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RESUMEN

UTILIDAD DE BCL-2 COMO NUEVO MARCADOR DE EXPRESION DE CELULAS BASALES EN PATOLOGIA
PROSTATICA

Introducciéon y objetivos: El diagnéstico de adenocarcinoma invasor de préstata es con frecuencia dificil en
biopsias cilindricas, siendo fundamental en estos casos la determinacién de la presencia de células basales. En
la actualidad, la expresion inmunohistoquimica del antigeno 34betaE12 junto con la proteina p63 son los mar-
cadores mas utilizados. En nuestro estudio, se analiz6 comparativamente la expresion de 34betaE12, p63, bcl-2
y alfa-metilacil-CoA racemasa para valorar la utilidad de bcl-2 como nuevo marcador de células basales en pato-
logia prostatica.

Meétodos y resultados: El estudio incluia piezas de prostatectomia de 48 pacientes en los que se analiz6 la
ausencia de marcaje inmunohistoquimico en el compartimento basal de areas de adenocarcinoma invasor junto
a la expresion de racemasa. Se comprobd también la presencia de células basales en areas de atrofia, hiperpla-
sia, adenosis y neoplasia intraepitelial prostatica (PIN) de alto grado, observandose en ocasiones una expresion
discontinua de dichos marcadores en las areas de adenosis y PIN. En 2 de los 48 casos (4,2%) de carcinoma se
obtuvo no obstante una expresion débil de bcl-2 aunque sin un patron de distribucion basal. Ademas, la expre-
sion de bcl-2 en los linfocitos del estroma resulté esencial como control interno positivo de la técnica.

Conclusiones: Nuestro estudio demuestra el valor diagnostico de bcl-2 como nuevo marcador de células basa-
les anadido a los marcadores clasicos.

Palabras clave: Cancer prostata. Bel-2. Inmunohistoquimica. Células basales.

ABSTRACT

USEFULNESS OF BCL-2 EXPRESSION AS A NEW BASAL CELL MARKER IN PROSTATIC PATHOLOGY

Introduction and objectives: The diagnosis of invasive adenocarcinoma of the prostate is often difficult in need-
le prostatic cores, where, additionally, the assessment of the presence of basal cells has demonstrated to be of
paramount importance. Currently, the immunohistochemical expression of 34betaE12 antigen and p63 protein
are the most utilized markers. In our study, we analyzed comparatively the expression of 34betaE12, p63, bcl-2
and alpha-methylacyl-CoA racemase in order to evaluate the usefulness of bcl-2 as a new marker of the basal cells
in prostatic pathology.

Methods and results: This study comprises radical prostatectomy specimens from 48 patients which were stu-
died in order to determine the lack of staining of basal cells in invasive tumor areas together with the expression
of racemase. Likewise, the presence of basal cells in areas of atrophy, hyperplasia, adenosis, and high-grade pros-
tatic intraepithelial neoplasia (PIN) was also examined. Within the areas of adenosis and PIN a discontinuous pat-
tern of basal cell expression was found in some cases. In 2 out of 48 cases (4,2%) of invasive carcinoma a weak
bcl-2 expression without a basal cell distribution was found. Moreover, the expression of bcl-2 in the stromal
lymphocytes appeared to be essential as an internal positive control of the technique.

Conclusions: In addition to classical markers, we demonstrated the diagnostic value of bcl-2 as a new basal
cell marker.

Keywords: Prostate cancer. Bel-2. Immunohistochemistry. Basal cells.
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1 diagnostico diferencial entre adenocarcino-

ma invasor de prostata y las distintas lesio-
nes proliferativas microglandulares atipicas es
con frecuencia complicado y supone ademas un
reto para el patologo en el diagnostico de rutina
sin la utilizacion de otras técnicas complementa-
rias. En concreto, en el ario 1953, Totten et al.
describieron por primera vez la ausencia de célu-
las basales en los adenocarcinomas infiltrantes
de las glandula prostatical. Es por ello que se
han estudiado diferentes marcadores inmunohis-
toquimicos que faciliten la identificacién del com-
partimento basal de las glandulas prostaticas y
que indiquen, de esta forma, la naturaleza benig-
na del proceso, o bien que demuestren una total
ausencia de estas células basales en el caso de
que se trate de una lesion epitelial maligna con
un caracter infiltrante!-2.

