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RESUMEN

Titulo: Utilidad de marcadores inmunohistoquimicos (p63/CK34bE12 (Dual) y ERG)
para el diagnostico y pronostico de tumores benignos y malignos en prostata, utilizando
muestras histopatoldgicas de pacientes del Hospital Enrique Garcés, Quito, de enero

2012 a agosto 2014.

Autor: Christian Andrés Benavides Vasconez. Facultad de Medicina, Pontificia

Universidad Catolica del Ecuador.

Lugar/Fecha: Hospital Enrique Garcés — Servicio de Anatomia Patoldgica, Enero 2012

- Agosto 2014.

Objetivo: Optimizar el diagndstico de los diferentes tipos de lesiones prostaticas con

marcadores tumorales mediante la utilizacion de técnicas de inmunohistoquimica.

Método: Una vez registrados los resultados, las variables fueron ingresadas en el
programa estadistico SPSS22. En base a esta matriz de datos se generaron tablas de
frecuencias y tablas de contingencia (2x2). Ademas se aplicé la prueba exacta de Fisher,
el coeficiente de contingencia. En todas las pruebas mencionadas se trabajé con un

intervalo de confianza del 95% (p 0,05).

Resultados: EI marcador DUAL fue de mayor utilidad diagndstica en comparacion con
los resultados obtenidos con ERG. La aplicacion de los marcadores tumorales en
lesiones de tejidos prostaticos previos permitié afirmar o descartar mediante la utilidad
de la inmunohistoguimica si el diagnostico fue certero o equivoco, siendo alarmante que

varios casos con caracter benigno mostraron caracteristicas malignas.



Conclusiones: Los marcadores tumorales fueron estandarizados segun las
recomendaciones del fabricante. El porcentaje de lesiones prostaticas benignas (HPB)
fue mayor que el adenocarcinoma de prostata (AP). EI marcador Dual presentd una alta
correlacion con el diagnéstico histopatologico, mientras que el ERG presenté un bajo
porcentaje de expresion. Se necesita nuevas investigaciones para poder determinar la

sensibilidad y especificidad de las pruebas de inmunohistoquimica nombradas.
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ABSTRACT

Title: Utility of immunohistochemical markers (p63/CK34bE12 (Dual) and ERG) for
diagnosis and prognosis of benign and malignant prostate tumors using
histopathological samples of patients from Hospital Enrique Garcés, Quito, from

January 2012 to August 2014.

Author: Christian Andrés Benavides Vasconez. Facultad de Medicina, Pontificia

Universidad Catélica del Ecuador.

Place / Date: Hospital Enrique Garcés — Pathology Department. January 2012 - August

2014.

Objective: To optimize the diagnosis of different types of prostate lesions with tumor

markers by means of immunohistochemical techniques.

Method: Once the results were registered the variables were set up in the “statistical
package of social science 22”. Based on this data, frequency and contingency tables
were built (2x2). Fisher tests and the contingency coefficient was applied using a

confidence interval of 95% (p 0.05) in all tests.

Outcomes: The Dual marker was the most reliable for diagnosis comparing with ERG
results. Previous applications of tumoral markers in prostate tissue lesions allowed us to
confirm or rule out wheather the diagnosis was correct or mistaken based on
immunohistochemistry. It was surprising however that some of non — malignant cases

turned out to be with malignant characteristics.

Conclusions: Tumoral markers were standardized according to the manufacturer

recommendations. The percentage of non — malignant prostate lesions (HPB) was

Xii



higher than the prostate cancer (CP). The Dual marker was highly correlated with
histopathological diagnosis, whereas the ERG showed a low percentage of expression.
New researches are needed in order to determine the sensitivity and specificity of the

immunohistochemical tests.
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1. CAPITULO I

1.1. INTRODUCCION

El cancer de prostata en el mundo occidental presenta una alta tasa de prevalencia,

constituyéndose en la mayor causa de morbi-mortalidad en el hombre actual. @ @

El Ecuador posee una tasa de incidencia del 29,8%, ademés el Registro Nacional de
Tumores con la Sociedad de Lucha Contra el Cancer (SOLCA) la ubica como la
primera causa de muerte en el hombre en el Ecuador y la segunda causa en el mundo.
En el periodo comprendido entre 2006 al 2011 se observé una tasa estandarizada del
47,5 en 100.000 habitantes y se diagnosticaron 1.112.000 casos nuevos en residentes
de la ciudad de Quito. Este cancer se ubica en la segunda causa de muerte en este

pais después del cancer de estémago. @

El cancer prostatico es un problema de salud pablica afecta a personas sobre los 45
afios de edad. ® En Costa Rica (2005) se observa una incidencia que se incrementa

del 32.64 a 51.8 por 100.000 hombres en el afio 1995 y 2005 respectivamente. ©

Entre los principales factores de riesgo para desarrollar esta enfermedad estan: la
edad avanzada, etnia y factores hereditarios, ” aunque solamente el 10% de los
canceres estan relacionados directamente con el grado familiar directo, aumentando
el riesgo de 2 a 11 veces si hay uno o mas familiares enfermos. ® El factor genético
juega un papel importante en el desarrollo del cancer de prostata debido a las
mutaciones que sufre el ADN, estas mutaciones activan los oncogenes e inhiben la

accion de los genes supresores de tumores impidiendo la muerte celular programada



0 apoptosis facilitando la proliferacion celular andémala y descontrolada con

capacidad de invadir tejidos adyacentes alcanzando asf érganos distantes.

El carcinoma de prostata se inicia desde una lesion poco activa a otra que puede
llegar a ser muy agresiva y mortal. A nivel microscopico, los adenocarcinomas
presentan una pérdida de ceélulas de la capa basal y poseen una variable
diferenciacion. Gleason contribuyd con la clasificacion que hasta el dia de hoy es
muy Util para categorizar de mejor manera las lesiones malignas, permitiendo

ademas determinar incluso el prondstico del paciente. ©

El carcinoma de prdstata puede ser detectado mediante varios tipos de examenes
entre ellos esta el tacto rectal (es de ayuda si el volumen del tumor es mayor a 0.2
ml), el examen seroldgico del antigeno prostatico especifico (PSA), la imagenologia
como la ecografia, la tomografia axial computarizada (TAC), biopsia por puncion de

aguja gruesa transrectal y su respectivo estudio histopatolégico. ¥

Biopsia prostatica transrectal: permite obtener muestras de cada I6bulo y de lesiones

sospechosas visualizadas por la ecografia. ?

Antigeno prostatico especifico: es una proteina producida por las células de la

prostata y se detecta mediante el examen del PSA. 2
Estudio histopatoldgico: estudia tejidos para detectar lesiones benignas y malignas.

La inmunohistoquimica: utiliza diferentes anticuerpos que expresan los
biomarcadores en el tejido ya sea en el nicleo, membrana nuclear, citoplasma o en

organelos.



Este estudio tiene el propésito de mejorar la calidad diagndstica aplicando
anticuerpos inmunohistoquimicos (basadas en el principio antigeno-anticuerpo), que
expresan diferentes sustancias presentes en células del epitelio acinar prostatico,
permiten diferenciar el tipo de cancer. La utilidad de estas pruebas
inmunohistoquimicas permite la diferenciacién de lesiones benignas de malignas,
ademas de detectar factores pronosticos en los pacientes. Entre los anticuerpos para
lesiones prostaticas disponibles en el mercado esta el anticuerpo p63 con expresion
nuclear de células basales benignas, ™ ¥ el anticuerpo CK34bE12 que expresa las
citoqueratinas de alto peso molecular. @ ®Los doctores Shah, Weinstein y
colaboradores corroboran lo descrito anteriormente y sugieren que se combine entre

varios marcadores inmunohistogquimicos para obtener mejores resultados. % "

Ultimamente se ha estudiado un gen primario llamado ERG, un anticuerpo primario
monoclonal de conejo ®® el cual permite detectar translocaciones cromosémicas que
implican el locus ERG, su expresion predice la progresion tumoral (FACTOR
PRONOSTICO). En lesiones benignas, metaplasia, atrofia e hiperplasia no hay
expresion de este marcador. Varios reportes han demostrado que el anticuerpo ERG
mostrd una alta sensibilidad y especificidad en el cancer de prostata lo que ayuda a

diferenciarlo de la hiperplasia adenomatosa de acinos pequefios, atrofia. ‘%

Mosquera JM., y colaboradores demostraron que en pacientes con neoplasia
intraepitelial prostatica de alto grado (PIN), ésta evoluciond hacia la invasién cuando

el tejido expresé positividad con marcadores combinados TMPRSS2-ERG. ¥

Vanaja y colaboradores informaron que existe sobreexpresion del oncogen ERG

(presente en el cromosoma 21¢22.3) en la mayoria de células tumorales del epitelio



prostatico, no asi en cambios benignos por atrofia. ® ?? Ro y colaboradores esperan
nuevos estudios para evaluar la expresion inmunohistoquimica de EGR como valor

predictivo pronéstico y para terapia en el adenocarcinoma de préstata. 9

La citoqueratina de alto peso molecular (34 beta E12) y la p63 permiten demostrar la
ausencia de células basales en tejido neoplésico, lo que ayuda a diferenciar entre

cancer y muestras dudosas de cancer prostatico. ¢®

En este contexto, la presente investigacion busco determinar la utilidad diagndstica y
pronodstica mediante estos anticuerpos en muestras de prostata procesadas en el
Hospital Enrique Garcés durante el periodo enero 2012 a agosto 2014, buscando
mejorar la calidad diagnostica e identificar factores pronosticos Utiles. Se buscd
demostrar a las autoridades y especialistas de la institucion la importancia de contar
con una herramienta diagnostica objetiva que es la inmunohistoquimica, y se
pretendi6 ayudar a discernir entre lesiones con dudas diagndsticas; ¥ por lo tanto, se
realizd la técnica con los anticuerpos p63, CK34bE12 (dual) y ERG en muestras de
préstata sometidas a estudios histopatoldgicos con tincién de Hematoxilina-Eosina,

diagnosticados por diferentes observadores.

La técnica de inmunohistoquimica utilizada fue el método indirecto que utiliza un
anticuerpo primario y por medio de un cromdgeno se visualizé la reaccion positiva

en el tejido en el microscopio dptico de luz.

La utilizacion de estos marcadores tumorales mediante la inmunohistoquimica puede

llegar a convertirse en una herramienta Gtil para detectar lesiones neoplasicas

(25) (26)

intraepiteliales e invasivas y se convertira en herramienta de gran utilidad y



costo efectiva en manos de los urélogos para con diagndsticos mas certeros que

ofrezcan los tratamientos mas efectivos en pacientes con patologia prostatica.



2. CAPITULO I

2.1. GENERALIDADES DE LA PROSTATA

La proéstata es una glandula del aparato reproductor masculino, que se localiza debajo
de la vejiga, delante del recto, rodea una parte de la uretra y el cuello de la vejiga,
produce el liquido que forma parte del semen, que protege y nutre los
espermatozoides. ®” Es un drgano retroperitoneal con forma de nuez y en el adulto
normal pesa aproximadamente 20g. Estd localizada entre el cuello vesical y el
musculo transverso profundo del periné, ® @ mide aproximadamente 3 a 4 cm en
la base, 4-6 cm en el céfalo caudal y 2-3 cm en la antero posterior. ®® En la parte
superior encontramos la membrana perineal y el espacio perineal profundo, los

mismos que van a corresponder al diafragma urogenital.®?

