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ABSTRACT

NUEVOS MARCADORES EN LAS BIOPSIAS DE PROSTATA

El cribado mediante la determinacion del antigeno especifico prostatico (PSA) como estrategia para la detec-
cion precoz del cancer de prostata ha dado lugar a un aumento dramatico en el namero de cilindros de biopsia
que los anatomopato6logos tienen que examinar. De modo paralelo, se ha producido un importante aumento en el
numero de diagnosticos de lesiones ambiguas, lo que dificulta la emision de un informe inequivoco de maligni-
dad, de modo particular en los casos donde se identifican focos limitados o lesiones acinares atipicas de pequeno
tamano. Cuando se valoran focos de pequeno tamano o glandulas atipicas a partir de especimenes de biopsia, el
anatomopatologo trata de identificar diferencias entre las glandulas benignas y las glandulas atipicas en términos
de rasgos morfolégicos habituales; en esos casos, la identificacién de inmunoreactividad para marcadores de célu-
las basales tales como el anticuerpo 34BE12 o los anticuerpos contra la citoqueratina 5 y 6 y, mas recientemen-
te, el p63, pueden representar ayudas utiles para identificar células basales tipicamente presentes en las glan-
dulas benignas pero ausentes en el carcinoma de prostata.

Sin embargo, algunas lesiones benignas que remedan al carcinoma de prostata (incluyendo la atrofia, la hiper-
plasia adenomatosa atipica y el adenoma nefrogénico) pueden no tenirse con esos anticuerpos; en consecuencia,
una tincion negativa aislada para marcadores de células basales no excluye un diagnoéstico de benignidad. En
estas circunstancias, un nuevo marcador para cancer de prostata podria ser util para la confirmacién de lesiones
ambiguas sospechosas de malignidad. De cualquier manera, y de modo similar a lo que sucede con otros estu-
dios inmunohistoquimicos, existen problemas de sensibilidad y especificidad. El objetivo de esta revision es des-
cribir los rasgos histologicos del cancer de prostata en pequenos focos, y discutir la aplicacion de estos nuevos
marcadores prostaticos a la luz de la literatura cientifica mas reciente para destacar las mejores guias practicas.

Palabras clave: Cancer de prostata. AMACR/p504s. Racemasa. Cancer de préstata minimo. ASAP. Inmunotincién. p63.

ABSTRACT
NEW MARKERS IN PROSTATE BIOPSIES

The use of serum prostate-specific antigen screening to facilitate early detection of prostate cancer has resul-
ted in a dramatic increase in the number of prostate needle core biopsies which pathologists must examine. This
has been accompanied by a strong increase in the number of biopsies with ambiguous lesions, and an unequivo-
cal diagnosis of malignancy is difficult to render, especially in the case of limited foci or in small atypical acinar
lesions. When assessing small foci of atypical glands upon needle biopsy, the pathologist searches for differences
between the benign glands and atypical glands in terms of usual morphological features and in such cases, immu-
nohistochemical stains for basal cell markers such as 34BE12 antibody or antibodies directed against cytokera-
tin 5 and 6 and more recently p63 may be a useful adjuvant to identify basal cells which are typically present in
benign glands but absent in prostatic carcinoma. However several benign mimickers of prostate carcinoma, inclu-
ding atrophy, atypical adenomatous hyperplasia, nephrogenic adenoma can stain negatively with these antibodies
and thus a negative basal cell marker immunostain alone does not exclude a diagnosis of benignancy. Alpha-
methyl-coenzyme-A-racemase (AMACR) a new sensitive marker of prostate carcinoma, can be useful in confirming
ambiguous lesion suspected for malignancy. Although, as with any immunohistochemical studies, problems exist
in terms of both sensitivity and specificity. The aim of this review is to describe the histological features of pros-
tatic carcinoma in case of small focus, and discuss the application of these new prostatic markers in the light of
the current literature to highlight the best practice guidelines.

Keywords: Prostate cancer. AMACR/p504s. Racemase. Minimal prostate cancer. ASAP. Inmunostaining. p63.
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1 cribado mediante la determinacion del anti-

geno especifico prostatico (PSA) como estra-
tegia para la deteccion precoz del cancer de pros-
tata ha dado lugar a un aumento dramatico en el
numero de cilindros de biopsia que los anatomo-
patologos tienen que examinar. De modo parale-
lo, se ha producido un aumento muy importante
en el nimero de biopsias con lesiones ambiguas,
tales como proliferaciones acinares atipicas de
pequeno tamano sospechosas de cancer pero no
diagnésticas (ASAP), y microfocos de adenocarci-
noma, definidas como focos tnicos de un tumor
menor de 1 mm en su dimension mayor.

El diagnostico de adenocarcinoma de prosta-
ta en la biopsia de préstata depende de la iden-
tificacion de una serie de criterios histologicos
en preparaciones tenidas con hematoxilina-
eosinal. A partir del mero examen de esas pre-
paraciones es dificil proporcionar un diagnésti-
co inequivoco de malignidad, especialmente en
el caso de focos limitados o en el caso de lesio-
nes acinares atipicas de pequeno tamano.
Cuando se estudian pequenos focos de glandu-
las atipicas en muestras de biopsia, el patologo
trata de identificar las diferencias entre las
glandulas benignas y las glandulas atipicas en
sus rasgos nucleares, citoplasmicos, y conteni-
dos intraluminales!. En esos casos, la tincion
inmunohistoquimica para queratinas de alto
peso molecular tales como la 34betaE12 y, mas
recientemente, el CK 5/6 o el p63, puede resul-
tar de utilidad para identificar células basales
tipicamente presentes en las glandulas benig-
nas pero ausentes en el carcinoma de proésta-
ta%3. De cualquier manera, y de modo similar a
lo que sucede con otros estudios inmunohisto-
quimicos, existen problemas de sensibilidad y
especificidad*. El objetivo de esta revision es
describir los rasgos histologicos del carcinoma
de préstata en pequenos focos, y discutir la apli-
cacion de marcadores prostaticos a la luz de la
literatura mas reciente para destacar las mejo-
res guias practicas.

