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6. Discussió 
 

 

Actualment el càncer pulmó és una de les malalties amb més importància 

sociosanitària. Per aquest motiu hi ha una gran quantitat de treballs que intenten 

aprofundir en el coneixement de la seva biologia. 

En aquesta tesi doctoral s’ha volgut esbrinar el possible valor pronòstic de variables 

de biologia cel·lular implicades en el desenvolupament del tumor mitjançant les 

anàlisis de dades clíniques, anatomopatològiques, d’immunohistoquímica i de 

citometria de flux de la mostra de població escollida en aquest estudi. 

 

 

6.1 Variables clinicopatològiques 
 

Quan es relaciona l’edat dels malalts amb els tipus histològics s’observa que el 

carcinoma escatós apareix més freqüentment en malalts a partir dels 55 anys. En 

canvi, els adenocarcinomes es poden manifestar més prematurament i en el cas del 

CICG no hi ha una tendència manifesta per a cap edat. Tot i que es demostra una 

significació estadística, no hi ha una explicació raonada d’aquest fet. En un estudi 

multicèntric ja van apuntar que l’edat no era un factor pronòstic per a la neoplàsia 

de pulmó (Feld 1994). 

L’estadi clínic és una peça cabdal per avaluar el pronòstic del malalt que presenta 

un CPCNP i administrar-li després el protocol terapèutic més adient. La 

classificació utilitzada en aquesta tesi és la de Mountain i col·l. (Mountain 1987). 

Es classifiquen els tumors atenent la supervivència lliure de malaltia al cap de cinc 

anys. Segons l’estadi es pot trobar que després de cinc anys els malalts de l’estadi I 

poden sobreviure fins a un 50%, en els de l’estadi II la supervivència disminueix 

fins a un 30%, en els de l’estadi IIIA baixa a un 15%, si es troben a l’estadi IIIB 

baixa al 5% i en els de l’estadi IV només sobreviuen un 3%. Tots els malalts de 
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l’estudi han estat del mateix centre hospitalari i valorats pel mateix grup facultatiu, 

i s’ha evitat una variabilitat metodològica i tècnica a la manipulació clínica. 

Després de fer anàlisi multivariable pel que fa a la supervivència global de la 

malaltia, només s’ha trobat l’estadi com a variable amb significació independent en 

el grup de malalts estudiats en aquesta tesi. Tot i que en el grup hi ha malalts en els 

quals el seguiment ha estat de només 12 mesos, a la majoria de casos s’ha fet un 

seguiment de com a mínim 36 mesos, que es considera un temps raonable per 

valorar el comportament biològic dels carcinomes de pulmó. 

A les anàlisis de relació entre variables és interessant comentar els resultats 

obtinguts en relacionar el tipus histològic i l’estadi clínic, i es veu que un elevat 

percentatge d’adenocarcinomes es diagnostiquen clínicament a l’estadi IIIA mentre 

que els carcinomes escatosos i sobretot els CICG es troben a tots els estadis clínics 

repartits amb més o menys uniformitat. És raonable que l’adenocarcinoma es 

detecti més tard, atès el seu creixement a la perifèria del pulmó. 

Una altra variable clinicopatològica és el grau de diferenciació, però en aquest 

estudi no s’ha obtingut cap informació com a marcador pronòstic independent. 

Altres estudis realitzats anteriorment tampoc no el donen com a valorable potser, 

perquè és una variable sotmesa a subjectivitat (Sorensen 1988; Takise 1988). 

 

 

6.2 Marcadors de la proliferació: Ki-67 i PCNA 
 

Una de les característiques pròpies dels tumors malignes és l’increment de la seva 

capacitat de proliferació respecte dels teixits normals on s’originen. L’augment de 

la proliferació cel·lular és, en darrer terme, el responsable del creixement 

incontrolat del tumor. La quantificació de la proliferació cel·lular dels tumors és 

una tasca complexa. De fet, es disposa de molts procediments metodològics 

dissenyats per quantificar la proliferació tissular, però cap d’ells no és del tot 

adient. De bon principi s’utilitzaren les tècniques que feien servir timidina-H3 i 
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altres mètodes, igualment radioactius, que comportaven la necessitat d’utilitzar 

isòtops radioactius d’ una banda i teixit fresc, de l’altra. 

Gràcies a la obtenció d’anticossos dirigits contra proteïnes que s’expressen 

exclusivament a les fases actives del cicle cel·lular, és factible emprar anticossos 

específics amb tècniques d’immunohistoquímica. D’aquesta manera és possible 

quantificar in situ les cèl·lules que s’estan replicant activament. Això permet 

valorar exclusivament les cèl·lules neoplàstiques i evitar els biaixos propis dels 

procediments en els quals no existeix un control morfològic. Ki-67 i PCNA són dos 

dels antígens de proliferació més universalment investigats en diferents tipus de 

tumors, els quals també són vàlids per al CPCNP com ja s’ha comentat en el capítol 

“Bases de la tesi”. 

En aquesta tesi tots els tumors han presentat algun grau d’immunoreacció tant per 

al Ki-67 com per al PCNA. Com calia esperar, existeix una relació directa en 

l’expressió de Ki-67 i PCNA, de manera que quan un tumor expressa un alt 

percentatge de cèl·lules Ki-67 positives, sovint la taxa de cèl·lules PCNA positives 

és alta. Aquesta relació, que és estadísticament significativa, també l’han 

documentat altres investigadors (Fontanini 1992a; Kawai 1994; Tinnemans 1995). 

Quan s’han classificat els tumors per categories en funció de les seves taxes de 

proliferació, únicament s’ha pogut trobar una relació estadísticament significativa 

amb el tipus anatomopatològic CICG. Efectivament, els CICG expressen les taxes 

de proliferació més grans tant per al Ki-67 com per al PCNA. Resultats semblants 

els han publicat amb anterioritat altres autors, i així s’ha confirmat la següent 

gradació dels CPCNP en funció de la seva decreixent tassa de proliferació: CICG, 

carcinoma escatós i adenocarcinoma (Soomro 1990; Carey 1992; Kawai 1994; 

Oyama 1995; Viberti 1997; Esposito 1997b). 