Entre los diferentes marcadores que se han
utilizado hasta la fecha merece la pena destacar
la expresién inmunohistoquimica de citoquerati-
nas de alto peso molecular (antigeno 34betaE12)
y de la proteina p63 por parte de las células basa-
les del epitelio prostatico®®, asi como la expre-
sién de alfa-metilacil-CoA racemasa por parte de
las células epiteliales malignas en el caso del ade-
nocarcinoma invasor de prostata y la neoplasia
intraepitelial prostatica (PIN) de alto grado’-!l.
Junto con estos marcadores se han descrito
recientemente otros como es el caso del antigeno
S-100A6, c-erbB-2 y kalicreina 412-15,

En el presente estudio se pretende demostrar
la utilidad de bcl-2 como nuevo marcador de
células basales en patologia prostatica, asi como
analizar sus posibles ventajas y desventajas en
comparacion con la expresion inmunohistoqui-
mica de los marcadores clasicos descritos previa-
mente en la literatura: p63, 34betaE12 y race-
masa.

MATERIAL Y METODOS

Datos clinico-patolégicos

Nuestro estudio incluy6 un total de 48 pacien-
tes con un diagnoéstico de adenocarcinoma inva-
sor de prostata con grados sumados de Gleason
comprendidos entre 6 y 8. Todos los pacientes
fueron diagnosticados e intervenidos en el
Servicio de Urologia de la Fundacion Instituto
Valenciano de Oncologia (FIVO). Tras la interven-
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cion quirargica, las piezas de prostatectomia
radical fueron fijadas en formaldehido tampona-
do al 10% e incluidas a continuacién en parafina
para llevar a cabo el procesado histologico de las
muestras y la posterior tincion de rutina de
hematoxilina y eosina (H-E). En todos los casos,
un uropatologo experto seleccioné aquellas sec-
ciones mejor conservadas que incluian en el
mismo corte histologico el mayor numero de
areas de interés para el presente estudio: adeno-
carcinoma invasor, PIN de alto grado, hiperplasia
adenomatosa atipica (adenosis), atrofia, e hiper-
plasia leiomioadenomatosa de prostata.

Estudio inmunohistoquimico

Este estudio se realizo sobre cortes histologi-
cos de 4 micras de espesor de bloques incluidos
en parafina segun el método de la ABC-peroxida-
sa descrito por Hsu et al. (1981)'6. Los anticuer-
pos monoclonales utilizados fueron: citoquerati-
nas (CKs) de alto peso molecular (clon
34betaE12), bcl-2 (clon 124), p63 (clon 4A4), alfa-
metilacil-coA racemasa (clon 13H4), datos que
aparecen todos ellos reflejados en la Tabla 1.
Previamente todas las muestras fueron tratadas
mediante calentamiento en autoclave para la
recuperacion antigénica (1,5 ATM durante 3
min.) y en solucion de tampoén citrato a pH:6. En
la expresién inmunohistoquimica de citoquerati-
nas de alto peso molecular (citoqueratinas 1, 5,
10 y 14) y de bcl-2 se consider6 en ambas una
positividad citoplasmatica de las células basales
del epitelio prostatico, mientras que la expresion
de p63 se determindé en esas mismas células
basales a nivel nuclear. En cuanto a la expresion
de alfa-metilacil-CoA racemasa, se valoré la
expresion citoplasmatica de tipo granular en las
células tumorales, tanto en las areas de PIN de
alto grado como en las areas de adenocarcinoma
invasor.

En las areas lesionales anteriormente descri-
tas se valor6 en cada uno de los casos la intensi-
dad de la reaccién inmunohistoquimica frente al
antigeno 34betaE12, bcl-2 y racemasa de la
siguiente forma: 1+, débil; 2+, moderada; 3+,
intensa. De igual forma, se registraron aquellos
casos de atrofia glandular donde se evidencié un
patrén de expresion luminal (no basal) predomi-
nante. En las areas de PIN de alto grado y de ade-



Ramos Soler D, et al./Actas Urol Esp 2006; 30 (4): 345-352

nosis se consideraron igualmente aquellas zonas
donde existia un marcaje basal de tipo disconti-
nuo. Es de destacar que en nuestro estudio un
marcaje especifico del estrato basal (tanto de
forma continua como discontinua) fue considera-
do siempre como sinénimo de lesion prostatica
benigna o no invasiva (Tabla 1). En el caso de p63
no se valor6 la intensidad de la reaccion inmu-
nohistoquimica al tratarse de un antigeno de
localizacion exclusivamente nuclear.

