index apoptotic no tenen
significacio pronostica en I'analisi univariat.

En l'analisi univariat per a la recidiva sén les mateixes variables classiques que en el
cas de la mortalitat les que sén estadisticament significatives, és a dir, els factors
pronostics ja coneguts com son la mida tumoral, el grau histologic i I'estat dels ganglis
limfatics. A més a més en l'estudi univariat trobem que tant I'index de proliferacio
cel-lular com la necrosi son estadisticament significatius per la mortalitat mentre que

en el cas de la recidiva només ho és la necrosi i no aixi 'index de proliferacio cel-lular.

Taula 17. Analisi univariat dels riscs proporcionals de cox per a RECIDIVA.

VARIABLES RR IC 95%

EDAT 0.8897 0,70 — 1,12
MIDA TUMOR 1.8849 1,01 - 3,53
GANGLIS + 2.4696 1,34 - 4,55
GRAU HISTOL 1.3982 0,96 — 2,04
TUBULS 1.8753 1,11-3,15
ATIPIA 1.8278 1,23 — 2,96
CASPASA 3 0.9032 0,69 —1,17
CASPASA 6 0.8987 0,49 — 1,65
Ki67 1.1374 0,88 — 1,47
MITOSIS 1.1674 0,83 —1,63
NECROSI 1.8595 1,01 - 3,39
INVASIO LIMF / VASC  1.1895 0,64 — 2,21
TUNEL 1.1701 0,81 1,67
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4.2.2 ANALISI MULTIVARIAT DEL RISC PROPORCIONAL DE COX PER A
MORTALITAT | RECIDIVA

L’analisi multivariat per a la mortalitat (després de realitzar multiples models

multivariats parcials) ha mostrat anicament com a factors pronostics estadisticament

significatius la preséncia de metastasis ganglionars i I'atipia citologica tal i com es pot

observar en la taula 18.

Taula 18. Analisi multivariat del risc proporcional de cox per a MORTALITAT

VARIABLES RR IC 95%
EDAT 1.1095 08-1.5
GANGLIS + 3.5960 1.6-7.8
MIDA TUMORAL 1.0338 0.9-1.1
NECROSI 1.0865 05-2.3

INVASIO LIMF / VASC 0.5163 0.2-1.1

GRAU HISTOL 0.8997 0.2-3.5
TUBULS 1.4673 0.6-3.6
ATIPIA 2.1095 1.23 - 3.62
TUNEL 0.9843 09-1.0
CASPASA 3 0.55 0.48-1.16
Kl 67 0.9856 09-1.0
MITOSIS 1.0126 05-23

En el cas de I'analisi multivariat per a la recidiva han estat tres els factors pronostics
estadisticament significatius (taula 19). Aquests factors han estat a l'igual que en el
cas de la mortalitat, la presencia o abséncia de metastasis ganglionars i I'atipia

cel-lular perd a més a més en el cas de la recidiva també la mida tumoral.
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Taula 19. Analisi multivariat del risc proporcional de cox per a RECIDIVA

VARIABLES RR IC 95%
EDAT 0.9294 07-1.2
GANGLIS + 2.8647 14-59
MIDA TUMORAL 1.0392  1.01-1.1
NECROSI 1.2501 0.6-2.6

INVASIO LIMF / VASC  0.5580 02-1.2

GRAU HISTOL 0.5578 0.1 —-2.1
TUBULS 1.5765 0.6 -3.7
ATIPIA 1.8545 1,08 - 3,17
TUNEL 0.9661 0.9-1.1
CASPASA 3 0.59 0.3-1.2
Kl 67 0.9833 09-1.0
MITOSIS 1.2853 0.6-2.8
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4.2.3 CORVES DE SUPERVIVENCIA | RECIDIVA

1.0

Supervivencia acumulada

0 50 100 150 200 250

Seguiment (en mesos)

Figura 27. Corba de supervivéncia de Kaplan — Meier

La supervivéncia durant el primer any de seguiment és del 95.5% (IC 95%: 96.8 —100),
als dos anys la supervivencia és del 92.6% (IC 95%. 89 — 96.$%), als cinc anys
aquesta supervivencia es del 80.9% (IC 95%: 73.5 — 88.5) i als 10 anys aquesta
supervivéncia és del 70% (IC 95%: 46 — 94). Es a dir que als 10 anys al voltant dels

70% de pacients diagnosticades de carcinoma ductal infiltrant pT1 — pT2 estaran vives.
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Probabilitat acumulada
[6)]

0 50 100 150 200 250

Seguiment (en mesos)