D’altra banda, és molt característica la distribució estratificada en què s’expressen 

els antígens de proliferació en els carcinomes escatosos d’aquest treball, de manera 

que en aquests tumors la positivitat és manifesta més a la perifèria dels nius 

neoplàstics que no pas en el centre. Aquesta disposició del PCNA i Ki-67 en els 
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carcinomes escatosos ha estat documentada anteriorment (Carey 1992). 

Alguns investigadors han relacionat els nivells alts de Ki-67 o de PCNA amb un 

escurçament de la supervivència dels malalts amb CPCNP (Fontanini 1992b; 

Scagliotti 1993; Castellano 1996; Viberti 1997). Tot i això, també hi ha estudis que, 

com el present, coincideixen a destacar que no han trobat cap relació entre el grau 

d’expressió de PCNA i Ki-67 i la supervivència (Tungekar1991; Pujol 1996). 

 

 

6.3 Ciclines: ciclina D1 i ciclina E 
 

Tant la ciclina D1 com la ciclina E formen part de la maquinària bioquímica que 

regula el cicle cel·lular. Concretament, totes dues ciclines regulen un punt cabdal en 

la replicació cel·lular: el trànsit de G1 a S. Independentment del seu paper com a 

reguladors fisiològics del cicle cel·lular, a la ciclina D1 s’hi han atribuït funcions 

oncogenètiques en determinades neoplàsies entre les quals s’inclou el carcinoma de 

pulmó. 

La ciclina D1 està codificada pel gen CCND1 i actua normalment a l’inici del cicle 

cel·lular (fase G1) en conjunció amb la cdk4 i la cdk6. El complex (ciclina D1+ 

cdk) actua fosforilant la proteïna Rb i, per tant, inactivant-ne la influència 

inhibitòria sobre el cicle cel·lular. 

En els adenomes de paratiroide, alguns limfomes i en els carcinomes de mama, 

fetge, esòfag, cap i coll, etc., s’ha demostrat l’existència de sobreexpressió de la 

ciclina D1 per amplificació del gen. 

També s’ha implicat la sobreexpressió de la ciclina D1 en carcinomes de pulmó i, 

més concretament, en els carcinomes no microcítics. Això s’ha justificat per la 

preservació funcional del sistema Rb en molts CPCNP. Per tant, en aquests tumors 

seria necessària l’existència d’un mecanisme pel qual s’evités l’estímul inhibidor de 

l’Rb. Així, davant la hiperproducció de ciclina D1, l’Rb seria inactiu i la cèl·lula 

entraria en cicle amb més facilitat. 
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En aquesta tesi doctoral, igualment que en altres treballs publicats (Mate 1996; 

Betticher 1996) s’ha trobat que hi ha una correlació estadísticament significativa 

entre la sobreexpressió de ciclina D1 i la manca de signes de diferenciació 

citoplasmàtics. Contràriament, no s’ha trobat cap associació amb la resta de 

variables examinades, ni tan sols com a indicador de pronòstic pejoratiu. Existeixen 

diversos treballs en els quals s’ha arribat a objectivar un valor pronòstic per a la 

ciclina D1 (Keum 1999; Mishina 1999; Saitoh 2001), tot i que també hi ha treballs 

en els quals no s’ha pogut trobar significació pronòstica per a la ciclina D1 com en 

aquesta tesi (Betticher 1996; Yang 1996; Kwa 1996; Brambilla 1999; Yamanouchi 

2001). Una cosa semblant passa quan es vol relacionar la ciclina D1 amb variables 

que mesuren la proliferació cel·lular i s’han trobat moltes contradiccions entre els 

diferents investigadors. És possible que en part això es degui a la metodologia. La 

immunotinció amb la ciclina D1 és difícil. Els anticossos que estan comercialitzats 

no són comparables en sensibilitat a altres anticossos anticiclines com la A o la B. 

Tot i que probablement la ciclina D1 té poca importància a la progressió dels 

càncers de pulmó de cèl·lula no petita, alguns autors creuen que aquesta ciclina 

participa de manera activa durant les etapes inicials de la carcinogènesi (Kurasomo 

1998 ; Marchetti 1998). 

En condicions normals la ciclina E estimula la transició de la fase G1 a la fase S. 

Normalment actua al final de la fase G1, just abans de l’inici de la fase S. La seva 

detecció per tècniques d’immunohistoquímica tradueix una sobreexpressió que, a 

diferència del que li passa a la ciclina D1, no depèn de la conversió oncogènica del 

gen que codifica la ciclina E. Tot i això, el seu estudi a les neoplàsies és molt 

interessant perquè reflecteix l’estat d’estimulació d’un punt cabdal del cicle 

cel·lular. 

Dels resultats d’aquesta tesi es desprèn, d’una banda, que l’expressió de la ciclina 

D1 és independent de l’expressió de la ciclina E. Efectivament, no s’ha trobat cap 

associació entre l’expressió de totes dues ciclines. Altres investigadors han trobat 

resultats semblants (Dosaka-Akita 2001; Yamanouchi 2001). Aquests articles 
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indiquen que les vies de la ciclina D1 i de la ciclina E no són dependents i que 

probablement cada una utilitza diferents mecanismes oncogènics. 

En el nostre estudi s’ha trobat que la sobreexpressió de la ciclina E s’associa amb 

més freqüència a tipus histològics concrets (CICG i carcinoma escatós). Altres 

investigadors han trobat resultats similars (Anton 2000; Mishina 2000; Yamouchi 

2001). D’altra banda, són nombrosos els treballs que han obtingut un valor 

pronòstic en la sobreexpressió de la ciclina E (Anton 2000; Fukuse 2000; Dosaka-

Akita 2001; Muller-Tidow 2001). Malauradament no s’ha trobat el mateix en 

aquesta tesi. 

