ARTICULO ORIGINAL

Diferenciacidon neuroendocrina y marcadores
de proliferacion celular en adenocarcinoma de prostata
en un grupo de casos con antigeno prostatico especifico
normal vs elevado

Guillermo Feria-Bernal,2* Victor Manuel Garcia-Gonzalez,2 Victor Figueroa-Granados,?
Braulio Martinez-Benitez® y Norma Ofelia Uribe-Uribe®

apepartamento de Urologia y YDepartamento de Patologia, Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricién Salvador Zubirdn,
Meéxico D.F., México

Recibido en su versién modificada: 03 de agosto de 2006
RESUMEN

Objetivo. Investigar la poblacion de células neuroendocrinas y sus
caracteristicas morfologicas en pacientes con cancer de prostata y
antigeno sérico normal versus antigeno sérico elevado.

Material y métodos. En 13 aiios se identificaron 372 casos de cancer
de prostata de los cuales 19 (5.1%) con antigeno sérico normal
(Grupo 1). Se seleccionaron 16 grupos controles con antigeno sérico
elevado y caracteristicas histopatologicas similares (Grupo 11). Se
evaluaron porcentaje de necrosis tumoral, invasion vascular y
perineural, inmunohistoquimica: sinaptofisina, enolasa neuroespe-
cifica, antigeno prostatico especifico, Ki-67 y p53.

Resultados. En el grupo 1, se obtuvieron 61 % de casos positivos para
antigeno tisular, 28.6 % sinaptofisina, 7.1 % para enolasa neuroes-
pecifica, 50 % para p53 y 78.6 % para Ki-67. En el grupo 11, los
resultados fueron: sinaptofisina 13.3%, enolasa-neuroespecifica
26.6%, antigeno tisular 93%, p53 46.6% y Ki-67 66.7%. Con punto
de corte de antigeno tisular expresado en < 80% de células neopla-
sicas, en el grupo I se encontraron 69.2% de casos, y en el grupo 11
21.4% (p = 0.02).

Conclusiones. El unico dato histologico que mostro diferencia
significativa fue la expresion tisular de antigeno prostatico especifico
en < 80% de las células neoplasicas en el grupo 1. Se asocio el
incremento de las células neuroendocrinas con el menor numero de
células productoras de antigeno tisular, esta situacion podria ser mds
visible al estudiar un mayor numero de pacientes con caracteristicas
semejantes.
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marcadores de proliferacion

Introduccion

I as células epiteliales de la préstata son basales, epite-
liales secretoras y neuroendocrinas (NE); éstas ultimas
estan involucradas en el proceso de regulacion del desarro-
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SummAaRY

Objective. Study the morphologic characteristics of neuroendocrine
cells in prostate cancer with normal versus elevated prostate specific
antigen (PSA).

Materials and Methods. 372 cases of prostate cancer were identified
during a 13 year period, of which 19 displayed normal PSA (group
1). Sixteen controls with elevated PSA and similar histopathological
characteristics (group 1I) were included. We studied the degree of
tumor necrosis, vascular and perineural invasion. Synaptophysin
(SP), neuron specific enolase (NSE), PSA, Ki-67 and p53
inmunoreactivity were also analyzed.

Results. Group I positive findings were 61% PSA, 28.6% SP, 7.1%
NSE, 50% p53, and 78.6% Ki-67. Group Il positive findings were
93% PSA, 13.3% SP, 26.6% NSE 46.6% p53, and 66.7% Ki-67.
When we used a <80% cutoff point for PSA immunoreactivity in tumor
cells , 69.2% of group I and 21.4% of group II were found.
Conclusions. The sole histopathological finding that showed statistical
significance was the tissular expression of the specific prostatic
antigen in 80% of neoplasic cells in group 1. The increase of
neuroendocrine cells was associated with a smaller number of tissular
antigen producing cells, a finding that could be more apparent if we
were to study a larger sample size.