Tabla 1

Condiciones de los anticuerpos primarios utilizados

Ac (clon) Casa C. Pre-tratamiento Dilucion
CKs A.P.M DAKO Autoclave

(84betaE12) Citrato / M 1/50
P63 DAKO Autoclave 1/200
(4A4) Citrato / M

BCL-2 DAKO Autoclave 1/50
(124) Citrato / M

Racemasa DAKO Autoclave

(13H4) Citrato / M 1/100

CKs A.P.M, citoqueratinas de alto peso molecular.

RESULTADOS
El estudio histopatoléogico de los 48 pacientes de
nuestro estudio incluia finalmente 44 casos
(91,6%) de hiperplasia benigna de prostata (HBP),
42 (87,5%) de atrofia, 7 lesiones

ficos de células basales utilizados (34betaE12, p63
y bcl-2), siendo el marcaje inmunohistoquimico
mas intenso con el coctel de citoqueratinas de alto
peso molecular (antigeno 34betaE12), seguido de
bcl-2 y finalmente de la proteina p63 (Fig. 1A-C).

Dentro de las areas de hiperplasia y atrofia se
identificaron zonas con una importante hiperpla-
sia de células basales, las cuales se pusieron de
manifiesto de forma destacada con los distintos
marcadores de células basales utilizados en
nuestro estudio, incluida la expresion de bcl-2
(Fig. 1D). Es de destacar asi mismo la presencia
de un patron de expresion basal discontinuo en
las areas de atrofia y PIN de alto grado con los 3
marcadores de células basales. En estos casos, la
expresion nuclear p63 de forma discontinua
explicaria las dificultades que encontramos en la
identificacién del estrato basal, situacién que no
ocurre en el caso de bcl-2 (Fig. 2A-D). En algunas
zonas de atrofia se observé con relativa frecuen-
cia una pérdida completa o parcial del estrato
luminal en el epitelio glandular (Fig. 1A-D).

En las zonas de adenocarcinoma invasor se
constatd una ausencia total de células basales
(ausencia de expresion de los 3 marcadores espe-
cificos) (Fig. 3A), aunque un reducido porcentaje
de los casos estudiados (4,17%) presenté un mar-
caje débil y focal frente a bcl-2. Sin embargo, la
expresion de bcl-2 no seguia en ningun caso el

microglandulares atipicas “tipo Eablalitzd globales del estudio histoquimi
. esultados globales del estudio Immunonistoquimico.
adenosis” (14,58%), 38 (79,16%
que incluia(n éreas) de PII£I de alt()) Intensidad 34betaE12 P63 BCL-2 Racemasa
. . .. HBP
grado, y 48 (100%) con diagnosti- (44) + 4 20 10 B
co de adenocarcinoma infiltrante ++ 10 19 23 -
de prostata. Las areas de PIN de it 30 5 1 -
bajo grado no fueron incluidas en At‘rlgﬁa ) o s
el estudio. En los 48 casos de ade- (42) +++ 12 18 28
nocarcinoma invasor el grado 4+ 28 5 1 -
sumado de Gleason fue: Gleason P. Difuso 3 3 5 -
6 en 27 casos (56,26%), Gleason 7 L~( ;‘)’ﬁcroglandmares 5 . 5
+ -
en 13 casos (27,08%), y Gleason 8 Pin alt q
en los 8 casos restantes (16,66%). 1(25 © grado + 4 18 10 9
Los resultados globales de ++ 9 16 25 22
nuestro estudio reflejados en la b DI +++t' ?g i 3 Z;
. piscontinuo
Tabla 2 demostraron una neta
delimitacion del i t Carcinoma
elimitacion del compartimento (g B 48 48 46 1
basal de las glandulas prostati- + - - 2% 10 (4)

cas con los 3 marcadores especi-
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H.B.P, Hiperplasia benigna prostata. * Expresion débil y focal de Bcl-2.
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FIGURA 1. Delimitacion inmunohistoquimica del compartimento basal en lesiones prostdticas benignas (A: citoquerati-
na 34betaE12; B: P63; C: Bcl-2) y un caso de hiperplasia de células basales (D: Bcl-2).

caracteristico patron de distribucion basal. Un
hallazgo de interés fue también la identificacion
en los linfocitos del estroma de reactividad frente
a bcl-2, lo cual resulté muy util en nuestra serie
como control interno positivo de la técnica inmu-
nohistoquimica (Fig. 3B).