La composicién de la préstata esta dada por 2/3 de tejido glandular y el tercio
restante tejido fibromuscular. ®YSe lo puede dividir en la etapa fetal en cinco l6bulos
y estos son: anterior, posterior, el I6bulo medio y finalmente dos I6bulos laterales
(localizados detras de la uretra, susceptibles de hipertrofia; ©?mientras que en la
etapa adulta se puede fraccionarla en dos apartados: la zona periférica, donde se
origina primordialmente el carcinoma, y una zona transicional, donde se origina la

patologia benigna hipertrofia prostatica. ¢

La prostata consta de una base y un vértice asi también con sus respectivas caras:

posterior, anterior e infero-laterales. ©¢*

e Base: Se halla constituida por fibras longitudinales externas que se van a unir

con el tejido fibromuscular de la capsula, fusionandose con el cuello de la



vejiga urinaria, ademas de que la uretra la perfora y atraviesa en toda su

longitud a la misma. ©®

Apex: es romo y esta cubierto a nivel anterior por fibras del esfinter estriado
externo, en el nivel posterior se relaciona con inserciones del musculo recto-
uretral y constituye a la porcion mas baja, la uretra va a prorrumpir por la
cara anterior del vértice para devenir la porcion membranosa, ademas se
relaciona con la vena profunda del pene, los ligamentos pubo-prostaticos y

las glandulas prostéticas pueden penetrar en fibras del esfinter estriado. % ¢4

Cara posterior: es plana, se localiza delante de la porcion inferior del recto
previa separacion por el tabique recto-vesical, se relaciona con la ampolla
rectal, las vesiculas seminales, las ampollas deferenciales y el fondo de saco

recto-vesical. ¢ G4

Cara anterior: tiene la presencia de una suave convexidad, cubierta por tejido
fibroso que se va engrosando a nivel caudal para formar los ligamentos pubo-
prostaticos que se van a conectar directamente con los huesos pubicos. Se
relaciona con la proyeccién craneal del a vena dorsal profunda del pene,
ademas aqui discurre faceta posterior de las ramas del pubis y tejido fibro

areolar que da origen al espacio virtual de Retzius. > ¢

Caras inferolaterales: estan conformadas por una serie de fibras musculares
entre ellas el nivel anterior por la fascia endopélvica, continuandose con

7



fascia periprostatica, fascia elevador del ano con proyecciones anteriores del
musculo elevador del ano y mas lateralmente fibras del musculo obturador

interno.

Los conductos eyaculadores van por la superficie posterior por debajo de la vejiga
urinaria en sentido diagonal a unos 2 cm aproximadamente de la glandula
desembocando en la porcién prostatica de la uretra conjuntamente con los propios

conductos de la prostata. ¢

La irrigacion sanguinea estd dada principalmente por la arteria iliaca interna, siendo
sus principales referentes la arteria vesical inferior, rectal media y pudenda interna. A
nivel de la base se encuentra el plexo prostatico venoso que se continda con el plexo

venoso vesical que va a drenar directamente en la vena iliaca interna. ©®

La funcion de la prostata estad dada por los distintos tipos de receptores, por ejemplo
la capsula y la uretra prostatica proximal poseen tipo alfa, mientras que el resto posee
hormonales. Si la estimulacion se da a nivel de la capsula se vera estimulada la
funcién de las glandulas exocrinas, si la estimulacién de los receptores alfa se dan a
nivel de la uretra prostatica proximal se produciria el paso de la orina a través de la
misma, finalmente la estimulacién a nivel de los receptores hormonales estan

relacionados con la regulacion del crecimiento y la secrecién prostatica. ©”

Se ha estudiado que la prostata produce aproximadamente del 20% al 30% del

volumen seminal. ¢ G4

Su funcion principal es la de permitir un fluido en 6ptimas condiciones para que los

espermatozoides posean un medio adecuado para cumplir su funcion. Dentro de las



sustancias que produce la prostata son: PSA, fibrindgeno, espermina, zinc, magnesio,

enzimas, entre otras.

La alteracion de su fisiologia dara origen a maltiples patologias existentes, asi siendo
de origen benigno la hiperplasia benigna prostatica o de origen maligno el cancer de

prostata.

2.1.1. Histologia

Histoldgicamente la prostata es una glandula que contiene una capsula no bien
definida, la glandula es tubulo alveolar y contiene glandulas pequefias y grandes
revestidas de epitelio que se asienta sobre una membrana basal definida las glandulas
se separan entre si por estroma constituido por tejido fibromuscular; el epitelio

contiene dos capas de células y son:
e Capa basal: Formada por epitelio cubico bajo
e Capa de células cilindricas secretoras de mucina que cubre a la anterior.

Hay éareas del epitelio que tienen prolongaciones vellosas o invaginaciones papilares.

(29)

La clasificacion histologica se la puede dividir de la siguiente forma: zona de
transicion correspondiente al 10% ubicandose a nivel de la base con relacion a la
uretra y vejiga, la siguiente es la zona central correspondiente al 20% de la prostata y
ésta también se ubica a nivel de la base pero con relacion a las vesiculas seminales y

el 70% restante es la zona periférica. ¢®



La zona que separa la parte estromal de la glandular que se conforma principalmente
por células secretoras, se la denomina lamina propia, las glandulas se agruparan en
forma de acinos y estos se veran revestidos por tejido conectivo estromal y de

musculo liso. ¢ ©8)

La parte estromal esté integrada por fibras de colageno tipo | y tipo Ill, fibras de tipo
elastico, fibroblastos, ademas de celulas fusiformes indiferenciadas y células
musculares de tipo liso, hay que recordar que el componente estromal a nivel
periférico es el que va a tomar el nombre de capsula prostatica y esta serad
independiente de la fascia periprostatica. Hablar de un valor estdndar en cuanto a

espesor es muy variable, y dependera de cada individuo.

Mc.Neal realizé maltiples estudios en el periodo comprendido entre 1968 y 1997 en
cuanto a la divisién anatomica de la prostata, llegando a la conclusion que dicha
division tiene relevancia clinica dependiendo de la zona alterada, ®¥ realiz6 la
division anatémica de la prostata en dos zonas: glandular y no glandular ayudado de

la ecografia transrectal.

e ZONA GLANDULAR

v Zona de transicion: a ambos lados de los 2/3 distales de la uretra prostatica,
area de desarrollo de la hiperplasia prostatica. En ella se origina el 20% de
los carcinomas prostéaticos.

v' Zona Central: que rodea los conductos eyaculadores, forma un tronco de
cono con la base prostatica estrechandose cerca del Vero-Montanum (zona

sobreelevada en el suelo de la uretra prostatica donde se abren los conductos

10



eyaculadores). No sufre hiperplasia benigna y en ella se originan el 10% de
los carcinomas.

v' Zona periférica: en situacion posterolateral a la prostata, delgada en su
posicién cefélica engrosandose hacia el apex. No hay desarrollo de
hiperplasia y en ella se origina el 70% de los carcinomas prostaticos.

v' Glandulas periuretrales: adyacentes a la uretra, rodeadas por el esfinter
proximal, pueden sufrir hiperplasia benigna y en ella no se desarrollan

carcinomas.

e REGIONES NO GLANDULARES

v' Estroma fibromuscular: ocupa la superficie anterior de la proéstata,
compuesta por musculo liso y no registra cambios patoldgicos.

v' Esfinter proximal: musculo liso que rodea la uretra desde el cuello vesical
hasta el Vero-Montanum.

v Esfinter distal: masculo estriado situado antero lateralmente al segmento

uretral prostatico distal. ©¢?

El parénquima prostatico se divide en cuatro regiones distintas anatémica y

biol6gicamente y son:

v’ Zona periférica que abarca el 70% del volumen de la prostata del adulto joven
(mayoria de carcinomas)

v’ Zona central comprende el 25%

v Zona transicional (mayoria de hiperplasias)

v’ Zona periuretral comprende el 5% (mayoria de hiperplasias). ¢% ¢%
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ESQUEMA DE LAS ZONAS DE LA PROSTATA

A B

CARA SUPERIOR URETRA PROSTATICA seglo. proximg
BASE — ~

APEX o VERTICE ="

URETRA PROSTATICA segs Yesta

je un cone o plano A) SAGITAL y B) CORONAL de la
wostata con zona CENTRAL (C), de TRANSICION (T) y

Fuente: Rosenberg, H. Patologia de la Préstata. Pontificia Universidad Catélica de Chile ©®

La clasificacion de Mc.Neal divide a la prdstata en 4 zonas: anterior, periférica
(70%), central (20-25%) y de transicion (5-10%). Las neoplasias malignas se
producen en la zona periférica cerca del 80%, en la zona de transicion del 10-20% y
en la zona central cerca del 5%, mientras que aproximadamente el 70% de las
hiperplasias prostaticas benignas se localiza en la zona de transicion. ¥ La region
anterior estd ausente de glandulas y estd en contacto en su cara anterior con la uretra

prostética y preprostatica. ®

2.2. PATOLOGIAS DE PROSTATA

2.2.1. Hiperplasia prostatica benigna

La hiperplasia prostatica benigna (HPB) antes llamada hipertrofia (término no
adecuado debido al principio fisiopatoldgico que indica aumento celular de las

células prostéticas y del tejido estromal “?), es el aumento del nimero de células y
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tejido estromal principalmente en la zona de transicion periuretral y es alli donde se
inicia la HPB “Y “9 varios estudios indican que la hiperplasia prostatica benigna
produce agrandamiento de la prostata por crecimiento glandular y estromal con

consiguiente obstruccién uretral y problemas en la miccign. 2 ¢3 (44 (%)

La HPB afecta aproximadamente el 50% de la poblacién masculina. Rubinstein y
colaboradores (2013) indican que se presenta en varones de 60 afios y alcanza un
90% en pacientes de 85 afios de edad, ademés refieren que de este porcentaje
solamente el 50% tendrd un crecimiento macroscépico de la glandula y la mitad

(44)

presentard sintomatologia, datos epidemiolégicos similares describe la

Asociacion espafiola de urologfa. “®

A rsan

Fuente: http://umm.edu/health/medical/spanishency/images/hpb

Los sintomas pueden variar entre ninguno a moderados o severos. EI aumento celular
que produce aumento del tamafio de la glandula prostatica, conlleva un alto costo
para la salud puablica por las consecuencias que tiene el aumento progresivo

conforme aumenta la edad del paciente.
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La sintomatologia es secundaria al aumento de la prostata y consiste en:

e Compresion de la uretra

¢ Dificultad para la miccion

e Retencion urinaria

e Distension vesical

e Nicturia

e Disuria

e Goteo posterior a la miccion

e Infecciones, etc. ®
Los factores de riesgo preponderantes son la edad, antecedentes patoldgicos
familiares genéticos, dieta rica en vegetales que contienen alta cantidad de carotenos

y fitoestrogenos, etnia negra y que los testiculos se encuentren funcionantes. 9 ¢4

El cientifico Hammarsten (2002) indic6 que otro factor de riesgo es el

hiperinsulinismo y muestran una prevalencia més acentuada de esta lesion. “?

e “La probabilidad de desarrollar agrandamiento de prostata se incrementa
con la edad.

e La HPB es tan comun que se ha dicho que todos los hombres tendréan
agrandamiento de prostata si viven lo suficiente.

e Un pequefio grado de agrandamiento de la préstata estd presente en muchos
hombres mayores de 40 afios y en méas del 90% de los hombres mayores de

80 afios.

14



No se han identificado factores de riesgo distintos al hecho de tener

, . 47
testiculos que funcionan normalmente” “7)

Entre las posibilidades de que se origine la hiperplasia prostatica esta la relacion

estrecha con los andrdgenos y se produce de la siguiente manera:

La testosterona que se produce en los testiculos es convertida en un

androgeno llamado dehidrotestosterona (metabolito de la testosterona)

e La dehidrotestosterona (DTH) se sintetiza en el estroma por accion de la Sa-
reductasa tipo 2 lo que estimula el crecimiento de la prostata.

e Luego la DHT actua en forma autocrina sobre las células estromales y en
forma paracrina sobre las células epiteliales proximas.

e La DHT en las células estromales y epiteliales se une a receptores nucleares

de los andrégenos y emite sefiales para la transcripcion de factores de

crecimiento permitiendo las mitosis celulares.