Key words:
Specific prostatic antigen, neuroendocrine differentiation,
proliferation markers

llo prostatico,' diferenciacion y homeostasis de la actividad
exocrina de la glandula mediante la liberacion de diversas
sustancias como serotonina, cromogranina- A, enolasa, etc;?*#
son susceptibles de ser identificadas mediante tinciones
especiales de inmunohistoquimica. Algunos autores han
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encontrado un mayor numero de células NE en cancer
prostatico (CaP),®* mismo que suele incrementarse aun mas
en pacientes refractarios al tratamiento hormonal quiza
como resultado de la seleccion clonal.® Cuando la célula
tumoral prostatica pierde sus caracteristicas, hay reduccion
de los receptores hormonales y, en algunos casos, también
de la produccion del antigeno prostatico especifico (APE).

Por otro lado, existe un grupo de pacientes con CaP cuyo
APE nunca se eleva, aun en estadios avanzados de la
enfermedad. La falta de produccién de este marcador po-
dria deberse a que corresponde a tipos histoldgicos muy
indiferenciados con una posible sobrepoblacion de células
NE desde un inicio con una disminucién importante de
receptores androgénicos.”

El objetivo de nuestro estudio fue investigar la poblacion
de células NE, mediante marcadores especificos, y la proli-
feracion celular en pacientes con CaP y APE normal compa-
rado con otro grupo similar con APE elevado.

Material y métodos

Se realiz6 un estudio retrospectivo, controlado, ciego, des-
criptivo y comparativo con casos seleccionados de enero de
1987 a junio del 2000 en el INCMNSZ, periodo durante el
cual se diagnosticaron 372 casos de CaP; de ellos, 19 (5.1%)
presentaron APE sérico en niveles normales. Debido a que
la deteccion del APE sérico esta influenciada por el grado
histolégico de la lesion y por la edad del paciente, se
buscaron controles pareados por grupo de edad y por la
suma de Gleason pero con APE sérico elevado. De los
archivos del departamento de Patologia Quirtrgica del IN-
CMNSZ se obtuvieron laminillas y bloques de parafina de 17
casos y 16 controles. De los casos con APE sérico bajo
(Grupo 1), 8 fueron obtenidos por biopsia con aguja delgada,
4 por prostatectomia radical y 5 por reseccion transuretral de
préstata (RTUP). Mientras que de los controles (Grupo 1) 6
fueron obtenidos por biopsia con aguja delgada, 7 por
prostatectomia radical, 2 por RTUP y uno mediante biopsia
por trucut. Las RTUP del Grupo | fueron efectuadas porque
estos pacientes presentaban sindrome obstructivo bajo con
APE en niveles normales.

El material disponible fue fijado con formol al 10%,
procesado de forma convencional, embebido en parafina y
teflido con hematoxilina y eosina. Un solo patdlogo evalué
por cada caso el porcentaje de tumor en el espécimen, los
patrones de Gleason primario y secundario y la suma de
Gleason, el porcentaje de necrosis tumoral, la invasion
vascular linfatica y perineural.

En cuanto a las reacciones inmunohistoquimicas, se
sabe que la cromogranina y la sinaptofisina han sido consi-
deradas como marcadores panendocrinos. En la experien-
cia del laboratorio de inmunohistoquimica del INCMNSZ, los
resultados obtenidos con el empleo de la sinaptofisina son
mas consistentes e intensos que los obtenidos con la cromo-
granina, por este motivo se prefirid trabajar con ésta primera.
Se realizé inmunohistoquimica con el protocolo convencio-
nal, usando los siguientes anticuerpos: sinaptofisina (Dako,
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Denmark 1:75), enolasa neuronal especifica (ENE) (Da-
ko, Denmark 1:75), antigeno prostatico especifico (Dako,
Denmark 1:50), Ki-67 (Dako, Denmark 1:75). También se
empled anticuerpo monoclonal de ratén anti-p53 humano
(Dako, Denmark, clona DO-7 1:50), el anticuerpo detecta un
epitope localizado en la region N-terminal que reacciona
tanto con p53 nativa como con la mutada. Posteriormente
para cada marcador, se cuantificé en el tumor la proporcion
de células neoplasicas positivas.

