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Abreviaturas

En el texto se utilizan las siguientes abreviaturas:

3-D: tridimensional

ABC: complejo avidina-biotina

ADC: adenocarcinoma

AEC: 3-amino-9-etilcarbazol

AFP: a-fetoproteina

ALK: quinasa del linfoma anaplasico

AMI: adenocarcinoma mucinoso invasivo

AMP: Association for Molecular Pathology
ARNm: ARN mensajero

AUC: area bajo la curva

B-HCG: gonadotropina coriénica humana beta
BALT: tejido linfoide asociado al bronquio
BAPI: proteina 1 asociada a BRCA1

BET: bromodominio y extraterminal

BPQ: biopsia pulmonar quirtrgica

BRAF: protooncogén B-raf

BRD: proteina que contiene el dominio bromodominio y extraterminal (BET)
CA: carcinoide atipico

CA IX: anhidrasa carbonica IX

CAMTAL: activador 1 de la transcripcién de union a calmodulina
CAP: College of American Pathologists

CCE: carcinoma de células escamosas

CCR: cancer colorrectal

CDK4: quinasa 4 dependiente de ciclina

CE: Conformité Européenne

CEA: antigeno carcinoembrionario

CK5/6: citoqueratina 5/6

CLSTI: Clinical and Laboratory Standards Institute
CM: carcinoma microcitico

CMPT: tumor papilar muconodular ciliado
CMV: citomegalovirus

CNECG: carcinoma neuroendocrino de células grandes
CNM: carcinoma no microcitico



ABREVIATURAS

CPM: carcinoma de pulmén microcitico

CPNM: carcinoma de pulmén no microcitico

CSA-II: amplificacion catalizada de sefial

CSA: amplificacion catalizada de sefial

ctDNA: ADN tumoral circulante

DAB: 3,3’-diaminobencidina

DAPI: 4,6-diamidino-2-fenilindol

EBUS-FNA: aspiracion transbronquial con aguja fina guiada por endosonografia
ECT2: transformante 2 de células epiteliales

EDTA: acido etilendiaminotetraacético

EGEFR: receptor del factor de crecimiento epidérmico

EHE: hemangioendotelioma epitelioide

ELISA: analisis de inmunoabsorcion ligado a enzimas

EMA: antigeno de membrana epitelial

EQA: evaluacion de calidad externa

ER: receptor de estrogeno

ETV4: factor de transcripcion 4 de la variante ETS

EZH?2: potenciador del homologo zeste 2

FA: fosfatasa 4cida [o alcalina]

FDA: Administracion de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos
FFPE: fijado en formalina y embebido en parafina

FISH: hibridacién fluorescente in situ

FNA: aspiracion con aguja fija

FOB: broncoscopia flexible de fibra 6ptica

GCDEP: proteina del liquido de la enfermedad quistica macroscopica
GFAP: proteina acida fibrilar glial

GI: gastrointestinal

H&E: hematoxilina y eosina

hASH1: homdlogo 1 de Achaete-scute humano

HB,: antigeno de superficie de la hepatitis B

HCC: carcinoma hepatocelular

HepParl: parafina de hepatocitos 1

HER?2: receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano
HIAR: recuperacion de antigenos inducida por calor

HiDAC: citarabina en dosis altas

HMW: alto peso molecular

HNF4a: factor nuclear 4 alfa de hepatocitos

HQ: 3-hidroxi-2-quinoxalina

HRP: peroxidasa de rabano

IC: inmunocito

ICAPC: controles criticos de rendimiento de prueba inmunohistoquimica
IFN-y: interfer6n gamma

THQ: inmunohistoquimica

IL-8: interleucina-8

INI1: inhibidor de integrasa 1

INSMLI: proteina 1 asociada al insulinoma

irPRC: criterios de respuesta patoldgica relacionada con la inmunidad
ISH: hibridacién in situ
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IVD: diagnéstico(s) in vitro

KRAS: homologo oncogén viral del sarcoma de rata Kirsten
LAG-3: gen de activacion de linfocitos 3

LCA: antigeno leucocitario comtn

LDT: prueba desarrollada en laboratorio

LMW: bajo peso molecular

LSAB: estreptavidina-biotina marcada

MDM?2: homdlogo de raton doble minuto 2/proteina ubiquitina-ligasa E3
MEK: quinasa de la proteina quinasa activada por mitégeno (MAPK)
MET: protooncogén MET

MIBI: ionizacion basada en haces de iones multiples

MIiTF: factor de transcripcién asociado con microftalmia
MPM: mesotelioma pleural maligno

MPNST: tumor maligno de la vaina del nervio periférico
MPR: respuesta patolégica mayor

MSA: actina especifica de musculo

MSI: inestabilidad microsatelital

MTAP: metiltioadenosina fosforilasa

MYB: protooncogén de la mieloblastosis, factor de transcripcién
NCAMI1: molécula de adhesion celular neural 1

NE: neuroendocrino

NEC: carcinoma neuroendocrino

NEN: neoplasias neuroendocrinas

NGS: secuenciacion de nueva generaciéon

NKX3.1: gen NK3 homeobox 1

NOS: no especificado

NRG1: neuregulina

NSE: enolasa especifica de neurona

NTRK: gen receptor de tirosina quinasa neurotréfica

NUT: proteinas nucleares en testiculo

OMS: Organizacién Mundial de la Salud

OTP: proteina homeobox orthopedia

P13KCA: subunidad catalitica a de la fosfatidilinositol-4,5-bisfosfato 3-quinasa
PAS: 4cido peryddico de Schiff

PBMC: células mononucleares de sangre periférica

PCNA: antigeno nuclear de proliferacion celular

PCR: reaccién en cadena de la polimerasa

PD-1: proteina 1 de muerte celular programada

PD-LI: ligando 1 de muerte programada

PEComa: tumor de células epitelioides perivasculares
PMA: forbol miristato acetato

PR: receptor de progesterona

PSA: antigeno prostatico especifico

PSAP: fosfatasa acida especifica de la prostata

PSMA: antigeno de membrana especifico de la prostata

RB: retinoblastoma

RET: protooncogén RET

ROC: caracteristica operativa del receptor
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ROSI: oncogén c-ros 1

RT-PCR: reaccién en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa
SALLA4: Factor de transcripcion tipo Spalt 4 (o proteina tipo Sal 4)
SMA: actina del musculo liso

SP-A, SP-B: proteina surfactante A, proteina surfactante B
STAS: diseminacién tumoral a través de espacios alveolares
STAT6: transductor de sefial y activador de la transcripcion 6
SUVmax: valor de captacién estindar maximo

TBBx: biopsia transbronquial

TBNA: aspiracion transbronquial con aguja

TC: carcinoide tipico

TC: tomografia computarizada

TdT: desoxinucleotidil transferasa terminal

TEP: tomografia por emision de positrones

TFE3: factor de transcripcion E3

TES: tumor fibroso solitario

TIM-3: proteina 3 que contiene dominio de mucina

TKI: inhibidor de la tirosina quinasa

TLEL: proteina 1 potenciadora similar a la transducina

TMB: carga mutacional tumoral

TMI: tumor miofibrobldstico inflamatorio

TNBC: carcinoma de mama triple negativo

TPS: puntuacion de proporciéon tumoral

TTF1: factor de transcripcion tiroideo 1

UIP: neumonia intersticial usual

UK NEQAS: UK. National External Quality Assessment Service
VEGF: factor de crecimiento endotelial vascular

VPH: virus del papiloma humano

WT1: proteina del tumor de Wilms

WT: tipo salvaje

ZEBI1: proteina homeobox 1 de unién a E-box de dedo de zinc
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Resumen de preguntas clave
y respuestas breves

Preguntas clave Respuestas breves

Capitulo 5

5.2 ;Cuando se debe realizar lalHQ para  La IHQ se debe realizar en el carcinoma poco diferenciado (a menudo
clasificar el carcinoma no microcitico con un patrén de crecimiento sélido).

(CNMm)?

5.4 ;Qué otros marcadores tumorales La napsina Ay la citoqueratina 5/6 (CK5/6) pueden mejorar la
pueden ser dtiles en la clasificacion del clasificacion en algunos CNM no especificados (NOS). Se debe anadir
CNMm? una panqueratina en caso de un tumor poco diferenciado que sea

negativo para TTF1, p40, CK5/6 y napsina A.

5.6 jCudles son los escenarios de Los artefactos asociados a las biopsias pequerias, como la mala
diagnéstico dificiles en las biopsias. preservacion celular, el artefacto de aplastamiento y la distorsion, son
pequenas? propensos a confundir la interpretacion de las estructuras benignas y

aenmascarar las caracteristicas morfoldgicas de las células tumorales.
Es necesario correlacionar cuidadosamente la histologia y las tinciones
inmunohistoquimicas.

Capitulo 6

2 ;Cudl es la funcién de | La IHQ para el TTF1 y el p40 pueden ser Utiles en el diagndstico del
marcadores inmunitarios en carcinoma adenoescamoso cuando resaltan dos poblaciones celulares
| diagnosti | carcinom tumorales distintas.
n moso?

Xiv



RESUMEN DE PREGUNTAS CLAVE Y RESPUESTAS BREVES

Preguntas clave Respuestas breves

6.4 ;Cudl es lafuncion delalHQ en el En los carcinomas no diferenciados negativos a la mucicarmina, sin
diagnéstico del carcinoma de células tincién para TTF1, napsina A o p40, se puede hacer un diagndstico de
grandes? carcinoma de células grandes, tras considerar el carcinoma deficiente

de SMARCA4.
Factor de transcripcion 7.1 jExisten diferenci incién en el El desemperio de tincion del TTF1 varia entre los clones. Entre los
tiroideo 1 adenocarcinoma de pulmoén entre los anticuerpos mas utilizados, el 8G7G3/1 es el mas especifico para
clones de TTF1? identificar el adenocarcinoma de pulmon.
7.3 ;Existen consideraciones Existen algunas consideraciones preanaliticas especificas en relacion
preanaliticas para la inmunotincion de con lainmunotincién de TTF1, sobre todo en relacion con la reduccion
TTF1? o ausencia de tincion en muestras preparadas con fijadores a base de

alcohol y sometidos a ciertos agentes descalcificadores.

Inmunohistoquimica .1 ;En qué ilizar el p4f El p40 se debe utilizar para la identificacion de carcinomas de células
parael p40yp63enel n lugar del p63? escamosas morfolégicamente no diferenciados, ya que demuestra una
cancer de pulmén precision superior a la del p63 en este contexto.

8.3 ;Qué grado de reacciones positivas  Suele haber una fuerte positividad difusa para el p40 (y el p63) en los

d I ﬁ0m63 se debe considerar carcinomas de células escamosas, y la expresion en al menos el 50 % de
positivo? los nuicleos se debe considerar como un resultado positivo.
Marcadores de 9.1 ;Qué son las tinciones de Las tinciones de pancitoqueratina permiten establecer el diagnéstico de
citoqueratina pancitoqueratina y cual es su funcién en  carcinoma cuando el tumor es morfolégicamente no diferenciado.

el diagndstico del cancer de pulmén?.

9.3 ;Se debe utilizar el CK7 para. El CK7 no se debe utilizar para diferenciar el adenocarcinoma pulmonar
diferenciar el adenocarcinoma de del carcinoma de células escamosas.
pulmoén del carcinoma de células
escamosas?

9.5 ;EI CK7 es una tincidn til para EI CK7 no permite diferenciar el adenocarcinoma pulmonar del
diferenciar el adenocarcinoma mesotelioma maligno.

pulmonar del mesotelioma?

7 iCual es la utili | CK20 en el La positividad del CK20 no excluye el adenocarcinoma mucinoso de
iagndsti | cdncer Imoén? origen pulmonar.
9.9 ;Cuél es la funcién de las Las pancitoqueratinas son muy Utiles en el diagnéstico diferencial de los
citoqueratinas en el diagndstico del timomas con respecto a otras lesiones mediastinales.

timoma?

XV
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Preguntas clave Respuestas breves

Capitulo 10
Marcadores 10.1 ;Qué marcadores de IHQ son utiles  La cromogranina, la smaptoﬁsma, el CD56y el INSM1 son marcadores
neuroendocrinos para apoyar la morfologia NE en la NE dtiles para apoyar la morfologia NE.

clasificacién de las neoplasias NE?

10.3 ;Cuando se deben aplicar los Cuando se deben aplicar los Los marcadores NE solo se deben utilizar cuando estén presentes
mar NE a un CNM? las caracteristicas morfoldgicas de la diferenciacion NE. En muestras
pequenias en las que la morfologia NE es dificil de evaluar, podria haber
una mayor especificidad cuando 2 o méas marcadores son positivos.

Marcadores de 11.1 ;Cuando se debe utilizar un Un marcador de proliferacién, como el Ki-67, puede ser Util en pequenas
proliferacion marcador de proliferacién en el biopsias trituradas o muestras de citologia para ayudar a diferenciar
diagndstico? los tumores carcinoides de los carcinomas NE de alto grado, ya que

las células trituradas mal conservadas pueden simular tumores de

alto grado. Los marcadores de proliferacién no son necesarios en la
evaluacién diagndstica rutinaria de los tumores NE toracicos primarios o
de cualquier otro tumor toracico.

11.3 ;Qué nivel ncordancia exi La concordancia del indice de proliferacion del Ki-67 entre las muestras
| indi roliferacién en | de biopsia pequefias y las muestras de reseccién no ha sido bien
muestr iopsia y las muestr: caracterizada.
11.5 ;Es importante el anticuerpo El clon MIB1 es el anticuerpo mas utilizado para evaluar el Ki-67, aunque
inmunohistoquimico del Ki-67? hay pocos datos de la comparacion de diferentes clones en los tumores
toracicos.

Capitulo 12

12.2 ;Qué grado de fiabilidad tienen Las muestras citoldgicas se pueden utilizar para la IHQ predictiva

las pruebas de biomarcadores del ligando 1 de muerte programada (PD-L1), la quinasa del linfoma

inmunohistoquimicos predictivos en anaplasico (ALK) y el oncogén c-ros 1 (ROS1), y los bloques celulares

las muestras citoldgicas de cancer de son actualmente las preparaciones recomendadas. Los datos limitados

pulmén? sobre estas IHQ predictivas en portaobjetos sin bloque celular son
prometedores, pero necesitan mas confirmacion.

Marcadores inmunitarios ~ 13.1 ;Cual es el perfil inmunolégicodel  EI AMI suele expresar marcadores de diferenciacion intestinal, como el

para las variantes del adenocarcinoma mucinoso invasivo CDX2y el factor nuclear 4 alfa de hepatocitos (HNF4a), junto con el CK7,
adenocarcinoma de (AMI)? mientras que la expresion de TTF1 y napsina A es limitada.

pulmén
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13.3 ;Cudl es el perfil inmunolégico del
adenocarcinoma coloide de pulmén?

Un panel de IHQ (CK7, CK20, TTF1, napsina A, CDX2 y otros marcadores
especificos de sitios diferentes al pulmon) puede ser util para diferenciar
el adenocarcinoma coloide de pulmén del adenocarcinoma mucinoso
metastasico de un sitio diferente al pulmén.

13.5 ;Cuales son los perfiles
inmunolégicos de los adenocarcinomas
fetales de pulmén de bajo y alto grado?

14.1 ;La IHQ puede ayudar a
diagnosticar el adenoma alveolar?

Marcadores inmunitarios
|para otros tumores poco
comunes

Capitulo 14

El adenocarcinoma fetal de bajo grado se caracteriza por la localizacion
nuclear aberrante de B-catenina, tipicamente en las mérulas, mientras
que el adenocarcinoma fetal de alto grado suele expresar proteinas
oncofetales: a-fetoproteina, glicano 3 y/o proteina tipo Sal 4 (SALL4).
Ademas, puede ser necesario un panel de IHQ, incluyendo TTF1

y PAX8, para diferenciar el adenocarcinoma fetal de pulmon del
adenocarcinoma endometrial metastésico.

Aunque se trata principalmente de un diagnéstico con hematoxilina
y eosina (H&E), la IHQ puede ser valiosa para resaltar los neumocitos
neoplasicos y el estroma mesenquimal.

14.3 ;Cual es el perfil inmunoldgico de
los carcinomas NUT?

Ademads de la expresion del NUT, a menudo se expresan queratinas y
marcadores de células basales, pero también se pueden encontrar TTF1
y el antigeno de membrana epitelial (EMA).

14.5 ;Son dtiles los marcadores
inmunitarios para diferenciar el
neumocitoma esclerosante del
adenocarcinoma?

Las inmunotinciones pueden ayudar en el diagnéstico del
neumocitoma esclerosante, al facilitar la identificacion de los

2 compartimentos celulares con diferentes perfiles inmunoldgicos; las
queratinas y el TTF1 son elementos clave en esta distincion.

14.7 ;Las inmunotinciones pueden
ayudar a diagnosticar los carcinomas
adenoides quisticos pulmonares y
adiferenciarlos del carcinoma no

microcitico y del carcinoma microcitico?

Capitulo 15

Como en el caso del carcinoma mucoepidermoide, el diagndstico del
carcinoma adenoide quistico se basa normalmente en la tincién de
H&E. Sin embargo, la IHQ puede ayudar a identificar la poblacién celular
dual, especialmente en muestras morfolégicamente dificiles, cuando

el CD117 puede resaltar las células ductales/luminales, mientras que el
p63y el S100 tifien las células mioepiteliales/periféricas.

15.2 ;Cuéndo se debe considerar la
tincion para SMARCAA4 en la evaluacién
de los tumores toracicos?

La tincion para SMARCA4 se debe realizar en tumores
morfolégicamente no diferenciados, relativamente monétonos,
discohesivos o con patrén rabdoide, y no de forma mas general en
carcinomas morfolégicamente no diferenciados.
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Preguntas clave Respuestas breves

15.4 ;Cuéles marcadores inmunitarios La IHQ para el activador 1 de la transcripcion de unién a calmodulina
son Uutiles en la subtipificacién de (CAMTA1) y el factor de transcripcion E3 (TFE3) es un sustituto de la
los tumores endoteliales vasculares translocacion y puede ser util en la subclasificacion de los tumores
malignos? vasculares.

15.6 ;Qué marcadores inmunitarios son  El transductor de sefial y activador de la transcripcion 6 (STAT6),
utiles para evaluar los tumores fibrosos ~ mediante un anticuerpo monoclonal, es un marcador sensible y
solitarios (TFS)? relativamente especifico para los SFT.

15.8 ;Cudles marcadores inmunitarios Hay diversos marcadores que pueden ayudar a clasificar el sarcoma

son utiles para evaluar los sarcomas de células fusiformes como el MDM2, los marcadores musculares y el

pleomérficos de células fusiformes? H3K27me3, pero todos ellos pueden tener reactividad en mas de un
tipo de tumor.

15.10 ;Cudles marcadores inmunitarios  Los PEComas suelen ser negativos para la citoqueratina y positivos para
ayudan a diferenciar el tumor de células el HMB45, el melan Ay la tirosinasa A.
epitelioides perivasculares (PEComa) de

sus imitaciones?

B Capitulo 16

Marcadores inmunitarios ~ 16.1 ;La IHQ es Util para diferenciar No existe ningtin marcador de IHQ que pueda ayudar de forma fiable a
para la diferenciacién de el carcinoma de células escamosas diferenciar el carcinoma de células escamosas de pulmén metastasico
tumores metastasicos metastésico del carcinoma de células del primario. Se requiere una correlacion clinicopatoldgica.

escamosas primario de pulmén?

16.3 ;Cudles marcadores de IHQ son En cualquier paciente con antecedentes de carcinoma de mama se

utiles para diferenciar los carcinomas recomienda la comparacién con las caracteristicas histologicas del
metastésicos de origen mamario del tumor de mama primario, siempre que sea posible. En la mayoria de
carcinoma pulmonar primario? los casos, una combinacion de marcadores pulmonares y mamarios

que incluya TTF1 y/o napsina Ay receptor de estrégeno/receptor de
progesterona (ER/PR) o GATA3 puede proporcionar una respuesta
definitiva. Cuando sea clinicamente relevante, el GATA3 se debe
combinar con la mamaglobina para descartar una neoplasia maligna
extramamaria como el carcinoma de vejiga. En el carcinoma de mama
triple negativo (TNBC) se recomienda una combinacién de marcadores
pulmonares con GATA3 y SOX10 para diferenciar el carcinoma de mama
metastésico del carcinoma pulmonar primario.

16.5 ;Cudles mar I IHQ son Una combinacién de CK7, CK20 y GATA3 es muy util para diferenciar el
utiles para diferenciar los carcinomas carcinoma urotelial metastasico del carcinoma de células escamosas
mi asi rigen urotelial del pulmonar.

carcinoma pulmonar primario?
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16.7 ;Cuéles marcadores de I[HQ son. Se puede utilizar una combinacién de CK7, CK20 y TTF1 negativos,

utiles para diferenciar los carcinomas junto con una tincién positiva para un marcador de préstata como el
metastasicos de origen prostético del NK3 homeobox 1 (NKX3.1), para identificar el carcinoma prostético
carcinoma pulmonar primario? metastasico.

16.9 jCudles marcadores de IHQ son Una combinacién de positividad de PAX8 y TTF1, junto con la ausencia
(il ra diferenciar el carcinom de napsina A, es Util para identificar los carcinomas metastasicos de

mi i rigen tiroi | tiroides.
rcinom. Imonar primario?

El mesoteliomay la 17.1 ;jCudles son los mejores La calretinina y la proteina del tumor de Wilms (WT1) son los mejores

inmunohistoquimica marcadores para diferenciar el marcadores mesoteliales positivos para el diagnéstico del MPM
mesotelioma pleural maligno (MPM) epitelioide. La claudina 4, el MOC31, el CEA monoclonal, el B72.3 y el
epitelioide del carcinoma? Ber-EP4, en combinacion con los marcadores especificos del lugar, son

los mejores para diferenciar el carcinoma del MPM epitelioide.

17.3 jCuél es la funcién de | Las tinciones con citoqueratinas son Utiles para resaltar la celularidad
i ratinas en el diagnosti | pleural en todo su espesor, la falta de zonificacion y la presencia de
MPM? invasion de células mesoteliales en el tejido adiposo de la pared
tordcica.

Capitulo 18

18.2 jQué otros marcadores se Los policlonales PAX8 y p40/p63 se pueden afiadir al panel de
pueden utilizar para resaltar las células  queratina y TdT para la caracterizacién de los timomas.
epiteliales timicas?

184 ;Cémo se puede diferenciar el El diagnéstico diferencial de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
timoma del carcinoma timico? entre el timoma tipo B3 y el carcinoma timico puede ser dificil en
muestras de biopsia pequenas. La presencia de linfocitos TdT positivos
favorece el diagnéstico del timoma. La expresion positiva del CD5
y/o del CD117 ayuda al diagnéstico del carcinoma timico, asi como
al diagnéstico diferencial con el carcinoma de células escamosas de
pulmén.
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Capitulo 19

19.2 ;Cudl es la funcién de la IHO La IHQ de ALK tiene un papel fundamental en las pruebas de
n I ion mor n biomarcadores predictivos de ALK en pacientes con carcinoma de
namien | gen ALK? pulmén no microcitico (CPNM) en estadio avanzado.

19.4 ;La IHQ tiene una funcién en La prueba de IHQ para ayudar a la deteccién de reordenamientos
la identificacion de tumores con del gen NTRK1-3 es una técnica emergente, pero sin una funcién

reordenamientos del gen de la tirosina establecida.
quinasa neurotrdfica (NTRK1-3)?

19.6 ;Cuél es la funcién de la IHQ del Aunque se estan buscando activamente biomarcadores alternativos
PD-L1 en la seleccién de pacientes con para su uso con la inmunoterapia en el CNM, parece muy probable que
CNM para la inmunoterapia? la IHQ del PD-L1 siga formando parte de la evaluacion necesaria de las

muestras clinicas de CNM en relacion con la proteina de muerte celular
antiprogramada-1 (PD1) y la inmunoterapia con PD-L1. Sin embargo,
aun existen interrogantes sobre las diferentes pruebas, los tipos de
muestras, la expresion en el tumor en comparacién con los inmunocitos
y cémo se deben utilizar los datos de IHQ para la toma de decisiones
clinicas.



Introduccion

Por Yasushi Yatabe, Keith M. Kerr, Alain C. Borczuk, Wendy A. Cooper
Sanja Dacic, Andre L. Moreira y Ming Sound Tsao

La inmunohistoquimica (IHQ) es una piedra angular del diagndstico patoldgico; es por mucho la
técnica complementaria mas usada como ayuda en la identificacion y clasificacion de las enferme-
dades. Durante los tltimos 30 afos, los patdlogos han aprovechado esta poderosa tecnologia para
transformar la manera en la que hacemos los diagnésticos en todo el espectro de la medicina pato-
légica, pero especialmente en la patologia tumoral. Las técnicas histoquimicas y la microscopia
electronica aun tienen su lugar, pero la IHQ es la técnica preferida para resolver un inconveniente.