En cuanto a la expresion de alfa-metilacil-CoA
racemasa se pudo comprobar una reactividad cito-
plasmatica granular de intensidad muy variable
segun los distintos casos y en las diferentes areas
lesionales dentro de los mismos (Fig. 4A-B).
Excepcionalmente, en 1 de los 48 casos (2,1%) se
pudo observar una absoluta negatividad frente a la
racemasa en las areas de adenocarcinoma invasor,
comprobado este hecho mediante la ausencia total
de células basales en esa misma zona con los otros
3 marcadores. Por otro lado, en 8 de los 28 casos
(28,57%) en los que se observo una reactividad
heterogénea (discontinua) frente a la racemasa se
pudo comprobar una expresion débil y focal con
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este mismo marcador. No obstante, en casi la
mitad de los casos (40,4%) la reactividad de las
areas de adenocarcinoma invasor frente a racema-
sa resulté muy intensa y continua en la mayor
parte de glandulas tumorales. Resultados muy
similares en cuanto a marcaje débil y discontinuo
con la racemasa se observaron en practicamente
los mismos casos en las areas de PIN de alto grado
en estrecha relacion con areas de adenocarcinoma
invasor.

DISCUSION

La demostracion de la ausencia de células
basales en el epitelio prostatico ha resultado ser
determinante en el diagnostico de malignidad de
las lesiones microglandulares atipicas de la pros-
tata, mientras que la presencia de dicho comparti-
mento basal (ya sea de forma continua o disconti-
nua) indicaria probablemente que se trata de una
lesiéon proliferativa benigna microglandular simu-
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FIGURA 2. Patréon de expresion discontinuo en casos de adenosis (A: citoqueratina 34betaE12; B: Bcl-2) y en casos de PIN
de alto grado (C: Bcl-2; D: citoqueratina 34betaE12).

o il

ladora de adenocarcinoma invasor!. Es por ello
que la determinacion de la ausencia de expresion
inmunohistoquimica frente a citoqueratinas de
alto peso molecular (antigeno 34betaE12) y de la
proteina p63 han llegado a ser en la actualidad los
marcadores de eleccion en el diagnéstico diferen-
cial de estas lesiones junto con el hallazgo de la
expresion de alfa-metilacil-CoA racemasa por
parte de las glandulas tumorales malignas'®, como
se comentara en detalle a continuacion. La utili-
dad de estos marcadores especificos en la detec-
cion del estrato basal de las glandulas prostaticas
ha sido probada en numerosos estudios previos,
tanto de forma individual® como mediante la utili-
zacion de cocteles de anticuerpos®%8 que incluyen
a varios de estos marcadores simultaneamente y
demuestran en general una mayor sensibilidad y
especificidad en la discriminacién de este tipo de
lesiones sospechosas de malignidad.
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En las diferentes series estudiadas en la lite-
ratura, la expresion de bcl-2 por parte de las
células tumorales ha sido descrita como inhibi-
dor de los procesos de apoptosis y ha demostra-
do un indudable valor pronéstico. En estas mis-
mas series se describe ademas una expresion
débil y focal de este marcador en determinados
casos de PIN de alto grado y de adenocarcinoma
invasor!7-2%, aunque en ningun caso se observa
un patron de distribucion basal. En el presente
estudio, la expresion inmunohistoquimica frente
a bcl-2 ha demostrado de igual forma ser un mar-
cador especifico en la deteccion de células basa-
les en patologia prostatica, con un poder de dis-
criminaciéon en relacion con la intensidad de la
reaccion inferior al de las citoqueratinas de alto
peso molecular, pero netamente superior a la
expresion nuclear de la proteina p63. Ademas, y
como valor anadido a la fiabilidad del resultado



Ramos Soler D, et al./Actas Urol Esp 2006; 30 (4): 345-352

L . e
itk .\":4..‘ -"¢
° \"-\‘ ]

a SRS
pANET - \“7
- s By 1

F LT T P o

: 1 43 A0 N

Roes o g i il dn i Y Y o {'a

e " 5 :u{_,-- ; -'.,‘.?ﬂ dﬁc

S PR

%. RS i SRR RY e XU AP

FIGURA 3. Ausencia de expresion inmunohistoquimica
Jrente a citoqueratinas de alto peso molecular (A) y Bcl-2
(B) en las glandulas neopldasicas invasivas. Obsérvese la
presencia de reactividad frente a Bcl-2 en los linfocitos
del estroma (B).