INTERPRETACION DE LESIONES
AMBIGUAS
Las lesiones ambiguas representan un desafio
importante para los anatomopatélogos que deben
distinguir con precision las glandulas prostaticas

benignas de las malignas. Numerosas prolifera-
ciones glandulares benignas de pequerio tama-
no pueden remedar el cancer de prostata, parti-
cularmente en las biopsias con aguja, donde la
arquitectura general de la lesion puede no ser
reconocida inmediatamente®. El diagnostico de
pequenos focos de carcinoma en especimenes de
biopsia se basa en la identificacion de una cons-
telacion de rasgos que se presentan con mayor
frecuencia en los carcinomas!. Los criterios his-
tologicos mayores para el diagnostico de carci-
noma de prostata son los siguientes: (1) acinos
que infiltran el estroma prostatico, particular-
mente entre las glandulas benignas, (2) atipia
nuclear, asociada o no a macronucleolos promi-
nentes, (3) citoplasma baséfilo, (4) contenido
intraluminal del tipo de cristaloides (Fig. 1) o
necrosis eosinofila, y (5) ausencia de la capa de
células basales!.

En la mayoria de los casos, el diagnostico de
adenocarcinoma minimo es posible a partir de la
utilizacion de esos criterios®.Unicamente un
numero limitado de rasgos —tales como las glo-
merulaciones, la fibroplasia mucinosa (micron6-
dulos de colageno) y la invasiéon perineural- son
patognomonicos de cancer de prostatal# (Fig. 2).
Sin embargo, existen circunstancias en las cuales
los rasgos morfologicos son insuficientes para
alcanzar un diagnoéstico de certeza de malignidad,
lo que hace obligada la confirmacion de la sospe-
cha mediante la identificaciéon de marcadores
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FIGURA 1. Criterios histolégicos de carcinoma de prosta-
ta: infiltracion de las glandulas prostdticas; recuadro
superior derecho: cristaloide.
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FIGURA 2. Criterios histolégicos especificos de carcino-
ma de préstata: invasién perineural.

celulares basales. La inmunohistoquimica puede
resultar un método diagnéstico complementario
para el estudio de focos limitados de carcinoma
de prostata. Un rasgo distintivo de las entidades
benignas que remedan a los canceres de prosta-
ta, es la presencia de células basales, ausentes
en las glandulas cancerosas, tal y como fue des-
crito por Totten et al. en 19537. Sin embargo, la
diferenciacion morfologica de las células basales
de los fibroblastos estromales es frecuentemente
dificultosa; ademas, las células basales pueden
pasar inadvertidas en algunas glandulas benig-
nas, lo que obliga al anatomopatoélogo a utilizar
marcadores inmunohistoquimicos para identifi-
carlas!8.9-11 (Tabla 1).

MARCADORES DE CELULAS BASALES
CITOQUERATINAS

Los marcadores de células basales, tales como
la citoqueratina (CK) de alto peso molecular 903
(34BE12), la CK 5/6, y el p63, subrayan la pre-
sencia de células basales en las glandulas benig-
nas. Esas células se hayan ausentes en los carci-
nomas de prostatal?. Tras los primeros resulta-
dos de la utilizacion de la CK 903 como marcador
de células basales prostaticas (Gown and Vogel,
1984)!3, numerosos estudios han demostrado
que la aplicacion sistematica de anticuerpos fren-
te a las CK de alto peso molecular (high-molecu-
lar-weight cytokeratins, HMWCK) resulta parti-
cularmente 1til para la identificacion de las célu-
las basales, y aplicable en la rutina (Fig. 3). El
anticuerpo frente a la CK 903 conduce a la con-

FIGURA 3. 34BE12 (CK 903) en glandulas normales: inmu-
notincioén de las células basales.

Tabla 1. Anticuerpos utilizados con mayor frecuencia en el estudio de focos sospechosos en biopsias de prostata.

Anticuerpo Antigeno Patrén de tincion Diana

34BE12 Citoqueratina 1, 5, 10 y 14  Citoplasmico y membranoso Células basales
CK 5/6 Citoqueratinas 5y 6 Citoplasmico y membranoso Células basales
P63 Proteina nuclear p63 Nuclear Células basales
p63/34BE12 Proteina nuclear p63 Nuclear Células basales

AMACR (p504s)

PIN cocktail

Citoqueratina 1, 5, 10y 14

a-metilacil-Co-A-racemasa

Combinacion de p63
y AMACR

Citoplasmico y membranoso

Granular circunferencial
Tincién intracitoplasmica
Difusa o apical

Combinacion de tinciéon de
p63 y AMACR

Carcinoma de prostata
PIN de alto grado

Hiperplasia adenomatosa atipica

Glandulas normales

Células basales y malignas
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firmacién histolégica en el 58% de los casos; de
modo similar, proporciona un resultado correcto
en el 18% de los casos dudosos, y modifica el
diagnostico histologico en el 2% de las ocasio-
nes*1415, Sin embargo, este anticuerpo no es de
utilidad practica en el 8% de los casos!®. Ademas,
no todas las glandulas benignas se tinen de modo
uniforme con marcadores de las células basales.
A esa limitacion hay que anadir que el estrato
celular desaparece en el 11% de los casos de
atrofia, en el 12% de los casos de hiperplasia de
células basales y en 10-90% de los casos de
hiperplasia adenomatosa atipica?. La tincion
puede resultar atn menos uniforme en algunas
de las lesiones que remedan a los carcinomas
prostaticos. En consecuencia, una tincion negati-
va para marcadores de células basales en un
pequeno foco de glandulas atipicas no es diagnos-
tica de adenocarcinoma de préstata. Un patréon de
inmunoreactividad HMWCK en las células basa-
les de glandulas sospechosas casi siempre exclu-
ye un diagnostico de cancer de prostata, tal y
como ha sido recogido en varios estudios inde-
pendientes donde se ha establecido que los can-
ceres de prostata muy raramente expresan
HMWCK. Yang et al. han detectado positividad a
34BE12 unicamente en el 2% de los canceres de
prostata metastaticos; en esos casos la inmuno-
rreactividad se encontr6 restringida a un tipo
raro de células con morfologia de células tumora-
les de alto grado, en lugar de detectarse en las
células basales!”.

