ANTIGENO NUCLEAR DE PROLIFERACION CELULAR
(PCNA) COMO FACTOR PRONOSTICO EN TUMOR DE
WILMS.

Cristobal Davanzo C. (1), Emilia Crovo V. 2), Fernando Tirapegui S. (3), Dr. José Schalper P. (4)

INTRODUCCION

El tumor de Wilms corresponde a |la neoplasia
maligna primitiva del rindn mas frecuente en la
infancia. Su incidencia ha sido estimada en 7,9
casos por 1 millén en los Estados Unidos y se
han descrito diferencias en relacion al origen
étnico (1). La realidad en Latinoamérica no se
conoce ni se han publicado grandes series al
respecto. Esta neoplasia presenta un
comportamiento biolégico maligno y se asocia
a algunos sindromes genéticos como el de
Beckwith-Wiedemann y Denys-Drash (2, 3, 4).
Desde un punto de vista clinico, la gran mayoria
de los menores, consultan por dolor abdominal
asociado a una masa palpable. Ademas pueden
asociarse hematuria macroscopica y fiebre. La
edad tipica de presentacion es en los primeros
meses de vida con una media de 2 meses de
edad al momento del diagndstico (5).
Caracteristicamente presenta una gran
diversidad histol6égica y en la forma clasica se
describen 3 componentes: blastema, estroma
y un tercer componente epitelial, aunque no
siempre estan todos presentes (6, 7) foto 1.
Dentro de los factores asociados al prondstico
encontramos el tamano tumoral, edad del
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del paciente, etapa clinica, grado de invasion
tumoral y presencia de infiltracion linfovascular,
sin embargo el factor mas importante lo
constituye la caracterizacién histologica (8, 9)
foto 2. El desarrollo, en los ultimos afos, de
técnicas de inmunohistoguimica que utilizan
anticuerpos monoclonales especificos ha
permitido investigar fenomenos moleculares que,
hasta hace poco tiempo, resultaban por completo
inaccesibles (10, 11). Uno de ellos es el Antigeno
Nuclear de Proliferacion Celular (PCNA), que
tiene un rol importante en la sintesis y reparacién
del ADN asi como en la progresion del ciclo
celular actuando como un coordinador en
procesos de replicacion lo que lo vincula con la
actividad proliferativa del tejido neoplésico y por
lo tanto con el comportamiento biolégico del
mismo (12). De esta forma resulta légico pensar
que niveles elevados de marcacion de este
anticuerpo en las piezas histologicas de tumores
de Wilms podrian encontrarse en relacién con
otros parametros histologicos de diferenciacion
del mismo y de esta forma contribuir al
establecimiento definitivo del grado histologico,
lo que se vincularia al pronéstico (13, 14, 15).
El objetivo de este trabajo es el de realizar un
caracterizacion de la marcacion de PCNA en los
distintos componentes histolégicos de la
neoplasia y relacionarlo con otras caracteristicas
morfolégicas presentes que tengan valor



pronostico.

Foto1. Corte Macroscop:co Tumor de Wilms

Foto2. Microscopia Tumor de Wilms
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MATERIALES Y METODO

Diseno del Estudio

El modelo de estudio utilizado corresponde a
estudio descriptivo experimental de corte
transversal.

Recoleccion y seleccién de sujetos.
Se seleccionaron en forma retrospectiva todos
los casos con diagndstico histolégico de tumor
de Wilms entre los afios 1997 y 2001 del archivo
de anatomia patoldgica del Hospital Las Higueras
de Talcahuano, Chile. No se consideraron origen
étnico, sexo ni edad al momento del diagndstico.
El total de casos incluidos en el estudio fue igual
a’.