Los marcadores inmunohistoquimicos son clave hoy en dia para realizar un diagnéstico mas
preciso de cancer de pulmoén y otras neoplasias malignas toracicas. Muchos de los inconvenientes
de la inmunohistoquimica son comunes en numerosas areas del diagndstico del cancer, como el
uso de las queratinas y otros marcadores epiteliales para identificar y diagnosticar el carcinoma, el
uso de marcadores linfoides para identificar y clasificar los trastornos linfoproliferativos, y el uso
de marcadores especificos de 6rganos en el diagndstico de tumores metastasicos del pulmoén, en
donde el inmunofenotipo puede ser crucial para asegurar el diagnéstico correcto cuando la mor-
fologia es insuficiente. Los marcadores neuroendocrinos son importantes en el diagnostico del
espectro de tumores neuroendocrinos que ocurren en el pulmoén, por ejemplo, para diferenciar
los casos de carcinoma de pulmoén microcitico (CPM) de los tumores no microciticos (véase el
siguiente analisis), ya que sus tratamientos son bastante diferentes. También se requieren marca-
dores neuroendocrinos para el diagnostico del carcinoma neuroendocrino de células grandes, a
fin de confirmar la diferenciacion neuroendocrina en un tumor con una morfologia apropiada.
La THQ es una parte fundamental del diagndstico del mesotelioma maligno, ha permitido un
diagnostico preciso incluso en muestras muy pequenas, y proporciona una mayor seguridad diag-
ndstica en un drea en donde hay implicaciones medicolegales particulares para este diagndstico.
La expresion de algunas citoqueratinas y de antigenos asociados con las células T timicas permite
comprender mejor la clasificacién morfologica del timoma, y la IHQ también hace posible un
diagndstico mas seguro en muestras diagnosticas pequenas en este contexto.

No obstante, la evolucion de la medicina personalizada en el cancer de pulmoén y el surgi-
miento de varias terapias anticancerosas que se prescriben con base en caracteristicas patologicas
particulares del tumor del paciente le han dado a esta técnica un papel adicional y muy especial
mas alla de la vision tradicional de la IHQ como un complemento diagnostico.
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Como se menciond anteriormente, la IHQ puede ser ttil para diferenciar el CPM, que en un
contexto avanzado se trata con combinaciones farmacoldgicas de platino/etopdsido, en contra-
posicion a los regimenes alternativos administrados para el carcinoma de pulmén no microci-
tico (CPNM). La aprobacion de la terapia combinada de platino/pemetrexed para pacientes con
CPNM no escamoso avanzado permitié que la IHQ tenga un papel fundamental en la deter-
minacion de la eleccion terapéutica para pacientes con CPNM en estadio avanzado. Cuando se
dispone solamente de biopsias pequefias y muestras de citologia en la mayoria de los pacientes
con enfermedad en estadio avanzado, entre el 25 % y el 40 % de los casos de CPNM no se pueden
subtipificar con precision mas alla de la etiqueta de CPNM no especificado (NOS) tinicamente con
base en la morfologia. Esto no era un impedimento para la terapia y era clinicamente aceptable en
diagnoésticos de CPNM-NOS antes de la introduccion de diferentes regimenes de quimioterapia
que dependen del subtipo de CPNM. Cuando la eleccion de la terapia se empezo a basar en un
diagnostico especifico, la IHQ se convirti6 en la herramienta clave para definir el diagnostico de
CPNM-NOS, reduciendo la prevalencia de estos casos a menos del 10 % mediante el uso prudente
del factor de transcripcion tiroideo 1 (TTF1) para predecir la histologia del adenocarcinoma, asi
como el uso de p63 o p40 para predecir la histologia escamosa. Este principio esta incluido ahora
en la clasificacion de los tumores pulmonares de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS).

En la clasificacién de la OMS publicada en 2015, la IHQ también recibié un papel funda-
mental. La presencia de estos mismos marcadores, p40 y TTF1, recibi6 un estatus equivalente al
de las caracteristicas morfoldgicas clasicas en la definicion del cancer de células escamosas y del
adenocarcinoma, respectivamente, en el contexto de un tumor resecado por via quirtrgica. De
este modo, la IHQ ha sido responsable de nuevos diagndsticos en probablemente dos tercios de los
casos, los cuales previamente hubiesen sido diagnosticos de carcinoma de células grandes, carci-
noma de células escamosas o adenocarcinoma con base tinicamente en una tincién IHQ positiva
para p40 o TTF1.

Por ultimo, y aunque no es el punto central de este atlas, la IHQ tiene un papel crucial en la
identificacion de los biomarcadores predictivos de terapia que permiten seleccionar a los pacien-
tes para el tratamiento con un rango de expansion continua de terapias dirigidas, cuyo objetivo
son los factores oncogénicos y otros factores moleculares importantes para el crecimiento de un
tumor particular. Dada la propension de estas dianas a presentarse en el adenocarcinoma, el diag-
ndstico del subtipo inicial del CPNM también es crucial para garantizar un triage preciso en casos
de pruebas moleculares. La evolucion de la inmunoterapia en el cancer de pulmén ha permitido
que la IHQ tenga papel atin mas importante en la determinacion de la terapia apropiada para los
pacientes.

Esta muy claro que, para lograr el mejor y mas preciso de los diagndsticos para nuestros
pacientes con neoplasias malignas toracicas, los patélogos deben entender cdmo funciona la IHQ,
como se usa, cuando se usa y como se interpretan apropiadamente los resultados de las pruebas
realizadas. En este atlas, miembros del Comité de Patologia de la International Association for the
Study of Lung Cancer han proporcionado una revision sucinta, aunque integral, de muchos aspec-
tos de la IHQ que son relevantes para el diagndstico de los tumores toracicos, con base en un arti-
culo de revisién publicado en el Journal of Thoracic Oncology (Yatabe et al., 2019). Es nuestro gran
deseo que los lectores encuentren en este atlas una herramienta ttil para contribuir a su trabajo.
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Relevancia clinica del diagnéstico
preciso de neoplasias toracicas

mediante inmunohistoquimica

Por Harvey I. Pass y Balazs Halmos

Valor de la inmunohistoquimica en la metodologia diagnostica de los nédulos
pulmonares y la estadificacion del cancer de pulmén

Diagnosticos de cancer de pulmon en ndédulos pulmonares indeterminados

No todo paciente necesita una verificacion histolégica de una neoplasia maligna para que el cirujano
considere que el nddulo es susceptible a una intervencion preventiva. En pocos casos, las personas
de alto riesgo se someten a una biopsia preoperatoria de nddulos subsélidos con componentes soli-
dos que se estan desarrollando o creciendo, en especial si hay otras caracteristicas indicativas de una
neoplasia maligna; por ejemplo, un valor de captacion estandar (SUVmax) elevado con tomogra-
tia por emision de positrones/tomografia computarizada (TEP/TC). No obstante, existen casos en
donde la confirmacién absoluta de la histologia es util, especificamente para descartar un proceso
benigno o en un paciente con una neoplasia maligna extratoracica previa, en cuyo caso se sugiere
documentar la metastasis antes de la reseccion. En estos casos, las biopsias por aspiracion con aguja
fina o aguja gruesa, y la suplementacion con paneles de inmunohistoquimica (IHQ) especificos para
cancer de pulmon, pueden ser invaluables para decidir el manejo adecuado. La suplementacion
IHQ también puede ser crucial para determinar si se estd tratando con una situacion inusual en la
biopsia (eso incluye si un tumor es un nédulo benigno que se hace pasar como cancer de pulmoén) o
para diferenciar el cancer de pulmén microcitico de otras entidades en el espectro neuroendocrino.
La diferenciacion de las lesiones cavitadas, que pueden ser de origen micdtico o micobacteriano
derivado de un carcinoma cavitado, representan otro ejemplo en donde la histologia y las tinciones
especiales, particularmente la THQ, pueden cambiar de manera drastica la terapia prescrita.

Diagnéstico del cancer de pulmén

En algunos casos, la IHQ es crucial para el diagnostico y la clasificacion definitiva de los canceres
de pulmén. Dentro del ambito de competencia del cirujano esta operar para obtener el diagndstico
correcto y poder asegurarle al paciente que se realiz6 una reseccion completa. Obviamente, se pue-
den evitar errores en el tratamiento si el cirujano tiene un diagndstico preoperatorio inequivoco de
neoplasia maligna, y si el tipo de esta neoplasia, asi como cualquier detalle de estadificacion rela-
cionado con la patologia de la anormalidad, se diagnostican correctamente. Los cirujanos deben
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realizar biopsias percutdneas con aguja gruesa y aspiraciones con aguja fina para el tratamiento de
diversas condiciones del térax, incluyendo cancer de pulmon, nddulos benignos que se asemejan
al cancer de pulmon, y tumores mediastinales y pleurales. Para guiar la decision del cirujano, la
especificidad de una biopsia depende no solo del tamano de la muestra con la que esta trabajando
el patélogo y del reconocimiento del patrén en una tincién con hematoxilina y eosina, sino también
de paneles IHQ especificos que permitan diferenciar entre las condiciones benignas y las malignas,
ademas de proporcionar informacion sobre el tipo de tumor maligno.

Estado del ganglio linfatico e ITHQ

El examen inmunohistoquimico de la adenopatia sospechosa, segun su tamafio o la avidez en la
TEP en un paciente con cancer de pulmon presunto o diagnosticado, puede tener una aplicabilidad
significativa. La determinacion de las micrometastasis detectadas con cocteles de citoqueratinas u
otros marcadores IHQ del cancer de pulmoén le proporciona suficiente informacion al cirujano para
decidir si se debe remitir al paciente a la administracion de regimenes de induccion o si es necesario
operar primero. Ademas, en los pacientes con historial de leucemia linfocitica crénica/linfoma lin-
focitico pequefio u otros linfomas indolentes, la confirmacion de que la adenopatia sospechosa esta
relacionada con el linfoma y no con el cancer de pulmén puede requerir de citometria de flujo, asi
como de paneles IHQ para linfoma.

Identidad errénea y confusa

La bibliografia publicada sobre oncologia toracica esta repleta de casos quirurgicos que fueron “casi
errores” o que se determinaron como “sorpresas” luego de la reseccion. Ha habido mdltiples reportes
de diferenciacion entre infecciones, como las ocasionadas por Klebsiella (McCartney et al., 2014),
actinomicosis (Papakonstantinou et al.,, 2019), y citomegalovirus (CMV) (Allen et al., 2005) del
tumor mediante THQ. Se han confundido las neumonias intersticiales descamativas con adenocar-
cinomas pulmonares que tienen zonas discohesivas y grandes numeros de células en los espacios
aéreos (Raparia et al., 2014; Mutton et al., 1998). La IHQ con tincién para citoqueratina ha sido
invaluable en la diferenciacion del diagndstico en esos casos.

Mesotelioma

El diagnostico diferencial del paciente con una posible enfermedad pleural exige el uso de paneles
de multiples anticuerpos para decidir si la cirugfa es apropiada. El uso de la pérdida de tincién para
la proteina 1 asociada a BRCA1 (BAP1), asi como la presencia de tincion para calretinina y para la
proteina del tumor de Wilms (WT1), entre otros anticuerpos, ademas de la falta de tincion para ade-
nocarcinoma y marcadores escamosos, ayuda al cirujano toracico a especializarse en el manejo del
mesotelioma (véase el capitulo 17). En los pacientes con derrame pleural y con historia de neoplasias
malignas también es posible que se identifique un mesotelioma por error, y la IHQ para el tumor
primario con equivalencia a la IHQ de la enfermedad pleural permite descartar una cirugia citorre-
ductora. Aunque existe una gran controversia sobre el uso de la cirugfa para tratar el mesotelioma,
es fundamental lograr el diagndstico correcto mediante IHQ. La distincion entre los mesoteliomas
y otras neoplasias malignas intratoracicas permite trazar el camino para iniciar el tratamiento apro-
piado y inico de esta enfermedad, y también permite que los pacientes entiendan la etiologia de su
enfermedad, asi como las implicaciones potencialmente legales y financieras. El reconocimiento de
la histologia sarcomatoide mas agresiva permite también que el equipo clinico evite intervenciones
de tratamiento, como cirugias extensas, que tienen un beneficio limitado en este subgrupo y que solo
logran exponer a los pacientes a una morbilidad indebida por el tratamiento.
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Carcinomas neuroendocrinos

Una distincion patoldgica muy importante que guia la toma de decisiones clinicas es la de la subti-
pificacion de los carcinomas neuroendocrinos (véase el capitulo 10). Las pruebas IHQ apropiadas
para evaluar la diferenciacién neuroendocrina (NE) y la tincién para Ki-67 pueden ayudar a la
clasificacion adecuada y, de este modo, al ajuste 6ptimo de la terapia. Por lo general, los carci-
noides tipicos (tumores NE de bajo grado) y atipicos (de grado intermedio) se tratan segn las
pautas establecidas para los tumores NE gastrointestinales (GI) de bajo grado con analogos de la
somatostatina, inhibidores de mTOR (everolimus) (Yao et al., 2011), farmacos dirigidos al factor
de crecimiento endotelial vascular (VEGF) (sutinib) (Raymond et al., 2011) y, mas recientemente,
con terapia de radionucleidos para receptor de péptidos (Strosberg et al., 2017). La piedra angular
de la terapia de las neoplasias malignas NE de alto grado, mas agresivas, como los carcinomas NE
de células grandes y los carcinomas microciticos, ha sido tradicionalmente la quimioterapia com-
binada, con la integracién reciente y la actividad demostrada de la terapia inhibidora de puntos
de control. Estas combinaciones llevaron a la aprobacion del atezolizumab en combinacién con
quimioterapia de carboplatino/etopdsido y pembrolizumab para el manejo del cancer de pulmoén
microcitico en estadio extenso (Horn et al., 2018; Chung et al., 2020).

Otras neoplasias malignas toracicas

La subtipificacion apropiada de las neoplasias malignas timicas, incluyendo los timomas inva-
sivos, los carcinomas timicos y los carcinoides, permite seleccionar el tratamiento 6ptimo,
el prondstico y la participacion en estudios experimentales. La clasificacion reciente de la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) reconoce el papel importante de los estudios THQ
para la asignacion del subtipo adecuado (Marx y et al., 2014; véase el capitulo 18). Un aspecto
unico en el manejo de las neoplasias malignas del timo es el de los sindromes paraneoplasi-
cos, y estudios recientes seflalan una frecuencia elevada de eventos adversos inmunes poten-
cialmente severos con el uso de la terapia con inhibidores de puntos de control inmunitario
en esta clase de tumores (Lippner et al., 2019). Otros subgrupos emergentes con relevancia
potencial para la terapia que tienen alteraciones moleculares susceptibles de responder al tra-
tamiento son la proteina nuclear en los carcinomas de testiculo (NUT) (Stathis et al., 2016);
véase el capitulo 14) y las neoplasias malignas intratoracicas deficientes en SMARCA4 (Le
Loarer et al., 2015; véase el capitulo 15). Aunque no estan clasificados como canceres de pul-
mon no microciticos, es importante reconocer los carcinomas sarcomatoides pulmonares,
dada su naturaleza agresiva y su alta frecuencia para albergar alteraciones del exén 14 del
MET (Liu et al., 2016) y la sensibilidad al tratamiento dirigido al MET y a la inmunoterapia
(Schrock et al., 2017).

Enfermedad metastasica

Una distincion clave en el diagndstico diferencial de las lesiones pulmonares, o la adenopatia
hiliar/mediastinal/supraclavicular, es la enfermedad metastasica de otros érganos (véase el
capitulo 16). Es fundamental la comunicacién cuidadosa entre el clinico y el patélogo para
garantizar que este ultimo esté informado de los elementos histdricos, clinicos y radiograficos
claves del caso a fin de guiar la extension de la metodologia diagnostica. Aunque el diagnds-
tico apropiado de una neoplasia maligna metastasica es de importancia critica, el uso excesivo
de tejido para una serie innecesaria de estudios IHQ en un caso de neoplasia maligna pul-
monar conocida, en donde la biopsia se realiza para permitir que los estudios de biomarca-
dores guien la terapia, puede tener consecuencias negativas significativas. Estudios recientes
denotan que, aparte de los estudios IHQ, las pruebas moleculares expandidas pueden ayudar
al reconocimiento del sitio del tumor primario/sincronicidad tumoral (Chang et al., 2019).
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Consideraciones especiales acerca del uso de la IHQ para la seleccion del tratamiento

Marcadores pronosticos para la seleccion del tratamiento adyuvante

La clasificacion histoldgica actual de la OMS para el adenocarcinoma define subtipos que se aso-
cian con una mayor probabilidad de recurrencia y muerte (Warth et al., 2012; Tsao et al., 2015).
No obstante, no todos los pacientes con enfermedad micropapilar o sélida tienen una recurrencia
temprana, y se deben investigar otros métodos para lograr un pronéstico mas preciso. Ciertos pro-
blemas morfologicos microscopicos, como la invasion linfovascular, la invasion pleural visceral y la
diseminacion tumoral a través de espacios alveolares (STAS), ademds de las caracteristicas nucleares
de alto grado, también han sido asociados con un fenotipo mas agresivo; sin embargo, la incapaci-
dad para predecir de manera exitosa la recurrencia con base en estas caracteristicas es una de las
razones por las que no se consideran como indicaciones absolutas para la terapia adyuvante. Esta
interrelacion entre caracteristicas compatibles, que se asocian de manera coherente con recurrencia
y/o muerte, ademas de la necesidad justificada para agregar terapias potencialmente beneficiosas,
estd influenciada también por la posibilidad de tratar de manera excesiva a los pacientes y ocasionar
complicaciones toxicas. La esperanza de que el prondstico IHQ con anticuerpos tinicos o multiples
pueda hacer mas precisa la prediccion de recurrencia comenzo6 hace mas de 25 afios con la tincion
para oncoproteinas para erbB-2 (receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano [HER2]/
neu), p53, y Ki-67 en 271 pacientes con cancer de pulmon en estadio temprano (Harpole et al.,
1995). Desde entonces, se han publicado cientos de reportes sobre los marcadores prondsticos basa-
dos en THQ sin un impacto claro en la practica (Zhu et al., 2006; Woodard et al., 2016; Seymour et
al., 2019). Esto se puede explicar en gran medida por la falta de estandarizacion en los métodos IHQ
utilizados, incluyendo la fuente y la calidad de los anticuerpos utilizados, el protocolo de tincion, el
algoritmo de puntuacion y el “corte’, ademas del abordaje estadistico para analizar los datos. La pre-
sencia de resultados inconsistentes también puede deberse al tamafo pequefio de muestra en algu-
nos estudios, por lo que los casos incluidos son menos representativos. Los sesgos institucionales y
de publicacién también pueden desempefiar un papel importante (Zhu y Tsao, 2014). La mayoria
de estos estudios carecian de grupos de validacion y no pudieron realizar analisis multivariados para
probar que el panel de una prueba IHQ simple es un factor prondstico independiente de eventos.

Biomarcadores predictivos de THQ

Una revision realizada por Hung y Sholl (2018) detallé cuales de las fusiones y mutaciones sus-
ceptibles de responder al tratamiento han acompanado a los anticuerpos especificos de IHQ. Los
reordenamientos de la quinasa del linfoma anaplasico (ALK) se pueden detectar con los clones D5F3
(Roche Tissue Diagnostics) y 5A4 (Leica) con sensibilidades y especificidades mayores que el 95 %, y
se pueden usar como pruebas independientes con el fin de seleccionar pacientes para terapias basa-
dasen ALK (Lindeman et al., 2018; Tsao et al., 2016). El reordenamiento del oncogén 1 c-ros (ROSI),
al igual que la ALK, por lo general se pueden diagnosticar mediante hibridacion fluorescente in situ
(FISH); Hung y Sholl (2018) enfatizan que, a pesar de una sensibilidad del 95 % con el clon D4D6
(Cell Signaling Technology, Inc.), la especificidad varia entre los estudios. En consecuencia, la THQ
para ROS1 debe tener confirmacioén con un resultado positivo de otras plataformas (Lindeman et
al., 2018); no obstante, se puede considerar que un resultado negativo de IHQ para ROS1 es confia-
ble para descartar una translocacion ROSI. Los anticuerpos especificos para el receptor del factor
de crecimiento epidérmico (EGFR) mutante para L858R y para la delecion E746-A750 del exén 19
tienen un rendimiento clinico variable, y el consenso general casi siempre es de una sensibilidad
general del 59 % y una especificidad del 98 % (Ragazzi et al., 2016). Se han registrado resultados
IHQ falsos positivos (Kitamura et al., 2010), y los tumores con resultados IHQ negativos especificos
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para EGFR mutante se deben reevaluar con métodos moleculares en el caso de las mutaciones del
EGEFR. En consecuencia, los anticuerpos especificos para EGFR mutante no se deben usar como una
prueba independiente para la terapia (Lindeman et al., 2018). En el capitulo 19 se discuten detalles
adicionales.

Cancer de pulmon de células escamosas

Los carcinomas de células escamosas contindan conformando una proporcion sustancial de los
canceres de pulmén no microciticos y se asocian fuertemente con historial de tabaquismo, lo que
demuestra generalmente una carga mutacional tumoral intermedia/alta y un beneficio significativo
de la terapia inhibitoria de puntos de control. La diferenciacién patoldgica sigue siendo de suma
importancia por varias consideraciones. En primer lugar, los estudios iniciales del anticuerpo mono-
clonal anti-VEGE bevacizumab, en pacientes con canceres de pulmén no microciticos avanzados
resaltaron una toxicidad sustancial, a saber, riesgo elevado de hemoptisis, potencialmente fatal y
muy comun en pacientes con tumores de células escamosas (Johnson et al., 2004; tabla 2-1). No esta
claro si este riesgo elevado esta relacionado con caracteristicas biologicas o anatdmicas (usualmente
las masas centrales grandes con cavitacion tienen el riesgo mas alto y son mas comunes con una his-
tologia escamosa); sin embargo, puesto que la aprobacion del bevacizumab sigue estando limitada a
los tumores no escamosos y existe una preocupacion real por la toxicidad, es importante la confir-
macion histoldgica si se contempla el uso del bevacizumab. En segundo lugar, la genética molecular
de los canceres de pulmon de células escamosas es muy diferente de la de los adenocarcinomas, y
casi siempre hay una probabilidad muy baja de identificar los hallazgos comunes que sean suscepti-
bles a una intervencion preventiva. Por lo tanto, en general, no se recomienda la realizacion de prue-
bas moleculares por adelantado para los carcinomas de células escamosas. En este caso especifico,
se debe hacer la salvedad de que el subgrupo poco comuin de no fumadores con cancer de pulmoén

Tabla 2-1. Tratamientos potenciales segun las alteraciones genéticas

Tratamiento Tratamiento
Diagnéstico (prueba) potencialmente indicado potencialmente excluido

CPNM escamoso Necitumumab (anticuerpo monoclonal Bevacizumab (anticuerpo monoclonal
contra EGFR) contra VEGF)

CPNM no escamoso Pemetrexed, bevacizumab

Mutacion del gen EGFR TKI EGFR Inmunoterapia

Translocacion ALK TKI ALK Inmunoterapia

Translocacién ROS1 TKIROS1

BRAF V600E Terapia combinada BRAF/MEK

Translocacion NTRK1/2/3 Terapia inhibidora TRK

Alteracion de omision de exén 14 MET TKI MET

Translocacion RET TKIRET

Mutacion ERBB2/HER2 Inhibidores experimentales ERBB2

PD-L1 positivo Inmunoterapia de agente Unico

Carcinoma NUT Inhibidores experimentales BET/HIDAC

Sarcomas toracicos deficientes en SMARCA4  Inhibidores experimentales EZH2

Abreviaturas: ALK = quinasa del linfoma anaplasico; BET = dominio de bromo y extraterminal; BRAF = protooncogén B-raf; EGFR = receptor
del factor de crecimiento epidérmico; EZH2 = aumentador de homdlogo 2 zeste; HER2 = receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico
humano; HIiDAC = citarabina en alta dosis; MEK = quinasa de la proteina quinasa activada por mitégeno (MAPK); MET = protooncogén
MET; CPNM = carcinoma de pulmén no microcitico; NTRK = quinasa del receptor neurotrdpico de tirosina; NUT = proteina nuclear en tes-
ticulo; PD-L1 = ligando 1 de muerte programada; RET = protooncogén ret; ROST= oncogén 1 c-ros; TKI = inhibidor de la tirosina quinasa;
VEGF = factor de crecimiento endotelial vascular.



ATLAS DE INMUNOHISTOQUIMICA DIAGNOSTICA DE LA IASLC

de células escamosas requiere de pruebas para la determinacion del tipo de adenocarcinoma, ya que
el rendimiento y la viabilidad son elevados (Sholl, 2017). Ademas, si existe un potencial razonable
para una histologia mixta (histologia escamosa identificada a partir de una muestra muy pequefia),
podria ser prudente realizar pruebas moleculares, aunque es dificil generar pautas claras para este
subgrupo debido a la gran heterogeneidad de los tipos de muestras. Los carcinomas de células esca-
mosas con mucha frecuencia son claramente positivos para la expresion del receptor del EGFRy, en
efecto, el estudio elaborado por los Estandares para la Excelencia en el Reporte de la Mejoria de la
Calidad (Standards for Quality Improvement Reporting Excellence, SQUIRE) demostré un beneficio
estadisticamente significativo del anticuerpo monoclonal anti-EGFR, necitumumab, en combina-
cién con la quimioterapia basada en doblete de platino en el carcinoma de pulmén no microcitico
(CPNM) escamoso avanzado que llevo a la aprobacion por parte de la Administracion de Alimentos
y Medicamentos de los Estados Unidos (FDA); a pesar de ello, debido al beneficio clinico limitado y
al costo elevado, este tratamiento casi nunca se utiliza (Thatcher et al., 2015). Los estudios gendmicos
y protedmicos recientes resaltan subgrupos clave de tumores definidos molecularmente entre los
tumores de células escamosas que, por ejemplo, se caracterizan por alteraciones en las vias oxidativas
con significancia potencial para el tratamiento (Stewart et al., 2019).