En relacién a los otros anticuerpos frente a
CK, existen evidencias de que el CK 5/6 repre-
senta un marcador de células basales muy sensi-
ble y especifico; los resultados insatisfactorios
han sido limitados!8. E1 CK 5/6, expresado nor-
malmente por el epitelio complejo, es un marca-
dor de las células mesoteliales y del mesotelioma
maligno, y de los carcinomas de pancreas, tracto
biliar y de mama'!2:19-20, Ese anticuerpo reacciona
con las células basales prostaticas (Fig. 4), pero
no lo hace con las celulas tumorales prostaticas
ni con las neoplasias intraepiteliales prostaticas
(prostate intraepithelial neoplasia, PIN), con inde-
pendencia del momento en que tenga lugar la
determinacion y el tipo de fijador utilizado para la
conservacion de la pieza (formol o solucién de
Bouin)'92%, EI CK 5/6 no precisa de restauracion

1012

FIGURA 4. Pequeriio foco de carcinoma: ausencia de tin-
cion de células basales con CK5/6 en glandula carcino-
matosa. Presencia de tincion citoplasmica CK 5/6 en
células basales normales.

antigénica compleja, y esta dotado de una sensi-
bilidad del 97-100 % y de una especificidad del
62%, superior al 40 % que se obtiene con la uti-
lizacion del CK 903'8. En nuestra experiencia, en
el caso de lesiones ambiguas, el CK 5/6 es mas
efectivo que el CK 9032122,

Existe experiencia en la utilizacion de anti-
cuerpos contra CK. En el Reino Unido se ha
ensayado LP34 frente a CK5 / CK6 y CK18. Como
resultado de su reactividad frente a CK18, el
LP34 ha sido identificado también en las células
luminales, aunque su presencia a ese nivel es
mas restringida que en las células basales, lo que
anade dificultad a la interpretacién de la inmu-
notincion?3.

NUEVOS MARCADORES DE CELULAS
BASALES

El p63 es un nuevo marcador especifico de
células basales que ha sido ensayado reciente-
mente. La proteina p63, que comparte homologia
con el gen supresor tumoral p53, parece desem-
penar un papel critico como regulador del creci-
miento y del desarrollo del epitelio cutaneo, del
cuello uterino, del tracto genital y de la mama vy,
de modo particular, del desarrollo prostatico??.
Signoretti et al. individualizaron por primera vez
la isoforma ANp63 en las células basales prosta-
ticas, y demostraron el papel determinante del
p63 en el desarrollo de la prostata?®. Por primera
vez, pusieron de manifiesto que la expresion
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inmunohistoquimica de p63 en los acini prostati-
cos se limitaba a las células basales con un
patron de inmunorreactividad nuclear, mientras
que las células secretoras benignas y los cance-
res de prostata resultaron consistentemente
negativos para p632°. Posteriormente, numerosos
estudiosos han confirmado la expresion de p63
en las células basales de las glandulas prostati-
cas normales®10-26; de modo similar, ha quedado
demostrado que la gran mayoria de los canceres
de prostata (89-94%) no expresan p6310, y que la
inmunotincion para p63 representa un novedoso
método auxiliar para facilitar el diagnostico de
cancer de prostata en biopsias por aguja®’. Otros
estudios indican que las células tumorales pros-
taticas no expresan p63, por lo que puede utili-
zarse en el mismo sentido que el CK 903 para el
analisis de las pequenas proliferaciones acinares
atipicas sospechosas (pero de aspecto histologico
no diagnostico) de malignidad?® (Fig. 5).

FIGURA 5. p63/p504s en pequeino foco de carcinoma:
positividad granular citoplasmica apical de las glandu-
las neoplasicas con p504s (izquierda) y ausencia de célu-
las basales. Derecha: glandula normal con positividad
p63 nuclear en las células basales.

COMPARACION DE LOS MARCADORES
DE CELULAS BASALES

Unos pocos estudios han intentado comparar
la utilidad del p63 y de otros marcadores de célu-
las basales tales como CK5/6, CK14, 34BE12 y
LP34. Segun Abrahams et al. el CK5/6 es signifi-
cativamente superior al 34BE12!8. Freeman et al.
compararon preparaciones tenidas con LP34,
CK5/6 y CK14; la inmunotincién con LP34 fue la

mas util para la distincion entre el adenocarcino-
ma de prostata y el PIN, en tanto que CK5/6
resultéo mejor para la distincion entre el adeno-
carcinoma de prostata y la atrofia lobular?. Shah
et al. compararon la utilidad de las inmunotin-
ciones con p63 y 34BE12 en el estudio de casos
particularmente desafiantes desde el punto de
vista diagnéstico, y concedieron una ligera supe-
rioridad al p63, especialmente en para el estudio
de muestras de reseccién transuretral de proésta-
ta (RTUP)!!. En la experiencia de Weinstein et al.
el rendimiento del p63 resulté superponible al de
34BE12, al tiempo que comprobaron una mejor
preservacion de la antigenicidad del p63 en las
areas artefactadas por cauterio en muestras de
RTUP?5. De modo similar a lo comunicado por
Zhou et al., nuestra propia experiencia revelo
una total ausencia de células basales tras la tin-
cion de muestras de cancer de prostata con p63;
su sensibilidad y especificidad resultaron supe-
riores a las observadas tras la utilizacion de CK
5/622‘27'29.