Figura 28. Corba de Kaplan — Meier per a temps lliure de malaltia

Fent referéncia al temps lliure de malaltia, al primer any, el 98.5% (IC 95%: 96.8 — 100)
no hauran presentat recidiva tumoral, és a dir, practicament tots els casos de la serie
no han presentat recidiva tumoral durant els primers 12 mesos. Als 2 anys el 94% (IC
95%: 90.6 — 97.4), als cinc anys, el 85% (IC 95%: 78.6 — 91.4) de les pacients no
presenten recidiva de la malaltia i als deu anys, el 72% (IC 95%: 56 — 88.3).
Practicament tres quartes parts de les pacients incloses en la série no presenten

recidiva durant els deu anys segtients al diagnostic.
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Tal i com hem anant descrivint al llarg de la tesi, el carcinoma de mama és molt
freqUent avui en dia, en el nostre pais, de totes les neoplasies malignes en dones el

28% s6n de mama®. La seva incidéncia ha anant augmentat®*

i 'edat d’aparicié també
s’ha modificat al llarg del temps. Cada cop tenen més rellevanca els meétodes de
screening per a la deteccié precog per tal de poder detectar carcinomes quan les
seves dimensions encara permetin fer un tractament quirargic conservador, aixi com la
valoracio de possibles factors pronostics que ens permetin aplicar noves técniques

terapéutiques més eficaces i disminuir-ne considerablement la seva mortalitat® .

Els avencos que s’han produit al llarg dels anys en aquest camp, engloben diversos
camps, des de modificacions en el métode diagnostic fins a variacions en el
tractament. En aquest aspecte, la millora produida en els metodes de deteccié del
cancer de mama i la implantacié del screening han permeés detectar carcinomes quan
les seves mides sén suficientment petites com per aplicar un tractament quirargic
menys agressiu i junt amb la deteccié precog, augmentar-ne la supervivéncia de la
pacient®®’. També s’han produit modificacions en el tipus de tractament quirdrgic, de
manera que ha anat disminuint I'agressivitat de la intervencié, extirpant menys
parénquima mamari i ha augmentat I'is del tractament conservador. | no cal dir que en
el camp dels tractaments complementaris (tractaments hormonals, quimioterapics o
radioterapics) és on s’estan produint els avengos més importants a mesura que es van

descobrint diferents gens implicats en aquest tipus de cancer.

La deteccié d’aquests gens i I'expressio de les seves proteines han generat multiples
estudis per a determinar-ne la seva implicaci6 en el pronostic i la resposta al

tractament.
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Multiples estudis publicats®*°

en la literatura han comprovat que la resposta a aquests
tractaments depén d’'una serie de factors, alguns inherents al propi tumor i d’altres
referents a I'estat de la pacient, que en determinaran quina en sera l'evolucié i la
resposta del tumor al tractament. Aquests factors son els que coneixem com a factors
pronodstics. De tots els que se’n coneixen, els que fins ara s’han consolidat amb un

paper més important en el pronostic sén els anomenats factors prondstics classics i

que fan referéncia a caracteristiques propies i no modificables del tumor com sén la

|52-54 56-61

mida tumora , el grau histologic i 'existencia de metastasis ganglionars en el

moment del diagnostic*®>".

Com s’ha comentat en l'apartat de hipotesi i objectius d’aquest treball, la finalitat de
I'estudi és avaluar la possibilitat de nous marcadors pronostics en el cancer de mama
que permetin establir una nova linia d’'investigacio i evolucié en el tractament d’aquesta

patologia.

Els resultats obtinguts en aquest treball mostren que existeix una relacié entre la
majoria dels factors estudiats. D’aquesta manera s’ha observat que la mida tumoral,
l'estat dels ganglis limfatics, el grau histologic, I'index de proliferacié cel-lular,
I'apoptosis mesurada amb la técnica de TUNEL i I'existéncia de necrosi, mostren una
correlacio entre si. On no s’ha observat correlacié ha estat entre aquests factors i les

caspases i I'edat de les pacients.

En concret els resultats obtinguts en relacié amb els factors pronostics classics o a la

determinacié de I'index apoptotic sén similars als resultats que es mostren en els

11°8.160.164165 En quant als resultats de la determinacio

articles publicats recentmen
immunohistoquimica de les caspases, son molt pocs articles publicats en la literatura
que hagin utilitzat aquesta metodologia ja que la majoria que fan referéncia a aquests
231-233

marcadors han utilitzat la citometria de flux o la PCR per a la seva determinaci6 [

encara n’existeixen menys que I'hagin aplicat al cancer de mama®*#°. Moltes de les
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hipotesis sobre les funcions i activacions de les caspases s’han realitzat estudiant
proliferacions limfocitaries®®, on I'estudi de I'apoptosi té una amplia aplicacié en el
posterior tractament. Per tant, es necessitaran posteriors estudis en el camp de les

caspases i el cancer de mama per poder concloure’n la seva implicacio en el pronostic.

Com s’ha mencionat anteriorment, els resultats obtinguts en aquesta série han mostrat
'existéncia d’'una correlacié entre tots els factors clinico-patologics estudiats a

excepcio de I'edat de les pacients aixi com I'expressid de les caspases.

En l'analisi multivariat de la nostra série, per a la recidiva els factors que han obtingut
significacié pronostica han estat la mida tumoral, I'estat dels ganglis limfatics i I'atipia
cel-lular. Mentre que en l'analisi multivariat per a mortalitat sén I'estat dels ganglis

limfatics i I'atipia cel-lular els que han presentat valor pronostic independent.

