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RESUMEN

EXPRESION DE CD10 Y DEL MARCADOR DE CARCINOMA RENAL EN EL CARCINOMA RENAL DE CELULAS CLARAS:
ANALISIS EN MATRICES TISULARES

Objetivos: Los anticuerpos CD10 y marcador de carcinoma renal (MCR) reaccionan frente a proteinas del epitelio nor-
mal del tibulo contorneado proximal, expresandose por tanto en los carcinomas de células renales. Se analizan la fre-
cuencia y el patron de expresion de ambos marcadores inmunohistoquimicos en una serie de carcinomas renales de célu-
las claras.

Método: Se han utilizado dos matrices tisulares (“tissue arrays”) constituidas por cilindros obtenidos con aguja 16G
de 40 bloques de parafina correspondientes a carcinomas renales de células claras. Se realiz6 técnica de estreptavidina
marcada - biotina (LSAB2, Dako) con anticuerpos monoclonales CD10 y MCR (Novocastra), ensayandose para este ulti-
mo distintos métodos de recuperacion antigénica. Se valoré la positividad como + (aislada o muy focal); ++ (moderada) y
+++ (extensa).

Resultados: Con CD10 fueron positivos 30 casos (75%): 12 +; 5 ++ y 13 +++. Con respecto a MCR, el mejor método de
desenmascaramiento antigénico fue un doble tratamiento enzimatico (tripsina + proteasa). Se encontr6 positividad para
MCR en 20 casos (50%): 7+; 5 ++ y 8 +++. De los 20 casos positivos para MCR, cuatro habian sido negativos para CD10.
Los otros 16 expresaban también CD10.

Conclusiones: CD10 y MCR se expresan con frecuencia en los carcinomas renales de células claras, por lo que pueden
ser marcadores utiles para sugerir en un carcinoma un origen renal. MCR presenta menor sensibilidad que CD10. Al ser la
expresion de ambos habitualmente focal, la sensibilidad de estas técnicas es menor cuando se utilizan muestras pequenas,
como son las matrices tisulares. En la técnica IHQ para MCR resulta crucial el método de desenmascaramiento antigénico,
obteniéndose los mejores resultados con el uso de enzimas proteoliticos.

Palabras Clave: CD10. CALLA. Marcador de carcinoma de células renales. Carcinoma de células renales. Carcinoma de células claras.
Inmunohistoquimica.

ABSTRACT

EXPRESSION OF CD10 AND RENAL CELL CARCINOMA MARKER IN CLEAR CELL RENAL CELL CARCINOMA:
ANALYSIS ON TISSUE ARRAYS

Objectives: CD10 and renal cell carcinoma (RCC) marker antibodies react against proteins of the epithelium of the renal
proximal tubule, being expressed by renal cell carcinomas. The frequence and pattern of expression of both markers are
analysed in a series of clear cell renal cell carcinomas.

Method: Two tissue arrays were used, which were composed of cylinders obtained with a 16G needle from 40 paraffin
blocks that corresponded to clear cell renal cell carcinomas. The labeled streptavidin-biotin technique was performed
(LSAB2, Dako) using CD10 and RCC monoclonal antibodies (Novocastra), testing different antigen retrieval methods for
RCC. Immunoreactivity was evaluated as + (isolated cells or focal staining); ++ (moderate) and +++ (extense).

Results: Thirty cases (75%) were positive for CD10: 12 +; 5 ++ and 13 +++. The best antigen retrieval method for RCC
was a double enzyme digestion (trypsin + protease). Twenty cases (50%) were positive for RCC: 7 +; 5 ++ and 8 +++. Four
cases out of the 20 immunoreactive for RCC were negative for CD10. The 16 remaining cases also expressed CD10.

Conclusions: CD10 and RCC are often expressed by clear cell renal cell carcinomas, and they may be useful markers to
suggest a renal origin of carcinomas. RCC is less sensitive than CD10. Staining for both of them is usually focal, and thus
sensitivity of these techniques decreases when small samples are investigated, such as tissue arrays. The antigen retrieval
method is essential for RCC immunohistochemical detection, obtaining the best results with the use of proteolytic enzymes.

Keywords: CD10. CALLA. Renal cell carcinoma marker. Renal cell carcinoma . Clear cell carcinoma. Immunohistochemistry.

281



J.A. Ortiz-Rey, et al./Actas Urol Esp 2006; 30 (3): 281-286

1 carcinoma renal se caracteriza por la capa-

cidad para producir metastasis en localiza-
ciones muy variadas, que pueden constituir,
incluso, su forma de presentacion!. Aunque este
tumor presenta habitualmente una morfologia
tipica de células claras, esta apariencia no es
exclusiva de los carcinomas renales?3. Por ello,
en ocasiones es necesario un estudio de inmu-
nohistoquimica (IHQ) para confirmar el origen
renal de tumores compuestos por células claras,
especialmente en biopsias de metastasis cuyo
primario es desconocido o dudoso.