El andlisis estadistico se realizé con un software comer-
cial. Usamos como medidas de tendencia central: promedio,
moda y mediana para las variables con distribuciéon paramé-
trica y no paramétrica, y como medidas de dispersion: des-
viacion estandar para variables paramétricas e intervalo
minimo-maximo para las no paramétricas. La comparacion
entre promedios se hizo mediante la prueba f student, y la
comparacién entre proporciones, mediante X? y la prueba
exacta de Fisher (con probabilidad de dos colas). Para los
valores esperados mayores y menores de 5, se considerd
siempre como significativo un valor de p <0.05.

Resultados

El grupo | consta de 19 pacientes con una edad promedio de
65.7 anos. El APE sérico se situ6 en niveles normales con 12
pacientes con nivel menor a 4 ng/mly 7 con nivel superior a
4 ng/ml, pero sin rebasar 6 ng/ml; el nivel promedio de APE
sérico fue de 3.5 ng/ml, la mediana y la moda de la suma de
Gleason fue de 6 (min: 3, max: 10). El grupo |l se integra con
16 pacientes con una edad promedio de 65.5 afios, con un
nivel promedio de APE sérico de 21.3 ng/ml y con mediana
y moda de suma de Gleason de 6 (minima 4 y maxima 9)
(Cuadro ).

De los 19 casos del grupo |, sélo estuvo disponible para
el estudio el material histopatoldgico de 17 (8 biopsias, 5
RTUP y 4 prostatectomias radicales). Del grupo Il se encon-
traron 16 especimenes (7 biopsias, 4 RTUP y 7 prostatecto-
mias radicales).

Se analizé el factor tiempo sobre la expresion de marca-
dores inmunohistoquimicos analizando 2 grupos, uno com-
prendido en el periodo 1988-1996 y el otro en el periodo
1997-2003; no se encontraron diferencias significativas en
cuanto a la frecuencia de CaP con APE normal o elevado, ni
en la expresion de sinaptofisina, p53 y Ki-67; sin embargo,
hubo diferencia en la expresion de enolasa neuronal espe-
cifica. Esta diferencia no es atribuible a la fijacién de los
tejidos, dado que no hubo expresién en otros tejidos que
fueron positivos para otros anticuerpos y tampoco es atribui-
ble al anticuerpo, dado que se empled el mismo en todos los
casos.

En el cuadro Il, se observan los resultados histopatolo-
gicos de ambos grupos y su significancia estadistica.

El grupo | presenté un porcentaje promedio de area
afectada por la neoplasia de 29.7% distribuidos de la siguien-
te manera: 4 casos (25.0%) con necrosis en promedio en
12.5% del tejido (10-20%), 5 casos (29.4%) con invasion
perineural y 2 casos (11.8%) con invasion vascular. En cuanto
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Cuadrol. Datos epidemiolégicos de pacientes con carcinoma
de prostata y APE sérico normal o elevado

APEnormal APEelevado p
Edad, anos 65.7 65.5 NS
Mediana de la sumade Gleason 6 6 NS
(minima-maxima) (3-10) (4-9)
Promedio APE sérico 3.5ng/ml 21.3ng/ml

a los resultados de inmunohistoquimica, la inmunorreaccion
para APE tisular presentd solamente 8 casos positivos (47.0%)
con un porcentaje de expresion celular promedio de 41.2%
(0-100%), la expresion de sinaptofisina se detecté en 4 casos
(28.6%); un caso fue positivo para ENE (7.1%); la expresion
de p53 se detectdé en 7 casos (50.0%); finalmente para Ki-67
se encontrd positivo en 11 casos (78.6%).