158,161,181,237 i pUincatS

Aquests resultats son similars als que han obtingut d’altres autors
en la literatura. En un article publicat préviament'®, en el qual s’analitzava la possible
relaci6 entre els factors pronostics classics, I'index apoptotic i I'expressio
immunohistoquimica de determinats gens aixi com la seva implicacié pronostica, els
resultats que es varen obtenir en I'analisi multivariat van objectivar que la mida tumoral
era factor pronostic perd només per la recidiva. D’aquesta manera podem comprovar

com en diferents séries els resultats es confirmen i per tant la importancia de les

troballes es reafirma i adquireix més validesa.

La mida tumoral s’ha establert com el factor pronostic més important per a la recidiva
de la pacient en els casos de carcinomes infiltrants de mama amb ganglis negatius®®,
perd també s’ha vist que és factor prondstic en els casos de carcinomes amb ganglis
limfatics positius®*°. En el cas de carcinomes que tenen un component intraductal
extens que fins i tot sobrepassi en mida al component infiltrant, sempre és la mida del

component infiltrant la que en determinara el pronostic®®.
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Un estudi publicat recentment®, avalua I'evolucié en el temps dels carcinomes ductals
infiltrants en relacié a determinats parametres i els métodes de screening. En I'estudi
estableixen dos grups de seguiment, des de 1995 a 1997 i des de 1999 a 2001, i
comproven que en el primer periode, aproximadament un 37% de casos presentaven
un unic gangli metastasic en el buidament de l'aixella mentre que el percentatge del
segon periode augmenta a un 43.8% ja que en aquest segon periode disminueixen els
percentatges de pacients amb dos o més ganglis que en el primer periode eren més
elevats. Aixi conclouen que un estadi inicial, una mida tumoral petita i una disminucié
del nombre de ganglis metastasics produeix una disminucié de la mortalitat. D’aquesta
manera podem observar que existeix una relacié entre els anomenats factors de mal
pronostic (mida tumoral gran, grau histologic elevat, ganglis limfatics positius i
preséncia de necrosi tumoral) i una relacié entre els factors de bon pronostic (mida

tumoral petita, baix grau histologic, ganglis limfatics negatius i abséncia de necrosi)'*®.

Tal és la importancia de la mida tumoral com a factor pronostic per a la recidiva
tumoral, que actualment apareix en la literatura algun article que intenta determinar la
mida del tumor abans del tractament quirargic, mitjancant técniques de imatge, per a
poder seleccionar els pacients cap a un tractament primari medic o bé cap a un
tractament primari quirtrgic per tal de poder millorar el pronostic i augmentar-n’he la

supervivéncia®*'.

Altres variables estudiades com ara la preséncia de necrosi o la invasioé vascular no
han obtingut significacié estadistica ni en aquesta série ni tampoc I'han obtinguda en

d’altres estudis publicats préviament'*%#%
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L’avaluacié de I'index apoptotic mitjancant la técnica de TUNEL no ha demostrat tenir
significacié pronostica en I'analisi multivariat en la série estudiada en aquest treball.
Tal i com s’ha comentat préviament, el valor de I'index apoptotic varia en funcié dels
metodes utilitzats per a contar el nombre de cél-lules i/o cossos apoptotics, ja sigui
donant el nombre d’elements apoptotics entre 1000 o 2000 cél-lules tumorals o bé
donant el valor en percentatge d’elements apoptotics en 5 o 10 camps de gran

t1 27,130-132,205,211,215

augmen , 0 fins i tot el nombre d’elements apoptotics per mil-limetre

quadrat de tumor 216,

Diversos articles han avaluat la implicacié de I'apoptosi en el cancer de mama com a
factor pronostic. S’ha correlacionat 'lA amb la mida tumoral, la necrosi, un grau
histoldgic alt i la preséncia de ganglis limfatics positius'®*?'’. també s’ha associat a
receptors d’estrogens negatius'®'?. D’altres estudis no han mostrat que I'lA tingui

198168174 i que estigui relacionat amb la mida tumoral'?’:1%6:234,

significacié pronostica
Les diferéncies que es mostren en tots aquests estudis poden estar relacionades amb
el tipus de quantificacié de I'lA o la metodologia utilitzada per determinar-lo. En relaci6
a aquest punt, la metodologia utilitzada i el valor per expressar I'lA d’aquesta serie sén
iguals als de la série publicada recentment per Sirvent i col-laboradors'®® i els resultats
mostren que en ambdues series I'lA no té significacidé pronostica. D’aquesta manera
podem concloure que si en dos estudis diferents utilitzant la mateixa metodologia els

resultats sén iguals es reafirma que, efectivament, I'index apoptotic no és un factor

pronostic en el cas del carcinoma ductal de mama.

