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RESUMEN

ESTUDIO DE LA EXPRESION DE cerbB-2 EN EL ADENOCARCINOMA DE PROSTATA
Objetivos: Determinar la expresion de la oncoproteina cerbB-2 en carcinomas de prostata con técnicas de inmunohistoquimica
de préstata y comparar estos resultados con diversos factores pronosticos clinicos e histologicos.
Material y métodos: Se realiz6 tinciéon inmunohistoquimica con el anticuerpo cerbB-2 (DAKO) en 32 piezas de prostatectomia
radical infiltradas por un adenocarcinoma. La expresion de cerbB-2 fue evaluada de O (no-tincioén) a 3+ (tincion intensa y continua
en la membrana celular) segiin protocolo. Se analizé la asociacién estadistica entre la expresiéon de cerbB-2 con algunos parame-

tros clinicos e histolégicos.

Resultados: Se demostré positividad de membrana en 14 de las 32 neoplasias evaluadas (44%). La sobreexpresion de cerbB-2
se correlacion6 estadisticamente con el indice de Gleason (p=0.04) y estadio clinico (p=0.038).

Conclusiones: 1) Nuestro estudio muestra que aproximadamente el 44% de los carcinomas prostaticos expresan cerbB-2 con
técnicas de inmunohistoquimica. 2) Esta serie permite deducir la necesidad de estandarizar la técnica inmunohistoquimica de
cerbB-2 en el adenocarcinoma prostatico. 3) En nuestro trabajo existe asociacion estadistica significativa de la expresion de cerbB-
2, segun el método modificado, con el estadio clinico e indice de Gleason.

Palabras claves: Carcinoma de prostata. cerbB-2. Prondstico. Prostatectomia radical.

ABSTRACT

EXPRESSION OF THE cerbB-2 (HER-2/neu) ONCOPROTEIN IN PROSTATIC ADENOCARCINOMA

Objectives: Our aim is to determine the expression of the cerbB-2 oncoprotein in prostate cancers using an immunohistoche-
mistry staining and to compare these results with several clinical and histological prognostic factors.

Methods: An immunohistochemical staining using the cerbB-2 monoclonal antibody (Dako) was performed in 32 radical pros-
tatectomy specimens diagnosed of adenocarcinoma. The intensity of cerbB-2 expression was evaluated with a scale that variated
from O (no staining) to 3+ (strong complete membrane staining) according to published guidelines. Association of cerbB-2 index
immunoreactivity with clinical and histological prognostic factors was examined.

Results: Definite positive membranous staining was detected in 14 of 32 neoplastic cases (44%). Such overexpression was corre-
lated with higher Gleason grade (p=0.04) and higher stage of disease (p=0.038).

Conclusions: 1) This study shows that 44% of all prostate cancer express the cerbB-2 oncoprotein with immunohistochemical
technique. 2) These findings suggest that is necessary to standardize the immunohistochemical staining procedure with cerbB-2 in
prostate adenocarcinoma. 3) The level of cerbB-2 expression was correlated with Gleason grade and clinical stage.

Key words: Prostate cancer. cerbB-2. Prognosis. Radical prostatectomy.

1 carcinoma de prostata es el tumor mas fre-

cuente en el hombre! y la segunda causa
mas frecuente de muerte por cancer en el varon?.
El pronéstico ha mejorado con el empleo de dife-
rentes modalidades terapéuticas como la cirugia
y la radioterapia; pero todavia los parametros cli-
nicos e histologicos no son suficientes para
prever el pronostico en todos los casos, ya que
pacientes con caracteristicas clinicas e histolo-
gicas similares tienen una evolucién clinica muy
diferente3. Por este motivo, se estan estudiando
nuevos marcadores moleculares. El estudio de
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oncogenes, genes supresores y otros factores
reguladores del crecimiento tumoral han sido
extensamente estudiados en multiples neopla-
sias*8, pero estan insuficientemente analizadas
en los tumores prostaticos.

El oncogen Her-2/neu, situado en el brazo
largo del cromosoma 17, codifica una proteina
transmembrana (p185HER2) con actividad
tirosin-kinasa que actiia como un factor de creci-
miento. Su alteracion se traduce en una sobreex-
presion en la membrana celular, generalmente
secundaria a la amplificacion del gen. Ha sido
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detectada con expresion variable, en una gran
variedad de tumores malignos, como marcador
pronostico adverso, especialmente adenocarcino-
mas como: mama (20%)>38, ovario (33%)¢y esto-
mago (20%)°.