El grupo Il presenté un porcentaje de area afectada por
la neoplasia en de 25.9% en promedio; con necrosis en 2
casos (12.5%) en promedio en 27.5% del tejido (5-50%); 4
casos con invasion perineural (25.0%), sin identificar inva-
sion vascular en algun caso. En cuanto a la expresion de
sinaptofisina 2 casos fueron positivos (13.3%) la positividad
promedio fue de 1.3% (0-19.03%); para la ENE fueron
positivos 4 casos (26.6%) con promedio de positividad de
8.5% (0-90%); la inmunolocalizacién para APE tisular mos-
tr6 13 casos positivos (93.0%) y promedio de positividad
celularde 83.6% (0-100%); p53 con 7 casos positivos (46.6%);
y finalmente para Ki-67 se detecté en 10 casos (66.7%) y
promedio de positividad celular del 3.5% (0-19.14%).
Cuando se hizo el punto de corte de APE tisular expresado
en <80% de células neoplasicas (seleccionado por curva
ROC), en el grupo | se encontraron 69.2% casos, y en el
grupo 11 21.4% (p = 0.02).

Cuadro ll. Caracteristicas histopatoldgicos analizados, en
pacientes con carcinoma de préstata y APE sérico normal o
elevado

Porcentaje APEnormal  APEelevado p
Areaafectada 29.7% 25.9% NS
Necrosis 25.0% 12.5% 0.3*
Invasion perineural 29.4% 25.0% 0.5*
Invasiénvascular 11.8% 0.0% 0.25”
Sinaptofisina 28.6% 13.3% 0.3*
ENE 71% 26.6% 0.32*
Ki-67 78.6% 66.7% 0.4*
P53 50.0% 46.6% 0.85**
APEtisular 61.5% 93.0% 0.07*
APE tisular <80% de

células positivas 69.2% 21.4% 0.02*

* Prueba exacta de Fisher a dos colas, ** Xi?

Los resultados de inmunohistoquimica fueron expresados de manera
binomial y corresponden a la proporcidon de casos con expresion de la
proteina.
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Discusion

Al igual que la serie que se presenta, se han informado otras
con 5y 25% de casos con CaP que muestran APE sérico en
niveles normales. Este grupo de pacientes representa un reto
para su identificacion, puesto que sélo los hallazgos anorma-
les 0 sospechosos al tacto rectal son capaces de sugerir una
biopsia, o bien se diagnostican incidentalmente luego de una
cirugia realizada para corregir sintomas obstructivos secun-
darios a crecimiento prostatico. Desafortunadamente algu-
nos de estos pacientes son detectados en estadios avanza-
dos de su enfermedad y, por ende, con pocas probabilidades
de ser candidatos para un tratamiento de tipo curativo.®

El presente estudio se dised para probar la hipétesis de
que el incremento de células neuroendocrinas explicaria la
presencia de APE sérico normal. La fuente de células neu-
roendocrinas en CaP no se ha definido clinicamente.® En
estudios experimentales se han transformado células de
carcinoma de prostata en células similares a las NE cuando
se estimulan con analogos de AMP ciclico, deprivacion hor-
monal y se someten a exposicion a altas concentraciones de
interleucina-6.% Existen datos que sugieren que las células
epiteliales prostéaticas secretoras, basales y neuroenddcrinas
provienen de células endodérmicas froncales o madre pluri-
potenciales.'™ Su significado clinico no es totalmente claro; de
hecho el 50% de los canceres de prostata contienen células
neuroenddcrinas, lo que supone un mayor grado de agresi-
vidad. Aun cuando se dice que la diferenciacion neuroendo-
crina se asocia con mayor indiferenciacion celular y peor
prondstico, hay quienes no encuentran correlacion entre su
presencia y el grado tumoral.®® En esta serie, los casos que
mostraron células neoplasicas con diferenciacion neuroen-
docrina, independiente de la expresion tisular o la concentra-
cion sérica de APE, presentaron sumas de Gleason de riesgo
bajo o intermedio (suma de Gleason: 3, 5, 6, 6, 7, 7) (Figura 1).

Figura 1. Carcinoma de prostata poco diferenciado, las célu-
las neoplasicas tienen nucleo grande hipercromatico, con
cromatina homogénea, finamente granular, nucléolo poco
aparente y citoplasma es escaso. Hay abundantes mitosis.
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Figura 2. Reaccion de inmunoperoxidasa dirigida en contra
de sinaptofisina, en este campo aproximadamente 50% de
las células muestra positividad (café tabaco) en las células
neoplasicas.