 

 

6.4 Fosfoproteïna P53 
 

En aquest estudi de recerca s’ha trobat un 72,7% de CPCNP, que presenten una 

acumulació de p53. Si més no, quan s’exclouen els casos en què la positivitat és 

dèbil i focal, el percentatge de tumors positius es redueix al 47%. Aquesta xifra 

concorda amb els resultats documentats per altres investigadors que s’apropen al 

50% (Quilan 1992; Ebina 1994; Esposito 1997b). Els treballs que utilitzen 

habitualment teixit fresc o congelat obtenen taxes de positivitat superiors als que 

utilitzen teixit fixat en formol i inclòs en parafina (McLaren 1992; Brambilla 1993; 

Passlick 1995a). 

Alguns autors han relacionat la sobreexpressió immunohistoquímica de la p53 amb 

índexs elevats d’antígens de proliferació com el Ki-67 o el PCNA. Atès a que 

l’acumulació intranuclear de la p53 comporta l’existència d’una mutació del gen, la 

visualització de la positivitat immunohistoquímica implica que el sistema de p53 no 

funciona. Per això, semblaria lògic esperar que l’anul·lació de la funció inhibidora 

de la p53 es produeixi en aquells tumors on els índexs de Ki-67 i PCNA siguin més 

grans. De fet, alguns autors han trobat una relació estadísticament significativa 

entre l’expressió de p53 i els antígens PCNA i Ki-67 (Ishida 1997; Esposito 
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1997b). De tota manera, altres autors coincideixen amb el present treball en no 

poder relacionar l’expressió de p53 amb els marcadors immunohistoquímics de 

proliferació cel·lular (Mørkve 1992; Fontanini 1993). De ben segur que això és 

degut al fet que la regulació de la proliferació en els carcinomes de pulmó implica 

nombroses vies bioquímiques, entre les quals es troba la p53. Tanmateix, sembla 

clar que la desregulació del sistema de la p53 participa a l’inici de la carcinogènesi 

pulmonar (Fontanini 1994) i és igualment probable que dins de la gènesi del 

carcinoma de pulmó sigui necessari que participin diversos oncògens i gens 

supressors (Serrano 1997). Per això, l’estat proliferatiu d’un carcinoma de pulmó 

depèn de l’acció sinèrgica de les diferents molècules implicades. 

S’ha demostrat experimentalment (Levine 1994; Lane 1994) que la p53 controla el 

cicle cel·lular en dos punts anomenats ckeckspoints. El primer regula el pas entre 

les fases G1 i S de tal manera que quan hi ha un estímul potencialment nociu per al 

DNA (radiacions ionitzants) s’impedeix qualsevol nova incorporació de cèl·lules a 

la fase S. D’aquesta manera els teixits eviten la perpetuació de mutacions. Més 

recentment, s’ha vist que la p53 controla la transició entre les fases G2 i M. 

L’adequada disjunció dels cromosomes es veu afavorida per l’acció de la p53 wild 

type. Efectivament, quan se sotmet a cultius cel·lulars en els quals s’ha suprimit el 

sistema p53 a l’acció d’inhibidors del fus acromàtic, es pot observar com amb més 

freqüència es generen elements cel·lulars tetraploides o multiploides. Això ha estat 

atribuït a la manca de control que, normalment, fa la p53. No es coneix amb 

exactitud mitjançant quins mediadors exerceix la seva acció la p53, encara que es té 

la certesa que no és a través de la p21 com passa en el pas de G1 a S. Per això, la 

disfunció de la p53 és un dels mecanismes moleculars que genera aneuploïdia. 

A partir de les premisses anteriors es pot esperar que hi hagi una relació directa 

entre l’expressió de p53 i la ploïdia, encara que quan es revisen els treballs 

publicats abunden les contradiccions en aquest punt. Així, Dalquen i Fontanini 

(Fontanini 1993; Dalquen 1997) troben una associació entre l’expressió 

augmentada de p53 i l’aneuploïdia. D’altra banda, Mørkve i Costa (Mørkve 1991; 
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Mørkve 1992; Costa 1996) coincideixen amb el present treball a no trobar cap 

relació estadísticament significativa entre totes dues variables. 

Tampoc no s’ha descobert que hi hagi cap relació entre l’expressió de p53 i el 

percentatge de cèl·lules en fase S. De nou, és fàcil trobar a la literatura publicacions 

amb resultats contradictoris (Mørkve 1991; Mørkve 1992; Costa 1996; Dalquen 

1997). Independentment de la relació estadística, els estudis que han examinat les 

mateixes mostres l’expressió de p53 i de la ploïdia mitjançant citometria de flux 

multiparamètrica, coincideixen amb el nostre en el fet que l’expressió de p53 

augmentada no es relaciona amb percentatges alts de cèl·lules en fase S. De tota 

manera, també aquí es pot invocar l’argument que no sols la p53 desregula el cicle 

cel·lular en els carcinomes de pulmó i que segurament són nombroses les molècules 

implicades en l’estat proliferatiu d’un tumor determinat. 

Independentment dels aspectes de biologia cel·lular relacionats amb la p53, 

l’hipotètic valor pronòstic que té aquest gen supressor ha estimulat nombrosos 

estudis d’investigació. Per desgràcia, els resultats que hem obtingut fins ara, 

segueixen sent poc concloents, en el sentit que són excessives les contradiccions 

existents (Volm 1992; McLaren 1992; Brambilla 1993; Passlick 1995; Fukuyama 

1997; Ishida 1997; Apolinario 1997; Konishi 1997; Dosaka-Akita 1997; Esposito 

1997b; Pastorino 1997; Rosell 1997; Vega 1997). Fins i tot s’han fet estudis en què 

l’expressió augmentada de p53 per immunohistoquímica comporta un paradoxal 

bon pronòstic (Lee 1995). En el nostre treball no s’ha trobat que els tumors p53 

positius tinguin escurçada la supervivència o el temps lliure de malaltia. 