En el carcinoma de prostata la sobreexpresion
es muy variable!0-2% y la causa de mayor discre-
pancia parece ser el método empleado®3. Noso-
tros analizamos la sobreexpresion del oncogen
cerbB-2 con técnicas de inmunohistoquimica en
32 piezas de prostatectomia y evaluamos su rela-
cion con diferentes variables histopatologicas y
clinicas: estadio clinico, volumen tumoral, indice
de Gleason, niveles de PSA, infiltracion peri-
neural y afectacion ganglionar.

MATERIAL Y METODO

Seleccion de pacientes

Se han estudiado retrospectivamente piezas
de prostatectomias correspondientes a 32 pa-
cientes diagnosticados de adenocarcinoma pros-
tatico entre los anos 1998 y 2003; y que fueron
tratados mediante cirugia con intencion curativa.
Ninguno de los pacientes recibi6 tratamiento hor-
monal y/o radioterapia previa a la cirugia. En to-
dos los casos se revisaron las biopsias para con-
firmacion del diagnostico histolégico y se realizo
determinacion de la expresion del oncogen cerbB-
2 en la seccion mas representativa del tumor.

La serie estudiada se compuso de 32 varones
con un rango de edad entre 48 y 77 anos y una
edad media de 60,78 anos El seguimiento medio
fue de 34 meses (65 a 5 meses).

Estudio histolégico e inmunohistoquimico

En el estudio histopatologico se consideraron
los siguientes parametros para su analisis: Volu-
men tumoral, grado de Gleason, estadio tumoral,
infiltracion perineural y afectacion ganglionar.

El estadio tumoral, afectacion ganglionar (me-
tastasis o no), infiltracion perineural (si o no) y
volumen tumoral aproximado en la pieza de
prostatectomia se categorizo tras el estudio his-
topatologico de las piezas quirargicas.

La determinacion de la expresion del oncogen
cerbB-2 se realiz6 en muestras de tejido tumoral
incluidas en parafina. La técnica de inmunohis-
toquimica se realizé de dos formas:
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e Método 1 (método estandar): Se utilizé la olla
a presion durante 5 minutos en tampon citrato a
PHG6. Posteriormente se realizo una inhibicion de
la peroxidasa enddgena con peroxido de hidro-
geno al 3% durante 10 minutos y se incubaron
con el anticuerpo primario cerbB-2 (A0485,
DAKO Diagnosticos S.A.) diluidos en proporcion
1:200 con el anticuerpo diluyente (DAKO, 50809)
durante 30 minutos. El método utilizado para la
deteccion fue el de estreptoavidina-biotina mar-
cada con peroxidasa y el cromogeno del revelado
fue diaminobencidina (DAB).

e Método 2 (método modificado)?3: Se utilizo la
olla a presion durante 5 minutos en tampom
citrato a pH9. Posteriormente se realizé una inhi-
bicion de la peroxidasa endogena con peroxido de
hidrogeno al 3% durante 10 minutos y se incu-
baron con el anticuerpo primario cerbB-2
(A0485, DAKO Diagnosticos S.A.) diluidos en
proporciéon 1:200 con el anticuerpo diluyente
(DAKO, 50809) durante 30 minutos. El método
utilizado para la deteccion fue el de estreptoavi-
dina-biotina marcada con peroxidasa y el cromo6-
geno del revelado fue DAB.

Valoraciéon de la expresiéon inmunohistoquimica

Antes de proceder a la cuantificacién de los
resultados de inmunohistoquimica, se valoré en
todos los casos la calidad de la técnica y se selec-
cionaron las areas con mas positividad, evitando
mediciones en areas periféricas, zonas desvitali-
zadas, con necrosis o artefacto. Todas las mues-
tras fueron evaluadas sin saber en ningun mo-
mento de que pacientes procedian y la cuantifi-
cacion de la técnica de inmunohistoquimica se
realizd segun esta especificado en la Tabla 1.

Tabla 1
Esquema representativo de la valoracion de la expresion
de cerbB-2 con técnicas de inmunohistoquimica.

Resultados Interpretacion

Negativo:

° 0 e Ausencia de tincion

o 1+ e Tincion débil y discontinua en
membrana celular.

Positivo:

° 2+ ¢ Tincién moderada y continua en
membrana celular

° 3+ e Tncién intensa y continua en membrana

celular.
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Estudio estadistico

Para determinar la asociacién entre las varia-
bles se empleo el test de X2 o la prueba exacta de
Fisher. Previamente las variables fueron estratifi-
cadas de la siguiente forma:
e Indice de Gleason: 5, 6, 7, 8, 9.
e Estadio Tumoral: pT2a, pT2b, pT2c, pT3a, pT3b,

pT4.

e Infiltracion perineural: si, no.
e Afectacion ganglionar: si, no.
e Volumen tumoral: < 15%, 15-30%, >30%.
e Niveles de PSA: < 10, 10-15, >15.