En resumen, existen al menos tres marcadores
utiles para Ia tincion de las células basales
(CK903, CK5/6 y p63), cuya presencia es consi-
derada como ‘negativa’ desde el punto de vista
diagnéstico, en el sentido de que su presencia en
focos atipicos acinares de pequeno tamano exclu-
ye el cancer de prostata. Sin embargo, esos mar-
cadores no son completamente sensibles para la
deteccion de las células basales; ademas, y como
ya se ha mencionado, en algunos casos raros de
cancer de prostata se ha demostrado la presencia
de tincién focal con CK903. Desde el momento en
que el diagnostico de cancer de prostata median-
te marcadores de células basales se sustenta en
la ausencia uniforme de inmunorreactividad en
las células cancerosas, existe siempre un peque-
no riesgo de reaccion falsamente negativa debida
a una variedad de factores técnicos. A pesar de la
aplicacién de nuevos métodos para la realizacion
de las técnicas inmunohistoquimicas —incluyen-
do la utilizacion de equipos de inmunotincion
automatica (Ventana, Dako), y de la automatiza-
cion de la restauracion antigénica térmica-, estos
anticuerpos son de dificil uso, especialmente
cuando el tejido ha sido fijado en liquido de
Bouin que requiere algunas sutilezas para la res-
tauraciéon antigénica tales como la digestion de
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las proteasas, la recuperacion térmica, la aplica-
cién de sistemas de revelado y, en ocasiones, la
suma de los tres procedimientos?3,

MARCADORES DE CANCER DE
PROSTATA P504s/AMACR

Desgraciadamente, una tincion negativa para
células basales en unas pocas células sospecho-
sas no es una prueba definitiva de malignidad,
dado que algunas entidades benignas pueden
exhibir una distribucién de células basales par-
cheada o discontinua?3. Por ese motivo, un mar-
cador ‘positivo’ especifico para carcinoma de
prostata resultaria muy util para mejorar el nivel
de fiabilidad del diagnostico. Existe un conside-
rable interés en el desarrollo de inmunomarcado-
res de adenocarcinoma de préstata mediante la
tincién especifica de las células malignas propia-
mente dichas. Por esas razones, la identificacion
del marcador de cancer de prostata a-metilacil-
Co A racemasa (AMACR) constituye una aporta-
cion verdaderamente afortunada3’. La AMACR es
una enzima de 382 aminoacidos, purificada y
caracterizada en 1995 en el curso del estudio del
metabolismo lipidico tisular en huma-
nos1421.27.30-39 " Ferdinanduse et al. demostra-
ron que la AMACR participa en la beta oxidacion
de acidos grasos de cadena ramifi-
cada y de derivados de acidos gra-
sos?. En el ano 2000, Xu et al.
identificaron tres genes mediante
la técnica de sustraccion de cDNA
sumada al screening de microarray
de cDNA de alto rendimiento: los
genes P503s, P504s y P501s se
expresan de modo diferente en teji-
do prostatico maligno y benigno. El
gen P504s fue claramente identifi-
cado como una AMACR humana?°.
La AMACR aislada y su RNA men-
sajero (p504s) aparecieron sobre-
expresados en la mayoria de carci-
nomas de prostata.
Adicionalmente, Xu et al. genera-
ron anticuerpos monoclonales de
conejo especificos, y demostraron
la presencia de inmunorreactividad
frente a P504s en el carcinoma de
prostata.

bW

FIGURA 6. Expresion de p63/p504s en la hiperplasia adenomatosa atipica
(izquierda), metaplasia nefrogénica (derecha, arriba) y lesiones ambiguas
(derecha, abajo).

Mediante la técnica de Western-blot se obser-
v6 una sobreexpresion de p504s en carcinomas
en comparacion con el tejido glandular benigno
(86 veces superior)*°. Empleando un anticuerpo
altamente especifico (p504s) frente a la enzima,
Jiang et al. comprobaron que la poderosa inmu-
notincion de la enzima se encontraba consisten-
temente presente en el carcinoma de préstata y
en el PIN de alto grado procedente de la zona peri-
férica de la prostata3!. En contraste, no se detec-
t6 inmunotincion en el 88% de 173 casos con
hiperplasia hipertrofica benigna, en tanto sélo se
detect6 inmunotincion débil y de distribucion
focal®! en el 12% restante (Fig. 6). La conclusion
de los investigadores fue que el p504s es un mar-
cador para el carcinoma de préstata altamente
sensible y especifico. A lo largo de los ultimos
cuatro anios, muchos estudios han detectado una
sobrerregulacion de AMACR a nivel proteico y
trancripcional en PIN de alto grado y en cancer de
prostata®3441. Los estudios iniciales sugirieron
positividad intensa y uniforme de AMACR en el
97-100% de los canceres de prostata3435,
Estudios posteriores confirmaron que la AMACR
tine el citoplasma de aproximadamente el 80% de
los carcinomas de proéstata en biopsias por
agujab2122.38 vy que en los casos positivos no
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todas las glandulas tumorales resultan positivas,
ademas, a menudo, la tincién no es intensamen-
te positiva. Ciertas variantes histologicas, como
las de glandulas espumosas y los carcinomas
atroéficos y pseudohiperplasicos, resultaron inclu-
so menos frecuentemente positivos para AMACR
(positividad limitada al 60-80% de los casos)3?

FIGURA 7. P63/P504S en el carcinoma de préstata: carci-
noma de células espumosas (arriba); carcinoma intraduc-
tal (abajo).