S’ha objectivat que en els carcinomes de mama es dbna meés apoptosi que en la
mama normal o en els tumors benignes i que I'index apoptotic és més elevat en els

carcinomes invasius®*.
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Quan s’ha realitzat I'analisi de correlacié entre variables, si que s’ha observat una
relacié entre I'index apoptotic i la resta de variables. D’aquesta manera, I'lA es troba
relacionat amb els factors pronostics classics, en concret amb els de mal pronodstic, és

a dir, a més apoptosi més grau histologic, més necrosi, més mitosis ... .

En un estudi'®, s’ha objectivat que 'index apoptotic esta associat amb una disminucié

de la supervivéncia. En un altre estudi?'® s’ha vist que I'lA és un factor predictiu de la
supervivéncia en l'analisi univariat que no es confirma amb l'analisi multivariat. En
aquest mateix estudi?'® s’objectiva que els tumors recidivants tenen un index de
proliferacidé i un index apoptotic molt més elevat que els que poden presentar els
tumors primaris i, inevitablement aixd es correlaciona amb una disminucié de la

supervivéncia del pacient.

Els resultats dels articles'"?'®

coincideixen en confirmar que I'l|A és més elevat en els
carcinomes que en el parénquima mamari normal, que els carcinomes presenten uns
indexs de proliferacio i d’apoptosi superiors indicant que aquell teixit t& un turnover
molt accelerat i que 'augment de I'apoptosi pot indicar una inestabilitat genomica que

es manifesta durant la progressié del carcinoma de mama®*.

Per tant, I'|A s’ha relacionat amb la resta de factors de mal pronostic perd no ha

mostrat tenir significacié pronodstica per se.

En lintent d’obtenir més informacié sobre I'apoptosi, molts articles dels publicats
recentment han intentat veure si no sols I'index apoptotic esta o no implicat en el
pronostic sind quin és el paper dels gens que intervenen en el procés apoptotic. En
aquesta linia d’investigacio s’han estudiat per diferents autors I'expressié de la p53 i
bcl-2. Sirvent i col-laboradors I'any 2001'' determinen que la proteina p53 actuava
com a factor prondstic independent tant per la recidiva com per la supervivéncia global
perd en un l'estudi publicat recentment també per Sirvent i col-laboradors™® en una

serie de 153 pacients, es van realitzar determinacions immunohistoquimiques per la
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p53 i els altres gens, obtenint-se en I'estudi multivariat, que només el bcl-2 actuava
com a factor protector en I'evolucié de la malaltia i només es va obtenir significacio
estadistica de la p53 per la mortalitat. En aquest aspecte, estudis recents'®®'®" han
trobat que I'expressié del bcl-2 en els cancers de mama té un valor prondstic favorable
al tractament hormonal i quimioterapic, tot i que també es comenta que I'efecte positiu

del bcl-2 depenent del tipus de farmac utilitzat.

Altres articles observen la relacié entre d’altres gens com el bag-1 i el bax amb
resultats diferents en relaci6 a la seva significacié pronodstica''®'*®?'%, Perd actualment,
les noves publicacions fan referéncia a I'estudi de les caspases en el cancer de mama.
Dels 10 membres que se’n coneixen d’aquesta familia de proteases de la cisteina, les
més extensament estudiades i publicades en la literatura sén la caspasa 3, i la
caspasa 9 i amb menys frequéncia la caspasa 6. De la resta de caspases son pocs els
articles que en trobem a la literatura. Tal i com hem comentat en la introduccié
d’aquesta tesi, la caspasa 3 és la que té un paper més important en I'activacié de la
cascada de les caspases. De totes les caspases descrites en la literatura, la caspasa 3
és la que té un paper protagonista en I'activacié de tot el procés que conduira a la mort
celllular. La importancia d’aquesta caspasa ve donada per la seva localitzacié,
estratégica, en la cascada d’activacio. A I'igual que la caspasa 6, ambdues es troben
en els passos finals de la cascada d’activacio i son les anomenades, junt amb la
caspasa 7, les caspases executores, responsables dels canvis que es produeixen en
la cél-lula i que li condicionen la mort. Per una banda, el camp d’estudi en aquesta
matéria és molt ampli ja que encara no es coneixen exactament tots els mecanismes
implicats en la cascada d’activacio de les caspases i d’altra banda els resultats que se
n’obtenen no sén uniformes en els escassos estudis publicats a la literatura i menys

els que son referents al cancer de mama.
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Determinacions immunohistoquimiques de I'expressio de les caspases no n’existeixen
masses casos publicats en la literatura. Molts dels estudis que s’han fet per determinar
I'expressio de les caspases en determinats teixits i tumors han estat realitzats amb
técniques de PCR i citometria de fluxe®®'?*. La majoria dels estudis realitzats han

110,233,236 ;

estat en processos limfoproliferatius i també en d’altres tipus de tumors com

els de pulmé®*.