 

 

6.5 Variables obtingudes per citometria de flux 
 

La quantificació del DNA per CMF permet establir índexs objectius del DNA 

tumoral. Salvant les distàncies, és una forma de mesurar i objectivar l’atípia d’un 

tumor. D’aquí que, hi hagi hagut nombrosos treballs que han utilitzat aquesta 
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tècnica en l’àmbit de la biologia cel·lular. 

 

 

6.5.1 Ploïdia 

 

El càncer de pulmó és una malaltia neoplàstica amb unes regulacions biològiques 

complexes. S’ha argumentat que les variables de proliferació cel·lular en els 

tumors, específicament la quantificació del DNA, poden tenir alguna importància 

de tipus pronòstic. Pot ser interessant, doncs, investigar el significat biològic en una 

sèrie de malalts tractats quirúrgicament. 

La citometria de flux és una tecnologia que dóna la possibilitat d’estudiar els 

tumors sòlids i aportar dades d’interès. Només s’han trobat set treballs que hagin 

utilitzat teixit no parafinat en estudis de ploïdia mitjançant citometria de flux (Bunn 

1983; Tirindelli-Danesi 1987; Volm 1988c; Volm 1988a; Sara 1991; Rice 1993; 

Kawai 1994). Es podria pensar que la realització d’estudis en teixit fresc, en 

optimitzar els coeficients de variació i la sensibilitat de la tècnica, millorarien els 

resultats. Efectivament, aquests estudis donen en general un percentatge més gran 

de tumors aneuploides (entre un 67% i un 96%). En aquesta tesi doctoral s’ha 

demostrat que més del 83% dels carcinomes de pulmó són aneuploides. El 

percentatge de tumors multiploides varia molt segons l’autor, de manera que 

Tirindelli−Danesi identifica un 53% de casos, Volm, Sara i Rice entre un 20 i un 

16% dels casos (Tirindelli−Danesi 1987; Volm 1988a; Sara 1991; Rice 1993). Els 

resultats obtinguts en aquest treball s’apropen més als d’aquests darrers autors. Tot 

i això, hi ha publicacions que han identificat carcinomes de pulmó multiploidies per 

sota d’un 10% (Bunn 1983; Desinan 1996). 

Les conclusions a les quals arriben els autors que utilitzen teixit fresc són 

contradictòries. Mentre que dos treballs no demostren cap valor pronòstic en la 

determinació de la ploïdia (Bunn 1983; Sara 1991), un altre relaciona directament 

l’aneuploïdia amb un pitjor pronòstic (Kawai 1994). Tot i això, hi ha estudis que 
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condicionen el pronòstic pejoratiu de la ploïdia a tipus anatomopatològics concrets 

com el carcinoma escatós (Volm 1988c; Rice 1993). Finalment, Tirindelli−Danesi 

condiciona el pronòstic més a l’índex de DNA que no pas a l’estat de la ploïdia en 

si (diploide vs aneuploide). Aquest autor relaciona l’augment de l’agressivitat 

neoplàstica amb aquells histogrames els índexs de DNA dels quals són superiors a 

2 o inferiors a 1 (Tirindelli−Danesi 1987). 

En aquesta tesi doctoral s’ha trobat, en l’anàlisi univariable, que la ploïdia té un 

valor de pronòstic independent. Però a l’anàlisi multivariable no es confirma el 

valor pronòstic per a la quantificació de DNA per citometria de flux. Per tant, 

aquests resultats se sumen als de Sara i Bunn, que tampoc no troben que la ploïdia 

tingui significació pronòstica (Bunn 1983; Sara 1991). 

Amb tot el que s’ha exposat fins ara es dedueix que tantes contradiccions 

impedeixen la utilització de la ploïdia com un marcador pronòstic independent. Tot 

i això, ens hem de preguntar quin és el motiu que els diferents treballs arribin a 

conclusions tan dispars. Una revisió de les metodologies utilitzades posa de 

manifest que els grups han utilitzat tècniques diferents. Per exemple, de les set 

publicacions revisades, només Kawai ha utilitzat, com en el present treball, la 

tècnica de Vindeløv (Kawai 1994; Vindeløv 1983). La resta d’investigadors han 

utilitzat altres tècniques que impliquen l’ús de fluorocroms diferents de l’iodur de 

propidi (bromur d’etidi, DAPI, taronja d’acridina). 

Una altra font potencial de discrepàncies que pot influir en els resultats és la 

variabilitat instrumental. Probablement, les condicions d’ajust dels citòmetres 

(linealitat del sistema, CV...) amb què s’ha analitzat cada una de les sèries és 

diferent. Aquest és un aspecte de valoració difícil, encara que en altres models 

tumorals ha motivat algunes publicacions (Wheeless 1991; Fossa 1992). Tot i que, 

en general, els estudis que han avaluat la variabilitat instrumental coincideixen en 

l’objectivitat de la CMF, també s’han plantejat algunes discrepàncies que han posat 

de manifest la necessitat d’establir sistemes objectius de comprovació, 

intrainstitucionals i interinstitucionals, semblants als utilitzats en altres tècniques de 
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laboratori. En aquest sentit, la utilització de poblacions cel·lulars molt estables, com 

els eritròcits d’au, permeten valorar consecutivament el CV i la linealitat del 

sistema, optimitzant l’ajust del citòmetre. En aquesta tesi doctoral s’han fet servir 

els eritròcits de pollastre per a aquesta finalitat (CEN, Becton & Dickinson). 

La majoria dels treballs realitzats en un període de 10 anys s’han fet amb material 

retrospectiu, o sigui, teixit fixat en formol i inclòs en parafina, amb la finalitat de 

determinar si la ploïdia pot ser un factor pronòstic independent (Zimmerman 1987; 

Volm 1988c; Van Bodegom 1989; Cibas 1989; Sahin 1990; Isabe 1990; Miyamoto 

1991; Rice 1993; Tanaka 1995; Mugüerza 1997). 