4%

(Fig. 7). Mas recientemente, Schostak et al. de-
mostraron la utilidad de la deteccion mediante
PCR cuantitativa de transcritos de RNA de
AMACR en tejido prostatico, como alternativa al
estudio inmunohistoquimico, especialmente en
presencia de especimenes minusculos proceden-
tes de biopsia por aguja*?. En nuestra experien-
cia, la positividad para p504s se observo en el
97% de los canceres de prostata, con indepen-
dencia de la suma de Gleason (p=0,29), y de la
técnica de fijacion (p=0,27). La sensibilidad fue
superior para la combinacion de p504s y p63
(95%) en comparacién con CK5/6 (57%) y p63
(86%). De modo similar, la especificidad fue supe-
rior para la combinacion p504s/p63 (95%) en
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comparacion con CK5/6 (88%) y p63 (81%)2834. La
implicacion practica de estos hallazgos es que la
tincion con AMACR deberia ser interpretada con
cautela. Cuando consideramos la intensidad de la
inmunotincion con p504s, encontramos tincion
citoplasmica moderada-intensa tnicamente en el
67% de los casos, y débil en el 31% de nuestros
casos?’. Estos hallazgos podrian explicar nuestros
mejores resultados en inmunotincion en compara-
cion con el 80-85% de expresion de p503s habi-
tualmente comunicada en el cancer de prostata. La
sensibilidad de la AMACR en la deteccion de cancer
de prostata en los estudios publicados!*21.30-
35,38,39,41,43-46 gparece resumida en la Tabla 2. De
modo similar a Zhou et al. y Herawi et al., nosotros
consideramos que una tincion negativa para
AMACR no deberia propiciar la sustitucion de un
diagnostico de cancer de prostata basado en la
interpretacion de secciones de hematoxilina-eosi-
na, por otro de ‘atipia’, ni transformaria un diag-
nostico de ‘atipia’ en un diagnostico de benigni-
dad37.38. 47.48_

Ademas de sus problemas de sensibilidad, la
AMACR todavia se considera como no entera-
mente especifica para adenocarcinoma, dado que
tenira casi todos los casos de PIN de alto grado,
algunos focos de adenosis, la atrofia parcial, los
focos de microacinos agrupados, e incluso algu-
nas glandulas benignas*’. En 20-99% de los
casos de PIN de alto grado, las células expresaron
p504s, con un patron intracitoplasmico granular,
y con una intensidad de tincion mas débil para
P504s en el PIN de alto grado en comparacion con
los carcinomas de prostata??4149 (Fig. 8).

Varios estudios han comunicado que el p504s
puede ser positivo en 21-36,4% de las glandulas
normales3841. En nuestra experiencia, el p504s
resulto positivo tinicamente en el 2% de las glan-
dulas prostaticas normales (Fig. 6), con una
expresion intracitoplasmica granular mas débil y
focal por parte de algunas células prostaticas
normales pero bizarras, en comparacion con las
glandulas tumorales?!2227 (Fig. 9). En base a
estos hallazgos se ha recomendado que unica-
mente se considere como positiva la tincion con
AMACR en glandulas morfolégicamente atipicas
cuando esa tincion sea intensa y circunferencial,
o significativamente mas intensa que el fondo de
glandulas benignas?!:22-27,
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Tabla 2. Sensibilidad de a-metilacil coenzima A racemasa en la deteccion de cancer de prostata: resumen de los

estudios publicados

Autor Namero Tipo de especimen Anticuerpo Sensibilidad
de casos
Jiang?3! 137 BA, 58; P, 77; RTUP, 18 Monoclonal 100%
Jiang3? 73 BA con focos< 1 mm Monoclonal 95%
Beach?! 186 BA Monoclonal 82%
Luo®* 142 MAT de P Desc 88%
Rubin3? 94 BA. Consecutiva Policlonal 97%
Leav33 25 Carcinoma de la zona transicional Desc 100%
Magi-Galluzzi®® 209 BA. Focos pequenos < 5% Policlonal 88%
Kunju#? 20 BA. 6 focos pequenos y 4 glandulas espumosas de cancer Monoclonal 90%
Zhou3? 38 BA. Glandula espumosa e hiperplasica Monoclonal 71%
Policlonal 65%
Zhou®8 215 BA. Material de referencia Monoclonal 82%
Yang** 48 Casos postradioterapia Desc 100%
Jiang!* 454 BA, 27 P, 178; RTUP, estudio multicéntrico Monoclonal 97%
Farolina?? 23 Carcinoma atrofico Desc 70%
Hameed*6 189 Comparacion con la combinacion de P63/AMACR Monoclonal 94%
Molinié?! 150 BA, P, RTUP, estudio multicéntrico Monoclonal 97%

BA: Biopsia por aguja; Desc: desconocido; P, prostatectomia; RTUP: reseccion transuretral de préstata; MAT: microarray tisular.

Ademas, la aplicacion de anticuerpos coexis-
tentes frente a las células basales (como el p63)
demostro que las glandulas normales con positi-
vidad para pb504s tuvieron menos tincion de

-
‘:\y e “l
) ".’V‘ :‘{{ Iy

(derecha).

células basales que las glandulas normales no
positivas para p504s; esas glandulas podrian ser
consideradas como afectadas por PIN de bajo
grado. En consecuencia, nuestra hipotesis fue
que el aumento de expresiéon de
AMACR en algunas glandulas
prostaticas normales podria re-
presentar un cambio preneoplasi-
co temprano, y que podria reflejar
una regulacién al alza de los
patrones metabolicos de las glan-
dulas prostaticas durante el pro-
ceso de la carcinogénesis®. El
aumento de expresion de AMACR
confirmo6 la regulacion al alza de
los patrones metabdlicos de las
glandulas normales y, por esa
razon, el pb504s puede ser consi-
derado un marcador tutil de trans-
formacién neoplasica en la glan-
dula prostatica?!22.27.37,

De este modo, confirmamos la
ausencia de expresion de p504s en
casos de atrofia, hiperplasia post-
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FIGURA 9. P63/P504S en glandulas normales.