Cuando no se permite la accion de la Sa-reductasa tipo 2 no hay mucha produccion

de DHT y por ende baja notablemente la HPB en muchos pacientes. %

Otros autores indican que la enzima aromatasa convierte la testosterona en

estrégenos inhibiendo la muerte celular en presencia de andrégenos. “V
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Partes anatomicas de la prdstata

Fuente: http://Jumm.edu/health/medical/spanishency/articles/agrandamiento-de-la-prostata

Histoldgicamente se describen varios aspectos microscdpicos. Presenta hiperplasia
de células epiteliales y del estroma, presencia de nddulos hiperplésicos con glandulas

epiteliales y estroma fibromuscular o mixto. ¢% “®)

Corte histolégico de préstata normal

Fuente: http://www.uv.es/histomed/practicas/02-epglan/02-epglan.htm.

Corte histolégico de hiperplasia prostatica benigna

Fuente: http://www.barnaclinic.com/blog/mens-health/category/hiperplasia-de-prostata/page/2/
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El tejido estromal de la HPB muestra fibroblastos y células musculares lisas de
variadas formas, puede observarse estroma con células mesengquimales
indiferenciadas o fibroblastos inmaduros, tejido fibroadiposo y metaplasia
transicional con ndcleos ovoides, alargados y ocasionales hendiduras que cruzan

longitudinalmente al nicleo. “®

Antunez y colaboradores indican dependiendo de sus caracteristicas histoldgicas, los
nodulos hiperplasicos pueden ser estromales, fibromusculares, musculares,

fibroadenomatosos y fibromioadenomatosos.

2.2.2. Patologias que simulan cancer de prostata

Atrofia prostatica: tanto la atrofia parcial como la hiperplasia prostatica simulan
cancer, debido a la desorganizacion de los acinos, algunos con bajo citoplasma y

palidez citoplasmaética, nlcleos aumentados de tamafio y con nucléolo.

Adenosis: simula cancer principalmente en zona de transicion, se caracteriza por
proliferacion glandular, con glandulas pequefias sospechosas, con nddulos grandes y

elongados dentro de un nédulo de forma papilar y ndcleos uniformes.

Adenosis esclerosante: es una lesion que se encuentra en una reseccién transuretral
de la prostata, donde se observa la proliferacion de glandulas bien formadas,
mezcladas con una lamina de células epiteliales algo atipicas, con un fondo denso de

células fusiformes. “% 0
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Xantoma: lesion rara que simula cancer, se presenta como nddulo solido
circunscrito, se observa como si estuviera formado por cuerdas, muestra células de

citoplasma espumoso, ndcleos normales sin nucléolos prominentes ni mitosis.

2.2.3. Cancer de prostata

El cancer de prostata es un crecimiento celular desordenado y aumentado, lo que
desencadena que mecanismos de control sean anormales permitiendo a las células

neoformadas invadir a otros tejidos. @ ®V

Cuando se habla de cancer se debe tomar como principio fisiopatol6gico genético el
dafio de las células diana de los tejidos, siendo entre los mas relevantes: los
protooncogenes, gen regulador de apoptosis (genes dominantes) y gen supresor de

tumores (gen recesivo). ©

Existen diversos tipos de células a nivel prostatico, las principales son las glandulares
que pueden dar origen al adenocarcinoma, otros tipos de tumores menos frecuentes
estdn los adenocarcinomas mucinosos, adenocarcinomas ductales, carcinoma
transicional, carcinomas neuroendocrinos o de células pequefias. Otro tipo de células
son las estromales que pueden dar origen a los sarcomas como el leiomiosarcoma,

fibrosarcoma y el rabdomiosarcoma. @ 8 (%2)

El carcinoma prostatico en el mundo occidental demuestra una alta tasa de
prevalencia, constituyendo para el hombre la mayor causa de morbi-mortalidad, @

presenta una incidencia de 25 por cada 100000 habitantes. %
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En los ultimos afios en el continente Europeo (2008) el carcinoma de prostata se ha
convertido en el més frecuente e incluso llegando a una tasa de incidencia de 65 por

cada 100.000 habitantes en los Gltimos afios. ¢

En Costa Rica (2005) se observa una incidencia que se incrementa del 32.64 a 51.8

por 100.000 hombres en el afio 1995 y 2005, respectivamente. ©

El Ecuador posee una tasa de incidencia del 29,8% y la Sociedad de Lucha Contra el
Céancer (SOLCA) la ubica como la primera causa de muerte en el hombre y la
segunda en el mundo, en el periodo comprendido entre 2006 al 2011 se observé una
tasa estandarizada del 47,5 en 100.000 habitantes y se diagnosticaron 1.112.000
casos nuevos en residentes de la ciudad de Quito, este cancer se ubica en la segunda

causa de muerte en este pais después del cancer de estémago. ®

Entre los factores de riesgo para desarrollar esta enfermedad estan principalmente los

factores genéticos, hereditarios, ambientales e infecciosos.

El factor genético es sumamente importante para el desarrollo del cancer de préstata
debido a las mutaciones que sufre el ADN de las células de la prostata, los mismos
que activan los oncogenes e inhiben la accion de los genes supresores de tumores
impidiendo la muerte celular programada o apoptosis provocando una proliferacion
celular andmala y descontrolada con capacidad de invadir tejidos adyacentes hasta
alcanzar érganos distantes. ®Se indica que el gen especifico HPC-1 del cromosoma 1

es el que permite el desarrollo de desarrollar cancer de prostata. ©®

En el afio 2013 en la revista “Journal of Clinical Oncology” se indic6é que las

mutaciones que se producen en el gen BRCAZ2 influyen en un prondstico no
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adecuado y de peores caracteristicas en comparacion a pacientes que no padecen

dicha lesion genética, ademés el riesgo de metastasis es mucho mayor. ¢®

Como se habl6 en la HPB la patogenia del carcinoma prostatico se debe a receptores
androgenicos en las células epiteliales por su alta conexion entre la hormona y el
receptor, ademéas se ha confirmado con orquiectomias la disminucion del riesgo de

padecer cancer. 8 7

Existe una linea de células germinales que poseen genes susceptibles al carcinoma
prostatico, y dicha lesion se localiza en el cromosoma 1q24-25, y se han encontrado
los genes supresores alterados en los cromosomas 8p, 12p, 10q y 164, tema que aun

falta por esclarecer en su totalidad. ©”

En todo tipo de cancer lo relevante es poder diagnosticarlo precozmente, en este
punto el Instituto Nacional del Cancer indica que cuando se ha detectado cancer de
préstata en un paciente, se debe realizar un examen preventivo de PSA al otro

hermano para lograr diagnosticar en forma més incipiente esta enfermedad. ©® ¢

Los factores hereditarios y la relacion con el grado de familiaridad que tiene un
paciente con otro para determinar el riesgo de heredar céncer de prostata es
significativamente alto, y mayor sera la probabilidad si la linea de consanguineidad

es primera.

Gronbergy colaboradores (1996), indicaron que un primer grado de familiaridad
incrementa el riesgo al doble y dos o mas familiares de primer grado incrementa el
riesgo de 5 a 11 veces (herencia mendeliana). ®“En la actualidad Heidenreich y

colaboradores (2011), al factor hereditario lo consideran como uno de los principales
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factores de riesgo de desarrollar cancer de préstata, " del total de canceres solamente
el 10% son relacionados directamente con el grado familiar directo de cada paciente,

®)debido al perfil de herencia mendeliana.

Los factores hormonales demuestran que la enzima aromatasa convierte la

testosterona en estrogenos inhibiendo la muerte celular en presencia de andrgenos.

(41) (40)

Los factores ambientales juegan un rol importante ya que se ha demostrado que estos
influyen en el desarrollo del carcinoma debido a que pacientes donde se ha
observado menor incidencia, al viajar a otros lugares donde la incidencia es mayor se

hacen propensos con mayor facilidad a desarrollar esta enfermedad.

Los factores infecciosos poseen también su relacion con el cancer prostatico siendo
la prostatitis aguda la mas correspondida a padecer hiperplasias nodulares prostaticas

en pacientes con edad menor a 40 afios. ¥

El cancer prostatico afecta a personas sobre los 45 afios de edad, constituyéndose en
un problema de salud publica en paises desarrollados donde se observa un mayor

nimero de habitantes sobre los 65 afios. ©® ¢4
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2.2.3.1. Histopatologia

El cancer prostéatico se localiza en la zona periférica de la glandula prostatica en un
70% y ésta ubicacion permite ser detectado al tacto rectal. ©” ©? La etiologia no esta
totalmente comprobada, criterios cientificos divergen en que debe existir siempre una
lesién precancerosa. ®)Para poder determinar si es tumor maligno a un tumor bien
diferenciado se debe estudiar la cépsula que muestra infiltracién tumoral e

infiltracion perineural en conductos sanguineos o linfaticos. ©

La forma més comun de cancer de prdstata es la adenocarcinomatosa y muestra

patrones glandulares, muy visibles. %

La presentacion tumoral se la observa como masas redondas con buena delimitacion
entre si, ante las cuales se debe realizar el diagnostico diferencial con la hiperplasia
nodular, las caracteristicas histoldgicas del carcinoma de prostata son las glandulas
hiperplasicas con células cilindricas de escasa altura, nicleos aumentados de tamafio
con nucléolos y citoplasma vacuolar, hay ausencia de células de la capa basal y las

glandulas pueden tomar un patrén glandular papilar o cribiforme. ©

En el adenocarcinoma acinar se observan acinos pequefios, muy juntos entre si
dispuestos “espalda con espalda”, debido al escaso tejido estromal, estan revestidos
por una sola capa de células. Estas caracteristicas también pueden ser identificadas
en otro tipo de tumores no muy bien diferenciados donde el estroma es variable y los

acinos se dispondran en cordones, nidos o sabanas. ©

Histologicamente el adenocarcinoma es el tumor de préstata que se presenta en un

95% de los tumores encontrados, observandose otros tumores en menores
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porcentajes y correponden a: cancer acinar intralobular, cancer ductal, de células

claras, mucinosos y de células pequefias. 2 3
El adenocarcinoma acinar posee los siguientes diagnosticos diferenciales:

e Adenocarcinoma ductal (originado en los conductos periféricos), este cancer
es similar que el de tipo acinar y tiene mal prondstico. Al contrario si se trata
de un carcinoma originado en los conductos periuretrales, las caracteristicas
a observarse seran similares al carcinoma urotelial. ©”

e Cancer epidermoide prostatico generalmente esta asociado a un tratamiento
hormonal previo. Si el cancer presenta mucina en sus células se lo denomina
carcinoma coloide o mucinoso. &”

e Carcinoma microcitico que tiene un comportamiento mas agresivo y en el
momento de su hallazgo ya tiene metastasis.

e EIl estroma de la préstata produce un tipo de adenocarcinoma de tipo
mesenquimal.

e Linfoma tiene wuna caracteristica especial en donde las primeras
caracteristicas que se van a dar es en la préstata, previamente a

sintomatologia de tipo sistémico. ©”

Para determinar el tipo histologico de cancer prostatico mas adecuadamente, los

especialistas se basan en la escala de Gleason. ¥

El cuadro clinico del cancer de prostata posee sintomas similares a la hiperplasia
prostatica y son los signos obstructivos los que mas prevalecen, siendo las

consecuencias posteriores como la disminucion del flujo urinario, urgencia
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miccional, hematuria, impotencia sexual, nocturia, vaciado incompleto de la orina,
dolor a nivel de columna vertebral, dolor y adormecimiento de miembros. @ @7 E|
problema se agrava cuando no es detectado a tiempo y en la practica se observan
pacientes que llegan a consulta muchas veces con diseminacion del tumor a otros

Organos.

El diagnostico clinico entre HPB y carcinoma de prostata es limitado, dado a la
similaridad de sintomatologia que se presenta entre una y otra patologia. Esto ha
permitido que con el tacto rectal se pueda obtener informacion mas precisa, ¥ ¢ los
examenes de laboratorio también orientan mucho al determinar el antigeno prostatico

(PSA) y ante la sospecha de tumor se debe realizar la biopsia prostatica biopsia. ¥

La forma correcta de realizar el tacto rectal es informar al paciente en forma clara el
procedimiento a seguir, luego con un dedo puesto guante y bien lubricado, se
introduce por el recto hasta tocar la préstata donde se estudia su tamafio,

consistencia, irregularidades, bordes y sensibilidad. ¥
El analisis del PSA consiste en determinar el valor de esta proteina a nivel sanguineo
la cual se eleva ante un carcinoma prostatico, esta prueba se la debe correlacionar

con el tacto rectal del paciente.