Como nivel de significacion estadistico se con-
sideré un valor de p (< 0,05.

RESULTADOS
Las caracteristicas clinico-patologicas de los
32 casos de adenocarcinoma prostaticos eva-
luados se muestran en la Tabla 2. Con el método

Tabla 2
Relacion estadistica de la expresion de cerbB-2 con
diferentes parametros clinicos e histolégicos.

cerB-2 cerB-2 Valor p
positivo negativo
14 casos 17 casos
(45%) (55%)

Gleason
5 0 1
6 1 3
7 7 13 P = 0,04
8 3 0
9 3 0
Estadio
pT2A 0 3
pT2B 0 5
pT2C 4 3 P = 0,038
pT3A 5 5
pT3B 4 1
pT4 1 0
Infiltracion perineural
Si 14 14 P=0,10
No 0 3
Afectacion ganglionar
Si 1 1
No 8 15 P =0,75
No conocido 5 1
Volumen tumoral
<15% 5 4
15-30% 6 9 P =0,74
>30% 3 4
Niveles de PSA
<10 10 8
10-15 0 3 P =0,28
>15 1 3
No conocido 3 3

de inmunohistoquimica estandar no se demostro
positividad en la expresion para cerbB-2 en
ningun caso (3 casos 1+, 29 casos 0) y se demos-
tro positividad en la expresion para cerbB-2
segun el método modificado de Sanchez et al?? en
14 casos (44%), mientras que en 17 casos (53%)
la tincién fue negativa y en un caso fue no valo-
rable (3%) (Tabla 3). Las Figuras 1 y 2 representa
ejemplos de negatividad (a y b) y positividad (c y
d) para cerbB-2. Para el estudio estadistico tini-
camente se valoraron los resultados obtenidos
segun el método modificado.

No se demostré asociacion estadistica signifi-
cativa entre la expresion de cerbB-2 en el tumor
con la infiltraciéon perineural, afectacién gan-
glionar, volumen tumoral y niveles de PSA. Sin
embargo, si observamos asociacion estadistica
significativa entre la expresion de cerbB-2 con el
indice de Gleason (p=0,04) y el estadio tumoral
(p=0,038).

En nuestra serie se observéo una relacion
directa entre el indice de Gleason y el estadio
tumoral con la expresion de cerbB-2 en las
células tumorales. De forma que cuanto mayor
era el indice de Gleason, o el estadio del tumor
era mas avanzado aumentaba la expresion de
cerbB-2. En el grupo de pacientes con estadio
tumoral pT2 4 de los 15 pacientes (26%) mos-
traban amplificacion para cerbB-2 en sus células
tumorales, mientras que en los casos con estadio
PT3 9 de los 15 pacientes (60%) mostraban
amplificacién para cerbB-2 y el 100% para el
estadio pT4 (Fig. 3). Algo similar ocurre con el
indice de Gleason apreciandose una amplifica-
cion del 0% para los tumores con indice de
Gleason 5, una amplicacién del 100% para los
tumores con indice de Gleason 8 y 9 y una ampli-

Tabla 3
Comparacion de los resultados segtuin los dos métodos de
inmunohistoquimica analizados.

Resultados Método estandar Método
modificado (casos) (casos)
Negativo:
0 29 1
1+ 3 16
Positivo:
2+ 0 7
3+ 0 7
No valorables: 0 1
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FIGURA 1. Ejemplo de tinciéon inmunohistoquimica para cerbB-2: Adenocarcinoma de préstata con expresion de mem-
brana negativa (0 y 1+).

FIGURA 2. EJemplo de inmunohistoquimica para cerbB 2: Adenocarctnoma de prostata con expresiéon de membrana posi-
tiva (2+ y 3+).

ficacion del 22% y 35% para los tumores con estudios que oscila entre el 25 y el 40% 2%. Esta
indice de Gleason 6 y 7 respectivamente (Fig. 4). discrepancia en las series se debe principalmente
a la gran heterogeneidad de las mismas y a la
DISCUSION diversidad de métodos empleados para su deter-