atrofia (o atrofia parcial), metaplasia transicio-
nal e hiperplasia de células basales?!:22.27,
Estos resultados son marcadamente diferentes
de los alcanzados por Herawi et al.*’” Estos
autores identificaron tincién con AMACR en el
79% de los casos de atrofia parcial y en el 67%
de los focos de microacinos agrupados, dos
entidades que remedan al cancer de prostata,
mientras que el HMWCK result6é negativo en el
13% y en el 17% de sus casos, respectivamen-
te?”. Estas diferencias podrian ser explicadas
por el hecho de que los casos fueron tefiidos en
diferentes instituciones, con diferentes anti-
cuerpos y técnicas. Ademas, en sus comunica-
ciones no proporcionaron sus resultados de la
tincion doble con HMWCK/p504s%?. En nuestra
experiencia en hiperplasia adenomatosa, la alta
expresion observada en mas del 70% de las
células prostaticas confirmé los resultados de
Yang et al.3”

Desde el punto de vista del diagnoéstico, es
importante reconocer que la tincion aislada
para AMACR no es probatoria de malignidad38.
En lesiones prostaticas benignas, como la atro-
fia parcial, la adenosis, y en los tejidos prostati-
cos con escaso estroma por hiperdesarrollo
glandular, se produce tincién focal con p504s.
En general, la tincion es mas débil que en el car-
cinoma de prostata, y creemos que unicamente
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un fenotipo con un marcador de
células basales negativo (CK903,
CK5/6 o p63), y positivo para
p504s debe sugerir malignidad3s.
Esta asociacion de dos tipos de
marcadores ha sido senalada por
varios autores.

Desde el momento en que ningun
marcador de células basales es
capaz de tenir todos los acini
| benignos, la utilizacion de dos o
mas marcadores en la forma de
una mezcla de anticuerpos o panel
puede resultar ventajosa, particu-
larmente en la evaluacion de focos
atipicos de pequeno tamano. Zhou
et al. han recomendado la utiliza-
cion de una mezcla de anticuerpos
para células basales que incluye
p63 y 34BE12; la razén es que
estos marcadores tienen como diana diferentes
antigenos dentro de la misma célula, y, por tanto,
pueden resultar sensibles a diferentes factores
técnicos?®. En comparacion con la utilizacion de
los marcadores en un panel, la combinacion de
anticuerpos resultaria mas econémica, y particu-
larmente til para el estudio de lesiones minimas
que podrian no estar representadas en secciones
seriadas de niveles mas profundos?®. Existen
combinaciones de anticuerpos pre-elaboradas
disponibles comercialmente, pero las concentra-
ciones de los anticuerpos individuales no pueden
ser ajustadas para compensar las variaciones
locales en el procesamiento de las preparaciones
tisulares y en la metodologia de tincion. La mayo-
ria de los autores que han comunicado la exis-
tencia de tincion 34BE12 o CK 5/6 con p504s se
vieron obligados a utilizar una reaccion de doble
color con avidina-biotina y sustratos de fosfatasa
alcalina, lo que no constituye un procedimiento
rutinario. Asi, la doble inmunotincién con una
combinacion de anticuerpos p63/P504S se con-
sigue con un unico cromogeno aplicado junto a
una mezcla de anticuerpos secundarios (inmuno-
globulinas anti-raton y anti-conejo, respectiva-
mente). Mas recientemente, se han empleado con
éxito combinaciones de AMACR con p63 y/o
34BE1215. En nuestra experiencia, hemos emple-
ado la combinacion de anticuerpos frente a



Molinié V et al. /Actas Urol Esp. 2007;31(9):1009-1024

p63/AMACR prediluida disponible comercial-
mente. Utilizando esa combinaciéon obtuvimos un
patron de inmunotincion mediante un anticuerpo
monoclonal de ratén, encontrandose la inmuno-
rreactividad frente a p63 localizada en el nticleo
de las células basales; el anticuerpo monoclonal
de conejo anti-AMACR (el p504S) result6 positivo
en el citoplasma y en la luz de las células y glan-
dulas prostaticas, respectivamente. La positivi-
dad con p63 es mas facil de identificar con un
unico procedimiento de tinciéon del complejo avi-
dina-biotina que con CK903 o CK5/6, anticuer-
pos que dan lugar a tincion citoplasmica®.

La asociacion de pb504s y p63 constituye un
marcador util de transformaciéon neoplasica de la
glandula prostatica, y debe de ser propuesto
como procedimiento auxiliar al examen de la
morfologia histologica. Esa combinaciéon repre-
senta un potencial marcador de las células tumo-
rales prostaticas en el contexto diagnéstico ade-
cuado, con una sensibilidad que se acerca al 97%
y una especificidad proxima al 100%2!. En uno
de nuestros estudios, el empleo de esa combina-
cion de marcadores permitio clasificar el 89,4%
de las lesiones ambiguas; el diagnéstico final fue
de lesion benigna (25% de los casos), foco de can-
cer minimo (47,11%), PIN de alto grado (14,4%) e
hiperplasia adenomatosa atipica (2.8%). El rendi-
miento alcanzado con esa combinacion de mar-
cadores fue superior al alcanzado con la inmuno-
tincion mediante p504s como marcador tinico?!
(Fig. 7).

Sin embargo, los anatomopatologos deben
recordar que la amplia expresiéon de la tincién
con p504s comunicada en las series publicadas
podria traducir diferencias en los tipos de anti-
cuerpo primario (monoclonal o policlonal), en las
concentraciones de los anticuerpos, en la solu-
cion de fijacion utilizada, asi como en el protoco-
lo de recuperacion de cada centro?3. Una fuente
adicional de variabilidad en los resultados de
sensibilidad y especificidad para el p504s parece
relacionada con los diferentes abordajes adopta-
dos para la interpretacion de la inmunotin-
cion?347. Como la mayoria de los autores, noso-
tros recomendamos que la tincion con p504s se
considere positiva en las glandulas ambiguas,
unicamente si es intensa y circunferencial, o sig-
nificativamente mas intensa que la del fondo de