En la literatura trobem dos articles que utilitzen técniques immunohistoquimiques per a
la determinacié de les caspases, en concret aquests dos articles només fan la

determinacio6 de la caspasa 3 en el cancer de mama®*2*°,

En el nostre estudi, la determinacié immunohistoquimica de la caspasa 3 i la caspasa
6 no ha demostrat, en I'analisi multivariat, tenir significacié pronostica. En I'estudi de
correlacio realitzat entre totes les variables, la caspasa 3 no mostra correlacié amb cap
dels altres parametre estudiats i tan sols la caspasa 6 ha mostrat una correlacié
negativa amb la necrosi i amb I'expressié immunohistoquimica de ki-67, i una
correlacié positiva amb la caspasa 3. Aquestes relacions, ambdues significatives
estadisticament, sén aillades. Revisant la literatura sobre la determinaci6é de caspasa 6
en teixits tumorals, sén pocs els articles publicats. No s’ha objectivat articles en la
literatura que facin referéncia a I'expressié immunohistoquimica de la caspasa 6 i el
cancer de mama, per tant es requeriran estudis posteriors per veure quina relacié
existeix realment entre la caspasa 6 i I'index de proliferacié cel-lular i entre la caspasa
3 en el cancer de mama per tal de comprovar si els resultats obtinguts en la nostra
serie son reproduibles 0 bé només ha estat un fet aillat fruit de les caracteristiques de

la mostra i del tipus d’anticos utilitzat.
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Fent la comparativa entre els nostres resultats i els resultats expressats en els dos
articles que utilitzen la mateixa metodologia per a determinar les caspases, en concret
determinen la caspasa 3, les diferencies que observen és, per una banda el diferent
anticos utilitzat. En ambdds articles es fa servir un anticos policlonal contra la caspasa
3, mentre que I'anticos utilitzat en el nostre estudi €s un anticos monoclonal i per tant
més especific. D’altra banda, en I'article publicat per Nakopoulou L i col-laboradors®*®,
I'anticos detecta tant la forma activa com la inactiva de la caspasa 3 a l'igual que ho fa
'anticds monoclonal que nosaltres hem utilitzat, mentre que l'anticds utilitzat per
Hadijiloucas | i col-laboradors®* ha fet servir un anticos policlonal perd que detecta la
forma activa de la caspasa 3. Aquests dos articles es basen en I'estudi de I'apoptosi, a
través de I'expressié immunohistoquimica de la caspasa 3, per una banda la relacié

amb les caracteristiques histopatoldgiques del teixit mamari (tumoral i no tumoral)®* i

d’altra banda per veure la relaci6 amb levolucié clinica de la pacient®™.
Determinacions de la caspasa 3 en daltres tumors d’origen no mamari®*® suggereixen

que els nivells d’expressio de la caspasa 3 es correlacionen amb la progressio de la

tumorogeénesi.

Els resultats de l'estudi estadistic realitzat per Nakopoulou L i col-laboradors®®
mostren, en I'analisi multivariat, que la immunopositivitat de la caspasa 3 té significacié
pronodstica (p=0.0294) de manera que, un augment de I'expressio de la caspasa 3 en
el carcinoma infiltrant de mama es correlaciona amb un pitjor pronostic. En I'analisi del
risc proporcional de Cox obtenen que la mida tumoral, I'estat dels ganglis limfatics i
I'estat dels receptors de progesterona son els Unics que actuen com a factors
pronostics independents en la seva serie. La diferencia d’aquests resultats respecte
dels obtinguts en la nostra serie poden també estar relacionats amb els tipus de
tumors que s’han inclos en I'estudi, nosaltres, per tal de poder unificar criteris i evitar
desviacions en els resultats només hem seleccionat els carcinomes ductals infiltrants

de mama, mentre que en aquest estudi, els resultats els han obtingut estudiant
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indistintament, carcinomes ductals com lobulars infilirants i en qualsevol estadi de la
classificacidé del TNM, a més a més, el cut off que han establert en aquest article esta
situat en el 20%, mentre que el que hem establert nosaltres en aquest estudi es situa

al 10%.

Un altre factor que pot haver influenciat en la diferencia de resultats podria ser I'anticos
que han fet servir en I'estudi realitzat per Nakopoulou L i col-laboradors®®. Han utilitzat
un anticos policlonal que detectava tant la forma activa com la inactiva de la caspasa 3
i argumenten que un augment de la caspasa 3 no implica un augment directe de
I'apoptosi perd si que sembla indicar la seva capacitat per a fer-ho. En la nostra série,
I'anticos que hem utilitzat és monoclonal i detecta tant la forma activa com la inactiva
de la caspasa 3. En relaci6 als resultats de la nostra serie la caspasa 3 no ha mostrat
cap relacié significativa en el pronostic, sols la mida tumoral i I'atipia han obtingut valor
pronostic independent per la recidiva i aquestos juntament amb I'estat dels ganglis
limfatics han presentat valor pronostic independent per la mortalitat. En aquest ultim
aspecte, els nostres resultats no son diferents als dels obtinguts en d’altres