Cancer de pulmo6n no microcitico y no escamoso

Desde la perspectiva del tratamiento, la clasificacion adecuada de un cancer de pulmoén no micro-
citico y no escamoso (que principalmente consiste en una mayoria de adenocarcinomas con un
porcentaje de carcinomas de células grandes cada vez menor con el tiempo) ha ganado importancia
con la introduccion del pemetrexed, el antifolato de multiples sitios de accion. Se demostrd que el
pemetrexed tiene excelente actividad y tolerancia en una serie de estudios en contextos de segunda
y de primera linea, en pacientes con CPNM avanzado y analisis subgrupales de varios estudios que
demuestran diferencias histologicas en términos de actividad, con una actividad inferior en pacien-
tes con carcinomas de células escamosas (Scagliotti et al., 2008). Por el contrario, en pacientes con
tumores no escamosos avanzados, los dobletes de quimioterapia con platino/pemetrexed se han
convertido en los regimenes de quimioterapia de primera linea mas comunmente utilizados a nivel
mundial, y también se usan de manera extensa en el contexto adyuvante (Scagliotti et al., 2011).
Finalmente, con base en los estudios precedentes, la aprobacion de este agente quimioterapéutico
ampliamente usado y favorecido estd restringida a los tumores no escamosos; por lo tanto, para el
clinico y para el paciente, sigue siendo importante que el patélogo haga esta distincion, aunque esta
interpretacion es artificiosa y contintia siendo debatible. La introduccion de las inmunoterapias no
ha hecho que esta distincién sea menos importante, debido a que la combinacién de quimiotera-
pia/inmunoterapia para cancer de pulmén no microcitico y no escamoso usada mas comiunmente
y basada en el estudio de alta positividad KEYNOTE-189 sigue estando basada en el pemetrexed
(Gandhi et al., 2018). Por lo general, en este contexto también se usa terapia de mantenimiento con
pemetrexed solo para pacientes con cancer de pulmén no microcitico y no escamoso avanzado, al
contrario de la recomendacion de no administrar quimioterapia de mantenimiento en los tumores
de células escamosas (Ciuleanu et al., 2009). Ademas, dada la frecuencia mucho mayor de alteracio-
nes moleculares susceptibles a una intervencion preventiva en los adenocarcinomas y los carcino-
mas de células grandes, se resalta la continua necesidad de una clasificacién y distincion histologica
apropiada (Chan et al., 2019).

Gestion de pruebas moleculares y de tejidos

Desde el descubrimiento de las mutaciones activadoras del gen EGFR para identificar un subgrupo
tumoral definido molecularmente con alta sensibilidad a los inhibidores de la tirosina quinasa del
EGEFR (Lynch et al,, 2004), se ha producido una explosién de conocimiento que demuestra que, para
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el manejo adelantado dptimo del cancer de pulmén no microcitico avanzado, es necesario comple-
tar la genotipificacion molecular amplia. Esto incluye, como minimo, las pruebas para EGFR/ALK/
ROS/protooncogén B-raf (BRAF), en donde existen datos generales para el uso adelantado de tera-
pias dirigidas molecularmente y de alta eficacia (Lindeman et al., 2018; Halmos, 2018). Debido a
los datos recientes que indican la actividad, asi como las consecuentes aprobaciones por parte de la
FDA, de los inhibidores de la tirosina quinasa (NTRK) neurotrdpicos en el tratamiento de canceres
positivos para fusion NTRK1/2/3, también han adquirido gran importancia las pruebas para estas
alteraciones susceptibles a una intervencion preventiva, aunque no son muy comunes (Drilon et al.,,
2018a). Los datos emergentes sobre la susceptibilidad a una intervencion preventiva de las alteracio-
nes de omision de exén 14 de MET (Drilon et al., 2020) y las translocaciones RET (Subbiah et al.,
2018) permiten completar el grupo que actualmente podria responder al tratamiento. Finalmente,
las alteraciones HER2 (Pillai et al., 2017), las mutaciones G12C del homélogo del oncogén viral del
sarcoma de rata Kirsten (KRAS) (Lanman et al,, 2020) y las fusiones de la neurregulina (NRG1)
(Drilon et al., 2018B) son ahora el centro de atencion de los estudios en curso, con datos promisorios
que sugieren que su evaluacién, como minimo, puede permitir la participacién del paciente en los
ensayos clinicos en curso. En resumen; completar la genotipificacion en forma adecuada con resul-
tados positivos y negativos confiables, obtenidos de manera oportuna para guiar el manejo del trata-
miento del paciente, requiere el desarrollo de protocolos de prueba refleja a nivel institucional. Esto
denota la superioridad potencial de las pruebas multiplex, idealmente de secuenciaciéon de nueva
generacion (NGS), en comparacion con los métodos de las pruebas genéticas simples. Estos pro-
blemas requieren también de coordinacién dedicada y cuidados extremos en cuanto a la gestion de
tejidos para maximizar el rendimiento de las pruebas clinicamente relevantes y evitar un desperdicio
innecesario de tejidos, lo que lleva a una genotipificacion incompleta, la pérdida de oportunidades
o potenciales riesgos y/o costos afladidos para los pacientes, sin contar la realizacion de mas proce-
dimientos invasivos. Sin embargo, incluso en la era de las pruebas NGS, la IHQ puede tener algin
papel en la practica real (Tsao y Yatabe, 2019).

Pruebas para PD-L1

Durante los ultimos afos, los inhibidores de puntos de control han transformado el panorama del
manejo del cancer de pulmon. En la actualidad, el estandar de atencion para practicamente todos los
pacientes con cancer de pulmon no microcitico avanzado y cancer de pulmoén microcitico en esta-
dio extenso incluye la terapia contra la proteina 1 de muerte celular programada (PD1), o la terapia
contra el ligando 1 de muerte programada (PD-L1), en combinacién con quimioterapia, o como
monoterapia con pembrolizumab para pacientes con un valor elevado en la puntuacién de propor-
cion tumoral (TPS) para PD-L1; es decir, cancer de pulmoén no microcitico positivo (Alexander et
al., 2020). Ademas, la inmunoterapia con anticuerpo anti-PD-L1, durvalumab, estd aprobada y es
de uso amplio en el contexto de la terapia definitiva para cancer de pulmén no microcitico no extir-
pable en estadio III, luego de la aplicaciéon de quimiorradiacion concurrente (Antonia et al., 2018).
Hoy en dia, se lleva a cabo una gran cantidad de estudios clinicos para conocer mas sobre la utilidad
de la inmunoterapia en estos contextos, asi como para evaluar con mas profundidad el papel de la
inmunoterapia en casos de estadios mds tempranos donde se puede anticipar que el impacto del
tratamiento sea incluso mas significativo.

Aunque los beneficios aportados mediante la inhibicion de los puntos de control son claros,
todavia no se ha definido con certeza cdmo enriquecer las poblaciones de pacientes a fin de que los
beneficios sean mayores y se reduzcan los impactos de la toxicidad. De la gran variedad de biomar-
cadores que se estan estudiando, la IHQ para el PD-L1 sigue siendo el tinico biomarcador validado.
Actualmente, su uso aprobado esta relacionado con la determinacion de la posibilidad de realizar
un tratamiento adelantado con pembrolizumab del CPNM avanzado. Una puntuacion TPS de la
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IHQ para PD-L1 del 50 % o mas define una poblacién de pacientes en la que el pembrolizumab es
superior a la quimioterapia de doblete. Una puntuacion entre el 1 % y el 49 % define una poblaciéon
de pacientes intermedia, en donde la eficacia del pembrolizumab parece ser similar a la de la quimio-
terapia de doblete, pero con menos toxicidades (Lantuejoul et al., 2020). Puesto que el estandar de
atencion ya no es la quimioterapia de doblete, sino la quimioterapia/inmunoterapia para la mayoria
de los pacientes, con base en los resultados de los estudios KEYNOTE-189/407 e Impower-150/130,
estos resultados se deben colocar en perspectiva e interpretar con precaucion (Gandhi et al., 2018;
Paz-Ares et al,, 2018; Horn et al., 2018). Actualmente no hay un papel definido para las pruebas de
PD-L1 en el manejo del cancer de pulmén microcitico, y el durvalumab esta aprobado por la FDA
independientemente de los resultados de la prueba THQ para PD-L1 en el CPNM de estadio III
(aunque los andlisis subgrupales indican un beneficio limitado, si es que hay alguno, en pacientes
con puntajes TPS para PD-L1 de 0) (Grey et al., 2020). La serie de estudios IMpower, que evaluo
el uso del anticuerpo anti-PD-L1, atezolizumab, se centr6 en un sistema de puntuacion IHQ dife-
rente para el PD-L1, incluyendo la positividad de los inmunocitos (TC/IC) (Vennapusa et al., 2019).
Los resultados emergentes indican beneficios similarmente enriquecidos con la inmunoterapia de
agente tnico en pacientes con puntuaciones TC/IC elevadas.

Aunque hay muchos inconvenientes con las pruebas IHQ para PD-L1 en cuanto a la selec-
cién de anticuerpos, el sistema de puntuacion y la heterogeneidad temporal/intratumoral (Rimm
et al., 2017; Lantuejoul et al., 2020), sigue siendo una prueba clinicamente relevante y recomendada
para todos los pacientes con CPNM avanzado, tanto escamoso como no escamoso, con base en las
consideraciones anteriores. Siguen existiendo grandes esperanzas en cuanto al surgimiento de mas
biomarcadores para optimizar la seleccion de pacientes con base en (1) la genética tumoral, como la
carga mutacional tumoral (TMB) (con base en el ADN tumoral circulante o tisular [ctDNA]) (Vokes
et al, 2019) y la inestabilidad microsatélite (MSI) (con menor impacto en el cancer de pulmén
debido a su baja frecuencia), asi como marcadores genéticos unicos (por ejemplo, STK11/KEAPI
como factores prondsticos negativos de la eficacia de la inmunoterapia [Skoulidis et al., 2018]) o
(2) las firmas inmunes por medio de la expresion del ARN de genes selectivos con relaciéon inmune
(Socinski et al., 2018). Sin embargo, ninguno de estos biomarcadores ha alcanzado por ahora el nivel
de validacion para ser recomendado para uso diario.

Consideraciones emergentes para los estudios IHQ en los paradigmas evolutivos
del tratamiento del cancer de pulmén

Evaluacion histologica luego de la terapia neoadyuvante

Con el aumento del uso de la terapia neoadyuvante en el manejo de grupos selectivos de pacientes
con estadio mayor, o en la evaluacién de la eficacia de los ensayos de ventana de oportunidad, es
crucial un enfoque mas estandarizado para la interpretacion patoldgica de la respuesta a la terapia
al momento de la reseccion postinduccion. Las excelentes revisiones realizadas por Hellman et al.
(2014) y Blumenthal et al. (2018) han enfatizado la precision de la categoria del 0 al 10 % de células
viables residuales como una respuesta patoldgica mayor (MPR), descrita originalmente por Pataer
etal. (2012) como un sustituto para la supervivencia en ensayos neoadyuvantes. La cuantificacion de
la enfermedad residual viable puede requerir de una consideracion especifica del tipo de tratamiento
que recibid la persona; es decir, quimioterapia en comparacion con inmunoterapia. Las caracteriza-
ciones de las respuestas relacionadas con la inmunoterapia han llevado a la proposicion de criterios
especificos de la respuesta patoldgica relacionada con la inmunidad (irPRC) (Cottrell et al., 2018).
Desde luego, debe existir una estandarizacion de la evaluacion de la MPR que posiblemente incluya
la respuesta en los ganglios linfaticos regionales, y la International Association for the Study of Lung
Cancer (IASLC) acaba de publicar la recomendacion sobre la evaluacion de la MPR (Travis et al.,



RELEVANCIA CLINICA DEL DIAGNOSTICO PRECISO DE NEOPLASIAS TORACICAS MEDIANTE INMUNOHISTOQUIMICA

2020). Sin embargo, la estandarizacién se puede ajustar al usar plataformas inmunofluorescentes
multiplexadas (Parra et al.,, 2018), asi como perfilado espacial digital (Beechem 2020) de regiones de
interés especificas en la interpretacion del lecho tumoral residual.

Resistencia adquirida y transformaciones histologicas

La terapéutica dirigida ha mejorado drasticamente la atencion a los pacientes con cancer de pul-
mon no microcitico avanzado que tienen alteraciones susceptibles a una intervencion preventiva;
no obstante, la resistencia adquirida representa un problema en este contexto. Aun cuando la resis-
tencia adquirida se entiende mejor en el contexto del cancer de pulmén con mutacion de EGFR,
parece que los mismos paradigmas se aplican a todos los demas subgrupos de enfermedades en
donde se dispone de terapéutica dirigida eficaz a nivel molecular (Attarian et al., 2017; Lim y Ma,
2019). En general, la resistencia adquirida esta determinada por cambios genéticos secundarios o
por cambios epigenéticos en el tumor, los cuales impactan de forma muy predecible los tres aspectos
a continuacion:

1. Alteraciones de la via, normalmente mutaciones secundarias del gen objetivo, las cuales afec-
tan con frecuencia las caracteristicas de fijacion de farmacos de la proteina objetivo. El mejor
ejemplo conocido de este caso es la ocurrencia comun de la mutacién T790M del gen EGFR que
controla la proliferacion celular en los inhibidores de la tirosina quinasa del EGFR de primera o
de segunda generacion (Kobayashi et al., 2005). Estas mutaciones secundarias pueden ser sen-
sibles a los agentes de nueva generacion y, de este modo, pueden guiar el ajuste del tratamiento.

2. Alteraciones de bypass (por ejemplo, la amplificacion MET), las cuales representan una alte-
racion potencialmente susceptible a una intervencién preventiva con el uso de terapia dirigida
combinada que bloquee ambas vias (Nguyen et al., 2009).

3. Transformacion histoldgica, la cual se observa mas comiunmente como transformacion micro-
citica en tumores que casi siempre albergan coalteraciones del TP53, del retinoblastoma (RB)
o de la subunidad catalitica a de la fosfatidilinositol-4,5-bisfosfato 3-quinasa (PIK3CA). Estos
tumores de tipo microcitico pueden responder a regimenes de tratamiento dirigidos a células
pequenas, lo que hace necesaria una deteccion apropiada.

Recientemente, también se han observado, con una frecuencia cada vez mayor, otras trans-
formaciones histolégicas a carcinoma de células escamosas y carcinoma sarcomatoide (Schoenfeld
et al,, 2020). En general, el remuestreo molecular tiene un valor cada vez mayor, lo que lleva a una
mejor comprension, disefios de ensayos experimentales optimizados y, mas importante aun, una
mejora en la atencion diaria del paciente. Aunque en la actualidad se suelen realizar inicialmente
pruebas moleculares a través de las pruebas de ctDNA, todavia es frecuente pedir pruebas tisulares
cuando las pruebas del ctDNA no brindan informacién o cuando existen sospechas de transforma-
cién histoldgica. En estos contextos, la comunicacion cuidadosa entre los oncdlogos y los patolo-
gos es de fundamental importancia para una priorizacion apropiada del tejido disponible para las
pruebas IHQ convencionales, que permitan diagnosticar adecuadamente las neoplasias malignas y
la transformacion histoldgica al preservar el tejido para plataformas de pruebas NGS que puedan
definir con sumo cuidado el creciente espectro de alteraciones potenciales de resistencia adquirida.

Conclusiones

Existe una necesidad cada vez mayor de preservar el tejido para practicar una gestion tisular pru-
dente durante el trabajo diagnostico. Ademas, algunos de los ntcleos de tejidos se consideran ideales
para los estudios de investigacion que requieren la aplicacion de mejores practicas a lo largo del pro-
ceso diagnostico en cuanto a la obtencion de tejidos con la mayor seguridad posible. La utilizacion
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cuidadosa de los estudios THQ representa un elemento clave para maximizar el rendimiento diag-
nostico, minimizar la necesidad de repetir procedimientos y, por lo tanto, optimizar el rendimiento
y los tiempos de entrega para el inicio del tratamiento.
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Principios de la inmunohistoquimica

Por Erik Thunnissen y Alain C. Borczuk

Introduccion

La inmunohistoquimica (IHQ) es una técnica que permite la visualizacién de proteinas en
cortes histologicos; un método similar en muestras citoldgicas recibe el nombre de inmuno-
citoquimica. Con la IHQ, el dominio variable del anticuerpo primario reconoce y se une a un
antigeno, que usualmente es un epitopo proteico. Estos epitopos pueden reflejar estructuras
proteicas secundarias y terciarias pero los anticuerpos monoclonales se desarrollan ahora con
mas frecuencia contra péptidos de 4-25 aminoacidos (Saper, 2009), haciendo que la deteccion
en tejido fijado en formalina luego de la recuperacion del antigeno sea mads viable. Para visua-
lizar la localizacién del epitopo, se utiliza un segundo anticuerpo que se une al anticuerpo pri-
mario, asi como reacciones quimicas posteriores, como parte de un proceso conocido como
realce de la sefial. La ubicacién de la tincién IHQ se detecta en el contexto tisular con la ayuda
de un microscopio. La tincién IHQ se puede ubicar en una o mas areas subcelulares, como en
la membrana celular, en el citoplasma o en el ntcleo. La IHQ representa un método rapido y
relativamente econémico, preferido por muchos patélogos, principalmente porque permite la
evaluacion de la arquitectura tisular y de las células tumorales (Tsao et al., 2017).

Protocolos y procedimientos para inmunohistoquimica

Los principales pasos en el andlisis de la THQ son (1) la recuperacion del epitopo, (2) la
incubacion con el anticuerpo primario y (3) el realce de la sefial y el sistema de visualiza-
cion (Taylor y Rudbeck, 2013). Los cortes histologicos usualmente se montan en una lamina
de vidrio con un recubrimiento especial que mantiene adherido el corte al vidrio durante
el procedimiento de IHQ. La recuperacion del epitopo permite revelar (desenmascarar) los
antigenos que pudieran haber estado enmascarados durante el procedimiento de fijacion. La
mayoria de estas técnicas involucran una combinacion de calor con un pH alto o bajo para
revertir los enlaces cruzados proteicos ocasionados por la fijacion; los métodos mas agresivos
utilizan proteasas para segmentar las proteinas en epitopos peptidicos mas pequefios. Puesto
que durante el paso del realce de la sefial y su visualizacion se utilizan enzimas exégenas, un
paso de bloqueo impide el efecto de posibles enzimas enddgenas funcionalmente similares.
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Los dominios variables del anticuerpo primario se unen al epitopo de la proteina de interés.
El anticuerpo primario se diluye en una solucién amortiguadora, lo que facilita la unién durante la
incubacion. Para obtener resultados estables, es importante estandarizar la temperatura y el tiempo
de este paso de incubacion.

En el método de IHQ directa (véase el capitulo 4), el anticuerpo primario también porta una
marca para su visualizacién. Sin embargo, es necesario que la concentracion de los epitopos en el
corte histoldgico sea muy elevada para que se pueda detectar por via microscopica una sefal a través
de esta técnica.

En el método de THQ indirecta (véase el capitulo 4), se necesita una segunda incubacion, en
donde los dominios variables de un anticuerpo secundario se unen a los dominios constantes del
anticuerpo primario. El anticuerpo secundario porta una enzima que se utiliza para facilitar la visua-
lizacion. El método con THQ indirecta proporciona un realce de sefial mas fuerte, lo que implica
que se pueden detectar proteinas en un corte con una concentracién menor de epitopos en com-
paracion con el método directo (Prinsen et al., 2003). Un desarrollo relativamente reciente es el uso
de un polimero de dextrano que contiene varios anticuerpos secundarios, asi como enzimas, para
la visualizacién. El efecto de este método con realce de senal (como el obtenido al usar multiples
bombillas en vez de una sola) es 10 a 20 veces mas intenso que la IHQ indirecta con una enzima
en el anticuerpo secundario, lo que permite detectar concentraciones de epitopos incluso menores.

Luego de la incubacién con una fraccién de realce y del lavado, se anade una soluciéon cromé-
gena. Por lo general, el cromogeno soluble presente en la solucion es incoloro. La enzima afiadida en
el paso de realce (por ejemplo, peroxidasa de rdabano o fosfatasa alcalina) transfiere el cromoégeno a
un sustrato insoluble que se precipita en el lugar del complejo anticuerpo primario-secundario; es
decir, en la ubicacion de la proteina. El tamaio del precipitado depende de la cantidad y ubicaciéon
del epitopo en una célula y, cuando es visible, es minimamente igual a la resolucion del microscopio
de luz (500 nm o 0,5 pm), pero también puede llenar de manera acumulativa todo el citoplasma
(20-30 pum).

Luego del paso de visualizacion IHQ y del lavado, se realiza una contratincién nuclear que faci-
lita el reconocimiento de los ntcleos y de la arquitectura tisular subyacente. Los pasos de lavado
entre los pasos principales buscan eliminar los productos y solventes no unidos, manteniendo lim-
pio el fondo del corte histologico.

Posteriormente, los cortes en las laminas de vidrio microscdpicas se deshidratan y cubren con
un medio de montaje (con un indice de refraccién de 1,5, el mismo que el del vidrio) y un cubreob-
jetos de vidrio delgado. Esto conlleva la formacion de planos paralelos de vidrio por encima y debajo
del corte histoldgico, lo que evita el efecto de angulado que se observa como cuando una vara sobre-
sale de la superficie del agua.

Evaluacion e interpretacion

Prinsen et al. demostraron en el 2003 la relacion entre la concentracion del epitopo y la intensidad
de la senal para diferentes sistemas de realce, que se ilustra de manera grafica en la figura 3-1. Las
diferencias en la intensidad de la curva en forma de S se pueden categorizar de manera semicuan-
titativa como negativas, positivas (+), doble positivas (++) o triple positivas (+++). Una vez que se
alcanza la meseta de la intensidad maxima (+++), un incremento adicional en la concentracion del
epitopo no llevard a una mayor intensidad. El rango entre un valor negativo y uno +++ es bastante
estrecho y abarca una concentracion de epitopo de dos a cuatro veces, dependiendo del sistema de
amplificacion. Aunque puede haber un paralelismo con el analisis de inmunoabsorcion ligado a
enzimas (enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA) como una prueba de deteccion cuantitativa
de proteinas, la IHQ solo es cuantitativa en el rango dindmico lineal (la parte empinada de la curva
en forma de S, es decir, el rango entre + y ++). En consecuencia, la IHQ es semicuantitativa en el
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mejor de los casos, y solo en este rango de la
curva. Por lo tanto, la sefial se puede saturar y 20 Amplificacién de la tiramida
ser no cuantitativa.

La utilizacion de una amplificacion de
sefial adicional con tiramida en una prueba
comercial en la THQ para cinasa del linfoma
anaplasico (ALK) resulté en una IHQ cuali- L
tativa (consecuentemente con una linea casi -
vertical en la curva en forma de S empinada): 1 70 30
El resultado de la prueba de IHQ en este o Concentracion de epitopos
contexto es puramente cualitativo; bien sea -+ ++ +Ht
negativo 0 pOSitiVO (Wynes et al, 2014)' Un Figura 3-1. Relacién entre la concentraciéon del epitopo y el
sistema de amplificacion mas fuerte puedelle-  realce de la sefal en inmunohistoquimica (IHQ). UA = unidad
var de manera ocasional a un aumento en la  arbitraria. (Modificado con autorizacién de Prinsen et al., 2003)
tincion del fondo y, posiblemente, a resultados
falsos positivos (Ibrahim et al., 2016).

La determinacion de la intensidad de la tincion posee un elemento subjetivo que, en la practica,
se puede reducir con el uso de lentes objetivos sucesivos del microscopio, usando una resolucion
espacial relacionada inherente como una ayuda fisica para establecer el nivel de intensidad. Este
método, utilizado por primera vez en la evaluacion del receptor 2 del factor de crecimiento epidér-
mico humano (HER2), puede llevar a una puntuacién mas uniforme de la intensidad (Ruschoff et
al., 2010). Se puede visualizar con claridad una tincion fuerte (+++) con el uso de un lente objetivo
de microscopio de 2,5 0 5x; la tincion moderada (++) requiere un lente objetivo de 10x o0 20x para
observarla con claridad; por tltimo, la tincién débil (+) solo se puede observar con un lente objetivo
de 40x (Ruschoff et al., 2013).

Polimero

101 Etiquetado

directo

Intensidad (UA)

Anticuerpos monoclonales de conejo y de ratéon

Aunque los anticuerpos monoclonales de ratén son de amplio uso, los anticuerpos monoclonales de
conejo tienen caracteristicas de rendimiento que favorecen cada vez mas su uso. Especificamente, el
sistema inmunitario de los conejos responde a péptidos humanos que no son reactivos en el sistema
inmunitario de los ratones y, en general, producen anticuerpos con mayor afinidad. Esto es especial-
mente cierto para los péptidos mas pequefios, los cuales se usan como antigenos para la produccion
de anticuerpos (Rief y cols. 1998; Weber et al., 2017).