Recordar que el tacto rectal como el PSA no son patognomonicos del carcinoma

prostatico. El diagnostico diferencial debe ser principalmente con HPB, e informarse

24



si el paciente previo al examen ha tenido relaciones sexuales, ha montado bicicleta o

motocicleta o si tiene prostatitis. ©*

En un Consenso de Sociedades Médicas realizado en Argentina (2014) se demostro
que el empleo del laboratorio en busca de PSA es controversial debido a que
pacientes con valores basales de 1 ng/ml o menor valor en los que se realiz6 un
seguimiento durante 25 afios, se observé una tasa de incidencia de metéstasis de

0.5% y 0.2% de mortalidad. ©®

El Gold estandar para determinar carcinoma de prdstata es la biopsia prostatica,

existen varias vias para la obtencion de tejido y son: rectal, perineal y uretral. ©¥

La PCA 3 se lo puede realizar siempre y cuando el PSA muestre niveles altos y el

estudio histopatolégico de la biopsia sea negativo. ®*

Existen exdmenes complementarios como imagenologia, TAC, RMN, terapia de
protones, asi también los marcadores tumorales empleados en inmunohistoquimica
se detallaran en el apartado correspondiente. 4

El tratamiento que se debe dar al paciente dependera de varios factores entre ellos el
puntaje obtenido del Escore de Gleason, condiciones del paciente, factores
prondsticos, edad. Si el cancer se ha diseminado, se debe realizar prostatectomia
radical, dar radioterapia, braquiterapia o terapia de protones. Cuando el paciente es

de edad muy avanzada Unicamente se puede vigilar el PSA y realizar biopsia.
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Cuando el tumor se encuentra en etapas avanzadas se puede emplear la

inmunoterapia y quimioterapia. ¢

2.2.3.2. Lesiones pre-malignas

Neoplasia prostéatica intraepitelial (PIN)

Esta lesion se presenta en edades tempranas como 20 afios y se observa un 50% de

hombres con PIN en los 50 afios.

La lesion se la observa con cambios microscépicos celulares de la glandula per se, si
los cambios son notables tienen otra caracteristica y éstas aparentemente no invaden

otros sitios de la préstata, @ ©°)
Los PIN se clasifican en:

e PIN de bajo grado con células “casi” normales

e PIN de alto grado con células anémalas. @

Atrofia inflamatoria proliferativa (P1A)

La lesidn gque se puede apreciar en la atrofia inflamatoria proliferativa es la de que las

células son pequefias acompafiada de signos inflamatorios. ®

En pacientes que poseen un diagnostico de PIN de alto grado, realizan nueva biopsia

prostética, “observandose que en 10 afios este progresa a un proceso carcinomatoso.

7
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En el 80% del tejido prostatico carcinomatoso puede tener lesiones concomitantes

como las anteriormente descritas. ©” Menos del 10% de tumores son uninodulares.

(38)

2.2.3.3. Escala de Gleason

La escala de Gleason es un sistema que mide el grado de malignidad o agresividad
del cancer de prostata, tumor de mama y otros. Esta escala permite gradar la invasion

del tumor y le da un valor dependiendo de si hay metéstasis o no. 2 €7 ¢

La clasificaciobn de Gleason se la calcula segin dos patrones significativos
histoldgicos al dividir la muestra en zonas y a cada una dar una puntuacion de 1 al 5,

dando un total de 10 puntos como méximo y 2 puntos como minimo, donde:

o “Escala de Gleason entre 2 y 6: Cancer con escasa agresividad,
crecimiento lento y por lo tanto de mejor prondstico.

e Escala de Gleason de 7: Cancer con agresividad intermedia.

e Escala de Gleason entre 8 y 10: Cancer de alta agresividad, y peor

r o 2 7
pronostico (67)

Gleason's Pattern Scale

Well

differentiated
1. Small, uniform glands. )

2. More space (stroma)
between glands.

e M e Moderately
(

f tiated
3. Distinctly infiltration of Gl

cells from glands at margins.
Poorly differentiated
Anaplastic
4. Irregular masses of neoplastic
cells with few glands

w 5. Lack of or occasional glands,
sheets of cells

Fuente: Score de Gleason (2012) Monthly Journal of Updates and Information.
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2.3. METODOS DIAGNOSTICOS

2.3.1. Técnica de Hematoxilina — Eosina

Un tejido seleccionado para estudio histopatolégico debe seguir una serie de

procedimientos que se detallan a continuacion:

Fijacion: el tejido se sumerge en formalina neutra para preservarlo y mantiene
las caracteristicas morfoldgicas propias del tejido.

Deshidratacion: consiste en el paso del tejido por diferentes recipientes con
alcohol ascendente de 80 a 96 grados.

Aclaramiento: consiste en el paso del tejido por dos cambios de xilol que
permite el aclaramiento del tejido.

Parafinizacion: el tejido pasa por dos vasos de parafina diluida con la
finalidad que el tejido sea embebido de parafina en todas sus cavidades.
Bloqueo: se realizan los bloques de parafina para poder cortarlos en micras.
Cortes en el microtomo: el tejido se corta en el micr6tomo en laminas de 0,4
a 0,6 micras.

Pesca: las secciones de tejido son colocadas en un bafio de flotacion para su
extension y pesca en las laminas portaobjetos

Tincion con Hematoxilina-Eosina.

La tincidon de Hematoxilina-Eosina es una técnica muy utilizada en el Laboratorio de

Anatomia Patologica, que permite identificar estructuras nucleares y citoplasmaticas

de un tejido o célula estudiada con la finalidad de observar la morfologia normal, con

cambios inflamatorios, preneoplasicos o neoplasicos.
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La Hematoxilina es un colorante basico vegetal indirecto que tifie los acidos
nucleicos de color azul o violeta, La eosina es un colorante acido artificial que
colorea de color rosado a rojo las proteinas de las células y se puede utilizar con
soluciones acuosas o0 alcoholicas. Los colorantes &cidos son colorantes

citoplasmaticos mientras que los béasicos son colorantes nucleares. ©¢*

Tincion de Hematoxilina-Eosina:

DESPARAFINADO HIDRATACION
[ 11 . -

Xileno  Etancol 100° Etanol 96° Etancl 80° H20

2x10 min 2x10 min 10 min 10 min destilada
.:: A:pectu del LE('Jh.Ir.‘ ..:= Nﬂdco‘..:: 10 min
- 2 una seccion ... -4
o %%

Eosina - _H2_U Hematoxilina

destilada 30 segundos destilada de grifo 3 min
1 10 min 2x10 min 15 min I

TINCION

Etanol 80° Etanol 96° Etanol 100°  Xileno ,
| 10 min 10 min 2x10 minI 2x10 min
DESHIDRATACION
Medio de
_ Cubreobjetos montaje
Listo para - oy s
observar e <3 o
7, & T, - =
i-"’ .....
1 |
MONTADO

Fuente: http://webs.uvigo.es/mmegias/6-tecnicas/5-general.php
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Glandula prostéatica con coloracion hematoxilina — eosina.

Fuente: http://www.uv.es/~histomed/medicina/01/Med01-06.html

La técnica de Hematoxilina-Eosina en los tejidos, permite al médico patélogo
observar células con sus caracteristicas morfoldgicas benignas y malignas, pero
pueden haber cambios que muchas veces causan dificultad para emitir un
diagndstico, felizmente hoy existe la inmunohistoquimica que permite detectar

lesiones mucho mas pequefias y limitadas en los tejidos.

2.3.2. Inmunohistoquimica

Inmunohistoquimica es un método diagndstico que permite localizar antigenos
especificos en células o tejidos basados en el reconocimiento y enlace antigeno

anticuerpo.

Existen lesiones pequefias que causan dificultad diagnostica y podrian no ser

detectadas a tiempo debido a que son muy incipientes, y esto se constituye en reto
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para el médico Patologo: detectar lesiones incipientes a tiempo y no permitir su

avance a estadios méas graves que ponen en riesgo la vida de los pacientes.

En este contexto, la inmunohistoquimica ha contribuido grandemente para el
diagndstico de lesiones en la prostata, y entre los beneficios que brinda la

inmunohistoquimica esta:

e Encontrar marcadores celulares de tumores especificos
e Encontrar marcadores de proliferacion celular

e Contribuye a encontrar factores prondsticos en los tumores malignos.

El procesamiento (Anexo 2) de muestras de inmunohistoquimica se realizé con el
método de tincion cromogeno diaminobencidina (DAB) en una laminilla
portaobjetos con carga positiva para p63/CK34bE12 y en otra laminilla para ERG,

se procedio de la siguiente manera:

e Se seleccionod los bloques de tejido fijados en formol buferado al 10% y
embebidos en parafina

e Se realizo cortes en el microtomo de 4-6 micras

e Se depositd los cortes en bafio de flotacion a 50 grados centigrados de
temperatura para estirar el tejido

e Se pesco el tejido en portaobjetos con carga positiva que evita desprenderse

e Se depositdé las laminas con las secciones de tejido en el equipo de

inmunotincién
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Protocolo de tincidn recomendado para VENTANA Basal Cell Cocktail
(J4PE12+p63) con NIEW DAB Detection Kit en un equipo BenchMark XT

Tipo de procedimiento

Métoda

Desparafinado

Seleccionado

Acondicionamiento celular

(Desenmascaramiento del antigeno)

Cell Condimoning 1, estandar

Anticuerpo (primario)

Equipo BenchMark XT
Aprommadamenie 32 minutes, 37 *C

Contratincion

Hematonylin I, 4 minutos

Contratincion posterior

Bluing, 4 minutos

Fuente: Ventana, Medical Systems, Inc. (2010) VENTANA Basal Cell Cocktail (p63+CK34pE12)

En el equipo se efectud lo siguientes pasos:

e El desparafinado

e Larecuperacion de antigenos con un acondicionador celular

e CC1 suave

e CC1 estandar

e Anticuerpo primario

e Anticuerpo secundario y forma complejo Ag-Ac (dual p63+CK34BE12 en
una laminilla, y en otra ERG), incubacion 12 minutos.

e Lavado de residuos (ultralavado para ERG)

e Contratincion (cromdgeno que permite visualizar el enlace Ag-Ac, método
indirecto)

e Tincién de contraste con Hematoxilina, incubacion 12 minutos

e Post contratincion

e Aplicd reactivo azulado

e Post contratincion

e Montaje con coverslip e incubar 4 minutos

e Etiquetado
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Para obtener mejores resultados se procedié como indica la técnica, es decir se
estandarizo, se buscd el mejor cromdgeno para la expresion de los anticuerpos y se

realiz6 controles positivos y negativos. (/%

La literatura indica que la inmunohistoquimica utilizada en la prostata permite
diferenciar lesiones benignas de malignas con el propdsito de conocer diagndsticos
correctos, asi busca diferenciar lesiones que semejan malignidad como: atrofia,

xantoma, adenoma prostatico y adenoma esclerosante.

2.3.3. Marcadores tumorales

Los marcadores tumorales son sustancias, como proteinas y genes, producidos tanto
por celulas del mismo organismo para defenderse de ciertas condiciones, agresiones
o0 el céncer, o por ciertas células tumorales, y se los puede encontrar en los fluidos

corporales, en tumores o en ciertas células estudiadas.

En la actualidad existe una variedad de marcadores tumorales, unos especificos para
un solo tipo de tumor y otros pueden estar presentes en varios tipos de tumores. La
utilidad de la deteccion de marcadores tumorales se basa en la determinacion del
tumor, permite discernir entre benignidad y malignidad, ayuda al seguimiento de

tratamientos para determinar su progresion o regresion tumoral.