estudis ',

Un article publicat per O’Donovan i col-laboradors®® no objectiva cap relacid
significativa entre la determinacié mitjancant Western-Blot de la caspasa 3, la mida
tumoral, I'estat dels ganglis limfatics o I'estat dels receptors hormonals. Tampoc s’han
obtinguts resultats significatius per d’altres autors quan la determinacié de la caspasa
s’ha realitzat immunohistoquimicament?'®. En aquest aspecte doncs, els resultats
obtinguts en la nostra série no mostren pas diferéncies entre els publicats en la
literatura tant si s’han determinat per métodes immunohistoquimics com per d’altres

tecniques.
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Altres estudis han analitzat les possibles diferéncies d’expressioé de la caspasa en els
diferents lesions de la mama. La tinci6 immunohistoquimica de la caspasa 3 és
basicament citoplasmatica i granular i s’observa, amb diferents graus d’intensitat,
principalment en les cellules tumorals i també en el component inflamatori que hi
pugui existir pel voltant. El parénquima mamari no tumoral no sol presentar
immunotincié o en alguns casos aquesta és d’intensitat més deébil que I'expressada pel
tumor adjacent. Un estudi comparatiu sobre I'expressio de la caspasa 3 en carcinomes
de mama, fibroadenomes i parénquima mamari normal, objectiva que els carcinomes

de mama presenten nivells més elevats de caspasa 3 que la resta de teixits®*2.

S’ha postulat que diferents graus d’apoptosi en lesions premalignes podrien reflectir un
esforc per part del teixit, per eliminar les cél-lules genéticament lesionades®'. D’altra
banda, 'augment d’expressié de caspasa 3 en els tumors respecte les cel-lules no
tumorals del seu voltant indiquen que les tumorals han canviat el seu fenotip per poder

expressar més caspasa 3.

Quant les determinacions de les caspases s’han realitzat comparant els diferents tipus
histologics de carcinomes de mama, s’ha observat que el carcinoma ductal infiltrant de
mama presenta nivells superiors de caspasa 3 que els carcinomes lobulars®*?
aquests resultats suggeririen que els mecanismes d’apoptosi entre els dos tipus

histologics podrien ser diferents.

Perd la relacié entre I'expressio de les caspases i el pronostic sembla no donar-se per
igual segons el tipus de tumor estudiat. Aixi s’ha observat que en el cas del cancer de
pulmé de cél-lula petita, un augment de I'expressié de la caspasa 3 és correlaciona

amb un millor pronodstic®*2,
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No només s’han publicat diferencies entre I'expressio de les caspases segons el tipus
de tumor, sin6 que, en el cas de la mama, alguns articles han comentat que I'expressié
de caspasa 3 es ddna tant en les lesions de mama neoplasiques com en les
preneoplasiques®®. En la série de Nakopoulou L, el 90% de la tincid
immunohistoquimica s’ha observat en el carcinoma infiltrant. Els resultats en la nostra
serie, la tincié tan per a la caspasa 3 com per a la caspasa 6 només han resultat

positives les cel-lules tumorals, mentre que els conductes no tumorals no presentaven

immunoreactivitat.

Referent a la relacié de la caspasa 3 amb d’altres gens, s’ha objectivat que el bcl-2 i
els seu homoleg bcl-xI poden prevenir el processament i I'activacié de la caspasa 3
mitjangant connexions entre les proteines de la familia del bcl-2 i les proteases de la
cisteina®**. Estudis genétics suggereixen que el bcl-2 no regula els nivells de caspasa

3 sin6 que controla el processament de la proteasa cap a la seva forma activa®?®.

La relaci6 que sembla existir entre la caspasa 3 i el bcl-2 no sembla estar del tot
estudiada en la literatura. Mentre s’ha observat que la relaci6 que mantenen la
caspasa 3 i el bcl-2 és inversa com per exemple s’ha objectivat en els limfomes B,
alguns articles descarten que aquesta correlacié sigui sempre certa ja que no s’ha
observat en d’altres drgans com ara I'epidermis, el tiroides o la mama®*. El que si s’ha
constatat més recentment és que el bcl-2 actua controlant I'alliberacié de la caspasa 3
des de l'interior de la mitocondria cap al citosol, i no només controla la sortida de la

caspasa 3 sin6 també la sortida de les caspases 2 i 9%*'.

A Tigual que I'lA, 'index de proliferacié cel-lular ha estat un dels elements que més
s’ha relacionat amb el prondstic del cancer de mama i que s’ha estudiat per veure'n la
seva implicacié en la supervivéncia de les pacients. S’ha buscat la relacié possible
entre l'expressid immunohistoquimica del Ki-67 amb daltres factors pronodstics

coneguts del cancer de mama.
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L’antigen Ki-67 és un antigen nuclear que s’expressa en totes les fases del cicle
cel-lular excepte en la fase GO i I'index de proliferacié cel-lular expressat a partir de la
tinci6 amb Ki-67 s’ha publicat com un marcador que reprodueix fiablement I'activitat

proliferativa del teixit estudiat®.