Recoleccion y evaluacion de la informacion.
Una vez seleccionados el total de casos se
estudiaron las piezas completas y se realizé
inclusiones en bloques de parafina de cada una
de ellas. Posteriormente se procedio a realizar
cortes microscdépicos a dichos bloques con el
propésito de obtener preparaciones para realizar
la evaluacion microscopica. La informacién fue
obtenida mediante un protocolo de analisis que
incluyé componente histolégico, porcentaje de
marcacion para PCNA, grado de atipia celular,
indice mitético, presencia de infiltraciéon vascular,
compromiso ganglionar y tamafo tumoral. El
componente histoldgico se clasifico en epitelial,
blastema y componente estromal. El grado de
marcacion para PCNA fue expresado en forma
de porcentaje de la muestra que resulté positiva.
De tal suerte se clasific6 como marcacion baja
a aquellas que mostraron un porcentaje de
marcacion entre 1y 33%, como moderada entre
34 y 66% y como alta a las que presentaron
sobre 66%. El grado de atipia celular se clasifico
en tres categorias donde la primera fue
considerada como leve, la segunda como
moderada y la tercera como acentuada. El indice
mitético se clasificé de acuerdo al numero de
mitosis en 10 campos de aumento mayor (400X).
Para evaluar el compromiso de estructuras
vasculares se considerd como positivo o negativo
para invasion capilar y compromiso tumoral de
la vena renal. De la misma forma se evaluo el
compromiso ganglionar. Para la evaluacion del
tamano tumoral se consideré el diametro mayor
de la pieza macroscopica que fue expresada en
centimetros.

Descripcién de la técnica

Para la realizacion de los cortes se utilizo un
cuchillo de micrétomo con el que se realizaron
cortes de 5Um de espesor, los que fueron
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montados en portaobjetos silanizados y secados
en estufa a 60 grados Celsius. Una vez
desparafinados e hidratados se realizo
tripsinizacion por 10 minutos a 37 grados Celsius.
Posteriormente se bloqued la actividad de la
Pseudoperoxidasa con solucién de Perdxido de
Hidrégeno (H202) al 3%. Luego se procedio a
realizar la incubacién con los anticuerpos
primarios anti PCNA por 60 minutos en los
preparados. Se utilizé anticuerpos monoclonales
anti PCNA humano de raton clon 320 A2 de la
firma comercial Novocastra+'3f. El revelado se
realizé con un kit de revelado para
Inmunoperoxidasa (LSAB-2, DAKO+'3f+'3f) con
la respectiva incubacién en solucion substrato.
Finalmente las muestras fueron deshidratadas
y montadas en resina sintética para quedar listas
para una adecuada evaluacion microscopica.
Todas las muestras fueron evaluadas por un
patdlogo experto tanto al examen macro como
microscaopico.

RESULTADOS

Todos los casos y tipos histolégicos
presentaron positividad para la
inmunomarcacion anti PCNA foto 3. EI
porcentaje mas bajo detectado se localiz6 en el
componente estromal de uno de los casos y fue
igual a 5%. El mayor porcentaje de marcacion
se detecto en un tipo epitelial y fue igual al
75%. En relacion a los resultados globales el
mayor grado de marcacion se registré siempre
en el componente epitelial y la media fue de
59%. Para el tipo blastema la media fue de 39%
y para el componente estromal fue de 17%, que
fue siempre la menor. En cada uno de los casos
fue siempre mayor la positividad en el
componente epitelial, seguido del componente
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blastema. El componente estromal resulté con
el menor porcentaje de positividad en todos los
casos.

Foto3 InmunohistoquimicaTumor de Wilms
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En relacion a los resultados obtenidos para el

componente epitelial encontramos que hubo
correlacion absoluta entre el porcentaje de PCNA
marcado y el grado de atipia visualizado en el mismo.
En todos los casos en que la marcacion fue baja, se
encontré grado leve de atipia. Lo mismo ocurrié en
los casos de marcacion moderada y alta, donde los
grados de atipia fueron moderados y acentuados
respectivamente. El indice mitético fue en todos los
casos mayor a 15. Los datos se muestran en la
tabla 1.

En relacion a los resultados obtenidos en el
componente blastema encontramos que también
hubo correlacion absoluta entre el porcentaje
de PCNA marcado y el grado de atipia
visualizado en el mismo. El indice mitético fue
siempre entre 5 y 10. Los resultados se muestran
en la tabla 2.

El indice mitético fue siempre independiente del
porcentaje de marcacion para PCNA. Si se
encontrd asociacion directa entre este y el
componente histolégico correspondiente.