Pruebas desarrolladas en laboratorio
Se dispone de muchas pruebas comerciales para ensayos diagnosticos y predictivos. Los costos de
las pruebas predictivas son drasticamente mayores que los de las pruebas diagnosticas, y las prue-
bas comerciales diagndsticas son mas costosas que las pruebas desarrolladas en laboratorio (labo-
ratory-developed tests, LDT). En épocas donde la mayoria de los laboratorios tienen presupuestos
limitados, el reto econdmico con las pruebas predictivas promueve el uso de una LDT en lugar de
una prueba comercial.

La ventaja de una prueba comercial es que la mayoria de los aspectos de la prueba/kit de IHQ
han sido rigurosamente evaluados, y las condiciones para la prueba se han elegido para obtener resul-
tados estables a tiempo. Es necesario desarrollar las LDT para realizarlas con los mismos estandares.

Estandarizacion de la IHQ
Idealmente, y de manera similar al ensayo ELISA, se debe disponer de un estandar de referencia o
calibracion para las pruebas de IHQ, pero, en la patologia diaria, se carece de este estandar IHQ. Se
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requiere estandarizacion debido a que la inconsistencia en la preparacion de la muestra (variables
preanaliticas) y las validaciones inadecuadas de los reactivos (variables analiticas) pueden influenciar
(casi siempre disminuir) los resultados de las pruebas de ITHQ.

La lista de variables preanaliticas comprende, como minimo: el tipo de fijador; el tiempo transcu-
rrido en el fijador; los reactivos y las condiciones de la deshidratacion, el aclaramiento y la impregna-
cién en parafina; y las condiciones del secado y almacenamiento de la lamina (Engel y Moore, 2011).
Durante la fijacion, la tasa de penetracion del formaldehido neutro amortiguado puede ser relativa-
mente rapida en muestras pequefias (1 mm/h) (Howat y Wilson, 2014), pero es mucho mas lenta
(0,2 mm/h) en el pulmon colapsado con multiples capas delgadas de aire entre las paredes alveolares
(van Seijen et al., 2019). El retraso en la fijacién puede reducir la estabilidad proteica y, de este modo,
obstaculizar la IHQ (van Seijen et al., 2019). Los efectos desfavorables de la fijacion retrasada también
se pueden ver en los cortes tefiidos con hematoxilina y eosina, como el desprendimiento epitelial de
la membrana basal, asi como los nticleos picnéticos o casi picnéticos (Radonic et al., 2019). Estas
muestras no se deben utilizar para la validacion analitica de la IHQ. En el capitulo 5 se discute en mas
detalle la manipulacion de los tejidos.

Para comenzar el desarrollo de una LDT, es ttil una muestra de control con una concentracion
elevada de epitopo, ya que esta deberia ser positiva bajo condiciones iniciales posiblemente subopti-
mas. Cuando este control es positivo, y el control negativo (por ejemplo, el procedimiento completo,
excepto por el paso con el anticuerpo primario) es negativo, las muestras con una menor concentra-
cién de epitopo son utiles para el ajuste fino de las LDT.

La muestra dptima para el monitoreo del rendimiento diario, asi como para la validacién de una
prueba IHQ, es aquella muestra con suficiente concentracion de epitopo cercana al umbral como
para considerarla positiva (usualmente +). La automatizacion del procedimiento de IHQ en instru-
mentos especificos (por ejemplo, temperaturas y tiempos de incubacion de control) aumenta la esta-
bilidad de las condiciones y la solidez del resultado IHQ en gran medida, lo que permite obtener
resultados consistentes.

Validacion de la THQ

De acuerdo con las pautas del College of American Pathologists (CAP) para la validacion analitica
inicial de las pruebas IHQ no predictivas (diagndsticas), los laboratorios deben evaluar un minimo
de 10 tejidos positivos y 10 negativos (Fitzgibbons et al., 2014). Cuando el director médico del labo-
ratorio determina que menos de 20 casos de validacion son suficientes para un marcador especifico
(por ejemplo, un antigeno poco frecuente, lo que implica casos positivos poco frecuentes), se debe
documentar el razonamiento para esa decision. Para fines diagnosticos, cuando se dispone de mues-
tras de calidad suficiente para la prueba THQ, la concordancia con el ensayo de prueba debe ser alta
(preferiblemente del 100 %, implicando una sensibilidad del 100 % y una especificidad del 100 %).

Cuando se toman en cuenta muestras clinicas (consecutivas), no siempre pueden entrar en
juego factores preanaliticos controlables, lo que explica la recomendacion de que “para la validacion
inicial de toda prueba usada clinicamente, los laboratorios deben lograr una concordancia general
de al menos el 90 % entre la prueba nueva y la prueba comparadora o los resultados esperados”
(Fitzgibbons et al., 2014).

Para la validacion analitica inicial de todas las pruebas con marcadores predictivos desarrollados
por laboratorios, los laboratorios deben evaluar un minimo de 20 casos positivos y 20 negativos, de
acuerdo con el CAP (Fitzgibbons et al., 2014), y 50 muestras positivas y 50 negativas, de acuerdo
con el Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) (Garrett et al., 2008). Estas cifras tienen un
componente arbitrario, con menores intervalos de confianza en el caso de las muestras. Otras pautas
no abordan este tema o no son tan explicitas. Ambas pautas (CAP y CLSI) mencionan la concor-
dancia del 90 % con la prueba comparadora. No obstante, ambas pautas tienen una falla: la tasa de
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concordancia depende de la composicion de los casos. La diferencia entre la validacion analitica/
técnica de una prueba diagnostica y la validacion clinica de una prueba predictiva es que esta tltima
se asocia con una respuesta prevista para un tratamiento especifico. En este aspecto, se debe estable-
cer un proposito para la validacion de una prueba LDT de IHQ, puesto que la validacion correcta
requiere que las muestras de control y el rango de trabajo para la deteccién del antigeno sean apro-
piados segtin la prueba. Este concepto de “adecuado segtin los objetivos” es de gran importancia, ya
que el mismo anticuerpo podria requerir una validacion diferente con base en este principio. Por
ejemplo, para estar en el rango de trabajo correcto para tener utilidad diagnostica, la deteccion de
GATA3 en el carcinoma de mama en comparacion con los linfocitos puede requerir un protocolo
diferente con base en las diferencias en el nivel del antigeno (Cheung et al., 2017a). Ademas de la
validacion inicial, una LDT también es sujeto de una potencial revalidaciéon con nuevos lotes de
anticuerpos, nuevos clones de anticuerpos o cambios en el protocolo o el equipo de prueba.

En el caso de la IHQ para ligando 1 de muerte programada (PD-L1) en el carcinoma de pul-
moén no microcitico (CPNM), se considera que cualquier intensidad de la tincion membranosa
en, al menos, el 50 % de las células tumorales es positiva, ya que esta prueba predictiva esta direc-
tamente validada por los datos clinicos de un ensayo aleatorizado de fase 3 (Reck et al., 2016).
Conceptualmente, el camino a seguir es la validacion clinica usando las muestras de los estudios
de fase 3 (con resultados conocidos del paciente) y la comparacion con el rendimiento de la nueva
prueba para PD-L1. No obstante, la disponibilidad de tejido tumoral de estos estudios (con biop-
sias principalmente pequenas) es limitada e impide la realizacion de pruebas extensas. Un método
alternativo consiste en la comparacion de la prueba que sera validada con la misma prueba comer-
cial para PD-LI utilizada en el estudio de fase 3, puesto que el umbral validado por el estudio esta
asociado con el resultado clinico. En este método se asume que la prueba comercial es consistente
en tiempo y lugar.

Recientemente, se proporciond por primera vez una pauta mas especifica acerca de como rea-
lizar la validacion clinica de 1a THQ para PD-L1 (Thunnissen, 2019a). A tal fin, son adecuadas las
muestras criticas (Thunnissen et al., 2018; Thunnissen, 2019b) que tienen una concentraciéon de
epitopo cercana al umbral de la prueba validada. Un método practico implica la tincion por parejas
dela LDT conceptual y de la prueba diagndstica de compendio en aproximadamente 20 a 40 mues-
tras clinicas consecutivas (Thunnissen, 2019b). Si ninguna de las pruebas presenta una desviacion
demasiado grande, aproximadamente el 80 % al 90 % de las muestras seran concordantes a lo largo
de toda la ldmina. Las dos o tres muestras que exhiben una discordancia al menos focal (incluidas
las diferencias focales en intensidad) se pueden utilizar para una titulacion adicional de la LDT; por
ejemplo, aumentando o reduciendo la concentracion de anticuerpos primarios. De este modo, la
nueva prueba para PD-L1 deberia ser positiva a la misma intensidad que la prueba validada clini-
camente (prueba comparadora). Este procedimiento se podria llamar validacion clinica indirecta de
las pruebas predictivas.

Sila desviacion entre ambas pruebas para el PD-L1 es mayor, usualmente la LDT conceptual se
tifie con menos intensidad o no se tifie, en comparacion con la prueba comercial. Se dispone de mas
muestras discordantes para mejorar atin mas la LDT conceptual, y se consideran adaptaciones mas
rigurosas, como la modificacion de los pasos de recuperacion del epitopo y/o el realce de la sefial en
el método de IHQ. Para facilitar este proceso, es ttil un manejo cuidadoso del tejido (Bubendorf et
al., 2017), por ejemplo, realizar el corte anticipado de varias secciones de reserva para pruebas adi-
cionales del PD-L1. Posteriormente, se puede llevar a cabo cualquier prueba repetida en muestras
adecuadas en unos pocos dias o semanas luego del corte inicial.

De hecho, en este proceso de seleccién de muestras criticas, se aprovecha la heterogeneidad del
PD-L1: algunas de las células tumorales pueden ser negativas y otras, no muy lejanas entre si, pueden
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ser positivas en el mismo corte. De forma similar, algunas células tumorales pueden presentar la
expresion de PD-L1 con mayor intensidad, mientras que otras se pueden tefiir con menos claridad.

Las muestras con una concentracion elevada de epitopo alcanzan el nivel maximo de tinciéon
(+++) y es probable que sean positivas en comparacion con la mayoria de las demas pruebas para
el PD-L1 (Fitzgibbons et al., 2014). La nocién de que una muestra como esta es menos til para la
deteccion de la variacion en la practica cotidiana también puede ser cierta en el caso de una alta con-
centracion del epitopo en la placenta como control positivo externo (Dodson et al., 2019), si bien la
placenta es el control positivo recomendado en al menos una prueba aprobada por la Administracion
de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos (FDA) (prospecto de la prueba VENTANA
PD-L1 [SP263]). Para la validacion de una prueba de THQ, el uso exclusivo de muestras con una
concentracion elevada de epitopo puede proporcionar un falso sentido de seguridad. Las muestras
que utilizaran como controles se deben adaptar al propésito de la prueba (Cheung et al., 2017a).

Las muestras con una concentracion muy baja de epitopo seran negativas en cualquier prueba
para PD-L1. Como tales, los casos con concentraciones altas, muy bajas o sin concentraciones de
epitopo no son informativos para la comparacion del rendimiento de la prueba para PD-L1. La
probabilidad a priori para una concordancia del 90 % entre dos pruebas sera elevada si se examina
el 50 % de las muestras negativas para PD-L1 y el 40 % de las muestras claramente positivas para
PD-L1. De manera similar, el valor kappa para esta comparacion de dos pruebas de IHQ sera muy
elevado (>0,8) en comparacion con los valores kappa en los estudios de patologia quirtrgica diag-
nostica (0,6 a 0,7). Por lo tanto, este tipo de seleccion de caso llevard a la concordancia de la mayoria
de las pruebas, pero aun es necesario verificarlo con un rango de muestras mas amplio.

Previamente, para la validacion de una prueba analitica se describieron “controles criticos de
rendimiento de prueba de inmunohistoquimica (immunohistochemistry critical assay performance
controls, ICAPC)” (Torlakovic et al., 2015) como parte de una serie de 4 estudios que cubrian varios
aspectos del contexto de la IHQ diagnodstica (Cheung et al., 2017a, 2017b; Torlakovic et al., 2015,
2017). La diferencia entre los ICAPC y las muestras “criticas” es que estas tltimas tienen umbrales
asociados con una respuesta clinica. Si bien esto podria ser cierto (no intencionadamente) para algu-
nos ICAPC, probablemente no lo sea para todos los ICAPC. Ademas, se pueden detectar muestras
criticas en una pequena serie (~ n =20 a 40) de casos de CPNM en la mayoria de los laboratorios,
mientras que los ICAPC, como los xenoinjertos, no siempre son faciles de obtener para cada labo-
ratorio. La terminologia de la validacion clinica indirecta de la prueba predictiva es mas apropiada
para la validacion de la IHQ predictiva que el término antiguo validacion diagnéstica, no solo debido
a la asociacion con el tratamiento clinico, sino también para la discusion con la administracion del
hospital: la prueba predictiva dentro de cada categoria diagndstica es un “complemento” de las prue-
bas diagnosticas (que requiere de presupuesto adicional para diagndsticos) con el fin de brindar
asesoramiento sobre opciones de tratamiento esencialmente diferentes.

Aseguramiento de calidad

Ademas de las medidas internas de aseguramiento de calidad ya analizadas, es esencial contar
con medidas externas de aseguramiento de la calidad para garantizar el rendimiento ade-
cuado de la THQ. El propdsito de la evaluacion de calidad externa (external quality assess-
ment, EQA) es establecer, con el soporte de una organizacion independiente (proveedor de la
EQA), el rendimiento de una prueba diagndstica o predictiva. Basicamente, el proveedor de
la EQA distribuye muestras de prueba en diferentes laboratorios y evalta los resultados de las
pruebas, por ejemplo, verdadero positivo, falso positivo, verdadero negativo y falso negativo.
Para tener éxito, el laboratorio necesita alcanzar un cierto nimero de resultados correctos de
las pruebas (van Krieken et al., 2013).
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En ciertos paises, los laboratorios estan en la obligacion de participar y lograr un desem-
pefio a un nivel aceptable. La participacion en la EQA tiene la ventaja de que permite obtener
una validacion independiente de la prueba. En ocasiones, puede pasar desapercibido un lento
deterioro de la prueba de THQ, en especial si se carece de una muestra de prueba dptima (es
decir, una muestra débilmente positiva [+] estable). En dichos casos, este rendimiento infe-
rior se puede detectar al participar en la EQA.

Inicialmente, los proveedores de la EQA predictiva actuaban a una escala local
(Thunnissen et al., 2011; Normanno et al., 2011, 2013; Scheel et al., 2016). Por mas de una
década, la Sociedad Europea de Patologia también ha realizado la EQA a nivel multinacional
(Tembuyser et al., 2014; Keppens et al., 2018), al igual que el U.K. National External Quality
Assessment Service (UK NEQAS) (Ibrahim et al., 2016; Dodson et al., 2019), NordiQC (Vyberg
y Nielsen, 2016) CAP y otros (Patton et al., 2014). En las rondas iniciales de la EQA, es posible
que las pruebas LDT tengan puntuaciones mas bajas. Sin embargo, luego de un periodo de
aprendizaje, las LDT pueden tener un rendimiento equivalente al de las pruebas aprobadas
por la FDA en las rondas posteriores de EQA (Adam et al., 2018).

Conclusiones

La IHQ es una herramienta diagndstica poderosa, y los protocolos para la deteccién de anti-
genos, los cuales son relevantes para la clasificaciéon tumoral patoldgica y el érgano de origen,
son sdlidos. No obstante, la técnica basica es mas cualitativa que cuantitativa, pero se puede
lograr una evaluacion semicuantitativa a través de una elaboracion y validacion cuidadosas
del protocolo. Cada vez se definen mejores métodos de validacion que pueden apoyar las LDT

tanto en la campo diagndstico como en el predictivo.
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Técnicas y tecnologias

en inmunohistoquimica

Por David M. Hwang, Kurt A. Schalper y Sanja Dacic

Introduccion

En las dltimas décadas se han visto avances significativos en las técnicas de inmunohistoquimica y
en las tecnologias para automatizar y mejorar la informacion obtenida mediante tincion inmuno-
histoquimica. En este capitulo se analizan los sistemas de deteccion y amplificacion, los sistemas
de tincion automatizados, las aplicaciones de imagenologia digital y morfometria, y las tecnologias
emergentes en inmunohistoquimica.

Principios basicos de la inmunohistoquimica

La unién antigeno-anticuerpo se puede detectar con etiquetas fluorescentes (es decir, con inmu-
nofluorescencia) o con sustratos cromogénicos. Debido a que la gran mayoria de las tinciones
inmunohistoquimicas clinicas en oncologia tordcica utilizan etiquetas cromogénicas en vez de fluo-
rescentes, este capitulo se centra en las técnicas cromogénicas.

Las iteraciones iniciales de la inmunohistoquimica normalmente usaban anticuerpos conjuga-
dos para enzimas como la peroxidasa de rabano (HRP) o la fosfatasa acida (o alcalina) (AP) (Nakane
y Pierce, 1966, 1967), lo que permite la deposicion enzimatica de un cromogeno en los sitios de
union de los anticuerpos. Aunque en la actualidad existen multiples sustratos cromogénicos, los de
uso mas comun son la 3,3'-diaminobencidina (DAB), la cual produce depositos de color marrén con
la HRP; y el 3-amino-9-etilcarbazol (AEC), que produce depdsitos rojos.

La deteccion se puede realizar mediante métodos directos o indirectos. En la deteccién directa,
se marca el anticuerpo primario en funcién del antigeno para ser detectado (figura 4-1A). Sin
embargo, puesto que la deteccion directa es de sensibilidad limitada y generalmente solo se aplica a
proteinas de alta expresion, las técnicas de deteccion indirecta son de uso mas frecuente en las apli-
caciones clinicas. En los métodos indirectos, el anticuerpo primario no esta marcado, mientras que
se marca un anticuerpo secundario dirigido a la especie en la que se gener6 el anticuerpo primario
para ser detectado (figura 4-1B). Varias moléculas de anticuerpo secundario se pueden unir a una
sola molécula de anticuerpo primario, lo que permite cierto grado de amplificacién de la sefial y un
aumento en la sensibilidad de deteccion. El uso de métodos indirectos también permite detectar
muchos antigenos diferentes al utilizar un pequefo niimero de anticuerpos secundarios dirigidos a
una especie (por ejemplo, antirraton, anticonejo), sin necesidad de marcar cada anticuerpo primario
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Figura 4-1. Diversos métodos de deteccién inmunohistoquimica. (A) Método directo, con uso de anticuerpo primario
conjugado con enzima. (B) Método de dos pasos, con uso de anticuerpo secundario marcado con hapteno, que es
especifico para el anticuerpo primario. (C) Método de deteccion basado en avidina/estreptavidina, con uso de un anti-
cuerpo secundario biotinilado para enlazar el anticuerpo primario a un complejo grande de avidina, estreptavidinay
enzima. (D) Método de deteccién basado en polimero, mediante un anticuerpo secundario conjugado con polimero.
(E) Método de amplificacion con tiramida, el cual usa una deposicion de tiramida biotinilada con cadenas laterales de
tirosina tisular que se activa mediante la formacion de radical libre con peroxidasa marcada con anticuerpo.

ni posibles efectos negativos sobre la unién del antigeno como resultado del marcado de los anti-
cuerpos primarios.

También se han desarrollado varias estrategias para aumentar atin mas la sensibilidad a través
de una amplificacion adicional de la sefal, entre las que se encuentran las siguientes.

Complejos enzimaticos de deteccion de avidina/estreptavidina-biotina

Los métodos del complejo avidina-biotina (ABC) y de estreptavidina-biotina marcada (LSAB)
se incluyen en estos complejos (figura 4-1C). En ambos métodos, después de la union de un
anticuerpo secundario biotinilado al anticuerpo primario, se adiciona la enzima de deteccién
biotinilada (por ejemplo, HRP, AP) en complejo con avidina (método ABC) o la enzima de
deteccion conjugada con estreptavidina (método LSAB), lo que incrementa en gran medida
la cantidad de moléculas de enzima de deteccion y la deposicion del cromoégeno en los sitios
de unioén del antigeno. Una de las limitaciones de estos métodos es la union de la avidina o de
la estreptavidina a moléculas enddgenas similares a la biotina o a la lectina dentro del tejido,
lo que podria producir una mayor tincién de fondo no especifica.

Complejos de deteccion de polimeros y otros complejos de deteccion no basados en biotina

Se desarrollaron varios métodos de deteccion no basados en biotina para superar algunos de los
problemas relacionados con los métodos basados en biotina (figura 4-1D). Los métodos basados en
polimeros, en los que multiples moléculas de anticuerpos secundarios y de enzimas de deteccion se
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unen a una estructura de polimero de dextrano, forman la base de los kits de deteccion de amplio
uso, incluyendo el kit EnVision (Agilent Dako) y el kit de deteccion ultraView Universal DAB (Roche
Tissue Diagnostics). Puesto que el gran tamafio de los complejos poliméricos puede inhibir la pene-
tracion tisular, algunos protocolos usan un segundo anticuerpo (vinculador) entre el anticuerpo
primario y el polimero para mejorar la sensibilidad; es un método usado en la prueba Dako PD-L1I
IHC 22C3 pharmDx.

El sistema de deteccion OptiView (Roche Tissue Diagnostics) utiliza un método diferente, no
basado en biotina, en donde los anticuerpos secundarios se marcan con multiples moléculas de un
hapteno no endégeno (3-hidroxi-2-quinoxalina [HQ]), seguido por la deteccién usando anticuer-
pos anti-HQ conjugados con HRP (Nitta et al., 2013).

Métodos de amplificacion catalizada de sefial

En los métodos de amplificacion catalizada de sefial (CSA), la enzima HRP usada convencio-
nalmente para generar el cromdgeno se utiliza primero para catalizar otra reacciéon quimica
que deposita mas sitios de union para el reclutamiento de moléculas adicionales de enzima
(figura 4-1E). Por ejemplo, en presencia de peréxido de hidrégeno, la HRP oxida la tiramida
biotinilada, la cual genera una especie de radical libre que reacciona con el tejido circundante
y produce la deposicién de biotina. Esta biotina depositada se usa para reclutar moléculas
adicionales de enzima de deteccién mediante la adiciéon de complejos de avidina o estrepta-
vidina-biotina-enzima, lo que permite amplificar la sefial unas 1000 veces en comparacién
con el método ABC convencional antes descrito (Ramos-Vara, 2017). El sistema de amplifi-
cacion OptiView (Roche Tissue Diagnostics) utiliza una variacion de esta estrategia, en donde
la HQ-tiramida se sustituye con tiramida biotinilada; este sistema, junto con el sistema de
deteccion OptiView, se usa en la prueba VENTANA ALK (D5F3) CDx (Nitta et al., 2013).

Sistemas de tincion automatizados de inmunohistoquimica

Cuando se realiza manualmente, la inmunohistoquimica es un proceso exigente en términos
de tiempo y trabajo, con hasta 100 interacciones manuales necesarias en cada portaobjetos
tefiido, cada uno con probabilidades de variabilidad y error. La automatizaciéon de la mayoria
o de todos estos pasos reduce los costos al disminuir de manera significativa el tiempo que
los técnicos requieren para la tincion, a la vez que mejora la calidad, al garantizar una mayor
consistencia intra e interindividual.

Desde el reporte de la primera estacion de trabajo robética para la tincién inmunoci-
toquimica a finales de la década de los ochenta (Brigati et al., 1988), los sistemas de tincién
automatizados de inmunohistoquimica se han adoptado ampliamente para ser usados en
laboratorios clinicos. Actualmente se dispone de multiples plataformas, cada una con sus pro-
pias ventajas y desventajas, sin que haya un sistema de tincién automatizado que sea el mejor
para todas las aplicaciones (tabla 4-1). Por el contrario, los laboratorios deben elegir el (los)
sistema(s) de tincion automatizado(s) que aborde(n) de la mejor manera sus necesidades y
requerimientos especificos (Prichard, 2014; Myers, 2008). En este aspecto, los aspectos que se
deben considerar podrian incluir los siguientes.

Tamaiio
Los sistemas de tincion automatizados tienen diversos tamafos y pueden ser unidades de
mesa o de piso, dependiendo del tamafio disponible.
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Tabla 4-1. Comparacién de las plataformas automatizadas de inmunohistoquimica usadas cominmente

Agilent Agilent
a Dako Leica

()
BenchMark | BenchMark
Autostainer | Bond Max Bond IlI XT ULTRA

Pasos de tincion automatizada

Secado del portaobjetos No Si No Si Si Si
Desencerado No Si Si Si Si Si
Calentamiento integrado No Si Si Si Si Si
Hibridacién in situ integrada No ADN/ARN ADN/ARN ADN/ARN ADN/ARN ADN/ARN

Dimensiones

Tamano (ancho X profun- 89 X 66 76 x77,5 150 x 80 79 % 80,6 89 X 66 112 % 84
didad % 68 x70,3 x 177 x137,8 x 153 x 159
x altura), cm

Manejo de portaobjetos

Capacidad de portaobjetos 48 30 60 30 30 30

Tamano de lote, portaobjetos 4x12 3% 10 12x5 3x10 1x30 30%1

Capacidad de procesamien- 144 90 165 90/120 90 90

to/24 h para inmunohistoqui-

mica (IHQ)

Reactivos

Posiciones 42 36 60 36 35 35

Control de temperatura No No Si No No No

Sistema abierto Si Anticuerpo Anticuerpo Anticuerpo Anticuerpo Anticuerpo
primario primario primario primario + primario +

enzima enzima

Adaptado de De Wiest y van Hecke, 2017.