El carcinoma renal de células claras posee un
perfil de IHQ caracteristico que consiste en la
positividad para citoqueratinas de bajo peso
molecular, EMA y vimentina, siendo negativos
CEA y citoqueratinas 7 y 2045, Sin embargo este
inmunofenotipo no es especifico y en los ultimos
anos se ha propuesto el uso de dos anticuerpos,
CD10 y el denominado marcador de carcinoma
renal (MCR), como indicadores de origen renal de
carcinomas”8,

CD10 (CALLA: common acute lymphoblastic
leukemia antigen) es una peptidasa de superficie
celular descrita inicialmente en determinadas
células linfoides y mieloides, por lo que el anali-
sis de su expresion es de utilidad para el diag-
nostico de ciertos tipos de linfomas y leuce-
mias® 10, Sin embargo, el hallazgo de nuevos teji-
dos normales y tumorales en los que se expresa
CD10 y el desarrollo de anticuerpos monoclona-
les que funcionan sobre tejido incluido en parafi-
na, han ampliado el uso de este marcador en el
diagnostico anatomopatolégico’. Entre las nue-
vas aplicaciones de CD10, destacan el diagnosti-
co de tumores del estroma endometrialll, hepa-
tocarcinomas!?:13 y carcinoma renal”-14.15,

El anticuerpo monoclonal denominado MCR
se ha obtenido frente a una glucoproteina del
ribete en cepillo del epitelio del tubulo proxi-
mall®. Se ha propuesto como un marcador alta-
mente sensible y especifico de carcinoma de ori-
gen renal® y presenta una importante ventaja: su
efectividad sobre tejido incluido en parafina, fren-
te a otros que solo funcionaban en tejido conge-
lado y ademas eran menos especificos!7-20.

El uso de matrices tisulares (“tissue arrays”)
permite investigar diferentes marcadores en
series amplias de casos de forma homogénea, con
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bajo consumo de reactivos y, por tanto, menor
coste?!:22, Esta técnica consiste en la elaboracion
de bloques de parafina a partir de cilindros de
muy pequeno calibre (0,6-2 mm) que se extraen,
mediante un dispositivo especial o de forma
manual, de bloques convencionales, con lo que se
reiunen en un solo bloque receptor docenas o
cientos de casos?!:23,

Hemos analizado la sensibilidad de CD10 y
MCR como marcadores de IHQ de carcinoma
renal, estudiando la frecuencia y patrén de
expresion de ambos en una serie de carcinomas
renales de células claras de diferentes grados his-
tolégicos.

MATERIAL Y METODOS

Se elaboraron dos matrices tisulares a partir
de 40 bloques de parafina extrayendo dos cilin-
dros de zonas representativas seleccionadas de
cada bloque, con aguja de calibre 16G. Los blo-
ques pertenecian al archivo del servicio de pato-
logia del hospital POVISA y correspondian a 40
casos de carcinoma renal de células claras (8 de
grado 1, 21 de grado 2, 8 de grado 3 y 3 de grado
4 segun la clasificacion de Fuhrman?4).

Todos los casos habian sido fijados en formol e
incluidos en parafina de manera rutinaria. En sec-
ciones de 4 micras obtenidas de las matrices tisu-
lares, se realizé técnica de inmunohistoquimica
siguiendo el método de estreptavidina marcada con
peroxidasa-biotina (LSAB2“, DakoCytomation, Di-
namarca). Se utilizaron anticuerpos monoclonales
anti CD10 y MCR, ensayandose para este ultimo 4
métodos diferentes de desenmascaramiento antige-
nico. Los detalles de los anticuerpos utilizados y de
la técnica se refieren en la Tabla 1. El cromégeno
utilizado fue diaminobencidina. Se incluyeron en
las matrices tisulares controles positivos y negati-
vos de la técnica.

Se analiz6 al microscopio 6ptico la positividad
(tincion marron) valorandose, como previamente
otros autores?3, la proporcion de células reacti-
vas, como: negativo (ninguna célula tenida); posi-
tividad muy focal o en células aisladas (+); positi-
vidad moderada (++); o extensa reactividad (+++).
Para determinar la asociacion entre tincion y
grado histologico se empleé el test de 2. Como
nivel de significacion estadistica se consideré un
valor de p<0.05.
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Tabla 1 No se observo asociacion esta-
Técnica de inmunohistoquimica: especificaciones disticamente significativa entre gra-
Anticuerpo Clon Dilucién Incubacién Recuperacién do histolégico y expresion de CD10
fabricante antigénica (p=0.145) o de MCR (p=0.844).
CD10 56C6, 1:50 30 minutos a Proteinasa K + olla a .
Novocastra temperatura presion con citrato DISCUSION
(Reino Unido) ambiente (5 minutos)