1018

glandulas benignas2359, No obstante, algunos
autores también consideran como positiva una
intensidad débil, lo que podria justificar, al
menos en parte, las positividades detectadas en
glandulas normales*!. El grupo del Johns
Hopkins interpreta la positividad débil de p504s
en las glandulas ambiguas como positiva, uni-
camente si las glandulas benignas son comple-
tamente negativas; de modo similar, consideran
negativa una tincion de intensidad moderada si
las glandulas normales presentan un nivel
moderado de positividad para p504s23. La
mayor parte de esa dificultad puede ser explica-
da por el hecho de que la inmunotincion con
p504s es una tincion que proporciona resulta-
dos cuantitativos, mientras que la tincion con
marcadores de células basales proporciona
resultados cualitativos. Con los marcadores de
células basales existe un limite bien definido
entre glandulas benignas y malignas (las células
basales se encuentran casi siempre ausentes en
las glandulas malignas) mientras que no existe
un nivel definido para la tincién con AMACR. El
analisis mediante Western-blot ha revelado que
los canceres de prostata expresan hasta 36
veces mas AMACR que el tejido benigno345t,
Asi, la tincion de la prostata con p504s repre-
senta una variable continua desde las glandulas
benignas a las malignas, y la débil positividad
observada en las glandulas benignas representa
una auténtica positividad, mas que una reac-
cion falsamente positiva, y puede intensificarse
utilizando un procedimiento de inmunotincién
mas sensible (Fig. 9).

Por todas las razones antes mencionadas,
consideramos que la inmunotincion de p504s
debe de ser interpretada junto con los resultados
de inmunotinciéon de células basales. En nuestra
experiencia, este modo de interpretacion parece
mas relevante que el establecimiento de niveles
arbitrarios como puntos de corte entre casos
positivos y negativos (Fig. 10). Adicionalmente, el
procesamiento con inmunotincion automatica
permite llevar a cabo el procedimiento de inmu-
notincion con incubacion del anticuerpo primario
en dos pasos y un anticuerpo secundario mixto
anti-raton y anti-conejo, utilizando el mismo pro-
cedimiento de tinciéon con avidina-biotina duran-
te el mismo proceso.



Molinié V et al. /Actas Urol Esp. 2007;31(9):1009-1024

oA
A

o .
4 ',"': ’-'3 .
k Al e

FIGURA 10. P63/P504S en un pequeiio foco de carcinoma.

Esta rutina reduce considerablemente el tiem-
po de procesamiento y permite la deteccion me-
diante un procedimiento rutinario. Esta técnica
de acoplamiento de dos anticuerpos al mismo

tiempo redujo el namero de cortes necesarios, el
tiempo de técnica y, en caso de ambigliedad,
redujo el porcentaje de interpretaciones no con-
cluyentes y de biopsias adicionales. Tal y como
Hemmed et al. demostraron, nosotros comproba-
mos que el uso de combinaciones comerciales de
métodos de tincién constituye un procedimiento
de tincién rutinaria facilmente disponible que
tendra un impacto en la capacidad de reconocer
con claridad el cancer de prostata®® (Fig. 11).

Diagnéstico diferencial entre carcinoma de

prostata y carcinoma urotelial pobremente

diferenciado

La distincion del cancer urotelial de alto grado
del cancer de préstata pobremente diferenciado
en muestras de reseccion transuretral es un pro-
blema relativamente comun. El antecedente de
un tumor urotelial o de un carcinoma urotelial in
situ podria favorecer la aparicién de un carcino-

P63 +/p504s-

P63 +/p504s-

P63 +/p504s-

Foco atipico

FIGURA 11. Diferentes patrones de inmunotinciéon con p63/p504s.
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ma urotelial de alto grado, pero la posibilidad de
un cancer de prostata sincrénico deberia de ser
excluida dado que ambos tumores aparecen en el
varén anciano. En casos morfolégicamente equi-
vocos habitualmente se utiliza la determinacion
inmunohistoquimica de PSA y PSAP para confir-
mar el origen prostatico del tumor. Sin embargo,
los muestras de cancer de prostata pobremente
diferenciado resultan negativos para PSA y PSAP
hasta en el 27 y 19% de los casos, respectiva-
mente52. En esos casos, la adicion de anticuerpos
frente a CK7, CK20, 34BE12 y p63 resulta de uti-
lidad®®. El CK7 se expresa en el 82-100% de los
casos de carcinoma urotelial, en tanto el CK20 lo
hace en el 22-100% de las ocasiones. Por el con-
trario, esos marcadores no se detectan cuando el
recuento de células tumorales es inferior al 5%,
ni en el cancer de prostata?3. Una positividad sig-
nificativa para PSA y/o PSAP asociada con una
inmunorreaccién con HMWCK muy focal o nega-
tiva es suficiente para establecer un diagnostico
de cancer de prostata®253, Por otro lado, la posi-
tividad difusa para HMWCK asociada con una
inmunorreaccion negativa para PSA y PSAP, son
suficientes para establecer un diagnostico de
carcinoma urotelial en el adecuado contexto cli-
nico. En nuestra experiencia, p63 y CK7 son
siempre positivos en los tumores uroteliales,
incluso en carcinomas uroteliales
pobremente diferenciados. La uti-
lizacion de AMACR no tiene utili-
dad porque los tumores pobre-
mente diferenciados (prostaticos y
uroteliales) pueden expresar ese
anticuerpo® (Fig. 12). Otros mar-
cadores uroteliales sensibles,
como el antigeno carcinoembrio-
nario (CEA), la trombomodulina y
la uroplaquina III, pueden utili-
zarse para el diagnostico de carci-
noma urotelial?3. Algunos autores
recomiendan la utilizacién de un
panel de inmunotincion incluyen-
do PSA y PSAP para la identifica-
cion de cancer de prostata, y de
trombomodulina y 34BE12 para
excluir el carcinoma urotelial®. En
caso de un resultado no informa-

da linea diagnoéstica con p63, uroplaquina III,
Leu 7, CK5/6, p53, CK7 y CK 20. Esta segunda
bateria de anticuerpos es menos especifica que el
panel inicial® (Tabla 3).