Comparacion entre sistemas cerrados y sistemas abiertos

Algunos sistemas de tincién automatizados proporcionan una mayor flexibilidad en cuanto a la
eleccion del reactivo o a los protocolos (sistemas abiertos), mientras que otros limitan los tipos o
fuentes de reactivos y los protocolos que se pueden usar (sistemas cerrados). Mientras que los siste-
mas abiertos pueden ser de mas utilidad en contextos en donde se necesita desarrollar y optimizar
nuevos protocolos de tincion para grandes nimeros de marcadores (por ejemplo, contextos de
investigacion y de disefo), los sistemas cerrados estdn mas orientados hacia la maximizacién de
la reproducibilidad y la minimizacion del tiempo de trabajo manual por medio de la aplicacion de
reactivos y protocolos estandarizados.

Rendimiento y tamaiios de lote

Por lo general, el rendimiento es una consideracion primaria cuando se evaltian plataformas auto-
matizadas, y se considera a menudo como una funcién de la capacidad en términos de portaobjetos
y tiempo de operacion. Sin embargo, ademas del volumen total de portaobjetos procesados, otras
consideraciones pueden incluir la cantidad de pruebas y protocolos diferentes que se deben aplicar,
ya que plataformas diferentes ofrecen distintos grados de flexibilidad para los tamanos de lote, en
los que el protocolo de tincién para todos los portaobjetos en el lote debe ser similar, de modo que
se optimicen la capacidad para cargar nuevos portaobjetos para tincion y el tiempo de operacion.

Otras funcionalidades
Los diferentes sistemas de tincion automatizados pueden ofrecer otras funcionalidades, por ejemplo,
secado del portaobjetos integrado, desparafinizacion, calentamiento (para obtencion de antigeno)
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e hibridacion in situ (ISH). Aunque estas funcionalidades adicionales pueden incrementar la con-
sistencia y reducir el tiempo manual, es posible que aumenten también los tiempos de operacion. Se
puede encontrar informacién adicional sobre los sistemas de tincion automatizados en la bibliogra-
tia (Prichard, 2014; Myers, 2008).

Imagenologia digital y analisis morfométrico

Los avances en la digitalizacion répida y precisa de las preparaciones de histologia de portaobjetos
completos han contribuido a aumentar la importancia de la morfologia y la inmunohistoquimica
en la practica de la patologia. Los portaobjetos digitales en tinciones con hematoxilina y eosina o de
inmunohistoquimica (llamados también portaobjetos virtuales) se utilizan actualmente para varios
propositos, entre ellos el diagndstico primario, la evaluacion de biomarcadores, conferencias clinicas,
evaluacion remota de casos, consultas para segundas opiniones, educacion e investigaci(')n, y almace-
namiento de casos (Pantanowitz et al., 2013; Evans et al.,, 2018; Liu y Pantanowitz, 2019). Actualmente
se dispone de multiples plataformas de imagenologia en portaobjetos digitales a nivel comercial, y
algunas han recibido aprobacién y/o autorizacion reguladora para uso clinico (Liu y Pantanowitz,
2019). Esto ha hecho posible una mayor adopcion de la patologia digital en el ambito mundial, y algu-
nas instituciones operan exclusivamente con portaobjetos virtuales. La disponibilidad de las muestras
digitales también ha impulsado el uso de herramientas informaticas para analisis morfométricos mas
detallados y la evaluacion cuantitativa de las variables. Estos desarrollos han expandido el ambito de
la inmunohistoquimica, pero también han hecho surgir nuevas interrogantes y desatios.

Inmunohistoquimica digital para diagndstico primario y evaluacion de biomarcadores
El uso de portaobjetos digitales en la clinica esta asociado con el panorama regulador que rige el
centro o institucion respectivo; ademds, se han observado diferencias en términos de definiciones
y requerimientos entre las autoridades en diversas regiones del mundo (Pantanowitz et al., 2013;
Evans et al., 2018; Garcia-Rojo et al., 2019; Zhao et al., 2015). Por ejemplo, la patologia digital recibio
la primera aprobacion reguladora de parte de la Administracion de Alimentos y Medicamentos de
los Estados Unidos (FDA) en 2017 para el diagndstico primario en patologia quirtrgica con base
en estudios de no inferioridad, en comparacion con el diagnoéstico microscopico de preparaciones
teflidas con hematoxilina-eosina (Evans et al., 2018). El uso de portaobjetos digitales de inmuno-
histoquimica representa otro posible uso clinico, pero no se considera asi para el diagnostico pri-
mario. En general, la inmunoquimica se usa para refinar o complementar el diagnoéstico mediante
la identificacion de marcadores de diferenciacion, o para detectar biomarcadores predictivos o
pronosticos (véase la siguiente subseccion “Comparacion entre el analisis cualitativo y el analisis
cuantitativo”). Por lo tanto, el analisis digital de los portaobjetos de inmunohistoquimica se puede
realizar con una plataforma autorizada o no autorizada por la FDA como una prueba desarrollada
en laboratorio, siempre y cuando se cumplan los requisitos apropiados de validacién de laboratorio
y de prueba, ademas de los requisitos de control de calidad. En los Estados Unidos, las pruebas de
inmunohistoquimica digital requieren el cumplimiento de los estandares del College of American
Pathologists (CAP), los cuales incluyen evaluar la precision, la exactitud y la reproducibilidad (Evans
et al., 2018). Los sistemas de patologia digital han recibido la designacién diagnéstica in vitro (por
ejemplo, Conformité Européenne [CE]) en la Union Europea, lo que permite su uso clinico amplio,
incluyendo la inmunohistoquimica y el software especifico para la evaluacién automatizada de los
biomarcadores (Garcia-Rojo et al., 2019).

Comparacion entre el analisis cualitativo y el analisis cuantitativo
La interpretacion de los portaobjetos de inmunohistoquimica suele estar basada en la estimacion
visual cualitativa o semicuantitativa de la reaccién cromogénica bajo microscopia dptica, y se analiza
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en el contexto de las caracteristicas morfoldgicas. La mayoria de los marcadores de diferenciacion,
como las queratinas, el factor de transcripcion tiroideo 1 (TTF1), y p63/p40 requieren una evalua-
cién binaria relativamente simple (por ejemplo, positiva o negativa). Los biomarcadores predictivos
o complementarios, como el ligando 1 de muerte programada (PD-L1), la quinasa del linfoma ana-
plasico (ALK), el oncogén 1 c-ros (ROSI), el receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano
(ERBB?2, conocido también como HER2), o los receptores de hormonas requieren de una evaluacion
mds compleja que incluya las expresiones de la cantidad y/o la intensidad de la tincién. La naturaleza
subjetiva de la evaluacion hecha por el patologo proporciona numerosas ventajas en relacion con la
simplicidad, la eficiencia y la rentabilidad del andlisis. No obstante, la consistencia entre los labora-
torios y el consenso entre los patélogos muestra limitaciones.

Las estrategias para superar dichas limitaciones incluyen la creacion de pautas estandarizadas
de analisis y puntuacion por parte de expertos (Lindeman et al., 2018; Wolff et al., 2018; Lantuejoul
et al., 2019; Jain et al., 2019; Tsao et al., 2016). Cuando se realiza correctamente, el analisis cuantita-
tivo de imagenes puede generar lecturas de marcadores tisulares precisas y altamente reproducibles
(Aefner et al., 2019). La mayoria de las herramientas avanzadas de andlisis de imagenes incluyen
algoritmos de extraccion y segmentacion mediante aprendizaje automatico que permiten obtener
informacion localizada con base en dreas especificas de una muestra, células u objetos no celulares.
Aunque el logro de una segmentacion tisular precisa y de la cuantificacion de eventos entre los casos
plantea numerosos desafios, hace algtin tiempo se establecieron multiples algoritmos automatizados
de andlisis cuantitativo para la puntuacion de los portaobjetos digitales de inmunohistoquimica, y
las autoridades reguladoras (por ejemplo, FDA) los aprobaron para evaluar biomarcadores en el
cancer de mama (por ejemplo, receptor de estrogeno [ER], receptor de progesterona [PR], HER2,
y Ki-67). Hasta donde sabemos, no se ha establecido ningun dispositivo o algoritmo automatizado
de inmunohistoquimica de grado clinico para la evaluacion de biomarcadores en neoplasias malig-
nas toracicas/de vias aéreas. No obstante, en la actualidad se dispone de multiples aplicaciones de
software comerciales y de codigo abierto para dirigir analisis cuantitativos de biomarcadores tisu-
lares (por ejemplo, Aperio ImageScope, InForm, Halo, QuPath, Cyto-Mine, Orbit, Image]/Slide],
y Visiopharm). En la figura 4-2 se muestran ejemplos de puntuacion cuantitativa de PD-L1 en el
cancer de pulmon no microcitico utilizando células tisulares/segmentacion tisular y enumeracion
celular automatizada con dos plataformas comerciales diferentes. En estudios recientes que apoyan
la factibilidad de realizar una evaluacién automatizada de la inmunohistoquimica para PD-L1 y
utilizan instrumentacion comercial o software personalizado se observo una concordancia relativa-
mente alta con la puntuacion asignada por el patélogo en las muestras de cancer de pulmén (Taylor
et al., 2019; Althammer et al., 2019; Widmaier et al., 2020).

Aprendizaje automatico, inteligencia artificial e interpretacion de portaobjetos

Las estrategias de aprendizaje automatico permiten el andlisis de datos complejos de manera itera-
tiva, rapida, objetiva y estadisticamente controlada, asi como la identificacién de patrones con inter-
vencion humana minima; facilitan la integracion de variables con diferentes unidades/dimensiones;
e incrementan el valor de los grupos de datos usando estrategias de aumento in silico (Esteva et al.,
2019; Bera et al., 2019). El aprendizaje automatico se puede aplicar a la patologia digital para reali-
zar tareas generales, mas alla de la segmentacion tisular y el conteo de marcadores/células, como la
identificacion de patrones morfométricos subvisuales, el diagnostico integrado y la adquisicion de
pronosticos/resultados predictivos. En concreto, el andlisis de aprendizaje profundo mediante redes
neurales convolucionales ha mostrado un potencial destacado para el reconocimiento de patrones
en representaciones de imagenes, logrando asi un rendimiento casi a nivel humano en la clasificacion
de objetos. En este sentido, recientemente se mostr6 que un algoritmo de aprendizaje profundo es
capaz de predecir de manera precisa el estatus PD-L1 de casos de cancer de pulmén no microcitico
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Figura 4-2. Andlisis tisular automatizado de cancer de pulmén no microcitico tefiido para ligando 1 de
muerte celular programada (PD-L1). (A-C) Muestras de cancer de pulmén no microcitico tefiidas con PD-L1
(clon E1L3N) y enviadas a (A) segmentacion celular automatizada o (C) segmentacion tisular con software
InForm (Akoya Biosciences). (B-D) Muestras de cancer de pulmoén no microcitico tefidas con PD-L1 y enviadas
a (B) segmentacion celular automatizada (D) o segmentacion tisular con software Halo (Indica Labs). En Cy D,
rojo indica el compartimiento tumoral y verde indica el compartimiento estromal. Barra de escala = 300 pm.
(E-F) Diagramas que muestran la correlacion de los conteos celulares usando conteo manual o con software
de analisis automatizado de imagenes (E) para todas las células sefaladas o (F) para las células positivas para
PD-L1.R? = coeficiente de regresién lineal.

mediante el analisis de preparaciones digitales tefiidas con hematoxilina-eosina (Sha et al., 2019).
Ademas, se han usado redes generativas adversarias en la puntuacion inmunohistoquimica digital
automatizada de PD-L1 en biopsias de aguja gruesa de cancer de pulmon (Kapil et al., 2018). Estan
en curso grandes esfuerzos para establecer el diagnostico automatizado de portaobjetos digitales
con base en inteligencia artificial, incluyendo la inmunohistoquimica, y se han fundado mdltiples
companias que exploran este concepto (por ejemplo, PathAI Paige, Proscia, y SpIntellX, entre otras).

Tecnologias y plataformas emergentes en inmunohistoquimica

Los desarrollos recientes se han centrado en el incremento del rendimiento de las pruebas inmu-
nohistoquimicas al realizar la tincién/deteccion simultanea de multiples dianas. La inmunofluo-
rescencia multiplexada ha surgido como la plataforma dominante debido a que puede superar las
limitaciones de rango dindmico de la inmunohistoquimica cromogénica y evitar las dificultades
para separar con precision la senal de diferentes sustratos colorimétricos bajo microscopia 6ptica
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Tabla 4-2. Propiedades de las plataformas de analisis tisular

Citometria de masas
Plataforma Inmunohistoquimica Inmunofluorescencia por imagenes

Produccién de sefal Absorbancia de luz Emision de luz Corriente de iones de marca-
do de masa

Muestras FFPE adecuadas ~ Si Si Si

Salida lineal/cuantitativa No Si Si

Ndmero éptimo de 1a2 1a6 30a35

marcadores

Rango dinamico 1log 2,5logs 4a5logs

Resolucion méaxima 200 nm 200 nm 1 um

Rebasamiento de sefial +++ ++ +

Amplificacion de sefial ~300-3000 tags/ab (HRP-TSA) ~300-3000 tags/ab (HRP-TSA) ~160 atomos/ab

Rendimiento de analisis <0,5 min/mm? por tejido 0,5a 1 min/mm? por tejido 1 a2 h/mm? por tejido

Abreviaturas: ab = anticuerpo; FFPE = fijo en formalina y embebido en parafina; HRP = peroxidasa de rabano; TSA = amplifica-
cion de sefial con tiramida.

(tabla 4-2). Ademds, la inmunofluorescencia permite la adquisicion selectiva de la sefal especifica
del marcador de diferentes canales fluorescentes al usar filtros de paso banda y estrategias de des-
mezclado espectral que favorecen la medicion lineal/cuantitativa de la diana (Carvajal-Hausdorf et
al., 2015). Los protocolos multiplexados actuales de inmunofluorescencia cuantitativa permiten la
deteccion simultdnea y la cuantificacion de sefal de hasta 6 a 7 marcadores en diferentes longitudes
de onda usando reactivos y/o instrumentos comerciales. Se han usado con éxito plataformas mul-
tiplexadas automatizadas de inmunofluorescencia para realizar la medicion objetiva y localizada de
marcadores tumorales y relacionados con la inmunidad en muestras de cancer de pulmon fijadas en
formalina y embebidas en parafina (Velcheti et al., 2014; Carvajal-Hausdorf et al., 2015; Schalper et
al.,, 2015). Ademas, los protocolos de inmunofluorescencia multiplexados permiten la identificacion
simultdnea de diferentes analitos, incluyendo proteinas y transcriptos de ARN mensajero (ARNm).
En este sentido, se ha logrado la deteccion localizada de marcadores de proteinas tumorales y de
transcriptos de ARNm de PD-L1 o de interleuquina 8 (IL-8) en tejidos de biopsia de cancer de
pulmon (Velcheti et al., 2014; Sanmamed et al,, 2017). En la figura 4-3 se muestran imagenes repre-
sentativas de paneles de fluorescencia multiplexados que mapean de manera simultanea 5 dianas
de proteinas 0 ARNm de tipo inmune. Recientemente, se adapto la tecnologia de espectrometria de
masas para usarla en formato de microscopio a fin de estudiar muestras usando entre 30 y 40 dianas
(tedricamente, >150), con una resolucion de 1 um, de manera cuantitativa (Giesen et al., 2014). Esta
tecnologia, llamada citometria de masas por imdgenes (tabla 4-2), y también denominada inmuno-
histoquimica elemental, utiliza anticuerpos primarios conjugados con elementos de la serie de lanta-
nidos y esta disponible comercialmente (Hyperion, Fluidigm Corporation). También se ha reportado
una tecnologia similar que utiliza anticuerpos conjugados con metales, ademas de ionizacién basada
en haces de iones multiples (MIBI, IONpath), que esta siendo comercializada (Angelo et al., 2014).
Se espera que la integracion del analisis de alto rendimiento, cuantitativo y con resolucion espacial
de dianas y las estrategias computacionales avanzadas, mejore perceptiblemente las herramientas del
patdlogo, asi como el diagnodstico y la evaluacion de biomarcadores en el futuro cercano.

Conclusiones

Los recientes avances en las técnicas de inmunohistoquimica expanden el rango de deteccién
de la concentracién de epitopos (sensibilidad) y de diversas moléculas. Ademas, los sistemas
de tincién automatizados facilitan la tincién confiable, reproducible y de alto rendimiento
que tanto se necesita en la practica clinica. Actualmente estan surgiendo diversas tecnologias
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Céncer de pulmén no microcitico

PBMC
no estimuladas

PBMC
estimuladas

Figura 4-3. Deteccién simultanea de multiples dianas de proteina o ARN mensajero (ARNm) usando inmu-
nofluorescencia en el cancer de pulmén. (A) Imagenes de fluorescencia representativas que muestran la expre-
sion de 4,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) (todas las células, canal azul), CD3 (células T, canal amarillo), PD-1
(canal rojo), gen de activacion de linfocitos 3 (LAG-3) (canal blanco) y proteina 3 que contiene dominio de mucina
(TIM-3) (canal verde) en cancer de pulmdn no microcitico humano fijado en formalina y embebido en parafina.
(B) Imagenes de fluorescencia representativa que muestran la expresion de DAPI (todas las células, canal azul),
ARN mensajero (ARNm) de ubiquitina C (UBC) (canal amarillo), ARNm de interferon gamma (IFN-y) (canal verde)
y ARNm de PD-L1 (canal rojo) en preparaciones fijadas en formalina y embebidas en parafina de células mono-
nucleares humanas de sangre periférica (PBMC) o PBMC estimuladas por 4 horas con forbol miristato acetato

(PMA) mas ionomicina. Barra de escala = 300 um.

de imagenologia digital, y muchas de ellas muestran resultados prometedores, lo que indica
que la inmunohistoquimica se esta desarrollando cada vez mas.
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Inmunohistoquimica

en muestras pequenas

Por Lynette M. Sholl y Claudia Poleri

Introduccion

Se estima que el 70 % de los canceres de pulmon primarios se diagnostican y estadifican usando
biopsias y/o muestras pequefias de citologia. Los abordajes técnicos para la adquisicion de tejido
tumoral en el pulmoén incluyen la biopsia transtoracica por aguja y/o la aspiracion con aguja fina
(FNA), la biopsia y/o FNA endobronquial o transbronquial, asi como la aspiracién de liquido
pleural en el contexto de derrames malignos (Ofiara et al., 2012). En el capitulo 12 se analizan en
mayor detalle los principios especificos para las muestras de citologia. Como se acaba de describir,
las biopsias pequefias se derivan de procedimientos minimamente invasivos que se asocian con la
reduccion de la incomodidad y del riesgo para el paciente en relacion con las biopsias quirtrgicas.
Sin embargo, las biopsias pequefias plantean varios desafios potenciales para lograr un diagndstico
optimo y realizar pruebas de biomarcadores posteriores. En primer lugar, el tamafo pequefio de
estas muestras puede aumentar los desafios debido a la cantidad insuficiente de células tumorales
evaluables y ala cantidad de 4cido nucleico para pruebas moleculares posteriores. En segundo lugar,
las biopsias pulmonares de sitio primario pueden estar contaminadas sustancialmente con células
benignas, como las del parénquima pulmonar normal, el epitelio bronquial o el tejido pleural, lo que
tiene implicaciones tanto para el diagndstico como para la sensibilidad de las pruebas moleculares.
En tercer lugar, las biopsias pequefias a menudo sufren de artefacto de estiramiento y de distor-
sion tisular como una funcion del procedimiento utilizado para obtener el tejido. Finalmente, estas
muestras representan solo una pequefia fraccion del tumor general y es posible que no capturen la
extension de la heterogeneidad tumoral. Este capitulo se centra en los métodos de manipulacion de
biopsias pequefias, con énfasis en el papel de la inmunohistoquimica (IHQ) para el diagnostico, la
prediccion terapéutica y las sugerencias para optimizar esta herramienta en la practica.

+Se debe realizar inmunohistoquimica (IHQ) en todas las biopsias pequeiias?
Debido a la naturaleza esencial del perfil molecular para seleccionar pacientes con carcinoma no
microcitico (CNM) en estadio avanzado para terapia dirigida, los patélogos deben ser conscientes
de la necesidad de preservar el tejido tumoral para pruebas de biomarcadores mientras se genera el
diagnostico mas preciso y especifico posible. Las estrategias diagndsticas propuestas originalmente
en 2011 han formado la base de la nomenclatura actual (Travis et al., 2011, 2013, 2015) y enfatizan el
uso prudente de la IHQ en pacientes con sospecha de CNM (Figura 5-1).
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Figura 5-1. Algoritmo para los estudios de biopsias pequefas y/o muestras de citologia con cancer de pul-
mon. No se debe realizar inmunohistoquimica (IHQ) en las muestras con la morfologia clasica de adenocar-
cinoma o de carcinoma de células escamosas. Si hay una morfologia neuroendocrina, el tumor se puede
clasificar de acuerdo con los criterios estandar. Se debe realizar la IHQ en los casos sin una morfologia clara de
adenocarcinoma, carcinoma escamoso o neuroendocrino (NE). ADC = adenocarcinoma; CK = citoqueratina;
EGFR = receptor del factor de crecimiento epidérmico; FOB = broncoscopia flexible de fibra éptica; CNECG =
carcinoma neuroendocrino de células grandes; NOS = no especificado; CNM = carcinoma no microcitico; CPM
= carcinoma de pulmoén microcitico; SLBx = biopsia pulmonar quirtrgica; CCE = carcinoma de células escamo-
sas; TBBx = biopsia transbronquial; TTF1 = factor de transcripcion tiroideo 1. (Adaptado de Travis et al., 2011)

Resumen de respuesta

En resumen, la impresién morfolédgica del patdlogo debe guiar el enfoque diagndstico inicial:
si la biopsia muestra una diferenciaciéon morfoldgica clara de un carcinoma de células esca-
mosas (es decir, queratinizacion) o de un adenocarcinoma (es decir, formacion glandular), se
aconseja al patologo emitir el diagndstico correspondiente, y no es obligatorio aplicar la IHQ
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que lo confirme. Claramente, esto implica que el contexto clinico justifica un diagnéstico de
cancer de pulmén primario y que se consideraron los imitadores potenciales (enfermedad
metastasica, mesotelioma) cuando fue apropiado.

:Cuando se debe realizar IHQ para clasificar el CNM?

Puede ser dificil emitir un diagndstico morfologico confiable en una biopsia con carcinoma
poco diferenciado (sin evidencia morfoldgica de adenocarcinoma o carcinoma de células
escamosas). En este contexto, asumiendo como minimo que se ha excluido morfoldgica-
mente un carcinoma microcitico, el diagnéstico que podria emitir el patélogo es el de CNM
no especificado (NOS). En este punto, se debe utilizar la IHQ para aclarar si es mds probable
que el tejido represente adenocarcinoma o carcinoma de células escamosas (u otro). El uso de
la THQ en esta situacion se asocia con una reduccion sustancial en la frecuencia de un diag-
noéstico de CNM-NOS (Loo et al., 2010; Nicholson et al., 2010; Mukhopadhyay y Katzenstein,
2011; Zhao et al., 2014) y permite que el médico tratante tenga mas confianza en la eleccién
de la terapia y/o en la solicitud de pruebas de biomarcadores predictivos.

Resumen de respuesta

La THQ se debe realizar en el carcinoma poco diferenciado (a menudo con un patrén de cre-
cimiento sélido). Este patron se puede observar en los adenocarcinomas y en el carcinoma de
células escamosas no queratinizante.

¢Cuales son los mejores marcadores iniciales para clasificar el CNM?

Los razonamientos para la seleccion de ciertos anticuerpos y clones se abordan con mas deta-
lle en otra seccion de este atlas. En resumen, el panel IHQ de primera linea éptimo para el
diagndstico de CNM incluye solo el factor de transcripcion tiroideo 1 (TTF1) y p40 (Travis et
al., 2013; Yatabe et al., 2019). En la tabla 5-1 se proporciona una guia para la interpretacion de
estas tinciones con base en la extension de la positividad. En las figuras 5-2 y 5-3 se muestran
ejemplos de tumores morfolégicamente no diferenciados caracterizados mediante IHQ.

Resumen de respuesta
La combinacion de p40 y TTF1 tiene la mejor sensibilidad y especificidad para separar el
CNM en adenocarcinoma y carcinoma de células escamosas.

+Qué otros marcadores tumorales pueden ser utiles en la clasificacion del CNM?