La inmunorreactividad para
CD10 se describié en principio en

MCR 66.4.C2, 1:10  Nocturna a 4°C Se ensayaron: . .
Novocastra *Proteinasa K determinadas neoplasias hemato-
(Reino Unido) *Tripsina logicas!?, pero en los ultimos anos
*Tripsina + olla ha ido aumentando el grupo de

* Tripsina + proteinasa K .. . .
P P tejidos conocidos con positividad

RESULTADOS

Ambos marcadores, CD10 y MCR, tifieron el
epitelio de los tubulos contorneados proximales,
que sirvié como control positivo de la técnica.

CD10: Fueron positivos 30 tumores (75% de
los casos), con variabilidad en la proporcion de 154
células tenidas: 12 +, 5 ++y 13 +++ (Fig. 1). De
los 30 casos positivos, tres correspondian a 104
tumores de grado 1, diecinueve fueron de grado
2, cinco de grado 3 y tres de grado 4 (Fig. 2). 5+ ’ ’

MCR: Como método de desenmascaramiento L
antigénico fue necesario un doble tratamiento 0
enzimatico (tripsina + proteasa) habiendo resul- 1 2 3 4
tado inadecuados los restantes métodos ensaya- GRADO DE FUHRMAN
dos. Se encontré positividad en 20 casos (50%): 7
+ (Fig. 3), 5 ++ (Fig. 4) y 8 +++. Correspondieron @ CASOS NEGATIVOS
a tres casos de grado 1, nueve de grado 2, seis de O CASOS POSITIVOS
grado 3 y dos de grado 4 (Fig. 5)

De los 20 casos positivos para MCR, cuatro

habian sido negativos para CD10. Los otros 16 FIGURA 2. Tincién para CD10: distribucion de los casos
expresaban también CD10. negativos y positivos segiin grado de Fuhrman.
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FIGURA 1. Intensa positividad para CD10 en carcinoma FIGURA 3. Expresion de MCR en células aisladas de car-
renal de células claras. (Inmunoperoxidasa, X400). cinoma renal. (Inmunoperoxidasa, X630).
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FIGURA 4. Positividad moderada de MCR en carcinoma de
células renales. (Inmunoperoxidasa, X400).
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FIGURA 5. Tincion para MCR: distribucién de los casos
negativos y positivos segiin grado de Fuhrman.

para dicho marcador. Se ha observado expresion
de CD10 en una variedad de tejidos normales
como son c€lulas mioepiteliales de mama y paro-
tida”-2%; metaplasia apocrina de la mama; epitelio
glandular intestinal”-2%; células estromales del
endometrio y de la médula 6sea”-2%; canaliculos
biliares; y neumocitos”-2?. En el aparato genitou-
rinario se ha descrito en células glomerulares y
tubulos contorneados proximales del riién”25, y
en la superficie apical de los ductos prostaticos
de calibre grande y ductos epididimarios”-28. En
consecuencia, el namero de neoplasias no hema-
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tolégicas que expresan CD10 se ha ido incremen-
tando, aunque la frecuencia de expresion varia
en las diferentes series, que, en ocasiones, inclu-
yen pocos casos. Entre los tumores que presen-
tan positividad para CD10 con cierta frecuencia,
se encuentran melanomas”-29, neoplasias digesti-
vas (colon, pancreas, higado)”-3°, carcinoma lobu-
lillar de mama, adenocarcinoma y carcinoma de
células pequenias del pulmoén, tumores de partes
blandas como rabdomiosarcoma, y mesotelioma”
. Destacan por presentar muy frecuente expre-
sion, los tumores del estroma endometrial (100%
de los casos positivos) y los del tracto genitouri-
nario, con positividad en tumores de células ger-
minales del testiculo (100% de 19 seminomas, 2
coriocarcinomas y 4 teratomas;y 2 de 3 tumores
del saco vitelino estudiados)3!, 54% de carcino-
mas uroteliales, 61% de adenocarcinomas de la
prostata y en la mayoria de los carcinomas rena-
les, con una frecuencia que varia entre 82 y 94%
segun diferentes series”141523, La expresion de
CD10 puede ser util, ademas, para diferenciar
tipos histolégicos de carcinoma renal, y, en con-
creto, el carcinoma cromoéfobo ha sido negativo
para CD10 en un total de 25 casos estudiados en
2 series diferentes!*15, aunque otros autores
encuentran positividad en un 28-32% de los
casos?332, En el carcinoma de ductos colectores
los resultados son controvertidos y, en general,
las series son muy pequenas debido a la rareza
de esta neoplasia, describiéndose negatividad en
5 casos estudiados!5, pero observandose positivi-
dad en otras series®® como en 2 de los 5 casos de
Pan et al?3. En muestras de PAAF se ha descrito
positividad para CD10 en 31 de 41 carcinomas de
células renales pertenecientes a dos series?34,

La falta de especificidad de origen renal para
el CD10 ha planteado, por tanto, la necesidad de
usar otros marcadores de THQ.