En referencia al cancer de prdstata se conocen los siguientes marcadores: la fosfatasa
acida prostatica (antes muy utilizada), el antigeno prostatico especifico, p63,
citoqueratinas de alto peso molecular, a-methylacyl coenzyme racemase (AMACR, 0

P504S), p63, citoqueratinas, ERG, etc.
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La técnica de inmunohistoquimica con p63/CK34BE12 tiene como objetivo la
observacion de células basales, sea ésta utilizando un solo marcador o el dual, este
ultimo mejora la calidad de observacion de células normales basales, pero no es util
para expresar células atipicas, ¥ la aplicacién inmunohistoquimica del dual permite

diferenciar los imitadores de cancer prostatico de neoplasias malignas. @ (2

2.3.3.1. p63

Entre los anticuerpos existentes para lesiones de prostata esta el anticuerpo p63 que
permite expresar los nicleos de células basales benignas, ® ™y esta ausente en

células secretoras y neuroendocrinas. /¥

Las codificaciones de p63 son homologas a p53 pero consta de diferentes isotipos,
p63 se expresa en células basales de células mioepiteliales. Los carcinomas que
expresan p63 son carcinomas escamocelulares, uroteliales a excepcion de

adenocarcinomas uroteliales, de mama y préstata. ™ 9

En la investigacion que realizé Kalantry y colaboradores se observo la expresion de
la p63 en las hiperplasias glandulares benignas y en neoplasias de alto grado "
mientras que las muestras con carcinoma prostatico no son expresadas con este

marcador. ®

Existen varios isotipos de p63 que estarian en la epidermis, cuello uterino, urotelio y
préstata, ésta Ultima presenta un terminal acido N que es un inhibidor de la
transcripcion de p53, ® p63 se expresa en carcinomas escamocelulares y uroteliales,

(%) se expresa en hiperplasias prostaticas benignas y PIN de alto grado, “” no se
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observa expresion en cancer. '® La expresion se manifiesta en los ndcleos de células

basales prostaticas, mioepiteliales y células de la piel y mama. (’®

Ultimamente se ha descubierto una nueva forma de expresion tumoral en prostata
donde se expresa el gen p63 y no se expresa la citoqueratina de alto peso molecular
(HMWCK) y corresponde a un tumor de células secretoras no dispuestas en la capa

basal. €

Se debe tener en cuenta que si no hay expresion de células basales por este marcador,

no siempre se deberé a cancer. ®

2.3.3.2. CK34bE12

Las citoqueratinas son filamentos intermedios de las células epiteliales y en ciertas
células no epiteliales como tumores de células musculares, sarcomas, melanomas,
gliomas, plasmocitomas y ciertos linfomas. Son anticuerpos de alto peso molecular
que permiten determinar la presencia de células basales del epitelio prostatico

benigno. &Y

Este marcador puede expresarse en la atrofia, adenosis y adenosis esclerosante
prostaticas, ™ en hiperplasia glandular benigna y en PIN de alto grado, " estos

parametros permiten a los pat6logos diferenciar diagndsticos positivos de negativos.

(82)
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2.3.3.3. Marcador Dual p63/CK34bE12

Los marcadores p63 y CK34bE12 (dual) expresan las células basales o mioepiteliales

(74)

de prostata independientemente ™ y al combinarlos se obtiene una expresion mucho

mas evidente ya que marcan el citoplasma y nticleo de dichas células. ¢Y

El marcador p63 expresa los nucleos de células basales normales, mientras que el

marcador CK34bE12 expresa el citoplasma de células basales normales.

La tincion dual es el resultado de combinar dos anticuerpos producidos en el raton y
se los obtiene de su liquido ascitico. Al realizar la tincion de inmunohistoquimica de
este anticuerpo dual se debe realizar con control positivo que puede ser corte de
préstata o de piel normales. Los resultados obtenidos son expresion en citoplasma y
nucleos de células basales expresados, la especificidad alcanzada en estudios muestra
una relacion de 139/139 mostrando un 100% de especificidad, con una sensibilidad

de 4/150. 7

La expresion de este marcador dual es mucho mas intensa que al realizarlo por

separado ®¥ y se presenta en las células de la siguiente manera:

e Marcador p63 se expresa en el nucleo de color marrén oscuro, y el marcador
citogueratina se expresa en el citoplasma de células basales y no se expresa

en células atipicas. @

e Laexpresion puede ser fuerte, moderada y débil o negativa. " ('®
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Glandula prostatica con inmunotincién Dual.

Fuente: Ventana, Roche. Expresion positiva p63/CK34bE12 (Dual) para HPB.

La ausencia de expresion nuclear en técnicas IHQ duales entre p63/CK34bE12 ayuda
en el diagnostico de tumores dudosos o presencia de focos minimos de cancer,
@)permite también diferenciar cancer de prostata de los imitadores de cancer, “Vse
recomienda utilizar el marcador dual p63/CK34bE12 para mejorar la especificidad y

sensibilidad diagnéstica. ®® ¢4 €9)

Ming y colaboradores indicaron que la expresion de resultados puede ser de fuerte,
moderada, débil y negativa, y que si se expresan las % partes de la glandula se
denomina expresion completa, si expresa menos del 25% de la circunferencia

glandular la expresion es parcial. ®

En el presente estudio se tomé en cuenta como técnica inmunohistoquimica dual

positiva cuando haya expresion nuclear y citoplasmatica.
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2.3.34. ERG

El biomarcador ERG es un anticuerpo monoclonal que actta sobre el gen regulador
de la transcripcion ETS, este anticuerpo detecta el ERG natural y el ERG truncado
presente en el adenocarcinoma de prostata. “® ERG es un anticuerpo primario
obtenido del conejo como sobrenadante de un cultivo de células purificado, que
expresa los nucleos del endotelio vascular normal y de las células tumorales
prostaticas. ® ©® E| grado de expresion dependeré del grado de malignidad

alcanzado por las células prostéticas reguladas por los andrégenos. ©”

Ultimos estudios sobre patogénesis del cancer de prostata del gen ERG, indican que
detecta translocaciones cromosémicas implicadas en el locus ERG cuya expresion
indicara progresion tumoral. En el tejido se observa una expresion uniforme en el
ndcleo y en el citoplasma en forma débil en células malignas. Para que se desarrolle
cancer prostatico debe haber reordenamiento genético regulado por los andrégenos y
por codificaciones genéticas eritroblasticas. " &

La interpretacion debe ser minuciosa y siempre relacionarla con la contraparte tefiida
con Hematoxilina-Eosina. ®

El marcador tumoral ERG muestra una alta especificidad para el tejido endotelial.
La sensibilidad de este biomarcador estd demostrada en un 485% de
adenocarcinomas de prostata, un 30% en cancer metastasico sin tratamiento, y un
19% en metéstasis que no ceden al tratamiento y en PIN de alto grado. ©?

Para realizar la técnica de tincion inmunohistoquimica se debe estandarizar con

controles positivos de tejido de bazo donde se expresa el endotelio, *® una vez
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estandarizada la técnica en los tejidos de prostata el endotelio vascular servira
también como control interno.

La literatura indica que lesiones benignas como: metaplasia, atrofia e hiperplasia no
expresan positividad constituyéndose en instrumento util para el diagnostico
diferencial de lesiones simuladoras de cancer como la hiperplasia adenomatosa de

acinos pequefios, atrofia, etc).

Cuando se expresa ERG-TMPRSS2 (TMPRSS2: proteasa trasnmembrana, serina 2)

en tejidos prostaticos con neoplasia intraepitelial, habra evolucién a la invasion. ¢%

Varios autores indican que del 40 al 70% de cénceres prostaticos una fusion de la
proteasa transmembrana, serina 2 (TMPRSS2) a la transformacion especifica
eritroblastica (ETS) y el oncogen homologo del Virus E26 (ERG). Un 10% de
carcinomas prostaticos muestran variantes de transformacion especifica eritroblastica
©D- Del 20 al 50% de tumores que no expresan reordenamientos de ETS
sobreexpresan la serina inhibidora peptidasa (SPINK 1). ®® Un estudio de cohorte
sobre fusiones genéticas positivas para ERG observé que el 48,5% de cancer

prostatico, 33% de metéastasis resistentes al tratamiento y el 19% de PIN mostré su

correlacion con focos neoplasicos positivos de carcinoma prostatico. %

Esqueva y colaboradores demostraron que el cancer de prostata muestra la unién de
subtipos moleculares (TMPRSS2-ERG y SLC45A3-ERG), ©® pero esto se produce
en union a otros mediadores, siendo importante diferenciar el cancer de un PIN.
®9Barwick y colaboradores (2010) demostraron que cuando hay fusién genética de
(TMPRSS2-ERG T1/E4) hay mayor probabilidad de recurrencia del carcinoma
prostético. ® Si hay expresion de TMPRSS2-ERG el cancer invadird tejidos. ¢% 3 4
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Ensayos en el raton pudieron demostrar que una sobreexpresion de ERG acelera la

progresion del PIN de alto grado y acelera la tumorigénesis sin proliferacion celular.

(96)

La sobreexpresion de ERG sirve como herramienta diagnostica para el céncer

prostatico. ©”

Glandula prostatica con inmunotincion ERG.

Fuente: Ventana, Roche. Expresion positiva anti ERG para carcinoma prostatico

Ventajas y desventajas de los anticuerpos.

Anticuerpo Ventajas Desventajas
N - p63 es aberrante en PCa.
p63 Tincion menos especifica . -
Puede ser negativo en mimics
HMWCK No se difunde aberrantemente Aumento inespe_cifico. o
HMWCK PCa Puede ser negativo en mimics.
HMWCK/p63 Conserva tejido Tal vez no reconoce al carcinoma
aberrante el p63
Se produce expresion en paquete, es
menor la tincion.
Conserva tejido y es mas Solo el 40% de los canceres son
ERG especifico marcables.
La experiencia es limitada con los
mimics.

Fuente: Best practices recommendations in the application of immunohistochemistry in the prostate.
2014. Am J Surg Pathol.
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Anticuerpos usados para determinar origen tumoral primario.

Anticuerpo Ventajas Desventajas
p63 97% sensibilidad en metastasis Rara vez es positivo en células Gleasson 9-10
Alta especificidad Disminuye con terapia hormonal salival,
adenovesical y puede ser positivo en Melanoma.
ERG Altamente especifico. Es Sensibilidad del 50%

positivo en tumores vasculares,
meningiomas y pocos tumores
neuroendocrinos

Anticuerpos usados para tumor primario. Fuente: Best practices recommendations in the application
of immunohistochemistry in the prostate. 2014. Am J Surg Pathol.

En forma similar al anticuerpo dual p63/CK34bE12, el biomarcador ERG puede
potencializarse al combinarlo con otros para mejorar la sensibilidad y especificidad
por lo que sugieren este procedimiento. ®Varios autores presentan una clasificacion

sobre la expresion de ERG en el tejido, asi:

0: cuando no haya expresién

1: tincion débil (observar con lentes de alta resolucion)
2: tincion moderada, llamada tincion fuerte

3: fuerte expresion. 8

El presente estudio utiliz6 como control positivo tejido de bazo, y como control

interno positivo el endotelio vascular de la prdstata.

Van Leenders (2011) indica que hay mayor sensibilidad en tejido obtenido por
prostatectomia que en una biopsia, obteniéndose el 52% de sensibilidad en 21
biopsias con carcinoma prostatico donde expresaron ERG las células luminales

epiteliales. ©”
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2.4. CALIDAD DIAGNOSTICA

Control de calidad es el conjunto de propiedades, mecanismos, acciones y
herramientas que se realiza para detectar errores. En el estudio de muestras de tejido,
sera procesarlas en forma adecuada, realizar el estudio histopatoldgico en forma
correcta realizando un control de calidad en todas las fases del proceso y finalmente
realizar las pruebas de inmunohistoquimica que agregan valor a todo el proceso con

el propdsito de brindar un diagndstico exacto y fiable por el bien del paciente.