La napsina A es relativamente comparable al TTF1 en la identificacion del adenocarcinoma
(Tran et al.,, 2016), y como marcador citoplasmatico, se puede multiplexar con la tincién
nuclear para p40 de tal forma que solo se requiera un portaobjetos para el analisis THQ

Tabla 5-1. Panel inmunohistoquimico diagnéstico inicial para el carcinoma no microcitico (CNM) en biopsias o muestras
pequenas de citologia

+2a+++ CNM que se asemeja a adenocarcinoma Cuando hay tincién de la misma
poblacién celular

- +en >50 % CNM que se asemeja a carcinoma de células
escamosas
= +en 10 % al <50 % CNM, NOS
+2a++ Cualquier extensién CNM, NOS, posible carcinoma adenoescamoso Cuando hay tincién de pobla-

ciones celulares separadas

Abreviaturas: NOS = no especificado; TTF1 = factor de transcripcion tiroideo 1.
aTincion focal de célula tumoral.
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Figura 5-2. Carcinoma no microcitico (
poco diferenciado con un patrén de crecimiento sélido y sin pruebas morfoldgicas de diferenciaciéon glan-
dular, escamosa o neuroendocrina en los cortes de rutina tefidos con H&E. Las células del carcinoma son
(B) negativas para p40 y (C) difusamente positivas para factor de transcripcion tiroideo 1 (TTF1).

Figura 5-3. Carcinoma no microcitico (CNM) que se asemeja a carcinoma de células escamo.
carcinoma poco diferenciado con un patrén de crecimiento solido y necrosis extensa en los cortes de rutina
tenidos con H&E. Las células del carcinoma son (B) difusamente positivas para p40 y (C) negativas para factor
de transcripcion tiroideo 1 (TTF1).

(Nishino et al., 2016). Sin embargo, debido a los desafios en la interpretacion de la tincién
para napsina A, por lo general no se recomienda para uso de primera linea (Yatabe et al,,
2019). Si las tinciones para TTF1 y p40 no son informativas o son confusas, un panel limi-
tado de marcadores IHQ de segunda linea que incluya napsina A y citoqueratina 5/6 (CK5/6)
puede ayudar ocasionalmente para fundamentar el diagndstico (Travis et al., 2015). La cito-
queratina 7 es un discriminador insuficiente de adenocarcinoma y de carcinoma escamoso
de pulmon. No se recomienda para este propodsito (Yatabe et al., 2019). Se deben considerar
estudios moleculares para el CNM-NOS, puesto que no se puede descartar el diagnostico de
adenocarcinoma. Se debe afiadir una tinciéon de panqueratina a un CNM-NOS de tipo nulo
que no muestra tincién para TTF1 o p40.

Resumen de respuesta

La napsina A y CK5/6 pueden mejorar la clasificacion en algunos CNM-NOS. Se debe agregar
una panqueratina en caso de un carcinoma poco diferenciado que sea negativo para TTF1,
p40, CK5/6 y napsina A.
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¢Cuales son los mejores marcadores para las neoplasias neuroendocrinas?

Los tumores neuroendocrinos, en particular los tumores de la familia carcinoide y el carcinoma
microcitico, cominmente se originan en las vias respiratorias centrales y se pueden analizar por
métodos como biopsia endobronquial o transbronquial. Las células tumorales son delicadas y pro-
pensas al artefacto de estiramiento durante el proceso de muestreo. Ademas, la morfologia del car-
cinoma microcitico, el carcinoide, las estructuras benignas (como el tejido linfoide) y otros tumores
de células pequefias, redondas y azules (carcinoma escamoso basaloide, linfoma, sarcomas) puede
mostrar una superposicion sustancial. Como resultado, la IHQ a menudo es esencial para lograr un
diagndstico confiable cuando se presenta con este diagnostico diferencial. Los marcadores relevan-
tes se abordan con mas detalle posteriormente en este atlas. En esta seccion se presentan algunas
consideraciones bésicas.

Si las células se asemejan a linfocitos y se sospecha un tejido linfoide asociado a bronquio
(BALT), la tincién con antigeno leucocitario comun solo es suficiente para confirmar este diagnds-
tico (figura 5-4). El tejido BALT es comtn en los pulmones de los adultos y puede ser prominente en
los puntos de ramificacion de las vias respiratorias (Churg et al., 2005).

Se puede usar una tincion para queratina a fin de confirmar el diagndstico de una neoplasia
epitelial; no obstante, en pocas oportunidades, los carcinomas microciticos pueden ser negativos
o ser muy focalmente positivos. Se pueden usar tinciones para marcadores neuroendocrinos que
incluyen sinaptofisina, cromogranina, CD56 y/o proteina 1 asociada al insulinoma (INSM1) para
confirmar la diferenciacion neuroendocrina, pero estas son negativas hasta en el 10 % de los casos
(Travis et al., 2015) (Figura 5-5).

Los tumores carcinoides carecen de las caracteristicas evidentes de malignidad (atipia, mitosis
frecuentes, necrosis laminar) tipicas del carcinoma microcitico. En muestras limitadas y mal preser-
vadas, podria ser necesaria la IHQ para Ki-67 a fin de confirmar una tasa de proliferacion baja en los
tumores carcinoides, o una tasa muy alta en los carcinomas microciticos (véase el capitulo 10 para
conocer informacién sobre los marcadores neuroendocrinos).

En el diagnostico diferencial con otros carcinomas primarios de pulmon, el carcinoma micro-
citico se puede asemejar morfoldgicamente al carcinoma basaloide de células escamosas, y la expre-
sion positiva de p40 apoyara este tltimo diagndstico.

Resumen de respuesta
Para confirmar el fenotipo neuroendocrino, se debe agregar un panel de marcadores neu-
roendocrinos (cromogranina, sinaptofisina, CD56 y/o INSM1). Ademas, un marcador de

i é ‘g 2 i Bl 7,
Figura 5-4. (A) Biopsia pequena, triturada y denudada de las vias respiratorias, con células pequefas y azules
poco preservadas en la tincion H&E de rutina. (B) La tincion difusa para el antigeno leucocitario comun (LCA)-

CDA45 confirma la impresion morfoldgica de tejido linfoide asociado a bronquio (BALT).
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(B) Tincidn nuclear positiva multifocal para proteina 1 asociada al insulinoma (INSM1).

proliferacion es util en biopsias pequefas que tienen un artefacto de estiramiento significa-
tivo. La inclusion de marcadores de panqueratina permite diferenciar entre un tumor neu-
roendocrino y un linfoma. La inclusién de p40 puede evitar el problema de confundir un
carcinoma basaloide de células escamosas con un carcinoma neuroendocrino de alto grado.

:Cuales son los escenarios de diagnostico dificiles en las biopsias pequeiias?
Los artefactos asociados a las biopsias pequeiias, como la mala preservacion celular, el arte-
facto de estiramiento y la distorsion, suelen impedir la interpretacion clara de las estructuras
benignas y enmascaran las caracteristicas morfoldgicas de las células tumorales. En algunos
escenarios, la IHQ puede ayudar a resaltar las poblaciones de células benignas o malignas. En
otros, el patélogo debe confiar por completo en los indicios morfoldgicos y en el contexto.
Puede ser dificil distinguir entre glandulas submucosas poco preservadas o endotelio reactivo
y un adenocarcinoma infiltrativo en una biopsia endobronquial. La tincién para TTF1 resalta
el adenocarcinoma infiltrado, pero debe ser negativa en componentes benignos de la pared
de las vias respiratorias cuando se usa un clon de alta especificidad (8G7G3/1) (figura 5-6).
Por otro lado, el patélogo no debe sobreinterpretar los neumocitos reactivos atrapados
o adyacentes positivos para TTF1 como indicativos de un diagnéstico de adenocarcinoma
(figura 5-7). Una cuidadosa referencia cruzada de la tincién de hematoxilina y eosina (H&E)
en un corte seriado garantiza que se evalte la inmunorreactividad en la poblacién apropiada.

Resumen de respuesta
Es necesaria una correlacion cuidadosa de la histologia y las tinciones inmunohistoquimicas
para evitar la malinterpretacion de estas ultimas debido a los artefactos de la biopsia.

:Como se deben manejar las muestras de biopsia para optimizar los resultados
de las pruebas de biomarcadores predictivos?

La precision de las pruebas moleculares depende en gran parte de la calidad de las muestras
recibidas que seran evaluadas. La calidad de la muestra (por ejemplo, la preservacion y la
cantidad de proteinas y de acido nucleico) depende tanto de los atributos fijos del tumor
(tamano, naturaleza infiltrativa, extension de los infiltrados inflamatorios, necrosis tumoral,
etc.), como de variables que se pueden controlar, como la manipulacion de la muestra en
la serie de biopsias y el laboratorio de patologia. En otra seccién de este atlas se analizan
muchas de las variables criticas preanaliticas; las biopsias son relativamente tnicas debido a
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Figura 5-6. (A) Pared de las vias resplratorlas con células altamente atipicas mezcladas con inflamacion
croénica; (B) la tincién para factor de transcripcion tiroideo 1 (TTF1) resalta las células tumorales infiltrativas.
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Flgura 5-7. (A) Carcinoma de pulmén no microcitico, no especificado, que se presenta extensamente dentro
de los linfaticos (flechas); (B) los neumocitos reactivos adyacentes son resaltados por la tincion para factor de
transcripcion tiroideo-1 (TTF1). (C) Notese las células negativas dentro de los linfaticos (flecha) (observadas
mejor con un aumento de x400 en el panel A). Tincidén para células tumorales resaltadas con panqueratina
(no mostrada).

su naturaleza delicada y la necesidad de una fijacion rapida para prevenir el secado y la degra-
dacién de la muestra. A menudo, las biopsias de hueso requieren un paso de descalcificacion
en soluciones acidas o quelantes antes del procesamiento rutinario de los portaobjetos en los
laboratorios de histologia. Las soluciones acidas (dcido clorhidrico, acido férmico) degradan
las proteinas y los acidos nucleicos, y pueden deteriorar considerablemente la reactividad por
THQ, la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y las pruebas moleculares de secuenciado
(Lindeman et al., 2013; Maclary et al., 2017). Las soluciones quelantes, como las que contienen
acido etilendiaminotetraacético (EDTA), son relativamente eficaces para la descalcificacion
de biopsias pequefias, con una preservacion mejorada de la antigenicidad de las proteinas y la
integridad de los acidos nucleicos, asi como con menores efectos negativos sobre la IHQ y los
estudios moleculares (Schrijver et al., 2016).

En los estudios de un presunto carcinoma de pulmén no microcitico es fundamental que
el patélogo considere la posible necesidad de realizar pruebas posteriores de biomarcadores
predictivos, entre ellos la IHQ para ligando 1 de muerte programada (PD-L1), la hibrida-
cion fluorescente in situ (FISH) o la IHQ para quinasa del linfoma anaplasico (ALK) o para
el oncogén 1 c-ros (ROS1), el perfil molecular para variaciéon de secuencia en el receptor
del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) y en el protooncogén B-raf (BRAF), asi como
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ISQUEMIA EN FRIO FIJACION PREPARACION DE LOS BLOQUES
Tan breve como sea « Formalina neutra amortigua- ° Separqr varios fragmentos
posible, idealmente fmp| daal10%6a48h |  ENVaros blogues
menos de 20 minutos, « Evitar la decoloracién con ° Ic?ricélrﬁ;ac';g:;jgz?f;ig?' con
pero no mas de 1 hora acido de los especimenes 6seos « NO DESPERDICIAR TEJIDO
« Considerar los protocolos de
seccionamiento de las muestras
pequenas por adelantado
EVALUACION DIAGNOSTICO MARCADORES PREDICTIVOS
« Portaobjetos tefidos Sospecha clinica de cancer « PD-L1 (se requieren al menos
de cada bloque de pulmédn primario: 100 células tumorales)
« Elegir el mejor bloque para mP| . Adenocarcinomaen comparacion mP| . ALK ROST,EGFR
inmunohistoquimica, FISH con carcinoma escamoso (requisitos del tumor por
y pruebas moleculares Si es necesario: TTF1, p40, ensayo/prueba de
napsina A, CK5 laboratorio)
« Carcinoma de células
pequenas/tumor neuroendocrino
Si es necesario: sinaptofisina,
cromogranina, CD56, INSM1

Figura 5-8. Descripcién general de los procesos de laboratorio sugeridos para la preparacién de una biopsia
pequena. ALK = quinasa del linfoma anaplasico; CK5 = citoqueratina 5; EGFR = receptor del factor de crecimiento
epidérmico; FISH = hibridacién fluorescente in situ; INSM1 = proteina 1 asociada al insulinoma; PD-L1 = ligando 1
de muerte programada; ROS1 = proteina de oncogén 1 c-ros; TTF1 = factor de transcripcion tiroideo 1.

algunas otras posibles dianas terapéuticas (Lindeman et al., 2018). Por lo tanto, es esencial el
uso prudente de la IHQ diagnostica. El flujo de trabajo de laboratorio se debe adaptar para
manejar muestras pequeias que pueden demandar un gran numero y diversidad de pruebas
clinicas (figura 5-8).

Algunos laboratorios proponen que se defina un protocolo de biopsia de “prioridad mole-
cular” (Aisner et al., 2016) el cual marca una muestra para manipulacion dedicada en el labo-
ratorio de histologia, a fin de incluir un embebido separado y una orientacién superficial de los
fragmentos de biopsia individuales, con protocolos de corte de portaobjetos arriba y al frente,
para garantizar que se dispone de portaobjetos no teiiidos adecuados para IHQ diagnostica y
predictiva, asi como para pruebas moleculares y/o citogenéticas. Las improntas por toque o los
frotis hechos a partir de la biopsia fresca por aguja gruesa también se pueden usar para analisis
molecular (Roh, 2019). Puesto que este enfoque consume mas tiempo y requiere mas trabajo, es
esencial que el laboratorio de patologia trabaje junto con los clinicos que obtienen estas biopsias
para garantizar que la indicacion y la necesidad potencial de pruebas genémicas queden claras
al momento de la recepcién de la muestra.

Los requerimientos minimos de pruebas de biomarcadores predictivos varian dependiendo
de la diana y de la prueba en cuestion. La etiqueta diagndstica complementaria para la prueba
IHQ PD-L1 pharmDx requiere al menos de 100 células tumorales; la puntuacion de propor-
cion tumoral PD-L1 se puede subestimar en las muestras con menos de 100 células tumorales
(Gagne et al., 2019). La prueba FISH para ALK (Abbott/Vysis) requiere de 50 nicleos tumorales.
Sin embargo, la IHQ para ALK no requiere un niumero minimo de nucleos tumorales; lo mismo
ocurre para la IHQ de ROSI, la cual se puede emplear como herramienta de cribado para la
deteccion de la fusion de ROSI. Los métodos moleculares como las pruebas de secuenciacion
de nueva generacion basadas en ADN y ARN pueden detectar cada vez mas eventos de fusion,
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incluso en muestras pequefas con contaminacion significativa por células benignas. La detec-
cion de fusion basada en ARN (incluso para ALK, ROSI, protooncogén ret [RET], receptor de
tirosina quinasa neurotrépico [NTRK1-3]) puede ser una herramienta poderosa en muestras
limitadas debido a que estd optimizada para detectar transcriptos expresados que pueden estar
presentes a un nivel bastante elevado en las células tumorales y, de este modo, se pueden detec-
tar, incluso en muestras suboptimas (Davies et al., 2018; Benayed et al., 2019).

Resumen de respuesta

Las biopsias pequeiias juegan un papel crucial en la atencion del paciente. Por lo tanto, se debe
establecer un protocolo detallado para utilizar el tejido en cada laboratorio para determinar
los marcadores predictivos. Es fundamental tener presentes las limitaciones, los problemas
y los requisitos de cada biomarcador, a fin de establecer un flujo de trabajo eficaz.

Conclusiones
Las tinciones inmunohistoquimicas son una herramienta poderosa para clasificar el carci-
noma poco diferenciado, en especial en muestras de biopsia en donde los artefactos causados
por los procedimientos y el muestreo se podrian convertir en un inconveniente.

Los patologos deben aplicar los paneles y algoritmos recomendados para la clasificacion
y la determinacion de los marcadores predictivos a fin de mejorar la utilizacion del material
de biopsias pequenas, lo que conducira a un diagndstico preciso y la identificacién de bio-

marcadores predictivos.
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Marcadores inmunitarios en la
clasificacion de los principales

canceres de pulmon resecados

Por Sabina Berezowska, Andrew G. Nicholson, William D. Travis, Alain C. Borczuk y Ming Sound Tsa

Introduccion

La presencia de patrones y caracteristicas morfoldgicas determinantes es suficiente para el
diagnoéstico de los principales tipos de carcinoma no microcitico (CNM) en cerca del 60 %
de las biopsias (Nicholson et al., 2010; Loo et al., 2010) y en el 80 % de las resecciones. En el
caso del adenocarcinoma, estos patrones son el lepidico, el acinar, el papilar, el micropapi-
lar, la(s) arquitectura(s) cribiforme(s) y/o la produccién de mucina, asi como caracteristicas
como la morfologia en anillo de sello (Travis et al., 2011). En el caso del carcinoma de célu-
las escamosas, estas son la queratinizacion y la formacion de perlas escamosas con puentes
intercelulares. En los casos en los que no se identifican estas caracteristicas y las tinciones
para mucina son negativas, se deben aplicar tinciones inmunohistoquimicas para permitir
una mejor tipificacion de los CNM. Este concepto de tipificacion de tumores morfologica-
mente no diferenciados de acuerdo con sus perfiles de expresion inmunohistoquimica fue
recomendado en la clasificacion del 2015 por parte de la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) (Travis et al., 2015). En biopsias pequefias y en muestras de citologia, el numero de
tinciones usadas para pruebas de marcadores diagndsticos o predictivos se debe mantener en
el minimo para preservar la mayor cantidad posible de tejido para anélisis molecular (segiin
lo discutido en el capitulo 5), y las resecciones se deben limitar al minimo necesario para una
clasificacion precisa.

+Cual es la mejor combinacion de marcadores en la practica cotidiana para
diferenciar el adenocarcinoma y el carcinoma de células escamosas?

En el carcinoma no microcitico resecado, morfologicamente no diferenciado y sin morfologia
neuroendocrina (figura 6-1A y B), el panel mas util y que por lo general es suficiente para
diferenciar entre el adenocarcinoma y el carcinoma de células escamosas consiste en el factor
de transcripcion tiroideo 1 (TTF1; clon 8G7G3/1) y p40 (Yatabe et al., 2019). Sin tener en
cuenta la cuestion de la enfermedad metastasica, la expresion de TTF1 caracteriza al tumor
como un adenocarcinoma de pulmén sobre otras categorias importantes de carcinoma de
células no escamosas (figura 6-1C y D). TTF1 es un marcador nuclear expresado entre el 75 %
y mas del 80 % de los adenocarcinomas pulmonares primarios no mucinosos, dependiendo
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Figura 6-1. Uso del factor de transcripcion tiroideo 1 (TTF1) y p40 para clasificar el carcinoma poco diferenciado
en canceres de pulmon resecados. Este adenocarcinoma de patrén sélido se tifie con TTF1 y no con p40. La tincion
débil para p40 en un tumor positivo para TTF1 no indica una histologia adenoescamosa: (A, C, E) xX10; (B, D, F) x40;
(AyB)H&E, (Cy D) TTF1-8G7G3/1y (Ey F) p40.

del clon, con mayor especificidad pero menor sensibilidad del clon 8G7G3/1 en comparacién
con el clon SPT24 (Ordonez, 2012; Kadota et al., 2015; Kashima et al., 2014). La positividad
focal para TTF1 (clon 8G7G3/1) es suficiente para identificar al tumor como TTF1 positivo, y
la reactividad puede ser débil (el TTF1 se discute en detalle en el capitulo 7). E1 P40 (ANp63)
es un marcador nuclear de diferenciaciéon escamosa. En los tumores positivos para TTF1 se
puede observar una positividad focal o débil para p40; estos casos se deben clasificar como
adenocarcinomas.

La napsina A puede ser un marcador valioso para el diagnéstico de adenocarcinoma en
casos TTF1 negativos de tumores pulmonares primarios, puesto que se reporta constante-
mente que los carcinomas de células escamosas son negativos para napsina A (Kadota et al.,
2015; Whithaus et al., 2012). La napsina A (monoclonal) muestra un patrén citoplasmético
granular (figura 6-2). Se expresa en los neumocitos tipo II, en los macrofagos alveolares, en los
tabulos renales, las glandulas exocrinas y los conductos pancreaticos. Se prefiere el anticuerpo
monoclonal sobre el anticuerpo policlonal debido a su mayor especificidad (Mukhopadhyay
y Katzenstein, 2012). Sin embargo, no se recomienda su uso si el TTF1 es positivo, ya que
muchos adenocarcinomas de pulmoén coexpresan TTF1 y napsina A.
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Figura 6-2. La napsina A puede ser un marcador valioso para el diagnostico de adenocarcinoma en casos
de tumores pulmonares primarios negativos para el factor de transcripcion tiroideo 1 (TTF1). La napsina A
(monoclonal) muestra un patrén citoplasmatico granular (recuadro x40). x20 (A) H&E y (B) napsina A.
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Figura 6-3. Los tumores altamente infiltrativos y morfolégicamente no diferenciados sin (A) queratinizacién o
(B) expresion de factor de transcripcion tiroideo 1 (TTF1) se pueden tipificar como carcinomas de células escamo-
sas si muestran una positividad fuerte para p40, como en el caso acd mostrado. x20 (A) H&E, (B) TTF1 y (C) p40.

En el caso de una coexpresion de TTF1 y p40 en las mismas células tumorales de un carcinoma
no microcitico morfoldgicamente no diferenciado, una positividad débil para TTF1 es suficiente para
tipificar los tumores como adenocarcinomas.

Los carcinomas de células escamosas expresan p40 en mas del 50 % de las células tumorales
y deben ser negativos para TTF1 (figura 6-3). P63 muestra una sensibilidad similar a p40, pero es
menos especifico (Bishop et al., 2012) y no se debe usar si se dispone de p40. También se puede usar
citoqueratina 5/6 (CK5/6) como un marcador adicional de diferenciacion escamosa, pero no permite
diferenciar entre el adenocarcinoma y el carcinoma de células escamosas cuando se usa por si sola
(Righi et al., 2011; Rekhtman et al., 2011; Warth et al., 2012).

El carcinoma de células escamosas acantolitico se puede confundir con el adenocarcinoma vy,
en algunos casos, con el angiosarcoma epitelioide. En estos casos, una combinacion de TTF1 y p40
puede ser muy util para confirmar un carcinoma de células escamosas (figura 6-4) con un panel
expandido, si ambos son negativos.

Debido a su baja especificidad, la positividad para citoqueratina 7 (CK7) no se debe usar para
separar la diferenciacion adenocarcinomatosa de la escamosa (figura 6-5). Aunque la CK7 es positiva
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Figura 6-4. Debido a las consecuencias terapéuticas, el umbral para la aplicacién de inmunohistoquimica para
validar la subtipificacion del carcinoma no microcitico (CNM) debe ser bajo en casos inciertos. (A y B) El patron de
crecimiento acantolitico de este tumor sugiere un adenocarcinoma. No obstante, el patrén de expresién inmu-
nohistoquimica con fuerte positividad para (C) p40 y (D) negatividad para el factor de transcripcion tiroideo 1

(TTF1) confirmé un carcinoma de células escamosas. (A, C, y D) x20; (B) x40; (A 'y B) H&E, (C) p40y (D) TTF1.
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en el 91 % y el 100 % de los adenocarcinomas de pulmon, los carcinomas de células escamosas pue-
den mostrar una positividad fuerte y difusa para CK7, reportada del 5 % al 77 % de los casos (Warth
et al., 2012; Mukhopadhyay y Katzenstein, 2012; Johansson, 2004; Noh y Shim, 2012; Righi et al.,
2011; Koh et al., 2014; Gurda et al.,, 2015). Véase el capitulo 9 para conocer un analisis més detallado
del uso de la citoqueratina.

Segun lo evidenciado por la expresion fuerte de p40 o la queratinizacion, no todos los carci-
nomas pulmonares primarios con diferenciacién escamosa representan carcinomas de células esca-
mosas. Algunos tumores morfologicamente no diferenciados con expresion fuerte de p40 pueden
representar carcinomas con proteina nuclear en el testiculo (NUT) (Haack et al., 2009). Es posible
que solo haya una presencia focal de los sitios tipicos de queratinizacion en una muestra de reseccion
(figura 6-6) (véase el capitulo 14). Los timomas intrapulmonares también pueden mostrar una expre-
sion fuerte y difusa de p40.

En un tumor morfolégicamente no diferenciado, la expresion focal de p40 en menos del 10 % del
tumor, o la presencia de inmunorreactividad débil, no se debe interpretar como una diferenciacion
escamosa. En dichos casos, se debe clasificar como un carcinoma de células grandes con caracteristi-
cas inmunohistoquimicas inciertas y no como un carcinoma de células escamosas no queratinizante.

Resumen de respuesta

En la practica cotidiana, TTF1 y p40 son suficientes para subtipificar la mayoria de los carci-
nomas no microciticos sin definir las caracteristicas morfolégicas o morfologia neuroendo-
crina. Este panel se puede ampliar cuando se sospechen metastasis o variantes poco comunes.

+Cual es la funcion de los marcadores inmunitarios en el diagndstico del carcinoma
adenoescamoso?

El diagndstico de carcinoma adenoescamoso requiere una muestra por reseccion con al menos
10 % de cada componente. Al igual que con los adenocarcinomas y los carcinomas de células
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Figura 6-5. Carcinoma de células escamosas no queratinizante con expresion de (B) p40, (C) ausencia de
factor de transcripcion tiroideo 1 (TTF1) y (D) expresion de citoqueratina 7 (CK7) fuerte y homogénea. Se
descart6 una metéstasis de un carcinoma urotelial mediante marcadores inmunitarios adicionales y la historia
clinica. (A-D) x30; (A) H&E, (B) p40, (C) TTF1 y (D) CK7.