Se ha informado que la poblacion total de células NE
aumenta coordinadamente con la progresion tumoral al
estado hormona-resistente, quiza porque estas células fun-
cionan como proveedores de factores estimulantes paracri-
nos que aceleran el desarrollo y la progresion de las células
tumorales hacia la seleccion clonal y un estado andrégeno
independiente. En este trabajo, se detectaron 6 casos con
presencia de células positivas para sinaptofisina (Figura 2).
A pesar de que la mayoria (4 de 14) se encontré en el grupo
de pacientes con APE normal (28.6%) y solo 2 casos en el
grupo con APE elevado (13.3%), esta diferencia no es esta-
disticamente significativa. Aunque se muestra tendencia a
una mayor expresion de esta tincion entre aquéllos con APE
sérico normal.

No obstante la tendencia de registrar casos de CaP con
células neuroendocrinas que contribuyen a explicar un APE
sérico normal, existen otros casos con APE normal sin
diferenciacion neuroendocrina. Por este motivo y dado que
hay pocos trabajos que comparen la expresion tisular de
APE contra la concentracion sérica, decidimos estudiar esta
relacion también. Como se muestra en el cuadro I, existen
mas casos sin expresion tisular de APE en el grupo | con una
tendencia a ser significativo. Sin embargo, cuando analiza-
mos la proporcion de células que expresaban este marcador
y fijamos el punto de corte a 80%, encontramos diferencia
estadisticamente significativa entre los grupos | (69.2 %) y Il
(21.4 %, p =0.02). Por lo que concluimos que, en menos del
80% de las células, la expresion tisular de APE contribuye a
gue no se manifieste elevacion de APE sérico. Varios inves-
tigadores sefialan que el nivel sérico de APE depende del
volumen del carcinoma, del peso de la prostata y del grado
histolégico. En el presente trabajo, se pared de acuerdo con
la edad y con el grado histolégico para eliminar esta variable.
Debido a la diversidad de métodos mediante los cuales se
obtuvo el tejido prostatico, es dificil el analisis de la relacion
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Figura 3. Reaccion de inmunoperoxidasa que muestra posi-
tividad nuclear para p53 en casi la totalidad de las células
neoplasicas.

del APE sérico con el peso de la prostata y el volumen del
carcinoma aunque se haya calculado el porcentaje de teji-
dos afectados sin mostrar diferencia entre los grupos. Sin
embargo, al separar los CaP de acuerdo con el punto de
corte de 80% de células neoplasicas positivas a APE, se
encontraron 11 casos con expresion de menos de 80% con
un promedio de area afectada del 42.27% (10-90%), lo que
sugiere que una produccion baja de APE induce un diagnds-
tico tardio de CaP. Por ello los pacientes con este tipo de
neoplasia se diagnostican en una etapa clinico-patoldgica
mas avanzada. De igual manera, se encontraron 15 casos
con expresion tisular mayor de 80%, con un promedio de
area afectada de 18.3% (5-70%), lo cual estaria acorde con
el hecho de que el volumen de la neoplasia es una variable
que influye sobre la deteccién de APE sérico.

Al comparar los hallazgos histolégicos (Cuadro 1), ob-
servamos la presencia de necrosis (23.5% vs. 12.5%), y que
la invasion vascular (23.5% vs. 0.0%) predomina en el grupo
de pacientes con APE normal. Estos resultados sugieren
que, en el grupo |, los tumores son detectados en etapas
clinicas mas avanzadas o bien tienen un comportamiento
biolégico mas agresivo. En relacion con la invasion perineu-
ral no hubo diferencias entre ambos grupos.

El marcador de proliferacion celular Ki-67, se encuentra
presente en las células en fase Gl, S y G2M, pero nunca en
fase GO y su indice de marcaje tiene significancia pronosti-
ca,” como lo tiene también la sobreexpresion de p53; ambos
son poderosos factores prondsticos, asociados con una
pobre sobrevivencia (Figuras 3 y 4).""'8 En nuestro estudio,
estos marcadores (Cuadro Il) no mostraron diferencias sig-
nificativas entre ambos grupos; esto puede ser el resultado
del pareamiento de acuerdo con la suma de Gleason.