La calidad de una prueba se denominard a aquella que sea capaz de clasificar
correctamente los resultados positivos en las personas enfermas y negativos en las
carentes de la enfermedad, y para poder dar validez y seguridad se cuenta con
herramientas diagnosticas como: sensibilidad, especificidad y valores predictivos

positivos y negativos.

Las medidas que se adopten para un control de calidad adecuado deben ser rigurosas,
para garantizar el propdsito que es brindar un excelente servicio al paciente, asi
también la integridad de los materiales, reactivos y tejidos utilizados ©°" puesto que
cada afio mueren de 44.000 a 98.000 pacientes por errores médicos que pueden ser

evitados con estudios mas minuciosos. °

El control de calidad recomendado en citologia, colposcopia y estudios
anatomopatologicos indica que el personal que labora en estos servicios debe
comprometerse en desarrollar su funcién en forma responsable, % se debe trabajar
en equipo, llevar un debido control de calidad que agregue valor de los procesos

realizados para corregir errores a tiempo % y llevar controles preventivos (revisar
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calidad de recursos), concurrentes (durante el proceso de muestras) y de

retroalimentacion (control de calidad del diagnéstico). 4°

Margen de error que se puede presentar en el estudio histopatolégico.

Fase Caracteristica Margen de error
Pre-pre- Seleccionar adecuadamente el estudio especifico. 12%
analitica
Pre-analitica: Identificar, preparar y transportar la muestra. 2%
Analitica: Interpretar el estudio. 0.2%
Post-analitica: Reportar oportunamente el resultado, archivar vy 2.2%

almacenar el material.
Post-post- Actuar en base al resultado. 5%
analitica:

Control de calidad. Fuente: Llanos, V., Vera, D. 2012. Control de calidad en citologia, colposcopia y
estudios anatomopatoldgicos.

Para realizar un adecuado control de calidad en todos los procesos que conlleva el
estudio histopatoldgico y obtener resultados de calidad, se debe buscar indicadores
que midan la calidad de los servicios brindados al usuario que requiere el estudio
histopatoldgico. Realizar control de calidad post analitica en el estudio
histopatoldgico podria ser la utilizacion de la IHQ con marcadores tumorales

especificos que permitan discernir entre benignidad y malignidad.

Como puede observarse la calidad puede bajar un nivel en cualquier fase del proceso,
desde la solicitud de examen hasta quien emita un diagndéstico no esté actualizado

con los avances cientificos e innovadores. %Y

La calidad de un estudio puede ser analizado mediante la sensibilidad, especificidad

y valores predictivos.
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Sensibilidad: es el porcentaje de resultados positivos en pacientes con una
enfermedad, es decir emite resultados positivos en pacientes verdaderamente

enfermos.

Especificidad: es el porcentaje de resultados negativos en pacientes que no padecen
una enfermedad, es decir los resultados son negativos para una enfermedad en

personas sanas.

Valor predictivo positivo: es la proporcion de pacientes con un resultado positivo en

la prueba que finalmente resultaron estar enfermos

Valor predictivo negativo: es la probabilidad de que un sujeto con un resultado

negativo esté realmente sano. %

En el laboratorio existen pruebas de validacion de los examenes realizados, estas
pruebas miden si la misma fue realizada de manera adecuada, si cumplié estandares
previamente establecidos y si el diagnostico es preciso. Hay factores que interfieren
en el andlisis de una prueba y estos pueden darse por errores técnicos en diferentes
fases: pre analitica, analitica y post analitica; también tiene relacién con el material,

instrumentos, reactivos, temperatura, tiempo utilizado, etc al realizar una prueba. ¢V

La validacion de estas pruebas es empleada en investigaciones de tipo prospectivo

como retrospectivo y recomiendan seguir los protocolos probados y disponibles ¢*?:

Para el estudio de patologia prostatica se validé el diagndstico histopatoldgico

mediante pruebas de inmunohistoquimica.
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2.5. JUSTIFICACION

La tasa de prevalencia e incidencia del céncer de préstata ha aumentado
considerablemente en la Ultima década, esto se debe a un mayor grado de certeza
diagnostica gracias a la disponibilidad de nuevas herramientas diagndsticas, tal es el

caso de la técnica de inmunohistoquimica y test de biologia molecular.

Como todo principio bioético, el médico debe guiar al paciente por el camino
correcto para la recuperacion de su salud y bienestar; por lo tanto el presente estudio
se enfoco en demostrar la utilidad de p63/CK34B12 (Dual) y ERG, como marcadores

diagnosticos y pronosticos.

Determinar la utilidad de estas nuevas pruebas diagnosticas permitira a los médicos
patdlogos discernir de mejor manera las patologias de caracter benigno y maligno,
donde su diagndstico sea de mayor complejidad, ademas se intenta probar la utilidad
de ambos marcadores tumorales en los casos donde exista lesiones preinvasivas

prostaticas en pacientes del HEG.

Al conocer y confirmar los beneficios de la aplicacién de la inmunohistoquimica
como herramienta diagndstica util, se sugiere incorporarla a los protocolos

diagnosticos locales y nacionales.

Es la primera vez que se realiza la determinacion de ambas tinciones: p63/CK34B12
y de ERG mediante inmunohistoquimica en cortes de tejido en este hospital, con el
propdsito de evaluar su utilidad diagnostica y prondstica en el manejo de patologia

prostatica.
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2.6. PROBLEMA DE INVESTIGACION

Determinar la causa por la que se originan los tumores de préstata hasta hoy ha sido

una tarea dificil debido a que varios factores favorecen su desarrollo.

En el mercado existen varias técnicas para el diagndstico de lesiones sobre todo
metastasicas, entre ellas esta la prueba del antigeno prostatico, la imagenologia y aun
asi continda siendo mandatorio e insustituible el estudio histopatoldgico y en los
ultimos afos se estd utilizando la inmunohistoquimica para confirmar o descartar

lesiones dudosas y malignas.

En este contexto:

¢Se podria mejorar la calidad diagnoéstica en las muestras prostaticas sometidas a
estudio histopatologico tefiidas con Hematoxilina-Eosina mediante la utilizacion de
técnica de inmunohistoquimica con los anticuerpos p63/CK34bE12 (Dual) y ERG

para el diagndstico y prondstico del cancer de prostata?

2.7. OBJETIVOS

2.7.1. Objetivo general
e Optimizar el diagnostico de los diferentes tipos de lesiones prostaticas con
marcadores tumorales mediante la utilizacion de técnicas de

inmunohistoquimica.
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2.7.2. Objetivos especificos

e Estandarizar el uso de inmunohistoquimica para los anticuerpos
p63/CK34bE12 (Dual) y ERG en muestras de prostata.

e Analizar la correlacion diagnostica histopatologica benigna y maligna con los
resultados obtenidos en las pruebas de inmunohistoquimica p63/CK34bE12 y
ERG.

e Determinar la existencia de ventajas y desventajas de la utilizacion de
marcadores tumorales inmunohistoquimicos p63/CK34bE12 y ERG en el

diagnostico diferencial del carcinoma prostético.

2.8. HIPOTESIS

Las muestras prostaticas analizadas con Hematoxilina-Eosina, al ser complementadas
con la técnica de inmunohistoquimica usando los anticuerpos p63/CK34bE12 (Dual)
y ERG nos permitiran optimizar el diagndstico diferencial con mayor nivel de

certeza.
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3. CAPITULO Il - METODOLOGIA

3.1. TIPO DE PROYECTO

El proyecto que se realizd cumple con caracteristicas de investigacion al cual se le
puede adicionar procesos de ensefianza y accion médica, ya que busca obtener
informacidn para que posteriormente pueda ser aplicada en programas medicos de

intervencion oportuna.

3.2. TIPO DE ESTUDIO REALIZADO

La investigacion realizada cumple con los parametros de un estudio retrospectivo,

ademas de poseer caracteristicas tanto analiticas, como de intervencion.

3.3. PERIODO Y LUGAR DONDE SE LLEVO LA INVESTIGACION

En el archivo del Servicio de Anatomia Patoldgica del Hospital Enrique Garcés
perteneciente al Ministerio de Salud Publica (HEG - MSP) se revisé todos los
blogues de tejidos, laminillas e informes histopatoldgicos de préstata estudiados en el

periodo comprendido entre enero 2012 a agosto del 2014.

3.4. UNIVERSO Y MUESTRA

El universo del presente estudio estuvo constituido por la totalidad de 220 muestras

prostaticas con diagndstico histopatoldgico previo que se obtuvo en el Servicio de



Anatomia Patoldgica del Hospital Enriqgue Garcés comprendido en el periodo de

enero 2012 a agosto 2014.

Conforme al tamafio muestral obtenido, se seleccion6 de forma aleatoria simple el

namero correspondiente de bloques de parafina con tejido prostatico para proceder

con la técnica de IHQ con los anticuerpos p63/CK34bE12 (Dual) y ERG, siempre

que cumplieron los criterios de inclusion-exclusion.

v" Criterios de inclusion:

o

o

Pacientes varones mayores de 45 afos.

Pacientes con estudio histopatoldgico de prostata en el periodo comprendido
enero 2012 y agosto 2014.

Pacientes con diagnostico histopatologico e informe escrito.

Buena preservacion del tejido seleccionado.

Criterios de exclusion:
Muestras sin diagndstico histopatolégico de préstata.

Mala preservacion del tejido.

El célculo del tamafio muestral se realiz6 en base a la siguiente formula:

= Z*(p)* (1-p)

2

e
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Donde:

n: Muestra

Z: Constante de intervalo de confianza (95%) = 1.96

p: Probabilidad de ocurrencia de cancer prostatico = 0.22 ©)
e: Error de Inferencia (10%) = 0.1

N: Poblacién total = 220

Reemplazando:

" = 1.96* * (0.22) * (1-0.22)
0.12

h=65.9

n! = Rectificacion del tamano de la muestra:

n
1+n/N

_ 65.9
1 + (65.9/220)

nl

n'=50.71
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La muestra comprendio 50 casos, de los cuales ingresaron al estudio lesiones
benignas y malignas seleccionadas mediante el método aleatorio simple para

determinar si son verdaderamente negativas y positivas.

3.5. METODO DE RECOLECCION DE MUESTRA

Para realizar el estudio se reviso los registros y archivos de blogques y laminillas de
muestras histopatolégicas del Servicio de Anatomia Patoldgica del HEG, con el
propdsito de seleccionar los correspondientes a préstata con diagnosticos benignos y

malignos que ingresaron de enero 2012 a agosto2014.

De los bloques de parafina con tejido seleccionados, se realizd 2 cortes en el
microtomo a 4 um, los mismos que se depositd en lamina portaobjetos con carga
positiva, se desparafinizd, después se rehidratd, se realizd la recuperacion de
antigenos y posteriormente se aplico los anticuerpos p63/CK34bE12 (Dual) y ERG,
con Kits de reactivos de la casa comercial Roche (Ventana) de alta calidad aprobados

por la FDA.

Una vez concluidas las técnicas de Inmunohistoquimica se evaluo el grado de
expresividad presente o ausente, en cada laminilla, con la supervision del Jefe del

Servicio de Anatomia Patoldgica del Hospital Enrique Garcés — MSP.

Finalmente se determind la utilidad de los marcadores tumorales en los diagndsticos

por estudio histopatologico emitido en las muestras de estudio.