Este estudio tiene un doble objetivo: evaluar minacion?3.
los métodos semicuantitativos de expresion del Los resultados con los dos métodos inmu-
cerbB-2 con técnicas de inmunohistoquimica en nohistoquimicos analizados fueron muy dife-
pacientes con adenocarcinoma de prostata y ana- rentes. Con la técnica estandar, no se demostro
lizar la correlacion entre la expresion de cerbB-2 positividad en ningun caso; mientras que con la
detectadas por técnicas de inmunohistoquimica técnica modificada, la expresion fue del 44%.
con las variables pronosticas clasicas. Estos resultados son totalmente superponibles a
La expresion de cerbB-2 en adenocarcinomas los aportados por Sanchez et al?3, que segun la
prostaticos es muy variable (rango 0-100%)!0-25, literatura revisada, es el tinico trabajo en el que
con un porcentaje medio en la mayoria de los también se analiza la expresion de este marcador
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Porcentaje de amplificacion de cerbB-2 segiin el
estadio tumoral
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FIGURA 3. Porcentaje de amplificacion de cerbB-2 segtin
el estadio tumoral.

Porcentaje de amplificacion de cerbB-2 segiin el
indice de Gleason
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FIGURA 4. Porcentaje de amplificacion de cerbB-2 segiin
el grado de Gleason

con dos métodos inmunohistoquimicos dife-
rentes. En este ultimo, la expresion media de
cerbB-2 fue del 3 y 50% con el método estandar
y modificado, respectivamente. Nuestra serie y la
de Sanchez et al?® nos permite deducir la nece-
sidad de estandarizar la técnica en funcién del
tipo de tejido a analizar con la finalidad de dismi-
nuir el niamero de falsos negativos.

La expresion de cerbB-2 es un factor pronos-
tico de maxima importancia en varias neoplasias
como el cancer de cérvix’, mama'®12, ovarioll y
estomago!3. El cancer de prostata, no parece ser
una excepcion, aunque los resultados hayan sido
menos concluyentes. En la prostata la expresion
de cerbB-2 es mayor en los tumores metastasicos
que en los localizados y su expresion podria ser
un marcador de progresion tumoral??. Ademas
son varias las publicaciones previas, con series
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amplias y estudios estadisticos que han investi-
gado el valor pronoéstico de la expresion de cerbB-
2 y su asociacion con otros parametros clinico-
patologicos!0:15:16:22.23 En algunos de estos estu-
dios se confirma que existe asociacién estadistica
entre la expresiéon de la oncoproteina y el estadio
clinico!®1623, En este sentido, nuestra serie es
equiparable (p=0.038) y el porcentaje de tumores
con expresion para el cerbB-2 segun el estadio
clinico fue del 27%, 60% y 100% para los
tumores en estadio pT2, pT3 y pT4, respectiva-
mente. Estos datos sugieren que la expresion de
cerbB-2 es un factor pronéstico adverso en el
adenocarcinoma prostatico que este asociado a la
progresién tumoral, ya que su expresion es
mayor en los tumores con estadios clinicos mas
avanzados.

Con respecto la relacion entre el indice de
Gleason y la expresion de cerbB-2, nuestros
resultados son similares a los aportados por
Ware!® y Sanchez?3. Nosotros observamos mayor
expresion de cerbB-2 en los tumores con mayor
indice de Gleason. Otros autores 141522, 24 ngo
demostraron correlacion entre la expresiéon de la
oncoproteina y el indice de Gleason, aunque si,
con el pronéstico del tumor. Las discrepancias
entre las series pueden reflejar heterogeneidad en
la seleccion de los pacientes??, tratamientos?®* y
técnicas de inmunohistoquimica empleadas?3.

Por ultimo, en nuestra serie no encontramos
asociacion estadistica de la expresion de la onco-
proteina con la infiltracién perineural, afectacién
ganglionar, volumen tumoral y niveles de PSA.
Tan solo dos autores?? 26 han encontrado una
relacion directa entre que la expresion de cerbB-
2 y los niveles de PSA. Estos resultados deben de
ser confirmados mediante estudios en series mas
amplias. En lo que conocemos, ningun estudio
ha analizado la asociacion entre expresion de
cerbB-2 y la infiltracién perineural, afectacion
ganglionar y volumen tumoral. Morote et al no
observaron diferencias en la inmunotinciéon con
el cerbB-2 y la existencia de metastasis 6seas o
extraoseas.

En resumen, nuestros resultados:

e Sugieren la necesidad de estandarizar la téc-
nica inmunohistoquimica de cerbB-2 en funcién
del tipo de tejido a analizar, con la finalidad de
disminuir el namero de falsos negativos.
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e La expresion de cerbB-2 podria estar relacio-

nado con el estadio tumoral e indice de Gleason en
el adenocarcinoma de prostata. Estos resultados
deben ser confirmados mediante estudios en se-
ries mas amplias.
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