negativo de la prueba, cabe senalar que la expre-
sién intensa de bcl-2 en los linfocitos del estroma
tumoral descrita con anterioridad por Wang et al.
(2004)?! podria ser utilizada en el futuro como
control interno positivo de la técnica inmunohis-
toquimica, lo cual mejoraria la fiabilidad del
resultado, sobre todo en biopsias cilindricas. Por
tanto, nuestro estudio refuerza la posibilidad de
introducir bcl-2 como un nuevo elemento inte-
grante de los cocteles de anticuerpos para la
deteccion de células basales en lesiones sospe-
chosas de malignidad en cilindros prostaticos y
en piezas de prostatectomia.

En diferentes estudios se describe una expre-
sion inmunohistoquimica de los marcadores de
células basales de forma discontinua o heterogénea
en las areas de PIN de alto grado y de adenosis, lo
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cual supone una dificultad anadida al diagnésti-
co correcto de las lesiones sospechosas de malig-
nidad??23. En nuestro estudio se confirmé de
forma fehaciente esa reactividad de tipo disconti-
nuo en las areas de adenosis y de PIN, e incluso
en areas de atrofia epitelial, donde las mayores
dificultades en la identificacion del compartimen-
to basal las encontramos en nuestra experiencia
con la expresion nuclear de la proteina p63.
Estos 3 marcadores especificos en la deteccion de
células basales (34betaE12, p63 y bcl-2) resulta-
ron ser bastante especificos en la delimitacién de
las areas de hiperplasia de células basales dentro
de las areas de hiperplasia simple y de atrofia
glandular.

La expresion de alfa-metilacil-CoA racemasa
ha sido recientemente descrita como un nuevo
marcador positivo de adenocarcinoma invasor de
prostata y de sus lesiones precursoras (PIN de
alto grado)®-1°, En nuestro estudio se demostro una
ausencia total de reactividad frente a la racemasa

FIGURA 4. Expresion heterogénea de alfa-metilacil-CoA
racemasa (A) con un cardcter granular citoplasmadtico (B).

—
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en las glandulas benignas adyacentes al tumor, a
diferencia de Ananthanarayanan et al. (2005)°, los
cuales si describen este hallazgo de forma convin-
cente. De igual forma, se observo una total ausen-
cia de reactividad frente a racemasa en las areas de
atrofia, hiperplasia y de adenosis, observandose
por el contrario una expresion variable de este mar-
cador en las areas de PIN de bajo y alto grado y de
adenocarcinoma invasor. Previamente, Farinola y
Epstein (2004)!! describieron la expresion de race-
masa en algunos casos de atrofia prostatica en
relacion con areas de carcinoma. En nuestra serie,
sin embargo, no se pudo confirmar este hallazgo,
salvo en un caso en el que la positividad frente a
racemasa fue débil y focal en las zonas de atrofia en
estrecha relacion con areas de adenocarcinoma
invasor del subtipo atréfico. No obstante, es de des-
tacar la ausencia total de expresion de este marca-
dor en uno de los casos de nuestro estudio, asi
como la ausencia focal de expresion de alfa-metila-
cil-CoA racemasa en los casos de adenocarcinoma
invasor de la variante histologica de células claras
(Gleason 4), hallazgo que ya fue descrito con ante-
rioridad por Zhou et al. (2003)?*. Esta heterogenei-
dad en la expresion de la racemasa ha sido amplia-
mente descrita en la literatura previa y supone a
nuestro juicio una importante limitacion al uso
individual de este marcador en el diagnostico de las
lesiones sospechosas de malignidad, lo cual se con-
firmé6 también en nuestro estudio?®®.

CONCLUSIONES

En comparaciéon con los marcadores clasicos
de células basales, la expresion de bcl-2 ha de-
mostrado de igual forma un indudable valor en el
diagnoéstico diferencial de las lesiones microglan-
dulares atipicas de la glandula prostatica, y apor-
ta como novedad interesante la expresion de bcl-
2 en los linfocitos del estroma, lo cual podria ser
utilizado como control positivo de la técnica
inmunohistoquimica en biopsias cilindricas y en
piezas de prostatectomia.
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