Sirvent i col-laboradors®, I'any 1995, objectiven una relacié entre I'expressié de la p53
i altres factors com el grau histologic, I'estat dels ganglis limfatics, els receptors
hormonals, I'expressié de 'oncogen c-erbB2 i 'expressié de Ki-67, i determina que els
tumors poc diferenciats amb expressié de p53 i un alt index de proliferacié cel-lular

presenten major agressivitat i alt risc de recidiva.

També s’ha constatat una correlacio positiva entre I'apoptosi i la proliferacié cel-lular,
suggerint que aquests dos processos que determinen el creixement tumoral estan

mecanicament lligats®'®.

Un article publicat per Kajiwara M i col-laboradors®*® compara I'expressié de I'index
apoptotic i el de proliferacié cel-lular i la relacié existent entre ambdos en el carcinoma
medul-lar de mama versus la resta de carcinomes de mama i defineix que la proporcié
establerta entre index apoptotic / index de proliferacié és superior en el carcinoma
medul-lar que en els altres tipus de carcinomes, indicant un alt turnover en aquest tipus
histologic de carcinoma i a més a més presenten un alt index apoptotic el qual podria
estar relacionat amb el pronostic d’aquest tipus de tumors, perd la supervivencia
comparada amb els altres tipus de carcinomes de mama (amb el mateix TNM i edat de

presentacié que el medul-lar) és similar.

En la nostra série, I'index proliferacié cel-lular definit com el percentatge de cél-lules
immunoreactives per a la tinci6 del Ki-67, en l'estudi multivariat no ha mostrat
significacié pronostica ni per la recidiva ni per la mortalitat de la pacient. Els resultats
sobre I'associacié del Ki-67 amb d’altres factors pronostics o fins i tot en la resposta al

tractament del cancer de mama no sén coincidents. Alguna série publicada presenta
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resultats similars als del nostre treball®’. En d’altres articles han relacionat I'index de
proliferaci6 amb la resposta a diversos tractaments complementaris. En aquest
aspecte, Petit T i col-laboradors®' han objectivat en I'analisi multivariat que un index
de proliferacio cel-lular > 20% i una abséncia de receptors hormonals son predictius
per una resposta clinica completa per als carcinomes de mama amb tractament

neoadjuvant basat amb antraciclines.

En aquesta mateixa linia d'investigacié, Koda M i col-laboradors®? han estudiat
I'expressié immunohistoquimica de Ki-67 i dels receptors hormonals (en concret els
receptors d’estrogens, tant a com B) en els tumors primaris de mama i en les seves
metastasis als ganglis regionals i han observat que existeix una correlacié negativa
entre els receptors i el Ki-67 que es manté tant en el tumor primari con en les

metastasis als ganglis de l'aixella.

Un altre article publicat recentment®® examina la possible associacié entre I'index de
proliferacid cel-lular i factors hormonals en el cancer de mama. En aquest aspecte
observen una disminuci6 significativa de I'index de proliferacié cel-lular en relacié6 amb
'edat de la pacient i un augment de l'index associat a un augment del pes corporal,

perod no troben relacié entre el Ki-67 i I'estat hormonal de la pacient.

Els resultats obtinguts en la nostra série sobre la determinacié de lindex de
proliferacié cel-lular mitjangant la tincié immunohistoquimica amb Ki-67, no difereixen
doncs, d’alguns dels resultats publicats en la literatura, els quals, tot i veure que I'index
de proliferacié cel-lular esta relacionat amb d’altres factors pronostics, no té per se la
mateixa significacié pronostica ni per la mortalitat ni per la recidiva. | aquests resultats
son similars tant si la determinacié de I'index de proliferacié cel-lular s’ha realitzat amb
la tinci6 immunohistoquimica Ki-67 com si s’han obtingut determinant la fraccié S del
cicle cel-lular o fins hi tot contant el nombre de mitosis observades al microscopi amb

la tincié d’H&E?® .
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Com a resum final de la discussié cal destacar la importancia dels factors pronostics
classics que es coneixen fins ara ja que, repetidament, han presenten significacié
pronostica tal i com hem anant observant en els mdltiples els articles que hem anant

mencionant en aquest treball.

D’altra banda, caldra realitzar més estudis per poder valorar el possible valor pronostic
de la determinacié de les caspases en el cancer de mama i veure’n quina en pot ser la

seva implicaci6 en I'evolucio del tumor i en la resposta al tractament.

En aquest treball, hem objectivat que la determinacié de les caspases, realitzada per
tecniques immunohistoquimiques, en el tipus histoldgic tumoral, triat per la seva alta
freqliéncia, i amb els diferents criteris d’inclusié dels casos en la nostra série, les
caspases no han presentat significacié pronostica ni per la mortalitat ni per la recidiva,
Unicament la mida tumoral i I'atipia o I'estat dels ganglis limfatics son els que han
obtingut un valor prondstic independent. Aquests resultats, com hem anant
desenvolupant en la discussié no son diferents dels que apareixen publicats en la
literatura tot i que, com també hem pogut observar, existeixen algunes discrepancies
que poden ser motivades per la diferent metodologia utilitzada, pels diferents tipus de
tumors en els quals s’ha realitzat la determinaci6 i per la manca d’'una experiéncia

extensa en el camp de les caspases.