Figura 6-6. El carcinoma con proteina nuclear en el testiculo (NUT) se define por la ocurrencia del reordenamiento
del gen NUT, el cual se puede detectar mediante el anticuerpo monoclonal para NUT disponible, con una positividad
nuclear moteada. Es posible que la queratinizacion solo sea focal. (A) x40; (B-D) x20; (A'y D) H&E, (B) p40'y (C) NUT.

escamosas diagnosticados histomorfologicamente, no se necesita confirmacién inmunohistoqui-
mica de los dos componentes diferentes en casos de carcinoma adenoescamoso, si consisten en
componentes morfoloégicamente inequivocos de carcinomas de células escamosas y adenocarci-
noma (Travis etal., 2015). Cuando uno o ambos componentes estan poco diferenciados, se requiere
la inmunohistoquimica para respaldar el diagnostico al demostrar dos componentes claramente
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PRI ok o

0s componentes tumorales estan claramente delimitados; el componente de carcinoma de
células escamosas con expresion de p40/negatividad para el factor de transcripcion tiroideo 1 (TTF1) a la
izquierda; y el componente de adenocarcinoma con negatividad para p40/expresion de TTF1 a la derecha.
%20; (A) H&E, (B) p40y (C) TTF1.

delineados: 1 TTF1y 1 p40 positivo (figura 6-7). Cuando la coexpresion de TTF1 y p40 tiene lugar
en las mismas células tumorales, dichos casos se deben clasificar como adenocarcinomas.

Resumen de respuesta
La inmunohistoquimica para TTF1 y p40 puede ser util en el diagnostico del carcinoma adenoes-
camoso cuando se resaltan dos poblaciones celulares tumorales distintas.

+Cual es la utilidad de 1a IHQ en el carcinoma sarcomatoide?

El diagndstico del carcinoma pleomorfico requiere la identificacién de adenocarcinoma, carci-
noma de células escamosas o carcinoma de células grandes junto con carcinoma de células fusifor-
mes o de células gigantes (figura 6-8A y C). En este contexto, el uso de TTF1 y p40 puede ayudar
a caracterizar el componente carcinomatoso. El componente de carcinoma de células fusiformes
o de células gigantes a menudo es positivo solo para citoqueratina, y esto puede ser de utilidad
en la clasificacién del carcinoma puro de células fusiformes o de células gigantes (figura 6-8B y
D). Se ha reportado inmunorreactividad nuclear para la proteina homebox 1 de unién a E-box
de dedo de zinc (ZEB1) en el componente sarcomatoide de estos tumores (Matsubara et al.,
2014; Viswanathan et al., 2019), pero su funcién precisa en el diagnostico sigue siendo incierta
(figura 6-8E). En algunos casos puede ser necesario un espectro amplio de citoqueratinas en vez
de una sola citoqueratina para confirmar el origen epitelial del tumor.

El diagndstico de blastoma requiere una combinacién de adenocarcinoma tipo fetal como un
componente sarcomatoide, usualmente heterélogo, de cartilago o musculo esquelético maligno.
Puesto que este es un tumor mutado para -catenina, presenta inmunorreactividad nuclear para
B-catenina, como se observa en el adenocarcinoma de tipo fetal (véase la figura 13-5).

El diagndstico de carcinosarcoma incluye una combinacién de carcinoma y de un compo-
nente sarcomatoide heterdlogo. El uso de la inmunohistoquimica en este contexto puede estar
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Figura 6-8. Inmunohistoquimica en el carcinoma sarcomatoide. (A) El carcinoma pleomérfico muestra
reactividad a citoqueratina en el componente escamoso, asi como en (B) el componente de células fusifor-
mes. (C) Un carcinoma de células gigantes se confirma como carcinoma usando la inmunorreactividad para
(D) citoqueratina. Aunque su uso diagndstico sigue siendo incierto, la inmunohistoquimica para ZEB1 mues-
tra tincion nuclear en el componente sarcomatoide de un carcinoma pleomorfico. (A, B, E) x20; (C'y D) x40;
(A'y C) H&E, (B y D) citoqueratina AE1/AE3 y (E) ZEB1.

restringido por la caracterizacion o la confirmacién de un elemento heterélogo, como la mioge-
nina o el MYODY], a fin de confirmar un componente rabdomiosarcomatoso.

Resumen de respuesta

La inmunorreactividad para la citoqueratina puede ser ttil para confirmar un patrén fusiforme
maligno o de carcinoma de células gigantes en el carcinoma pleomérfico. La inmunohistoquimica
en subtipos poco comunes puede ayudar a confirmar elementos heterélogos, o un componente de
adenocarcinoma fetal en un blastoma.

+Cual es la funcion de la inmunohistoquimica en el diagnostico del

carcinoma de células grandes?

Seguin lo definido en la clasificacién actual de la OMS del 2015, el carcinoma de células gran-
des es un cancer no microcitico no diferenciado, sin caracteristicas morfolégicas (figura 6-9A)
o inmunohistoquimicas que permitan una mayor subtipificacion. Por lo tanto, el carcinoma
de células grandes es un diagndstico de exclusion y, de este modo, solo se puede considerar en
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Figura 6-9. Carcinoma de células grandes. (A) Carcinoma no microcitico morfolégicamente no diferenciado
(B) negativo para el factor de transcripcion tiroideo 1 (TTF1), (C) napsina A, (D) p40 y (E) p63. x40; (A) H&E,
(B) TTF1, (C) napsina A, (D) p40y (E) p63.

muestras de reseccion. Ademas de las inmunotinciones negativas, es necesario que las tinciones
para mucina sean negativas para excluir un adenocarcinoma sélido.

TTF1 y p40 deben ser negativos en los carcinomas de células grandes. TTF1 puede resaltar
solo los neumocitos que recubren las paredes alveolares preexistentes (figura 6-9B). La napsina
A también debe ser negativa (figura 6-9C) y p40 solo resalta la capa de células basales bron-
quiolares si esta presente, lo cual sirve como un control positivo interno (figura 6-9D). Se puede
observar una positividad débil y focal para p63 en los carcinomas o adenocarcinomas de células
grandes, la cual no es especifica (figura 6-9E). En particular, esto no es suficiente para tipificar el
tumor como un carcinoma de células escamosas.

Este diagndstico requiere de una muestra de reseccion, por lo que el bloque para la reali-
zacion de la inmunohistoquimica se debe seleccionar luego de revisar todos los portaobjetos
tumorales, a fin de identificar el mejor bloque que permita demostrar un adenocarcinoma o un
carcinoma de células escamosas mediante la revision de las tinciones con hematoxilina y eosina
(H&E).

Si los analisis iniciales de TTF1 y p40 son negativos en un tumor sélido, se deben realizar
tinciones adicionales para confirmar que el tumor es un carcinoma (tinciones de citoqueratina)
en vez de un melanoma, linfoma o sarcoma, y se deben considerar estudios para excluir metas-
tasis, dependiendo del contexto clinico y las caracteristicas morfoldgicas (véase el capitulo 16).
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Ademis, los carcinomas no especificados/carcinomas de células grandes se pueden consi-
derar para la tincion con SMARCA4, dependiendo de las caracteristicas histoldgicas. En el 80 %
de los casos se mostr6 que los adenocarcinomas pulmonares que eran deficientes en SMARCA4
eran negativos para TTF1 (Agaimy et al., 2017; Herpel et al., 2017). No obstante, esto no se debe
confundir con el tumor tordcico deficiente en SMARCA4 (véase el capitulo 15).

Resumen de respuesta

En los carcinomas no diferenciados negativos para mucicarmina, sin tinciéon para TTF1, nap-
sina A o p40, se puede hacer un diagnéstico de carcinoma de células grandes tras considerar
el carcinoma deficiente en SMARCA4.

Conclusiones

En la practica cotidiana, TTF1 y p40 son suficientes para subtipificar la mayoria de los carci-
nomas no microciticos sin definir las caracteristicas morfoldgicas o morfologia neuroendo-
crina. Este panel se puede ampliar cuando se sospechen metastasis o variantes poco comunes.
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Factor de transcripcion tiroideo 1

Por Prudence A. Russell, Jin-Haeng Chung y Yasushi Yatabe

Introduccion

El factor de transcripcion tiroideo 1 (TTF1) es una proteina nuclear de 38 kDa que pertenece a
la familia de genes NKX2-1 de los factores de transcripcion de homeodominio, y es codificada
por el gen NKX2-1 en el cromosoma 14q13 (Ordonez, 2012b). Es necesario para el desarrollo
pulmonar y de la glandula tiroides. En un el pulmoén normal, TTF1 estimula la produccion de
proteina secretora de células club (conocidas anteriormente como células de Clara) y proteinas
surfactantes especificas del pulmon, y se expresa en los nucleos de los neumocitos tipo II y las
células club al proporcionar un control interno positivo ttil (Ordonez, 2012b). E1 TTF1 es uno
de los anticuerpos mas ttiles y ampliamente usados en la practica clinica. Usualmente se emplea
en dos contextos clinicopatoldgicos principales: la diferenciacion entre el adenocarcinoma de
pulmon primario y los carcinomas de otros sitios primarios, y el diagnéstico diferencial del ade-
nocarcinoma de pulmoén y el carcinoma de células escamosas en relacion con el carcinoma no
microcitico (CNM) morfoldgicamente indeterminado. Estos dos contextos requieren la espe-
cificidad de la tincién para TTF1, lo que implica que se debe sacrificar algo de sensibilidad a
cambio. Ademds, es de suma importancia determinar el sitio de origen en el pulmon (o en otra
parte del cuerpo), asi como diferenciar el adenocarcinoma de pulmoén del carcinoma de células
escamosas, a fin de orientar la toma de decisiones con respecto al tratamiento de los pacientes
con CNM avanzado en la era de la medicina de precision. Esta tltima cuestion se examina con
mayor detalle en el capitulo 5. A riesgo de afirmar algo que es obvio, vale la pena que los pato-
logos recuerden que el TTF1 se expresa con amplitud en los tumores epiteliales tiroideos. El
TTF1 también se encuentra en hasta el 90 % de los carcinomas pulmonares microciticos, en dos
tercios de los carcinomas neuroendocrinos de células grandes y en los tumores carcinoides de
células fusiformes (Travis et al., 2015a, 2015b).

En este capitulo se explora el papel critico del TTF1 en la diferenciacién de los adenocar-
cinomas de pulmon y el adenocarcinoma extrapulmonar, en particular cuando se examinan
muestras pequeiias, asi como con el carcinoma de células escamosas, haciendo énfasis en las
diferencias de tincion entre los clones de TTF1 mas comunmente usados y el alcance de las
reacciones requeridas para la positividad del TTF1. También se examinan los problemas prea-
naliticos relacionados con la inmunotincién para TTF1.
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sExisten diferencias de tincion entre los clones de TTF1 en el adenocarcinoma

de pulmén?

Existen varios clones diferentes de TTF1 disponibles comercialmente, entre ellos los anticuerpos
policlonales de conejo y de cabra; anticuerpos monoclonales de ratén, como los clones 8G7G3/1,
SPT24, BGX-397A, SMP150 y 55143; asi como anticuerpos monoclonales de conejo, como los
clones SP141, EP15844, C12-1 y G21-G (Ordonez, 2012b). Sin embargo, nos enfocaremos en los
anticuerpos monoclonales de ratéon 8G7G3/1 y SPT24, asi como el anticuerpo monoclonal de
conejo SP141, disponible recientemente, que son los mas usados en la practica clinica (Ordonez,
2012a, 2012b; Smits et al., 2015; Klebe et al., 2016; Tran et al., 2016).

Al evaluar en primer lugar la sensibilidad y especificidad reportada de los diferentes clones
para la deteccion del adenocarcinoma de pulmoén, una revision reciente sugiere que, en 37 estu-
dios publicados, el 76,7 % de los casos de adenocarcinoma de pulmoén fueron positivos con el clon
8G7G3/1, mientras que el 81,3 % de los casos de adenocarcinoma de pulmon en 7 estudios fueron
positivos con el clon SPT24 (Ordonez, 2012b). El tnico estudio que comparo los tres clones TTF1
de uso amplio indica que el 89 % de los adenocarcinomas de pulmon se tin6 positivamente con
8G7G3/1, el 93 % se tid con SPT24 y el 93 % se tifi6 con SP141, con un valor de corte del 1 %
de tincion para indicar una reaccion positiva (Vidarsdottir et al., 2018). Estos resultados destacan
que el clon 8G7G3/1 es menos sensible para la deteccion del adenocarcinoma de pulmén que los
clones SPT24 y SP141 (figura 7-1).

Figura 7-1. Tincién para factor de transcripcion tiroideo 1 (TTF1) en tejidos pulmonares no neoplasicos ([A-C]
parénquima periférico y [D-F] epitelio bronquiolar) y (G-1) adenocarcinoma sélido, usando 8G7G3/1, como se
muestra en los paneles A, D y G; SPT24, como se muestra en los paneles B, Ey H; y SP141, como se muestra en
los paneles C, F e I. La intensidad entre los clones fue diferente debido a que se utilizaron diferentes sistemas de
deteccion y procedimientos de amplificacion (sistema Dako Flex para 8G7G3/1; kit de deteccién IHQ OptiView
DAB IHC para SPT24 y SP141). Sin embargo, la distribucién positiva fue idéntica en el parénquima periférico y el
adenocarcinoma, en contraste con la diferencia en el alcance de la tincién en el epitelio bronquiolar.
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F|gura 7-2. Expresion del factor de transcrlpaon tiroideo-1 (TTF1) del cancer de ovario metastésico al pul-
mon. (A) Las células tumorales (H&E) muestran una reaccién positiva con los clones (B) SPT24 y (C) 8G7G3/1.
La expresion del TTF1 en los tumores ginecoldgicos puede ser un obstaculo en el diagnéstico diferencial de la
metastasis y el adenocarcinoma de pulmén primario.

Tabla 7-1. Resultados de la expresion del TTF1 en tumores de sitios primarios distintos del pulmén, como el tracto genital

femenino, mama, colon y estémago, en algunos estudios publicados?

Carcinoma primario

8G7G3/1

— Positivo, n (%) — Positivo, n (%)

Carcinoma de ovario 615 22 (3,6 %) 16 (9,9 %)
Adenocarcinoma endometrial 215 17 (7,9 %) 68 19 (27,9 %)
Adenocarcinoma de cuello uterino 92 3(3,3%) 39 6 (15,4 %)
Carcinoma escamoso de cuello uterino 7 0(0 %)

Carcinoma de mama 297 4(1,5%) 580 13 (2,4 %)
Adenocarcinoma de colon 594 11 (1,8 %) 258 15 (5,8 %)
Adenocarcinoma gastrico 170 3(1,8%) 110 1(0,9 %)

2 Los datos para los clones 8G7G3/1 y SPT24 estan modificados con base en los datos de Ordonez, 2012b.

Si se considera la diferenciacion entre el adenocarcinoma de pulmoén y el adenocarcinoma pro-
veniente de otros sitios primarios, una revision reciente que comparo los clones SPT24 y 8G7G3/1
indica que un pequefio porcentaje de adenocarcinomas de sitios primarios diferentes al pulmén
puede ser positivo para TTF1 (Ordonez, 2012b). Estos sitios primarios incluyen el tracto genital
femenino (figura 7-2), mama, colon y estomago; y se reportan porcentajes mayores de tincion para
el clon SPT24 que para el clon 8G7G3/1 (tabla 7-1). Cabe anotar que se ha postulado que el clon
SPT24 tiene una uniéon mas fuerte para la proteina TTF1, lo que da como resultado una positi-
vidad nuclear mas uniforme y una tincién citoplasmatica menos impredecible en comparacion
con el clon 8G7G3/1, el cual puede exhibir una tincién no especifica del citoplasma tanto de los
hepatocitos como del carcinoma hepatocelular (Bae et al., 2018; Pan et al., 2004; Smits et al., 2015).
Se considera que la uniéon mas fuerte propuesta del SPT24 explica su tincién incrementada en los
carcinomas que surgen en sitios diferentes del pulmon, si se compara con el clon 8G7G3/1 (Smits
etal., 2015; Compérat et al., 2005). Asimismo, algunas células epiteliales bronquiales basales no neo-
plasicas se pueden tefir con SPT24; de este modo, cuando se usa este clon, la tincion positiva de las
células tumorales se debe diferenciar de cualquier tincion de células no neoplasicas, en particular
cuando el tejido esta muy fragmentado (figura 7-3) (véase también el analisis adicional incluido en
el capitulo 5). Existen muy pocas publicaciones en las que se analice el rendimiento de tincion del
nuevo clon SP141. No obstante, los estudios disponibles (Vidarsdottir et al., 2018; Klebe et al., 2016;
Bae et al.,, 2018; Prabhakaran et al., 2019) parecen indicar que el clon SP141 posee caracteristicas
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similares a las del clon SPT24, con menos especificidad para la deteccién del adenocarcinoma de
pulmoén en comparacion con el clon 8G7G3/1 (tabla 7-2).

En el diagnostico diferencial del adenocarcinoma de pulmon y el carcinoma de células esca-
mosas, en varios estudios recientes se encontrd que la expresion positiva del TTF1 en el carcinoma
pulmonar de células escamosas ocurre en bajos porcentajes en general, pero en mayores porcentajes
con el clon SPT24 y porcentajes mucho menores, o sin reporte de tincion, con el clon 8G7G3/1
(tabla 7-2; figura 7-4) (Vidarsdottir et al., 2018; Ordonez, 2012a; Matoso et al, 2010; Kadota
et al,, 2015; Kashima et al., 2014). Se han reportado hallazgos similares utilizando el clon SP141
(Vidarsdottir et al., 2018; Klebe et al., 2016), y se observa positividad en un pequeio nimero de
carcinomas de células escamosas, los cuales fueron negativos con el clon 8G7G3/1 (tabla 7-3). Dado
el importante papel que tiene la inmunohistoquimica (IHQ) para TTF1 en la definicion de las carac-
teristicas del adenocarcinoma poco diferenciado de la clasificacion de la Organizacion Mundial de la

Figura 7-3. (A) Fragmentos de epitelio bronquial no neoplasico (H&E), los cuales son positivos para (B) el clon
SPT24, pero negativos para (C) el clon 8G7G3/1. Las células positivas con tincion para (D) p40 se superponen con
las células positivas para SPT24, lo que sugiere que las células basales bronquiales reaccionan con el clon SPT24.

Tabla 7-2. Resultados de la expresion de TTF1 de sitios primarios no pulmonares, incluyendo colon y préstata, en tres
estudios publicados con los tres clones de TTF1 de uso amplio

| n |Positivo,n(%) [ n [ Positivo,n(%) [ n | Positivo, n (%)

Vidarsdottir et al., 2018 Carcinomade colon 166 3(2%) 166 7 (4 %) 166 7 (4 %)

Baeetal., 2018 Carcinomade colon 1319 0 (0 %) 1319 68 (5 %) 1319 68 (5 %)
Prabhakaran etal,, 2019  Carcinoma de colon 104 2(2%) 104 6 (5,7 %) 104 6 (5,7 %)
Prabhakaran etal,, 2019  Carcinoma de 112 6(5,3 %) 112 31 (28 %) 112 26 (23 %)

prostata
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Figura 7-4. (A) Expresion del factor de transcripcion tiroideo-1 (TTF1) de acuerdo con los clones del anti-
cuerpo en el carcinoma primario de pulmoén de células escamosas. (A) Tincion de H&E que muestra un car-
cinoma de células escamosas bien diferenciado. (B) Las reacciones positivas con la tincion del clon SPT24
contrastan con la tincion (C) débil o negativa con el clon 8G7G3/1.

Tabla 7-3. Expresion del TTF1 en el carcinoma de pulmén de células escamosas con los tres clones del TTF1 mas
comunmente usados

8G7G3/1

Positivo, n (%) n Positivo, n (%) “ Positivo, n (%)

Carcinoma de células
escamosas

201

Vidarsdottir et al., 2018 0 (0 %) 201 12 (6 %) 201 16 (8 %)
Klebe et al., 2016 12 0(09%) 12 5 (42 %)
Ordonez, 2012a 85 0 (0 %)

Matoso et al., 2010 97 1(1%) 97 14 (16,8 %)

Kadota et al., 2015 449 0 (0 %) 448 27 (6 %)

Kashima et al., 2014 38 1 (3 %) con EnVision? 38 5 (13 %) con EnVision®

38 4 (11 %) con CSA-II€ 38 20 (53 %) con CSA-”b

2 EnVision es fabricado por Dako.
b El estudio comparé directamente el clon 8G7G3/1y el clon SPT24 en una serie de casos idénticos.
€ CSA-ll es fabricado por Roche Tissue Diagnostics.

Salud (OMS) del 2015 (Travis et al., 2015A), estas diferencias en el rendimiento del clon de anticuer-
pos se han vuelto incluso mas importantes (véase el capitulo 6). Debemos observar que un estudio
que investigd la expresion de TTF1 en el carcinoma pulmonar de células escamosas encontr6 un
incremento en la positividad de SPT24 usando un sistema de amplificacién de sefial (el sistema de
deteccion de amplificacion catalizada de sefial [CSA]-II). El autor de dicho estudio sugiere que existe
el potencial de permitir la diferenciacion entre los carcinomas pulmonares de células escamosas
primarios y las metdstasis pulmonares de sitios primarios como la cabeza y el cuello (Kashima et al.,
2014). Se requieren mas datos antes que este enfoque se pueda usar en la practica clinica.

En general, las publicaciones disponibles parecen indicar que el clon 8G7G3/1 tiene una mayor
especificidad para la deteccion del adenocarcinoma de pulmén cuando se compara con los clo-
nes SP141 y SPT24, tanto en escenarios clinicopatoldgicos comunes en los que se usa TTF1, entre
ellos la distincion del adenocarcinoma de pulmoén primario y los adenocarcinomas de sitios dife-
rentes del pulmon, como en el diagnéstico diferencial entre el adenocarcinoma de pulmoén y el
carcinoma de células escamosas.

Resumen de respuesta
El desemperio de la tincion de TTF1 varia entre los clones. Entre los anticuerpos mas utiliza-
dos, el 8G7G3/1 es el mas especifico para identificar el adenocarcinoma de pulmén.
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¢Qué grado de tincion del TTF1 se considera un resultado positivo?

En los dos contextos clinicopatolégicos comunes que se acaban de mencionar, la positividad focal
con TTF1 se considera como una reaccion positiva. Sin embargo, esto hace surgir la pregunta sobre
la definicion de la tincion focal (es decir, el 1 % en comparacion con el 10 % y el 50 %, etc.) y si los
diferentes clones tienen alguna influencia en este aspecto. Con base en los datos publicados, parece
ser que la cantidad de tincién usada para indicar una reaccion positiva puede estar determinada
por el clon usado de TTFI.

Mediante los clones 8G7G3/1 y SPT24, Smits et al. identificaron que, cuando se usaba el mismo
valor de corte para la positividad en ambos clones, habia una diferencia significativa entre los clones
en todos los valores de corte, lo que tiene como resultado una menor sensibilidad del 8G7G3/1 con
valores de corte altos y una menor especificidad del SPT24 con valores de corte bajos (Smits et al.,
2015). Luego de determinar el valor de corte dptimo para cada clon (mas del 5 % de tincion para el
8G7G3/1 y mas del 50 % de tincion para el SPT24), no hubo una diferencia significativa en la sen-
sibilidad (0,79 para el 8G7G3/1 en comparacion con 0,82 para el SPT24) o en la especificidad (0,98
para el 8G7G3/1 en comparacion con 0,98 para el SPT24) (Smits et al., 2015) (figura 7-5).

En un estudio mas reciente (Vidarsdottir et al., 2018) en el cual se investigaron los tres clones
de uso mas amplio para diferenciar el cancer de pulmoén no escamoso del carcinoma de células
escamosas pulmonar y las metdstasis pulmonares, el andlisis de la curva de caracteristicas receptor
operador (ROC) identificé que el mejor corte para los clones 8G7G3/1 y SPT24 es una tinciéon
del 1 % (4rea bajo la curva [AUC]) de 0,92 para 8G7G3/1 en comparacion con AUC de 0,94 para
SPT24), mientras que el mejor corte para el clon SP141 es una tincién del 10 % (AUC de 0,93).
Se necesitaron cortes mayores de tincion del 10 % para el SPT24 y tincion del 50 % para el SP141
cuando se realizd el analisis ROC para diferenciar el adenocarcinoma de pulmon de otros carcino-
mas pulmonares y metastasis al pulmoén (AUC de 0,93 para los clones SPT24 y SP141), mientras
que la tincién del 1 % sigui6 siendo el mejor corte para el clon 8G7G3/1 (AUC de 0,93).

Por lo tanto, de acuerdo con estos estudios recientes, la magnitud de la tincién focal indicativa
de una reaccion positiva con el TTF1 parece variar entre los tres clones de uso mas frecuente (figura
7-1). Se necesitan mas investigaciones para verificar estos hallazgos, pero parece que el corte éptimo
indicativo de una reaccion positiva para el clon mas especifico 8G7G3/1 es mucho menor que los
cortes Optimos para los clones mas sensibles, SPT24 y SP141. Se recomienda que los patélogos
consideren estas diferencias reportadas en los cortes 6ptimos cuando se elige, utiliza e interpreta un
clon particular de TTF1 en el laboratorio, con el fin de garantizar una confiabilidad uniforme para
la deteccion del adenocarcinoma de pulmon en el contexto clinico apropiado. En términos practi-
cos, cuando se usa el clon 8G7G3/1, cualquier reaccion positiva a cualquier nivel de intensidad se
puede considerar “positiva’, en particular cuando se usa en muestras pequenas.