La sinaptofisina es un marcador especifico para células
neuroenddcrinas asi como la enolasa neuroespecifica. Esta
ultima de acuerdo con algunos trabajos realizados por
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Figura 4. Inmunorreaccién para Ki-67 que muestra positivi-
dad focal en los nucleos de células neoplésicas.

Berruti y cols.® ha llegado a positivisarse en tejidos con
ausencia de células neuroenddcrinas de tal suerte que su
especificidad no es muy alta. Al analizar los resultados de las
tinciones de inmunohistoquimica, observamos que la sinap-
tofisina fue positiva en un mayor nimero de casos en el grupo
I mientras que, en forma contradictoria, la enolasa neuroes-
pecificalo fue para el grupo Il (Figura 5). Dado los anteceden-
tes de menor especificidad de la enolasa neuroespecifica,
estos hallazgos se podrian explicar con base en los estudios
del grupo de Berruti.'*'”

Existen algunos otros elementos que posiblemente es-
tén impactando los resultados que hemos obtenido. Dentro
del grupo [, cinco pacientes tenian antigenos prostaticos
especificos altos, pero normales ajustados con base en su
edad. Esto no es aceptado en la actualidad, ya que de
acuerdo con los estudios realizados por Catalonay su grupo,
los niveles maximos de antigeno prostatico sérico normal
tienen tendencia a reducirse, ain por debajo de 4 ng/ml.'18

La obtencién de tejido prostatico en nuestros dos grupos
de pacientes fue diversa. Esto puede influir en los resultados
histopatoldgicos en un grado realmente impredecible, par-
ticularmente cuando sabemos que, por ejemplo, la suma de
Gleason puede ser diferente entre la que se reporta después
de una biopsia y después del analisis del espécimen quirur-
gico completo en un mismo paciente. Por ultimo, nuestra
serie es muy pequeia; analizar mas adelante un mayor
numero de casos podria poner en evidencia una mayor
tendencia a la diferenciacion neuroenddcrina en este tipo de
tumores. Por lo tanto se requiere continuar con la investiga-
cion para poder obtener resultados mas soélidos.

Conclusiones

En este trabajo se identificé la tendencia de que la poblacion
de células neuroendocrinas se asocia a una disminucién en
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Figura 5. Inmunomarcacién para enolasa neuroespecifica
que muestra positividad débil citoplasmatica en las células
neoplasicas.

el numero de células productoras de antigeno prostatico
especifico, situacion que podria ser mas evidente al estudiar
un numero mayor de pacientes con estas caracteristicas.

Al analizar en este trabajo las diferencias entre casos y
controles, el unico dato histolédgico que mostré diferencia
significativa fue la expresion tisular de APE en menos del
80% de las células neoplasicas; este tipo de CaP con
deteccion disminuida de APE tisular se presenté con mayor
frecuencia con APE sérico normal y, con una mayor area
tumoral (42.27%) en comparacion con los CaP con detec-
cion de APE tisular en mas del 80% de las células neopla-
sicas (area tumoral: 18.3%).

Como se ha postulado por otros autores, los niveles
séricos de APE pueden ser modificados por otras variables
independientes del grado de diferenciacion o volumen tu-
moral; estas variables son dificiles de controlar en estudios
clinicos. Por ejemplo, la discrepancia entre la expresion
tisular de APE y los niveles séricos puede que se deba a una
diferencia entre la produccién de esta proteina por las
células neoplasicas y la secrecion de la misma. Las altera-
ciones estructurales de las células neoplasicas podrian
alterarla difusion de APE al espacio extracelulary a los vasos
sanguineos, o bien, podrian producir una isoforma de APE
que fuera estructuralmente diferente y, por ende, dificultaria
su deteccion por métodos convencionales de laboratorio o
con inmunoperoxidasa.?°
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