El nombre de casos valorables inclosos en el conjunt d’aquestes publicacions és de 

1.689 casos i la xifra oscil·la entre 93 i 398. D’aquets 1.238 s’han donat com a 

valorables; 851 són aneuploides, que representen un 69%, però s’observa que les 

xifres varien força segons el treball. Així, trobem valors d’aneuploïdia de fins a un 

85% (Cibas 1989), i altres de només el 45% (Zimmerman 1987). En el present 

treball el tant per cent de CPCNP aneuploides trobats és del 83,3%. Aquests 

resultats són comparables als dels estudis amb més sensibilitat en la detecció de 

tumors aneuploides entre els CPCNP i contrasta amb la mitjana obtinguda a la resta 

de publicacions. 

És difícil trobar un motiu que justifiqui l’existència de tanta variabilitat en els 

resultats publicats per les diferents sèries. No sembla que el nombre de casos 

estudiats motivi problemes de sensibilitat estadística atès que, en general, els 

diferents autors analitzen un nombre suficient de casos. 

És probable que aquestes diferències siguin degudes en part al tipus de teixit. La 

majoria utilitzen material fixat en formol i inclòs en parafina, mentre que en aquest 

estudi s’ha fet servir teixit fresc o congelat. Dels 80 casos aneuploides hi ha 13 

(16,2%) que presenten més d’una població amb un índex de DNA superior a 1. El 

percentatge de multiploides trobats als altres treballs és bastant variable i, en 

general, baix. Així, es troba que Isobe i Cibas obtenen un 11% i un 23% 

respectivament, mentre que d’altres no n’obtenen cap (Zimmerman 1987; Sahin 
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1990) o no ho mencionen (Volm 1988b; Tanaka 1995). Probablement aquestes 

diferències i d’altres poden ser degudes a la presa de mostres (material quirúrgic o 

tractat), a l’estadi de la malaltia (inicial o avançada), al nombre de mostres agafades 

per a cada cas (no és el mateix una, que tres o quatre) i a la durada del seguiment. 

En molts dels treballs esmentats es constata que els carcinomes de pulmó que tenen 

un índex de DNA diploide són menys agressius que els que el tenen superior a 1 

(aneuploide). Hi ha cinc publicacions que demostren que estadísticament hi ha un 

valor pronòstic independent (Zimmerman 1987; Isobe 1990; Sahin 1990; Miyamoto 

1991; Tanaka 1995), encara que l’estudi de Van Bodegom que va fer l’any 1989 no 

aconsegueix demostrar que l’existència d’aneuploïdia tingui implicacions 

pronòstiques, però es constata que el percentatge de cèl·lules aneuploides sí que es 

relacionen amb l’agressivitat dels tumors. 

Alguns articles limiten el valor pronòstic de la ploïdia a determinats tipus 

anatomopatològics. Així, els treballs realitzats per Isobe i Sahin l’any 1990 

defensen que els carcinomes escatosos aneuploides es comporten més 

agressivament que els diploides, independentment del grau de disseminació de la 

malaltia. En canvi, l’any 1989 Van Bodegom en el seu estudi només inclou mostres 

de carcinoma escatós, i no troba cap diferència pronòstica vinculada al fet que el 

carcinoma escatós sigui diploide o aneuploide. L’any 1988 Volm (Volm 1988b), 

estudiant un grup homogeni de malalts amb carcinoma escatós, troba que hi ha una 

relació significativa entre els aneuploides i l’escurçament de la supervivència. l’any 

1995 Tanaka, fa un estudi de malalts d’adenocarcinoma i observa que els 

adenocarcinomes diploides que estan a l’estadi I tenen millor pronòstic de 

supervivència que els aneuploides en el mateix estadi (Tanaka 1995). 

En molts dels articles on es nega el valor pronòstic independent per a la ploïdia, els 

autors suggereixen que hi ha dades i punts que relacionen aneuploïdia amb una 

agressivitat més elevada de la neoplàsia. Per exemple, Van Bodegom atribueix una 

capacitat superior de metastatitzar els tumors aneuploides que els diploides. Per a 

aquest autor els tumors diploides només recidiven localment. Volm també 
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coincideix amb Van Bodegom i esmenta que els pacients amb la fase S augmentada 

tenen una tendència superior a produir metàstasis (Volm 1988b; Van 

Bodegom1989). 

Les nombroses contradiccions recollides a la literatura conviden a una anàlisi 

acurada de tots els possibles paràmetres que poden influir en aquest tipus d’estudi. 

Fins ara tots els treballs han estat revisats de manera conjunta i pocs inclouen grups 

de poblacions de malalts homogènies. Una dada: pel que fa al grau de disseminació 

de la neoplàsia hi ha força discrepància entre els diferents estudis. Així, Cibas i Van 

Bodegom analitzen pacients amb la malaltia localitzada a l’estadi I, en canvi Isobe i 

Sahin agrupen malalts en diferents estadis. Els primers autors que investiguen 

estadis inicials subestimen la quantificació del DNA com a factor pronòstic 

independent. No obstant els investigadors que analitzen tumors de diferents estadis 

troben que els casos que són aneuploides es relacionen amb una pitjor 

supervivència dels malalts. En el present estudi la mostra poblacional escollida 

agrupa diferents tipus de CPCNP i en diferents estadis de la malaltia (I, II i IIIA). A 

l’anàlisi univariable no s’ha trobat una relació significativa amb l’índex de DNA i 

el tipus histològic ni tampoc amb l’estadi (Cibas 1989; Van Bodegom1989; Isobe 

1990; Sahin 1990). 

Pel que fa a la durada del seguiment clínic és bastant variable, hi ha treballs en què 

el període és d’uns 6 anys i d’altres en què només són de dos a tres, com també és 

el cas d’aquest estudi, tot i això, atesa l’agressivitat intrínseca del carcinoma de 

pulmó sembla que aquesta variable no hi influeixi massa. 