51



3.6. OPERACIONALIZACION DE VARIABLES

VARIABLE DEFINICION DIMENSION INDICADOR ESCALA
Método Identificacién de | Invasién (si/no) Porcentaje: Presente/ausente
diagnéstico: caracteristicas Anaplasia  (leve, | Hiperplasia
Hematoxilina morfolégicas en el | moderada, severa) | prostatica
Eosina tejido tefiido con la | Arquitectura benignay

técnica (tubular,  papilar, | Cancer de
Variable Hematoxilina Eosina | acinar,  folicular, | prdstata.
Independiente solida, mixta)
Mitosis  atipicas
(si/no).
Nucléolo:
(inconspicuo,
prominente).
Necrosis (si/no)
Utilidad de los | Es la capacidad de la | Enfermedad Porcentaje de | Presente/ausente
marcadores prueba para | presente detectada | enfermedades
tumorales determinar y | por la prueba. detectadas y no
clasificar detectadas
Variable correctamente  los | Enfermedad
dependiente resultados positivos | presente no

en las personas | detectada por la

enfermas y | prueba

resultados

negativos en

personas carentes de

la enfermedad.
IHQ de los | Expresion de | Inmunoreactividad: | Porcentaje de | Negativo/positivo
anticuerpos: marcadores Con expresion en | expresion baja,
p63/CK34bE12 | tumorales en tejidos | el tejido sometido | moderada o
(Dual), y ERG | sometidos a técnica | a estudio. intensa de los

de marcadores en
Variable inmunohistoquimica el tejido
Interviniente
Buena Tejido bien tratado, | Muestras  fijadas | Reaccion Presente/ausente
preservacion de | fijado y procesado: adecuadamente positiva  del
antigenos  en | Preserva la antigeno  del
muestras morfologia celular, | Muestras no fijadas | tejido frente al
histopatolégicas | preserva e | adecuadamente anticuerpo

inmoviliza el buscado
Variable antigeno, preserva la
Perturbadora inmunoreactividad

del  antigeno vy

permite el ingreso de

reactivos

inmunoquimicos  al

tejido
Edad Tiempo transcurrido | Edad cronolégica Afios Numérica
Variable de | desde el nacimiento cumplidos
control
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3.7. NOMENCLATURA

AP: adenocarcinoma de préstata

CK34bE12: citoqueratina de alto peso molecular
CP: cancer de prostata

ERG: oncogen homologo del virus E26

HPB: hiperplasia prostatica benigna

IHQ: inmunohistoquimica

p63: proteina 63 de la glandula prostatica presente en células basales.

3.8. METODO DE ANALISIS ESTADISTICO

Una vez registrados los resultados, los datos de los pacientes correspondientes a
edad, resultado histopatoldgico (HPB y CP) y los resultados de las dos pruebas
inmunohistoquimicas (+/-), fueron ingresados en el programa estadistico SPSS22. En
base a esta matriz de datos se generaron tablas de frecuencias para poder evaluar
porcentualmente, asi como en valores absolutos las variables mencionadas
anteriormente. Ademas, se gener0 tablas de contingencia (2x2) que permitieron
identificar si las variables ubicadas en cada uno de los planos eran independientes o
no. Para esto se utilizo la prueba exacta de Fisher, ya que se obtuvieron casillas con

valores menores a 5 y el coeficiente de contingencia, el cual permitié determinar la
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asociacion de las variables mencionadas. En todas las pruebas mencionadas se

trabajé con un intervalo de confianza del 95% (p 0,05).

3.9. ASPECTOS BIOETICOS

Se realizé los tramites pertinentes para obtener los permisos respectivos de los
servicios para la recoleccién de datos en el Hospital Enrique Garcés — Ministerio de

Salud Publica del Ecuador.

Durante todo el proceso de investigacion se guardd absoluta confidencialidad de los

datos obtenidos como se indica en el tratado de Helsinki.

Al tratarse de un estudio retrospectivo no se considera esencial el obtener un
consentimiento informado por parte de los pacientes, ya que este tipo de
investigaciones es de caracter observacional y su analisis se efectuara mediante datos
obtenidos en historias clinicas. La identidad de los pacientes sera llevada mediante
codigos numéricos que permiten guardar la identidad y confidencialidad de los

pacientes.

3.10. ASPECTOS ADMINISTRATIVOS

Recursos utilizados:

e Recursos del Hospital:
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o Historias clinicas de cada uno de los pacientes con diagnéstico histopatolégico
de hiperplasia prostatica benigna y adenocarcinoma acinar comprendidos en el
periodo Enero 2012 — Agosto 2014.

o Placas con tincion de hematoxilina — eosina de los casos clinicos previamente
seleccionados para este estudio.

o Bloques de parafina correspondientes a los casos clinicos seleccionados para
el andlisis inmunohistoquimico.

o Microscopios del Servicio de Anatomia Patoldgica del HEG — MSP.

o Micrétomo del Servicio de Anatomia Patoldgica del HEG — MSP.

o Bario de flotacion del Servicio de Anatomia Patologica del HEG — MSP.

o Equipo de inmunotincion del Servicio de Anatomia Patologica del HEG —
MSP.

e Recursos materiales: materiales de oficina
e Reactivos para Inmunohistoquimica.

e Presupuesto: El estudio fue autofinanciado por el autor
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4. CAPITULO IV- RESULTADOS

El presente estudio estuvo constituido por una poblacion de 220 muestras de tejido
prostatico con diagndstico histopatologico previo y se trabajé con una muestra de 50
casos, 46 de ellos correspondieron a prostatectomias radicales y 4 a biopsias a las que
se realizo la técnica de inmunohistoquimica de p63/CK34bE12 (Dual) y ERG,

obteniéndose los siguientes resultados:

Tabla 1. Estadisticos descriptivos

Diagndstico
Edad DUAL ERG histopatoldgico
N Valido 50 50 50 50
Perdidos 0 0 0 0
Moda 3 1 0 1

Se obtuvo el total de los casos correspondientes al tamafio muestral con sus
respectivas variables edad, pruebas diagnosticas Dual, ERG y el diagndstico

histopatolégico; se obtuvo la moda de 3, 1, 0 y 1, respectivamente.
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750 - 59 afios

[ 60 -69 afios

[7170 - 79 afios
= 80 afios

Figura 1. Porcentajes obtenidos para la variable edad agrupada en cuatro intervalos.

La edad se agrupd en 4 intervalos donde el 42% corresponde al grupo comprendido
entre 70 a 79 afios, el 40% al de 60-69 afios, seguido del 10% con la edad mayor a 80

afios y finalmente el 8% del grupo comprendido entre los 50 y 59 afios.
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Negativo
[ Positivo

Figura 2. Porcentajes obtenidos para la variable tincién del marcador Dual en tejidos

de lesiones prostaticas.

El empleo del marcador Dual expresé en el 80% del total de casos (40), mientras que

el 20% restante no lo marcé con la tincion de inmunohistoquimica aplicada.
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Negativo
FPositivo

4.0%

96,0%

Figura 3. Porcentajes obtenidos para la variable tincion del marcador tumoral ERG

en tejidos de lesiones prostéaticas.

El empleo del marcador tumoral ERG expresé el 4% del total de casos (4), mientras

que el 96% restante no lo marco con la tincién de inmunohistoquimica aplicada.
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7 hes
oo

Figura 4. Porcentaje obtenidos para la variable diagndstico histopatolégico de

lesiones benignas y malignas.

El 88% de los 50 casos que se aplicé la investigacidn poseia diagnostico previo de

HPB, mientras que el 12% correspondié al CP.
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Tabla 2. Tabla de contingencia entre las variables marcador Dual y diagnostico

histopatologico

Basal
(p63/CK34bE12)
Negativo | Positivo | Total
Diagnostico HPB Recuento 4 40 44
Histopatoldgico
p g Recuento 88 35,2 44,0
esperado
CP Recuento 6 0 6
Recuento 12 48 6.0
esperado
Total Recuento 10 40 50
Recuento 100 | 400 | 500
esperado

Tabla 3. Resumen del analisis del X2 entre las variables marcador Dual y

diagnostico histopatolégico.

Sig. Significacion | Significacion
asintética (2| exacta (2 exacta (1
Valor gl caras) caras) cara)
Chi-cuadrado de 27 273 1 000
Pearson
Correccién de
continuidad® 21,887 1 000
Razon de 23232 | 1 000
verosimilitud
P_rueba exacta de 000 000
Fisher
N de casos validos 50

a. 2 casillas (50,0%) han esperado un recuento menor que 5. El recuento minimo esperado es 1,20.

b. S6lo se ha calculado para una tabla 2x2
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Tabla 4. Medida de asociacion simétrica entre el marcador Dual y diagnostico

histopatologico.

Valor Aprox. Sig.
Nominal por Nominal Coeficiente de contingencia ,594 ,000
N de casos validos 50

Tabla 5. Tabla de contingencia entre las variables marcador tumoral ERG y

diagnostico histopatoldgico.

ERG

Negativo | Positivo Total

Diagndstico HP  HPB  Recuento 44 0 44
Recuento esperado 42,2 1,8 44,0

CP Recuento 4 6

Recuento esperado 5,8 , 6,0

Total Recuento 48 2 50
Recuento esperado 48,0 2,0 50,0

Tabla 6. Resumen del analisis del X? entre las variables marcador tumoral ERG y

diagnostico histopatolégico.

Sig. Significacion | Significacion
asintética (2| exacta (2 exacta (1
Valor gl caras) caras) cara)
Chi-cuadrado de 15,278° 1 000
Pearson
Correccién de
continuidad® 7,830 1 005
Razon de 9156 | 1 002
verosimilitud
P_rueba exacta de 012 012
Fisher
N de casos validos 50

a. 2 casillas (50,0%) han esperado un recuento menor que 5. El recuento minimo esperado es ,24.
b. S6lo se ha calculado para una tabla 2x2
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Tabla 7. Medida de asociacion simétrica entre las variables marcador tumoral ERG y

diagndstico histopatoldgico.

Valor Aprox. Sig.

Nominal por Nominal Coeficiente de contingencia ,484 ,000
N de casos validos 50
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5. CAPITULO V- DISCUSION

ElI CDC refiere que en el periodo comprendido desde 1999 al 2011, la incidencia de
cancer prostatico fue mucho mas alta en personas de etnia negra, seguido de la etnia
blanca, hispanos y los nativos de las islas del pacifico. “®YEn nuestro pais la etnia
mayoritaria es la mestiza en un 65%, seguido de la indigena con el 25%, blancos 7%
y etnia negra en un 3%, a pesar de ello la tasa de incidencia que muestra el cancer de

prostata es del 29.8%, siendo la mas alta en comparacion a otros tipos de cancer. ©

(106)

Segun el informe espafiol “Globocan” en el afio 2012, la tasa de incidencia del
carcinoma prostatico fue de 215/100.000 por afio y el riesgo por presentar cancer
antes de los 75 afios fue del 25,1%. “® Los datos obtenidos en la presente
investigacion corroboran dicha cifra siendo mayor la probabilidad de padecer el

cancer si la edad es superior a los 65 afios.

Castifieiras y colaboradores reportan que la hiperplasia prostatica benigna posee una
alta prevalencia a partir de los 50 afios de edad, “”en la investigacion se encontrd

una moda para el intervalo 3 que corresponde 70 — 79 afios.

En referencia al tipo de neoplasia histoldgica encontrada, un alto porcentaje de casos
correspondié a hiperplasias prostaticas (HPB), datos que corroboran a estudios

realizados por Rubistein y colaboradores. “*

En el analisis del diagnostico histoldgico, se observo la presencia de adenocarcinoma

de prostata (CP) en todas las muestras seleccionadas al azar positivas que ingresaron
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al estudio, confirmandose datos publicados que indican que mas del 95% de canceres

primarios corresponden al adenocarcinoma de préstata. ¢

El estudio histopatolégico de muestras prostaticas en los ultimo afios ha sido
favorecido gracias a la utilizacion de marcadores tumorales especificos detectados
por inmunohistoquimica, coadyuvando en diagndsticos histopatoldgicos dificiles o
que causen duda para ser despejados y emitidos con mayor seguridad y validez. La
presente investigacion realiz6 la inmunotincion de p63/CK34bE12 que detecta
células basales en lesiones benignas y ERG que se expresa en células malignas
prostaticas. Los resultados obtenidos permitieron confirmar lo antes mencionado,
siendo asi que se encontraron dos casos diagnosticados como hiperplasia prostatica

benigna que resultaron ser adenocarcinomas de proéstata.