Epitelial Caso 1 Caso 2 Caso 3 Caso 4 Caso 5 Caso 6 Caso 7 Promedio
% PCNA 75 % 25% 45 % 50 % 70 % 75 % 70 % 59 %
Grado Atipia | Acentuada Leve Moderada Moderada | Acentuada Acentuada Acentuada =

Indice > 15 > 15 > 15 > 15 > 15 > 15 > 15 =

Mitdtico - - 5 - = -

TABLA 1. Distribucion de marcaciéon de PCNA, grado de atipia y numero de mitosis componente epitelial

Blastema Caso 1 Caso 2 Caso 3 Caso 4 Caso § Caso 6 Caso 7 Promedio
% PCNA 45 % 15 % 35 % I5% 55 % 50 % 40 % 39 %
Grado Atipia | Moderada Leve Moderada | Moderada| Moderada | Moderada | Moderada -

Indice

Mitético S5al0 S5al0 5al0 5al0 S5all 5al10 5al0 -

TABLA 2. Distribucion de marcacion de PCNA, grado de atipia y numero de mitosis componente
blastema.

Estromal Caso 1 Caso 2 Caso 3 Caso 4 Caso 5 Caso 6 Caso 7 Promedio
% PCNA 15 % 5% 20 % 10 % 30 % 25 % 15 % 17 %
Grado Atipia | Leve Leve |Moderada Leve Leve Leve Leve -

Indice >5 >5 >5 >5 >5 >5 >5 =
Mitotico 3 -

TABLA 3. Distribucion de marcacion de PCNA, grado de atipia y nimero de mitosis componente
estromal.

Caracteristica Caso 1 Caso 2 Caso 3 Caso 4 Caso 8 Caso 6 Caso 7
Infiltracion & = = g
Capilar * + +

Infiltracion

ramas de la = = = + * z =
vena renal

Compromiso

ganglionar = = o = C - =
Tamaiio 6 cm 8 cm 9.5cm 12 cm 10,6ecm | 39em | 54cm
tumoral

l‘:g’l;";d"’ 45 % 15% | 33% | 32% 52% | 50% | 38 %

TABLAd. Relacién entre infiltracién vascular y ganglionar linfatica, tamafio tumoral y promedio PCNA
por caso.

REMS. Abril 2005: 1(1): pag. 17



Se debe considerar que no hubo relacion entre el
porcentaje de marcacion de PCNA, el grado de atipia
y la presencia de infiltracion de elementos linfaticos
y vasculares. El tnico elemento analizado que si
presenté relacion estrecha con la infiltracién tumoral
vascular y ganglionar fue el tamano tumoral al
momento del diagnostico, donde no se encontrd
infiltracion en aquellos tumores menores de 9cm a
diferencia de los mayores de dicho diametro en que
la infiltracion capilar, venosa y el compromiso
ganglionar fueron frecuentes. Los resultados se
muestran en la tabla 4.

CONCLUSIONES Y DISCUSION

El anticuerpo monoclonal anti PCNA es un excelente
marcador de grado de diferenciacién en los tumores
de Wilms, principalmente en sus componentes epitelial
y blastema. De acuerdo a la consistente asociacion
encontrada se propone que PCNA podria ser usado
como un nuevo factor pronodstico de tipo
histopatologico en dichos tumores, ya que niveles
altos de marcaciéon se asociarian a un peor
comportamiento biolégico de la neoplasia.
El componente epitelial es siempre el mas agresivo
en tumores de Wilms, lo cual se encuentra en relacion
con el conocimiento actual, ya que se sabe que
frecuentemente las neoplasias malignas de origen
epitelial presentan comportamientos biolégicos mas
agresivos debido a su mayor capacidad intrinseca
de proliferacion.

La presencia de infiltracién capilar, de la vena
renal asi como el compromiso ganglionar linfatico
parecen estar relacionados estrechamente al tamario
tumoral, no asi al grado de diferenciacion del mismo.
Esta aparente discordancia encontrada podria
deberse al intervalo de tiempo presente entre el
comienzo de la iniciacion (producido por defecto del
gen supresor WT1) y el de la promocion neoplasica
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(producido por estimulo ambiental) que podria ser
distinto para cada caso, lo que explicaria presencia
de alto grado de malignidad con tumores de pequeno
o menor diametro y por lo tanto ausencia de infiltracion
de estructuras vasculares y linfaticas al momento del
diagnostico.

Se propone la necesidad de realizar estudios
posteriores con series mayores y correlacion clinica
que confirmen los hallazgos preliminares encontrados
en este estudio.
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