Un altre factor que cal tenir en compte per a la valoració conjunta de la població és 

la selecció dels tipus anatomopatològics. Mentre que uns autors només inclouen un 

tipus histològic (carcinoma escatós o adenocarcinoma), com és el cas de Van 

Bodegom, que utilitza el primer tipus, o Cibas i Tanaka, que només agafen el 

segon, altres inclouen en el seu estudi diversos tipus de CPCNP, com és el cas de 

Zimmerman, Sahin, Miyamoto o Mugüerza (Zimmerman 1987; Van Bodegom 

1989; Cibas 1989; Sahin 1990; Miyamoto 1991; Tanaka 1995; Mugüerza 1997). 
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Cal esmentar que en el conjunt d’aquestes publicacions escollides hi ha molt poca 

quantitat de carcinoma indiferenciat de cèl·lula gran. En el present estudi s’han 

inclòs diferents tipus histològics, i també s’ha trobat un nombre baix de CICG, 

representat amb un 9% aproximadament. Els més freqüents han resultat els 

carcinomes escatosos seguits dels adenocarcinomes. 

Aspectes vinculats a la tècnica emprada donen lloc a diferències. Encara que la 

majoria dels malalts que s’han escollit en aquestes publicacions havien estat 

sotmesos a intervenció quirúrgica i s’havia emprat teixit parafinat procedent de la 

peça quirúrgica, alguns autors també hi inclouen pacients als quals se’ls havia 

practicat quimioteràpia o radioteràpia, com és el cas de treball de Volm (Volm 

1988b), que inclou casos tractats amb totes dues teràpies. En el cas de l’estudi 

realitzat en aquest treball totes les mostres són de pacients sotmesos a intervenció 

quirúrgica i sense cap tractament oncològic. La tècnica utilitzada a la majoria dels 

articles és la de Hedley, amb algunes modificacions (Hedley 1983), però en alguns 

s’ha fet servir la de Bauer (Bauer 1990). En aquesta tesi, en fer servir material 

fresc, la tècnica més adient ha estat la de Vindeløv (Vindeløv 1983), la qual ha 

donat molt bon resultat, ja que és una tècnica poc complexa, ràpida i que dóna bona 

informació sobre el contingut de DNA que hi ha a les mostres. A més, es pot 

observar que els histogrames realitzats amb el material fresc i amb aquesta tècnica 

tenen molt menys fons i els CV obtinguts són més baixos si es comparen amb els 

histogrames de teixit ja parafinat aplicant la tècnica de Hedley. 

El fluorocrom utilitzat a la majoria dels treballs esmentats és el iodur de propidi, 

però hi ha tres autors que utilitzen el DAPI (4,6 diamidino-2-fenilindol) Els 

resultats obtinguts són acceptables però s’ha observat que hi ha casos en què aquest 

fluorocrom ha donat una sobreestimació de ploïdia de fins a un 10% degut a errors 

en la tinció estequiomètrica del DNA (Heiden 1990). En aquest estudi s’ha utilitzat 

el iodur de propidi com a la majoria de treballs, i hem trobat una bona qualitat en 

els resultats. 

En tots els articles s’ha escollit el mateix control, o sigui la utilització de teixit no 
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tumoral inclòs a la peça de recessió quirúrgica. Potser el que falla en aquests 

treballs és l’explicació poc detallada de la sistemàtica de l’adquisició de les dades 

pel citòmetre. Algun autor menciona que el pic diploide és el que es troba més prop 

de l’eix de coordenades, però no fa cap comentari de la utilització prèvia del 

control o la barreja del control amb el cas problema, amb la finalitat de garantir el 

pic diploide (Cibas 1989). En el present treball s’ha procedit a processar 

primerament el control per poder localitzar la posició de la població diploide i 

posteriorment poder calcular la relació entre el pic diploide i el pic de la població 

problema, amb la qual cosa s’obté l’índex de DNA. 

Pel que fa a les anàlisis dels histogrames, la majoria dels treballs utilitzen criteris 

semblants (Hiddeman 1984), però hi ha alguns autors que consideren aneuploides 

els histogrames amb un sol pic G0/G1, però amb un coeficient de variació alt. En el 

cas del treball d’Isobe (Isobe 1990), es justifica l’existència d’un únic pic G0/G1 

com a resultat de la superposició de les dues poblacions diploide i aneuploide, cal 

dir que aquesta última té un índex de DNA baix. Per poder fer una valoració 

uniforme dels histogrames és recomanable, però, centrar-se en els criteris publicats 

per Hiddeman i col·l.. l’any 1984. 

Un altre punt que cal tenir en compte és com es valoren els casos tetraploides; 

mentre Cibas i col·l. (Cibas 1989) diuen que es pot considerar un cas tetraploide 

quan el nombre de cèl·lules que es troben en el canal 4n és superior al 20% de totes 

les cèl·lules, −si és menor les consideren doblets nuclears−; altres autors com ara 

Schmidt i col·l. (Schmidt 1992) valoren la tetraploïdia respecte a les fases del cicle i 

consideren que les cèl·lules que es troben a 4n han de tenir un pic més petit a la 

zona 8n, que coincidiria amb la seva fase G2M, i que no s’ha de trobar cap pic a la 

zona 6n. Si hi fos seria de triplets. A l’article Schmidt i col·l. fan una valoració a la 

baixa del pic aneuploide en considerar com a tal per sobre del 3% d’esdeveniments 

i, tenint en compte que fan servir material parafinat, que ja dona de per si molt 

detritus; es tradueix en nombroses oscil·lacions a la línia bassal. 
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En el present treball s’han seguit també aquests últims criteris per valorar els 

tumors tetraploides, però s’ha elevat el llindar fins a un 10%, amb l’avantatge a part 

que el material era en fresc o bé congelat, el qual dona menys detritus i uns 

histogrames força clars. 