Se ha denominado MCR a un anticuerpo mono-
clonal desarrollado frente a una fraccién del tubu-
lo contorneado proximal'®, MCR se ha revelado
como muy especifico de tumor renal, y sé6lo se ha
descrito positividad en otras pocas localizaciones,
como mama y paratiroides®16 asi como en algunas
neoplasias testiculares como carcinoma embriona-
rio'® y tumor del saco vitelino (fueron positivos los
8 casos estudiados por Yan et al, que incluso pro-
ponen una posible aplicaciéon de MCR para el diag-
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noéstico de este tumor)3®, asi como raramente en
carcinomas de células claras del ovario (positivi-
dad focal en 2 casos de 14 estudiados) 3.

La tincion para MCR en el carcinoma renal
suele ser focal y se han considerado como positi-
vos, casos con porcentajes bajos de células inmu-
norreactivas®®. La sensibilidad de MCR en el carci-
noma renal de células claras es elevada habiéndo-
se comunicado positividad en un 65-100% en las
series que estudian secciones convencionales de
parafina381416, Considerando en conjunto estas
series, la positividad aparece en 150 de un total de
183 casos lo que supone un 81,9 %381416_ Se ha
descrito con menor frecuencia la reactividad para
MCR en tumores metastasicos al compararla con
la de los tumores primarios: 84% vs. 93% respec-
tivamente en la serie de Yoshida e Imam'®, y en la
de McGregor et al. 67% vs. 84% respectivamente8.

En nuestra casuistica hemos encontrado, sin
embargo, unos porcentajes de positividad para
ambos marcadores menores que los de otras
series: 75% para CD10 y 50% para MCR Nuestros
resultados son muy similares a los de Pan y cols
recientemente publicados, que observaron en car-
cinomas renales de células claras unos porcenta-
jes de positividad del 82% para CD10 y 47% para
MCR?3, Esta serie y la nuestra tienen en comun
un aspecto metodologico relevante como es el
haberse realizado ambas con matrices tisulares,
con lo que la representatividad del tumor no es
equivalente a la de las secciones convencionales lo
que explicaria el menor numero de casos positivos
observado. Ello parece corroborado por el hecho
de que, como hemos senalado, en general los
casos positivos no muestran una tincién generali-
zada sino so6lo en un porcentaje de células. En
este sentido, observamos también menor positivi-
dad para MCR en dos series publicadas de mues-
tras citologicas de PAAF de carcinomas renales
primarios y metastasicos, con porcentajes de
33.3% sobre 12 casos estudiados y 38 % de un
total de 21 casos3%36, Una conclusion practica
que se deriva de nuestros resultados y de los de
estas series, es que en muestras de pequeno
tamano de carcinomas renales (por ejemplo biop-
sias por aguja o muestras citolégicas) no debemos
esperar encontrar expresion de CD10 y MCR con
la frecuencia que se describe en gran parte de la
bibliografia publicada3-8.16,
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Por otra parte, hay que senalar la posibilidad
de que existan tumores que siendo negativos
para CD10 expresen MCR, como ocurrié en 4 de
nuestros casos (20% de los MCR positivos), por lo
que en la practica seria aconsejable usar ambos
marcadores para el estudio de un caso concreto.

Ademas de ser indicadores de origen renal en
los carcinomas de células claras, MCR y CD10
pueden ser utiles para diferenciar dicha neopla-
sia de otros tipos de tumor renal como el carci-
noma cromofobo y el oncocitoma que suelen ser
negativos para ambos marcadores aunque no de
forma constante®14:23.33,

En nuestra experiencia un aspecto fundamen-
tal para obtener la maxima sensibilidad de la téc-
nica IHQ para MCR ha sido el método de desen-
mascaramiento antigénico elegido, como también
observaron otros autores®. En la mayor parte de
las series, incluida la nuestra, se han utilizado
enzimas proteoliticos, en uno o varios pa-
s0s81416.23.34 giendo menos habitual el uso de
calor3-35:36,

En conclusién, el estudio de IHQ de CD10 y
MCR puede ser util en el estudio histologico de
carcinomas: aunque un resultado negativo no
excluye carcinoma renal, la positividad para
alguno de estos marcadores apoya dicho diag-
nostico.
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