Otros estudios indican que tumores de préstata con células que tienen alto peso
molecular pueden dar resultados falsos negativos. “®®Shah y colaboradores
encontraron la expresion de p63 en tumores de prostata con células que presentaron
un alto peso molecular, demostrando asi la alta especificidad de este marcador, sin
contrastar las células secretoras, “®es decir no se expresaran las células de

adenocarcinoma.

La tincion mediante inmunohistoquimica utilizando el marcador p63/CK34bE12
(Dual) fue muy efectiva para identificar lesiones benignas y no se encontrd
resultados falsos positivos, pudiendo evidenciarse que esta asociacién de marcadores

es altamente especifico para lesiones hiperplasicas benignas. " ©9
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La expresion del marcador p63/CK34bE12 (Dual) fue del 80% del total de las
muestras, este resultado se asocia estadisticamente a las muestras histopatologicas
con lesion benigna, corroborando con la alta sensibilidad y especificidad de este
marcador en otros estudios, esto muestra una estrecha asociacion del marcador dual
con la presencia de células basales en células normales con lesiones benignas y su
ausencia en lesiones malignas. " Su correlacion es estadisticamente significativa

frente a hiperplasias nodulares (Tablas 2 - 4).

La expresion del marcador tumoral ERG frente a lesiones prostaticas fue del 4% del
total de las muestras positivas para adenocarcinoma de prostata y el control positivo
interno de los casos que no expresaron tumor confirma que la técnica fue realizada
de manera correcta, mostrando positividad en el endotelio vascular, confirmando el
estudio realizado en la Universidad de Seul que ratifica a ERG como un marcador
altamente especifico endotelial, ®y el ERG truncado presente en el adenocarcinoma

de prostata. ¥

La sensibilidad de este marcador también se incrementa en tejidos obtenidos por
prostatectomia, y baja su sensibilidad en biopsias ©” los casos seleccionados en el

estudio fueron mayoritariamente producto de prostatectomias (92% de casos).
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6. CAPITULO VI - CONCLUSIONES Y

RECOMENDACIONES

6.1. CONCLUSIONES

Los marcadores estudiados fueron determinados empleando las
recomendaciones del fabricante, mediante el uso de controles positivos y
negativos, asi también se rigi6 a los patrones de control interno
respectivamente para cada prueba, basados en la experiencia de otros autores,
por lo tanto el control interno positivo de ERG que es el endotelio mostrd
expresion en los todos los adenocarcinomas realizados inclusive en los que no

expresaron, lo que valida a la técnica realizada.

Las lesiones de prostata benignas y malignas encontradas en el estudio
histopatoldgico presentaron un mayor porcentaje de hiperplasias frente al
cancer de préstata (adenocarcinoma). Los rangos epidemioldgicos malignos
muestran que las lesiones histoldgicas malignas (adenocarcinoma de préstata)

son directamente proporcionales a padecerlas si la edad del paciente aumenta.

La presencia de hiperplasias benignas se encuentra en pacientes de riesgo de
desarrollar carcinoma prostatico, por lo que es imperioso tratar de detectarla

entre 50 y 60 afios de edad para evitar su malignizacion.

El marcador p63/CK34bE12 (Dual), tanto en el estudio global como lesion

benigna presentd una alta correlacion con el diagnéstico histopatoldgico,



demostrando asi que este tipo de marcador tumoral podria presentar una alta

sensibilidad, especificidad, valores predictivos positivo y negativo.

El marcador tumoral ERG en el estudio presentd un bajo porcentaje de
expresion, lo cual fue reflejado en la baja correlacion con los resultados
histopatoldgicos. Esto puede deberse al bajo nimero de muestras estudiadas
con diagnostico histopatoldgico de cancer de préstata (adenocarcinoma) y no
a la preservacion inadecuada de los tejidos, puesto que el control interno de

los mismos expreso positividad lo que validd la técnica realizada.

La diferencia en el grado de expresion entre el marcador Dual y ERG,
permite afirmar que p63/CK34bE12 es mucho mas intensa y permite
discernir un diagnostico con mayor certeza y juicio clinico para el médico
patélogo, inclusive la utilidad del marcador Dual utilizado sirve para realizar

diagnosticos diferenciales en lesiones benignas que simulan malignidad.

La utilizacion de la técnica de inmunohistoquimica en los laboratorios de
Anatomia Patolégica en el Hospital Enrique Garcés en referencia a la
patologia prostéatica fue de utilidad, debido a que aporta valor y calidad

diagndstica.
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6.2. RECOMENDACIONES

Se recomienda la utilizacién del marcador p63+CK34bE12 mediante la
técnica de inmunohistoquimica debido a que presenta una estrecha asociacion
entre hiperplasia prostética benigna con su expresion nuclear y citoplasmatica
en el marcaje de la totalidad glandular de las muestras y permite dilucidar el
diagndstico de lesiones que simulan malignidad y en muestras que causen

duda diagnostica por histopatologia con Hematoxilina-Eosina.

Se recomienda aumentar el nimero de muestras en futuras investigaciones
para asi poder determinar la sensibilidad, especificidad, valores predictivos

mediante la prueba de inmunohistoquimica de ERG.

Se recomienda que el médico patdélogo realice el diagnostico de cancer de
prostata utilizando técnicas de inmunohistoquimica que agregan valor al
resultado emitido y permitiran al médico onc6logo tomar medidas de

tratamiento mas correctas.

Se recomienda que las autoridades del Hospital Enrique Garcés gestionen la
compra de marcadores tumorales especificos aprobados para mantener y
sustentar la utilizacion de la inmunohistoquimica que ayuda al discernimiento

correcto de la patologia prostéatica.
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8. ANEXOS

ANEXO 1
FORMULARIO DE RECOLECCION DE LA INFORMACION.

EXPRESION DE p63/CK34bE12 Y ERG EN LESIONES BENIGNAS Y
MALIGNAS DE PROSTATA

L

cobico: [ [ 11 ]
1. EDAD: [ | [ ]
2. DIAGNOSTICO HISTOPATOLOGICO:
2.1. HIPERPLASIA PROSTATICA ]
2.2. ADENOCARCINOMA ]
2.3. OTROS [ ]
3. INMUNOHISTOQUIMICA DE p63+CK34bE12
3.1. EXPRESION DE CELULAS BASALES
3.2. NO EXPRESION DE CELULAS BASALES
4. INMUNOHISTOQUIMICA DE ERG
4.1. EXPRESION DE CELULAS TUMORALES
4.2. NO EXPRESION DE CELULAS TUMORALES

Hil

FECHA.:......ccceevvrnenn. RESPONSABLE: .....ccccvvviiiiiiiiniinnnnnnn.



ANEXO 2. Procedimiento de aplicacion de la técnica de Inmunohistoquimica.
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ANEXO 3. Fotos de inmunohistoquimica de p63/CK34bE12 y ERG en lesiones

prostaticas.

Foto 1. p63+C34bE12 Hiperlasia benigna. 4x. Fuente: HEG
Servicio de Patologia.
: Christian Benavides
T L

Foto 3. p63+CK34bE12. Hiperplasia benigna. 40X. Expresion de
células basales.
Fuente: HEG Servicio de Patologia.

‘. 2y 4 PN £ 2o NS S B AN

Foto 5. p63+CK34bE12. Hiperplasia adenomat

pequefios. 4x. Fuente: HEG Servicio de Patologia.
Autor: Christian Benavides

Foto 2 p63+CK34bE12. Hiperplasia benigna. 10X. Fuente: HEG
Servicio de Patologia.
Autor: Christian Benavides
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0

. p63+CK34bE12.
Servicio de Patologia.
Autor: Christian Benavides
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Foto 6. p63+CK34bE12. Hiperplasia adenom
pequefios. 40X. Fuente: HEG Servicio de Patologia.
Autor: Christian Benavides
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1 : ~ A
Foto 7. p63+CK34bE12. Expresion negativa por presencia de
células tumorales. 40X.
Fuente: HEG Servicio de Patologia.
Autor: Christian Benavides

Foto 8. p63+CK34bE12 Expresmn negatlva por
presencia de células tumorales. Presencia de células
basales remanentes. 40X.
Fuente: HEG Servicio de Patologia.
Autor: Christian Benawdes

3 @ . - B 0% \ . 1
Foto 9. p63+CK34bE12. Hiperplasia benigna. 40X.
Fuente: HEG Servicio de Patologia.

Autor: Chrstn Benavides

Foto 11. p63+CK34bE12.Adenocarcinoma prostatico.
Expresividad negativa. 4x.
Fuente: HEG Servicio de Patologia.
Autor: Christian Benavides

Foto 10. p63+CK34bE12. Hiperplasia benigna. 10X.
Fuente: HEG Servicio de Patologia.
Autor Christian Benavides

Foto 12. p63+CK34bE12. Adenocarcmoma acinar.
Ausencia de células basales. 40X. Fuente: HEG Servicio
de Patologia.
Autor: Christian Benavides
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Foto 13. p63+CK34bE12. Adenocarcinoma acinar. 10X. Fuente:
HEG Servicio de Patologia.
Autor: Christian Benavides

Foto 14. p63+CK34bE12. Adenocarcinoma acinar.
Ausencia de células basales. 40X. Fuente: HEG
Servicio de Patologia.
Autor: Christian Benavides

Foto 15. ERG.Adenocarcinoma prostatico. Expresion negativa. 4x
Fuente: HEG Servicio de Patologia.
Autor: Christian Benavides

Foto 16. ERG.Adenocarcinoma prostatico. Expresion
negativa. Buen pronostico. 4x
Fuente: HEG Servicio de Patologia.
Autor: Christian Benavides

&

Foto 17. ERG.Adenocarcinoma prostatico.
Expresion negativa. 10X
Fuente: HEG Servicio de Patologia.
Autor: Christian Benavides.

Foto 18. ERG.Adenocarcinoma prostatico. Control
interno positivo. 10X
Fuente: HEG Servicio de Patologia.
Autor: Christian Benavides
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Foto 1. ERG. Adenocarcin

negativa. Control interno endotelial positivo. 40X
Fuente: HEG Servicio de Patologia.
Autor: Christian Benavides
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Foto 21. ERG.Adenocarcinoma prostatico. Expresion
positiva. 40X
Fuente: HEG Servicio de Patologia.
Autor: Christian Benavides
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Foto 23. ERG.Adenocarcinoma prostatico.
Expresion tumoral positiva. 10X
Fuente: HEG Servicio de Patologia.
Autor: Christian Benavides
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Foto 20. ERG.Adenocarcinoma prostatico. Expresion
negativa. Control interno endotelial positivo. 40X
Fuente: HEG Servicio de Patologia.
Autor: Christian Benavides
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Foto 22. ERG.Adenocarcinoma prostatico. Presencia de
células tumorales. 40X
Fuente: HEG Servicio de Patologia.
Autor: Christian Benavides
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Foto 24. ERG. Adenocarcinoma prostatico.
Expresion positiva. Control interno linfocitico.
10x
Fuente: HEG Servicio de Patologia.
Autor: Christian Benavides
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a prostatico. 4X Foto 26. ERG. Adenocarcinoma prostatico. 10x

Fuente: HEG Servicio de Patologia. Fuente: HEG Servicio de Patologia.
Autor: Christian Benavides Autor: Christian Benavides
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Foto 27. ERG.Adenocarcinoma prostatico. 10X Foto 28. ERG.Adenocarcinoma prostatico. 40x

Fuente: HEG Servicio de Patologia. Fuente: HEG Servicio de Patologia.
Autor: Christian Benavides Autor: Christian Benavides
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Foto 29. ERG. Adenocarcinoma prostatico. Expresion | Foto 30. ERG. Adenocarcinoma protético. Expresion

positiva. 40X positiva. 40x
Fuente: HEG Servicio de Patologia. Fuente: HEG Servicio de Patologia.
Autor: Christian Benavides Autor: Christian Benavides
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Foto 31. ERG. Adenocarcinoma prostatico. Presencia de células tumorales. 40X
Fuente: HEG Servicio de Patologia.
Autor: Christian Benavides
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