Un altre punt que s’ha de tenir en compte és la quantitat de cèl·lules inflamatòries i 

de l’estroma que poden emmascarar la població tumoral; en aquests casos cal 

obtenir més mostres d’altres zones del tumor per assegurar que hi ha una bona 

representació de la població cel·lular tumoral. Només en dos dels treballs esmentats 

es comenta la necessitat de repetir l’anàlisi quan la interpretació dels histogrames 

és dubtosa (Cibas 1989; Sahin 1990). 

El coeficient de variació és una altra variable que aporta gran quantitat 

d’informació sobre la sensibilitat del citòmetre. No s’hauria d’excloure de cap 

treball d’investigació que empri aquesta metodologia. De la sèrie d’articles 

seleccionats ni Zimmerman (1987) ni Van Bodegom (1989) ni Tanaka (1995) 

donen resultats sobre aquesta variable. 

 

 

6.5.2 Fase de síntesi 

 

Els estudis dels paràmetres de cinètica cel·lular que s’obtenen per citometria de flux 

són poc freqüents a la literatura. Alguns autors descarten intencionadament 

aquestes variables perquè les consideren poc fiables quan el material a estudiar és 

de mostres fixades en formol i incloses en parafina (Sahin 1990), o bé no fan 

referència dels paràmetres del cicle cel·lular en els seus treballs de recerca. L’any 

1988 Volm et al. amb material fresc i en un grup de malalts que estaven definits 

com d’estadi III, dedueixen que la proliferació té un valor pronòstic independent en 

els CPCNP, amb una p < 0,01. En el mateix any, fent un estudi només de 

carcinomes escatosos també arriben a la mateixa conclusió (Volm 1988b; Volm 

1988c). 
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L’escàs consens que s’ha comentat per a la ploïdia també es produeix en examinar 

la fase S, on hi ha una disparitat d’opinions. Per exemple, Cibas et al. (Cibas 1989) 

estudiant adenocarcinomes en estadi I, neguen cap relació entre la cinètica cel·lular 

i la supervivència dels malalts. De nou, cal tenir en compte les diferències a l’hora 

de seleccionar els malalts (l’estadi, els tipus histològics i els aspectes metodològics 

comentats anteriorment). 

És habitual que quan es fa una anàlisi del cicle cel·lular en quedin exclosos alguns 

casos, per la impossibilitat d’obtenir dades objectives a causa de la superposició de 

clones poblacionals. Passa el mateix quan existeixen poblacions multiploides o 

quan l’histograma és de baixa qualitat. En el nostre treball com que s’ha fet servir 

teixit fresc el percentatge de casos eliminats ha estat relativament baix: un 7%. 

Altres autors com ara Volm et al. l’any 1988 van eliminar una gran quantitat de 

casos a les seves sèries, al voltant d’un 35% (Volm 1988c). Per contra, Cibas et al. 

en el seu treball de l’any 1989 no arriben al 13%. 

El resultat de les anàlisis per citometria de flux poden donar unes certes 

discrepàncies segons del tipus de model matemàtic emprat. Això es pot comprovar 

fàcilment en qualsevol citòmetre fent servir els models que es tingui introduïts a la 

memòria de l’ordinador, si se sotmet una mateixa mostra als diferents tipus de 

models es poden trobar uns resultats diferents en funció del model. Quan es tracta 

d’una línia cel·lular les diferències poden ser petites però quan es tracta d’analitzar 

un histograma amb una població aneuploide, segons el model pot passar fins i tot 

que no sigui analitzable. Per això cal fer-ne servir un que doni més rendiment i 

emprar-lo sistemàticament. En el present estudi s’ha considerat que el model RFIT 

del programa CellFIT era el més adient. 

Són pocs els estudis que intenten relacionar els paràmetres de cinètica cel·lular amb 

altres variables clinicopatològiques. Cibas (Cibas 1989) no va analitzar 

estadísticament les variables morfològiques amb les fases del cicle. L’any 1989 

Yoshida et al. (Yoshida 1989) demostren, utilitzant com a marcador de la 

proliferació BrdU, que l’índex de tinció dels nuclis de les cèl·lules dels carcinomes 
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escatosos i dels carcinomes de cèl·lula petita, eren superiors als de les cèl·lules dels 

adenocarcinomes. L’any 1988 Volm i col·l. (Volm 1988b; Volm 1988c) no van 

trobar cap relació entre la fase S i el tipus anatomopatològic. En el present estudi 

tampoc no s’ha trobat cap relació. 

Altres estudis que analitzen la fracció proliferativa arriben a diferents conclusions 

en funció d’on es col·loqui el rang mitjà de la fase S. Així, Filderman, l’any 1992, 

quan situava la fracció proliferativa al voltant del 6% demostrà que el pronòstic era 

millor i si s’augmentava al 8% el resultat de la supervivència dequeia. No va trobar 

que fos un factor pronòstic per a la supervivència global però va considerar que 

s’havia de tenir en compte en els tumors en el estadi I, ja que la fase S alta podia 

indicar un potencial pronòstic desfavorable. 

Per contra, altres autors (Sahin 1990; Fontanini 1992b; Rice 1993) no ho 

consideraren així. Kolodziejski et al., l’any 1997, fent un estudi amb 207 

carcinomes escatosos amb un teixit d’arxiu, no van trobar cap relació entre la 

proliferació i la supervivència, encara que sí per a la ploïdia (Kolodziejski 1997). 

S’observa també una relació molt estreta amb els paràmetres de citometria que 

defineix el grau d’aneuploïdia, l’índex de DNA. Els tumors aneuploides 

generalment tenen una fase S alta i una fase G0/G1 diploide baixa, amb una p < 

0,0001. Respecte del coeficient de variació interespecífic, quan hi ha molta 

variabilitat, es tradueix amb una gran heterogeneïtat intratumoral, tant pel que fa als 

diferents índex de DNA, com al percentatge de fase S, amb una p < 10-6. 