No sén moltes les publicacions que apareixen fent referéncia a la determinacio
immunohistoquimica de les caspases i menys quan s’apliquen en I'estudi del cancer
de mama, tal i com hem pogut constatar en aquest treball. A més a més de totes les
caspases descrites, és la caspasa 3, per estar situada en un punt clau en la cascada
d’activacid, la que s’ha estudiat amb més intensitat seguida de la caspasa 9 i la 6. Pero
la resta de caspases tot i no estar situades en punts claus en la cascada, estan per

estudiar amb detall i veure’n si poden tenir o no implicacié en el prondstic dels tumors.
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A mesura que passen els anys es van descobrint nous factors que intervenen en el
mecanisme de I'apoptosi i, tot i que sembla que s’esta avangant mol en el camp de
I'apoptosi i els gens que hi estan implicats, encara ens queda molt cami per endavant
per continuar investigant en aquesta linia i poder obtenir resultats que aportin un futur
més esperangador a tots els que, d'una manera o d’'una altra, aquest procés els pugui

condicionar el pronostic o la resposta a un determinat tractament.
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CONCLUSIONS

6.1 CONCLUSIONS DESGLOSSADES

Les conclusions que s’han pogut extreure dels resultats obtinguts en aquest treball sén

les seglents:

1.

Existeix una correlacié positiva entre la majoria dels factors clinico-patologics
estudiats com sén la mida tumoral, el grau histologic, la necrosi i I'estat dels

ganglis limfatics.

En I'andlisi de correlacid, I'index apoptotic ha mostrat tenir relacié amb tots els
factors clinico-patologics estudiats excepte I'edat de les pacients i les caspases

3i6.

L’index de proliferaci6 cel-lular ha mostrat correlacié amb les variables clinico-
patologiques estudiades en aquesta serie a excepcioé de I'edat de les pacients

en el moment del diagnostic i la caspasa 3.

L'index de proliferacié cel-lular ha presentat, en l'analisi de correlaci6, una

relacié negativa amb la caspasa 6.

En l'analisi de correlacié, la determinacié immunohistoquimica de les caspases

no ha mostrat tenir relacié amb la resta de parametres estudiats.

En lanalisi multivariat, I'estat dels ganglis limfatics i I'atipia citoldgica s’han
establert com a factors pronostics independents, tan per a recidiva com per a
mortalitat, en el cas de carcinomes ductals infiltrants NOS en estadi pT1 — pT2

de la classificacié del TNM, inclosos en aquesta serie.

En l'analisi multivariat, la mida tumoral ha esdevingut factor prondstic només

per a la recidiva tumoral.
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8. En l'analisi multivariat, la mida tumoral no s’ha identificat com a valor prondstic

independent per a la mortalitat.

9. En Tlanalisi multivariat, I'index apoptotic (realitzat immunhistoquimicament
mitjangant la técnica de TUNEL) no ha mostrat ser un valor pronostic

independent ni per la recidiva ni per la mortalitat.

10. En l'analisi multivariat, I'expressié immunohistoquimica de les caspases no han

presentat valor pronodstic independent ni per la recidiva ni per la mortalitat.

11. En l'analisi multivariat, I'index de proliferacié cel-lular no ha mostrat ser un valor

pronostic independent ni per la recidiva ni per la mortalitat.
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6.2 CONCLUSIO GLOBAL

L’estudi sobre la implicacio de les caspases en el pronostic del cancer de mama no ha
obtingut una significaci6 pronostica estadisticament significativa. Al llarg de la
discussidé s’han comparat els nostres resultats amb els publicats en d’altres estudis i
s’han valorat les possibles diferéncies tant des del punt de vista de metodologia en
funci6 de les técniques, tincions i métodes de valoracid, com en els diferents resultats

per tal d’obtenir una visié critica de les possibles diferents conclusions.

Els resultats que hem obtingut en aquest estudi i en un estudi realitzat previament,
mostren que segueixen sent els factors pronostics classics coneguts els que continuen
tenint una vital importancia en el prondstic del cancer de mama i en la supervivencia

de les pacients.

Sera convenient doncs, continuar en aquesta linia d’investigacié per poder determinar
si d’altres tipus de caspases, que no s’ha valorat en aquest estudi, o d’altres factors
que intervenen en l'apoptosi poden estar involucrats en major o menor grau en el

pronostic d’aquest tipus de cancer.

Continuem tenint un ampli camp d’investigacié que requerira d’estudis posteriors amb
d’altres técniques diferents a les utilitzades en aquest estudi o valorant d’altres
aspectes de la biologia i la genetica del cancer de mama per poder obtenir més
resultats i anar desglossat tot el mecanisme apoptotic per tal de no deixar cap lligam,

que pogués tenir certa implicacié prondstica, sense estudiar.
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