Tabla 3. Expresion de marcadores de carcinoma urotelial
y prostatico segin Hammed et al.3

Carcinoma
urotelial %

Carcinoma
de prostata %

PSA 94-100 0
PSAP 89-100 0
Trombomodulina 0 49-91
34BE12 0-10 65-100
P63 0-3 62-75
CK 5/6 0 62-75
Uroplaquina III 0 57-60
CEA Monoclonal 0-12 41
Leu 7 94 17
CK7 0-12 83-100
CK 20 0-29 15-94
P53 3 33

Diagnéstico diferencial del cancer de

prostata frente a carcinomas no prostaticos

La identificacién del origen prostatico del car-
cinoma metastatico es importante en tanto el
cancer de proéstata metastatico con frecuencia
responde al tratamiento hormonal, y se suele
asociar a supervivencias mas prolongadas que

i FIGURA 12. Carcinoma urotelial con invasion prostatica: positividad nuclear
tivo, puede ensayarse una segun- en igs células basales con p63 yCK 7.
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otros tumores metastaticos. La eleccion del mar-
cador inmunohistoquimico utilizado en la distin-
cion del cancer de prostata de los carcinomas no
prostaticos depende del diagnéstico diferencial
clinicopatolégico. En las localizaciones metastati-
cos, donde el diagnostico diferencial incluye una
variedad de tumores no prostaticos tales como el
cancer de pulmoén, el cancer de vejiga o del trac-
to gastrointestinal, los marcadores prostaticos
PSA y fosfatasa acida prostatica (FAP), se utilizan
asociados a otros marcadores como el CEA y a
otros marcadores de cancer de prostata mas
modernos (P501s y PSMA)? (Figs. 13 y 14). Varios

FIGURA 13. P501s en préstata normal (izquierda) y en carcinoma de préstata
(derecha).
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FIGURA 14. PSAM en prostata normal (izquierda) y en el carcinoma de prosta-

estudios han probado la positividad de la inmu-
norreactividad en el 96-100% de los casos de car-
cinoma de prostata bien diferenciado®. En el car-
cinoma de proéstata pobremente diferenciado se
observa inmunorreactividad frente a PAP y PSA
en 5-35% de los casos. Otros estudios han pro-
bado que el anticuerpo policlonal frente al PSA es
significativamente mas sensible que el anticuerpo
monoclonal. El patron de Gleason 5 sugiere que
el anti-PSA policlonal deberia de ser considerado
como el marcador de eleccion para demostrar la
expresion de PSA en el cancer de prostata pobre-
mente diferenciado. Sin embargo, existen eviden-
cias de la expresion inmunohisto-
quimica de PSA y/o PSAP en una
variedad de tejidos y tumores no
prostaticos (Tablas 4 y 5).

CONCLUSION Y
PERSPECTIVAS

El PSA y el PSAP son marcadores
inmunohistoquimicos bien esta-
blecidos para la determinacion del
origen prostatico del carcinoma
pobremente diferenciado. La inclu-
si6n de ciertos refinamientos para
asegurar el control de calidad de
los analisis deberia de asegurar
una mayor sensibilidad para
ambos marcadores en este escena-
rio clinico.

La reciente introducciéon de nuevos
. marcadores como el p63 y la
AMACR representa un avance sig-
nificativo en el estudio inmunohis-
toquimico del cancer de prostata:
la AMACR es el primer marcador
inmunohistoquimico que muestra
| especificidad por el cancer de pros-
. tata en comparaciéon con el tejido
prostatico benigno, y podria ser
utilizado en el diagnoéstico y en la
evaluacion terapéutica (Figs. 15y
16). El anticuerpo frente a AMACR
fue desarrollado frente a un pro-
ducto proteico citoplasmico de un
gen identificado como sobreexpre-
sado en el cancer de prostata. Es
probable que este tipo de abordaje

-
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Tabla 4. Tejidos no prostaticos y tumores que expresan PSA

No neoplasicos
Vejiga: cistitis quistica y glandular
Glandulas periuretrales y perianales
Remanentes uracales
Glandulas de Cowper
Vesiculas seminales

Neoplasicos

Mama: adenocarcinoma

Neoplasias de las glandulas salivares

Vejiga:
Adenocarcinoma
Adenocarcinoma de las glandulas parauretrales de
Skene Glandulas parauretrales

Colon: adenocarcinoma

Melanoma maligno

Pancreas: carcinoma de células acinares

Tabla 5. Tejidos no prostaticos y tumores que expresan
PSAP

No neoplasicos
Vejiga: cistitis quistica y glandular
Glandulas periuretrales y perianales
Vesiculas seminales

Neoplasicos

Mama: adenocarcinoma

Neoplasias de las glandulas salivares

Vejiga:
Adenocarcinoma
Adenocarcinoma de las glandulas parauretrales de
Skene glandulas parauretrales

Colon: adenocarcinoma

Melanoma maligno

Pancreas:
Carcinoma de células acinares
Tumor de los islotes celulares
Tumores carcinoides

basado en el analisis genomico proporcione nue-
vos marcadores inmunohistoquimicos de impor-
tancia clinica en el futuro. El anticuerpo mono-
clonal frente a AMACR p504S es también uno de
la nueva generacion de anticuerpos monoclona-
les de conejo disponibles comercialmente que no
son inmunogénicos en raton.

Dada la notable variabilidad entre laboratorios
en las determinaciones de inmunorreactividad
AMACR, la utilizaciéon del p63 como marcador
negativo de cancer de prostata representa un
importante avance para el diagnéstico diferencial
de las proliferaciones acinares glandulares de
pequenas dimensiones, y su diferenciacion del
cancer invasivo y del PIN de alto grado.
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FIGURA 16. Carcinoma de préstata tratado con agonista
de la LHRH. Tras tinciéon con p504s. Suma de Gleason
6(3+3).

FIGURA 15. P63/P504S en carcinoma tratado con LHRH
(izquierda) y en carcinoma de célula pequeria (derecha).
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