 

 

6.5.3 Heterogeneïtat 

 

Un dels objectius d’aquesta tesi doctoral ha consistit a quantificar el grau 

d’heterogeneïtat intratumoral relacionant-lo amb els paràmetres estudiats i utilitzant 

les tècniques de citometria de flux. Es tracta de valorar quantes mostres calen per 

obtenir el perfil de la ploïdia d’un tumor determinat i analitzar de manera 
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simultània en quina mesura els carcinomes de pulmó són heterogenis. Carey i Lamb 

ja l’any 1990 en dos articles, per les característiques heterogènies del carcinoma de 

pulmó, convenien en la necessitat d’adquirir una quantitat proporcional de mostres 

segons la mida del tumor. D’altra banda, posaven de manifest que per raó d’aquesta 

heterogeneïtat dins de cada tumor es podia explicar la dificultat en la resposta 

terapèutica dels malalts i de la seva baixa supervivència (Carey 1990; Stipa 1993). 

En aquest treball quasi el 23% dels tumors són clarament heterogenis pel que fa al 

seu contingut de DNA, de tal manera que la variació en els índexs de DNA trobada 

en les diferents mostres permeten classificar-los de forma objectiva com a 

heterogenis. Altres investigadors que han valorat l’heterogeneïtat intratumoral per a 

la ploïdia sempre troben algun grau de l’esmentada heterogeneïtat. El tant per cent 

de tumors considerats com a heterogenis per a la ploïdia oscil·la molt segons els 

autors: des d’un 10 fins a un 90% (Carey 1990; Sara 1991; Teodori 1992; 

Mizobuchi 1994; Ayabe 1994; Miura 1998). Aquestes diferències són explicables 

en part pels diferents criteris emprats a l’hora de definir l’heterogeneïtat 

intratumoral pels diferents autors. En el cas d’aquesta tesi s’ha utilitzat el coeficient 

de variació dels índexs de DNA obtinguts entre les diferents mostres, de manera 

que s’ha pogut classificar els tumors en tres categories: sense heterogeneïtat, amb 

un CV igual a zero; poc heterogenis, amb un CV per sota del 0,07; i heterogenis, 

amb un CV superior a 0,07. Els tumors amb un CV = 0 entre les mostres no 

presenten cap problema d’interpretació, són no heterogenis, i constitueixen 

aproximadament un 24% del total de casos. La resta, un 76% dels tumors, podria 

interpretar-se com a heterogenis en una anàlisi superficial dels resultats. Però el cert 

és que els tumors amb un CV de 0,0061 evidencien el repertori d’índex de DNA 

següent: 1,64, 1,65, 1,66, i 1,66. Nosaltres pensem que catalogar com a heterogenis 

aquest tipus de tumors és molt qüestionable i explicable per la variabilitat intrínseca 

de la tècnica. 

La disparitat en la detecció de tumors heterogenis entre els diferents autors és 

explicable també pel diferent nombre de mostres analitzades. Es podria pensar que 
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com més mostres s’analitzen més possibilitat hi ha de trobar-hi tumors heterogenis. 

Tot hi que hi ha una part de veritat, la progressió no és aritmètica i ha de tenir un límit. 

De tota manera es creu que la quantificació d’un nombre de mostres en funció de la 

mida del tumor permet retratar de forma raonable les variables intratumorals. 

Per tant, considerem en aquesta tesi que el percentatge de tumors heterogenis trobats 

en el treball (23%) deu reflectir en gran mesura la realitat i s’aproxima al d’altres 

autors amb un disseny de treball i criteris de valoració homologables als nostres (Sara 

1991). 

El fet que els càncers de pulmó siguin heterogenis gairebé en el 25% dels casos, 

probablement explica part de la disparitat dels resultats en els estudis de ploïdia amb 

citometria de flux i és probable que passi alguna cosa semblant amb altres variables 

moleculars per a les quals hi ha poc consents. 

No s’ha trobat cap patró específic de ploïdia en el tumor primari que faci preveure un 

comportament metastàtic. Tampoc no hem trobat cap relació que associï 

estadísticament els tumors més heterogenis amb els que han metastatitzat els ganglis 

regionals. 



Conclusions 
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7. Conclusions 

 

 

A. Valor pronòstic: 

 

1. Hi ha una relació directa entre l’estadi i la supervivència global dels malalts. 

2. El tipus histològic i el grau de diferenciació no tenen valor com a factors 

pronòstics independents. 

3. Hi ha una relació directa entre el grau d’heterogeneïtat per a la fase S i la 

supervivència global. 

4. L’índex de DNA, la fase S, el percentatge de cèl·lules PCNA positives, i el 

grau d’heterogeneïtat per a l’índex de DNA i de PCNA no es relacionen amb 

la supervivència dels malalts. 

5. Cap de les variables determinades per immunohistoquímica (PCNA, Ki-67, 

p53, ciclina D1 i ciclina E) no tenen implicacions pronòstiques. 
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B. Relació entre variables: 

 

6. Hi ha una relació entre el tipus anatomopatològic, el carcinoma indiferenciat 

de cèl·lula gran i l’expressió augmentada de marcadors de proliferació com 

ara Ki-67, PCNA i ciclina E per immunohistoquímica i PCNA per citometria 

de flux. 

7. Hi ha una relació directa entre diversos indicadors de la proliferació cel·lular: 

PCNA i Ki-67; ciclina E i Ki67; p53 i la ciclina E; PCNA i heterogeneïtat a la 

fase S. 

8. La sobreexpressió de ciclina D1 es relaciona directament amb els CPNCP 

pobrament diferenciats. 

9. L’índex de DNA es relaciona directament amb el percentatge de cèl·lules en 

fase S. 

10. La fase S es relaciona amb l’expressió augmentada de PCNA per citometria 

de flux. 

11. L’heterogeneïtat en l’expressió de PCNA es relaciona amb el grau 

d’heterogeneïtat de l’índex de DNA i de la fase S. 
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