(B) Incluso con esta extension positiva, con el clon 8G7G3/1, esta muestra se deberia considerar positiva para TTF1.
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Resumen de respuesta

La positividad focal para el TTF1 se considera una reaccién positiva que sugiere un adenocarci-
noma pulmonar en el contexto clinico adecuado; sin embargo, los valores de corte dptimos varian
entre los clones.

sExisten consideraciones preanaliticas para la inmunotincion de TTF1?

Existen varias consideraciones preanaliticas que se deben tener en cuenta en relacion con la inmu-
notincion para el TTF1, algunas de las cuales merecen mencién especial. En un estudio reciente
se encontrd una tincion reducida o ausente para TTF1 en muestras de citologia fijadas a base de
alcohol, como CytoLyt, al igual que en las muestras de patologia quirtrgica sometidas a agentes
descalcificantes como el acido féormico o clorhidrico (Gruchy et al., 2015). Esta reduccion en la
tincion para el TTF1 no se observé en muestras que solo se fijaron con formalina de rutina amor-
tiguada al 10 %. Es importante reconocer que los protocolos de IHQ se deben validar en tejidos
de control que se someten a las mismas condiciones preanaliticas que el tejido de prueba, por
ejemplo, la fijacion a base de alcohol y los tratamientos de descalcificacion, incluso cuando se usan
soluciones mas suaves a base de 4cido etilendiaminotetraacético (EDTA). Los protocolos de IHQ
desarrollados para los tejidos fijados en formalina amortiguada al 10 % pueden dar resultados
subdptimos cuando se usan en tejidos fijados en alcohol.

A modo de anécdota, se puede observar un gradiente de tincién de la expresion del TTF1 en
muestras de adenocarcinoma de pulmoén resecadas quirdrgicamente, lo que implica que una fija-
cién deficiente podria estar relacionada con una deteccién igualmente deficiente del epitopo para
un protocolo de tincion dado.

Resumen de respuesta

Existen algunas consideraciones preanaliticas especificas en relaciéon con la inmunotincién de
TTFI, sobre todo en relacién con la reduccion o ausencia de tincién en muestras preparadas con
fijadores a base de alcohol y sometidos a ciertos agentes descalcificadores.

Conclusiones

El rendimiento de tincion del TTF1 es diferente entre los clones de anticuerpos, razén por la cual
los patologos deben estar conscientes de sus caracteristicas y deben tomar una decision informada
de acuerdo al clon que se usa en el laboratorio. Esto es de suma importancia dada la funcién cen-
tral de este marcador en varios aspectos de la clasificacion del carcinoma de pulmon, lo que tiene
importantes implicaciones terapéuticas.
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Inmunohistoquimica para p40y p63

en el cancer de pulmoén

Por Teh-Ying Chou y Wendy A. Cooper

Introduccion

El gen p63 es un homologo del gen supresor tumoral p53, el cual se requiere para la proliferacion
o diferenciacion de las poblaciones de células progenitoras necesarias para el desarrollo epitelial
(Nobre et al., 2013). El gen p63 se ubica en el cromosoma 3q27-29, contiene 15 exones y exhibe
una notable homologia de secuencia y estructural con el gen p53. Al igual que p53, el gen p63 codi-
fica un dominio de transactivacion N-terminal, un dominio de fijacién central de ADN, ademas
de un dominio de carboxi-oligomerizacion. El P63 se expresa normalmente en los nucleos de las
células basales y progenitoras de los epitelios estratificados de la piel, el esofago, las amigdalas, el
urotelio, el exocérvix y la vagina, asi como en las células basales de las estructuras glandulares del
timo, la prostata, la mama y los bronquios (Di Como et al., 2002).

Las isoformas de p63 consisten en diferentes variantes, las cuales se encuentran en dos grupos
principales (TAp63 y ANp63) con distintas estructuras en el dominio N-terminal (Nylander et al.,
2002). La isoforma TAp63 contiene un dominio TA competente para transactivacion con homo-
logia para p53, el cual regula la expresion de los genes de inhibicion del crecimiento. Sin embargo,
la isoforma ANp63 contiene un dominio AN alternativo y transcripcionalmente inactivo, que se
cree antagoniza la actividad de TAp63 y p53, actuando asi como una oncoproteina. El anticuerpo
p63 reconoce las isoformas TAp63 y ANp63 vy, por lo tanto, es un marcador pan-63. En contraste,
el anticuerpo para p40 esta dirigido contra la isoforma ANp63 y no reconoce la isoforma TAp63.

<En qué casos se debe utilizar p40 en lugar del p63?

El clon de anticuerpo para p63 de uso mas amplio en los laboratorios de patologia es el 4A4, el cual
muestra una excelente sensibilidad del 94 % al 100 % para los carcinomas de células escamosas.
Sin embargo, la principal limitacién de la inmunohistoquimica para p63 es la baja especificidad
debido a la expresion inesperada en el adenocarcinoma de pulmoén (16 % al 65 %) y otras neopla-
sias malignas, como los linfomas de células grandes (hasta el 50 %) (Bishop et al., 2012) y, en pocas
oportunidades, algunos tumores de tejidos blandos (Jo y Fletcher, 2011). Aunque la expresion en
los tumores no escamosos usualmente es débil a moderada en una minoria de células, en pocos
casos se puede observar una expresion fuerte y difusa.
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Figura 8-1. Carcinoma de células escamosas poco diferenciado que muestra expresion fuerte y difusa de p40 y
p63. HE = hematoxilina-eosina.

Varios estudios han mos-
trado que p40 tiene una sensibili-
dad alta comparada con p63, pero
tiene mayor especificidad para
los carcinomas de células esca-
mosas y es un marcador confiable
para la identificaciéon de la dife-
renciacién escamosa (figuras 8-1
y 8-2) (Kriegsmann et al., 2019).
En los laboratorios se usan tanto
los anticuerpos policlonales como

los monoclonales para p40 (clon

BC28), y un estudio mostré una Figura 8'2j P63 no es espelciﬁco para. el carcjnoma de células escamosas.
e L Adenocarcinoma de pulmén poco diferenciado que muestra una expre-

sensibilidad y especificidad com-  gi¢n bastante difusa de P63 y ausencia de expresion de p40.

parable con alta concordancia

entre los anticuerpos policlonales

y monoclonales (Tran et al., 2016). El P40 tiene una mayor precisiéon que p63 en cuanto a
la identificacion de los carcinomas de células escamosas. Sin embargo, se debe recordar que
si existe evidencia morfoldgica de diferenciacién escamosa en un tumor (queratinizacién o
puentes intercelulares), no se requiere de inmunohistoquimica (IHQ) para confirmarla. En
un carcinoma no microcitico de pulmén morfolégicamente no diferenciado en una muestra
de biopsia pequeiia, se debe usar tanto un marcador escamoso como un marcador de adeno-
carcinoma, en un intento de subtipificar el tumor (por ejemplo, p40 y TTF1). Si hay expresion
tanto de p63/p40 como del TTF1 en las mismas células tumorales, la expresion del TTF1
es mas importante que la de p63/p40, y aumenta la posibilidad de que el tumor sugiera un
adenocarcinoma (Travis et al., 2013). Un estudio indica que la coexpresion del TTF1 y p63
se detecta con frecuencia en adenocarcinomas positivos para quinasa del linfoma anaplasico
(ALK), pero no se observa coexpresion del TTF1 y p40 (Sakai et al., 2013).

Resumen de respuesta

El p40 se debe utilizar para la identificacion de carcinomas de células escamosas morfolo-
gicamente no diferenciados, ya que demuestra una precision superior a la del p63 en este
contexto.
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Figura 8-3. Carcinoma de pulmén con proteina nuclear en el testiculo (NUT) que muestra expresién focal
de p40y difusa de p63. HE = hematoxilina-eosina.

<En qué casos se debe utilizar el p63 en lugar del p40?

En algunos casos de carcinoma con proteina nuclear en el testiculo (NUT) se observa la
expresion discordante entre p63 y p40, con expresion difusa de p63 y pocas células que expre-
san p40 (figura 8-3). Esto podria presentar dificultades en el diagndstico cuando se usa p40,
en especial en un contexto de biopsia. Por lo tanto, en casos en donde el carcinoma NUT se
incluye como un diagnostico diferencial, p63 puede ser mas ttil que p40, ademas de la eva-
luacion de la morfologia y de otros marcadores IHQ (véase el capitulo 14 para obtener mas
informacion sobre los carcinomas NUT).

Resumen de respuesta
Si se considera al carcinoma NUT en el diagnostico diferencial de un tumor, entonces p63
puede ser mas util que p40.

+Cual es el alcance de las reacciones positivas de p40/p63 que se debe

considerar positivo?

En los carcinomas de células escamosas, es usual que haya una positividad fuerte y difusa
para p40 y p63 (figura 8-1). El valor de corte para p40 y p63 debe ser positivo en mas del
50 % de los nucleos tumorales para que se consideren especificos de los carcinomas de células
escamosas. La positividad en menos del 10 % de los nticleos no se debe usar para la clasifi-
cacion diagndstica por si sola, ya que se podria observar una positividad focal y débil de p40
0 p63 en los adenocarcinomas y en otros tipos de tumores. Un rango del 10 % al 50 % de
positividad es digno de consideracién y depende del contexto clinico y de la intensidad de
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Figura 8-4. Diferentes niveles de expresion de p40 en los carcinomas de pulmon. (A) Carcinoma de células
escamosas con tincion de p40 fuerte y difusa. (B) Adenocarcinoma con tinciéon nodular en aproximadamente
el 10 % de los nucleos. (C) Adenocarcinoma con tincion muy focal (<5 % de los nucleos) para p40 Unicamente.

la tincidn, junto con las caracteristicas morfologicas y otros hallazgos inmunohistoquimicos
(figura 8-4). Otros marcadores IHQ de diferenciacién escamosa como la citoqueratina 5/6
(CK5/6) pueden representar un respaldo 1til en casos problematicos (Loo et al., 2010) (véase
el capitulo 9). Cabe anotar que el componente queratinizante de un carcinoma de células
escamosas a menudo es negativo para p40 y, por lo tanto, la tincién negativa de este compo-
nente no excluye el diagnostico de carcinoma de células escamosas. No obstante, puesto que
la queratinizacién es un criterio diagnostico para el carcinoma de células escamosas, no se
requiere la inmunotincion para p40 en este contexto.

Resumen de respuesta

Suele haber una fuerte positividad difusa para p40 (y p63) en los carcinomas de células esca-
mosas, y la expresion en al menos el 50 % de los ntcleos se debe considerar como un resul-
tado positivo.

Conclusiones
En la practica cotidiana, si las caracteristicas morfoldgicas son insuficientes, p40 es preferible a p63
en la identificacion del carcinoma de células escamosas o la diferenciacion escamosa (tabla 8-1).

Tabla 8-1. Estudios comparativos de p40 y p63 para el carcinoma de células escamosas (CCE).

Estudio Total,n| CCE,n
Bishop et al., 2012 470 81 5-17 100 98 4A4 100 60
Nonaka, 2012 200 50 p40 100 100 4A4 100 82
Pelosi et al., 2013 141 27 Poli 100 97 4A4 100 78
Ao etal, 2014 154 77 Poli 81 90 4A4 94 80
Koh etal., 2014 184 59 Poli 93 98 7JUL 80 98
Tatsumori et al., 2014 580 158 5-17 97 97 4A4 97 73
Kadota et al., 2015 469 449 5-17 100 85 4A4 100 60
Tran etal, 2016 557 167 BC28 94 96 4A4 95 87
Micke et al,, 2016 656 192 BC28 97 98 4A4 97 74
Affandi et al., 2018 70 35 BC28 77 100 DAK-p63 86 63
Kriegsmann et al., 2019 1244 569 BC28 94 97 4A4 94 84
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El valor de corte de positividad debe estar basado en la presencia de tincién en mas del 50 % de
los nticleos tumorales, puesto que una positividad focal o débil no es diagndstica de carcinoma de
células escamosas. En los casos problemdticos, se deben considerar marcadores escamosos adi-
cionales como la CK5/6. La diferenciacion entre los carcinomas de células escamosas y otros tipos
tumorales también debe tener en cuenta las caracteristicas morfoldgicas y otros marcadores IHQ
(por ejemplo, el TTF1 en un carcinoma no microcitico [CNM] no diferenciado).
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Marcadores de citoqueratina

Por Deepali Jain, Sylvie Lantuejoul, Ming Sound Tsao y Alain C. Borczuk

Introduccion

Las citoqueratinas son filamentos intermedios que forman el citoesqueleto de las células epi-
teliales. Mas de 20 tipos de queratinas se expresan en un grupo de queratinas basicas dispues-
tas en parejas/tipo I (CK1-8) y dcidas/tipo II (CK9-20) (Winter y Schweizer, 1981; Eichner et
al., 1985; Ordonez, 2013). Cada categoria esta dividida en queratinas de bajo peso molecular
(LMW) y de alto peso molecular (HMW). Algunas citoqueratinas se expresan en 6rganos o
tejidos especificos, y su expresion casi siempre se mantiene luego de la transformacion neo-
plasica. La CK1 a la CK6 (basicas) y CK9-17 (acidas) son queratinas de HMW expresadas en
epitelios escamosos y en células epiteliales basales, mientras que las queratinas de LMW son
CK7, CKS8 (basicas) y CK18-20 (acidas), y se expresan en el epitelio simple, como los epitelios
glandulares (Winter et al., 1980). Puesto que el perfil de expresion de citoqueratinas se uti-
liza en la practica clinica para determinar el origen de diversos tumores, en este capitulo se
describe el valor de diferentes citoqueratinas para el diagndstico de los tumores pulmonares.

¢Qué son las tinciones de pancitoqueratina y cual es su funcion en el diagndstico
del cancer de pulmon?

AE1/AE3, KL1, MNF116 y OSCAR son cocteles de anticuerpos que reaccionan con diferentes
tipos de queratinas, tanto LMW como HMW. La tabla 9-1 muestra algunos clones de uso comun
de anticuerpos monoclonales que reaccionan con diferentes tipos de citoqueratinas (Ordonez,
2013). En el pulmon, muestran una positividad citoplasmatica difusa en el adenocarcinoma y
el carcinoma de células escamosas (Tan y Zander, 2008) (figura 9-1A y B). La expresion perinu-
clear y puntiforme es caracteristica del carcinoma microcitico (figura 9-1C y D), pero también
se puede identificar una tincién citoplasmatica difusa (Thunnissen et al., 2017). Estos cocteles
de anticuerpos de pancitoqueratina son utiles cuando el tumor es morfolégicamente no dife-
renciado e implica un diagndstico diferencial de carcinoma, melanoma, linfoma, mesotelioma
y sarcoma (figura 9-1E y F). La positividad citoplasmatica difusa y fuerte de la tincion para
queratina practicamente establece el diagnostico de carcinoma. La queratina se expresa en un
subgrupo que incluye linfoma, sarcoma sinovial, sarcoma epitelioide, angiosarcoma y tumores
del musculo liso. En estos casos, se deben realizar otros marcadores especificos del linaje.
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Tabla 9-1. Clones de uso comun de anticuerpos contra queratinas con su reactividad frente a diversos tipos de queratinas
Clon de anticuerpo Reactividad a las queratinas
AE1/AE3 CK1-8,10, 14-16
KL1 CK1, K2, CK5-8, CK11, CK14, CK16-K18
MNF116 CK5,6,8,17
Pan-CK CK4-K8, CK10, CK13-CK16, CK18

- SO oY R RV ALY " AN T
Figura 9-1. Los anticuerpos de pancitoqueratina ayudan a identificar los tumores morfolégicamente no
diferenciados como carcinoma. (A y B) Adenocarcinoma pulmonar, (C'y D) carcinoma microciticoy (Ey F)
carcinoma no microcitico no diferenciado. (A, C, E) Hematoxilina-eosina y (B, D, F) panqueratina AE1/AE3.
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Resumen de respuesta
Las tinciones de pancitoqueratina permiten establecer el diagnostico de carcinoma cuando el
tumor es morfoldgicamente no diferenciado.

sLas citoqueratinas 5 o 5/6 son marcadores sensibles y especificos para el
carcinoma de células escamosas del pulmon?

Las citoqueratinas 5 y 6 son proteinas relacionadas; el anticuerpo contra las citoqueratinas 5/6
(CK5/6) detecta ambas, mientras que la CK5 es mas especifica. La CK5/6 tifie las células basales (de
reserva) bronquiales y bronquiolares con un patrén citoplasmatico y membranoso. El anticuerpo
contra CK5/6 exhibe una sensibilidad y especificidad global del 98 % y 82 %, respectivamente,
para el diagnostico de carcinoma de células escamosas en muestras quirurgicas. Sin embargo, la
sensibilidad disminuye al 90 %, mientras que la especificidad alcanza el 97 % cuando la tincién
es difusa (Rekhtman et al., 2011; Whithaus et al., 2012). Notablemente, la CK5/6 puede ser focal,
débil o puede estar ausente en hasta el 25 % de los carcinomas de células escamosas resecados, y se
puede expresar en hasta el 18 % de los adenocarcinomas (Rekhtman et al., 2011). De este modo, los
marcadores mas sensibles y especificos, como p40, se deben usar para el diagnostico del carcinoma
de células escamosas del pulmoén (Wang et al., 2002; Tatsumori et al., 2014; Walia et al., 2017; Jain et
al.,, 2014). Ademas, CK5/6 también tifie las células mesoteliales y los mesoteliomas (Ordonez, 2013;
Kingetal., 2006). Como consecuencia, en una biopsia pleural, la positividad para CK5/6 debe estar
respaldada con otras tinciones mesoteliales como la de calretinina, la proteina del tumor de Wilms
1 (WT1) y la negatividad de los marcadores escamosos (34pE12, p40), a fin de establecer un diag-
ndstico correcto de mesotelioma y carcinoma de células escamosas, respectivamente.

Resumen de respuesta
La CK5/6 no tiene una sensibilidad y especificidad adecuadas, por lo que no se debe utilizar sola
para diagnosticar el carcinoma de células escamosas de pulmoén.

+Se debe utilizar la citoqueratina 7 para diferenciar el adenocarcinoma de
pulmon del carcinoma de células escamosas?

La citoqueratina 7 (CK7) se expresa en el epitelio bronquial de las vias respiratorias de conduccion,
el epitelio bronquiolar, los neumocitos tipo I y II, asi como en las células club (conocidas previa-
mente como células de Clara). La CK7 también tife las glandulas seromucinosas submucosas. El
patrén de expresion es citoplasmatico. La CK7 tifie casi todos los adenocarcinomas del pulmén
con una sensibilidad de mas del 90 % y hasta del 100 % (Chu et al., 2000) (figura 9-2A-C). Cabe
notar que la variante mucinosa muestra positividad en un menor niimero de casos (50 % al 90 %).
No obstante, mas de un tercio (Vidarsdottir et al., 2019) de los carcinomas de células escamosas
son positivos para CK7, lo que la hace menos especifica para la discriminacion del linaje dentro del
pulmén (figura 9-2D-F). Por lo tanto, no se recomienda el uso de la CK7 para diferenciar el adeno-
carcinoma del carcinoma de células escamosas del pulmén. Ademas, la CK7 no es especifica de un
origen pulmonar, puesto que se puede identificar en adenocarcinomas de otros sistemas organicos,
como el tracto pancreatobiliar, el estbmago, el ovario y la mama (Chu et al., 2000). En consecuen-
cia, se requiere un panel completo y, lo mds importante, que incluya el factor de transcripcion
tiroideo 1 (TTF1) y p40 para clasificar los carcinomas no microciticos, con marcadores adicionales
como la napsina A, segtin sea necesario. El perfil de citoqueratinas es importante en casos dificiles
y poco diferenciados, como se menciono en el apartado anterior.

Resumen de respuesta
La CK7 no se debe utilizar para diferenciar el adenocarcinoma pulmonar del carcinoma de
células escamosas.
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Figura 9-2. La citoqueratina 7 (CK7) no es especifica para el adenocarcinoma pulmonar. (A, B, C)
Adenocarcinoma y (D, E, F) carcinoma de células escamosas poco diferenciado. (A y D) Hematoxilina-
eosina, (By E) CK7, (C) factor de transcripcion tiroideo 1 (TTF1) y (F) p40.

+Se debe considerar como “probable adenocarcinoma” un carcinoma no microci-
tico difusamente positivo para CK7 pero negativo para TTF1 y p40?

La CK7 no es especifica para el adenocarcinoma, ya que puede producir una tincién positiva
en el carcinoma de células escamosas. Por ende, no se aconseja el uso de CK7 para la sub-
tipificacion del carcinoma no microcitico (Yatabe et al., 2019). Lo mejor es considerar esos
carcinomas como carcinomas no microciticos no especificados (CNM, NOS).

Resumen de respuesta
Por si sola, la CK7 es insuficiente para establecer un diagndstico de adenocarcinoma pulmonar.
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¢La CK7 es una tincion util para diferenciar el adenocarcinoma pulmonar

del mesotelioma?

La CK7 también se puede expresar con fuerza en los mesoteliomas epitelioides; por ello, no es
util para diferenciar los adenocarcinomas de los mesoteliomas (Tot, 2001). Aproximadamente
el 90 % de los casos de mesotelioma son positivos para CK7 (Tot, 2001). Es notable la ausencia
de la CK7 de la mayoria de los adenocarcinomas de timo, prostata, hepatocelulares y coléni-
cos, asi como los carcinomas de células claras renales (Chu et al., 2000) (véase el capitulo 16).

Resumen de respuesta
La CK7 no permite diferenciar el adenocarcinoma de pulmoén del mesotelioma maligno.

+Qué anticuerpo de citoqueratina es preferible para teiiir el carcinoma

de pulmoén microcitico?

CK7 y CK5/6 no son tinciones ttiles para el diagnostico del carcinoma de pulmén microcitico
(CPM). La CK7 es negativa o focalmente positiva en el carcinoma microcitico con tinicamente
la mitad de la tincién del CPM (figura 9-3) (Chu et al., 2000). La citoqueratina de HMW, como
la 34PE12, es negativa en los tumores neuroendocrinos, como los carcinomas neuroendocrinos
microciticos y de células grandes (Sturm et al., 2001; Zhang et al., 2005; Lyda y Weiss, 2000).

Resumen de respuesta
Se recomienda el uso de los anticuerpos de pancitoqueratina cuando se utilizan para recono-
cer el CPM.

¢Cual es la utilidad de la CK20 en el diagndstico del cancer de pulmén?

La citoqueratina 20 (CK20) se expresa solo en menos del 5 % del epitelio bronquial normal. El
adenocarcinoma mucinoso invasivo, el adenocarcinoma coloide y el entérico, asi como otros
adenocarcinomas del pulmon con caracteristicas mucinosas, normalmente coexpresan CK20

Figura 9-3. El carcinoma microcitico se tifie mejor con anticuerpos de pancitoqueratina de amplio espectro.
(A) Hematoxilina-eosina, (B) AET/AE3, (C) citoqueratina 7 (CK7) y (D) citoqueratina 5/6 (CK5/6).
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Figura 9-4. El adenocarcinoma mucinoso invasivo pulmonar puede coexpresar citoqueratina 7 (CK7) y cito-
queratina 20 (CK20). (A) Hematoxilina-eosina, (B) CK7 y (C) CK20.

junto con CK7 (figura 9-4). La expresion es nodular en mas del 90 % de los casos. La CK20 es
mayoritariamente negativa en el CPM, con solo un 10 % de los casos positivos (Chu et al., 2000).
En estos casos poco comunes de CPM positivos para CK20 se deben realizar otras inmuno-
histoquimicas (IHQ), como las del TTF1 y la proteina de neurofilamento, a fin de excluir un
carcinoma de células de Merkel metastasico (Bobos et al., 2006).

Resumen de respuesta
La positividad de CK20 no excluye el adenocarcinoma mucinoso de origen pulmonar.

:Qué anticuerpo de citoqueratina se debe utilizar en el caso el mesotelioma?

AE1/AE3, CAM5.2 y MNF116 son ttiles para identificar practicamente todos los mesoteliomas
epitelioides y la mayoria de los sarcomatoides (véase también el capitulo 17). Cerca del 5 % al
10 % de los mesoteliomas sarcomatoides son negativos para citoqueratinas de amplio espectro
(Attanoos et al., 2000; Klebe et al., 2008). La CK5 o CK5/6 se expresan en el 75 % al 100 % de los
mesoteliomas epitelioides; sin embargo, la baja sensibilidad de la CK5/6 en el mesotelioma sar-
comatoide limita su uso en el diagnostico de este tltimo (Cury et al., 2000; Husain et al., 2018).

Resumen de respuesta
La pancitoqueratina y la CK5/6 son utiles en el diagndstico del mesotelioma, junto con otros
marcadores del mesotelioma.

:Cual es la funcion de las citoqueratinas en el diagndstico del timoma?

Las citoqueratinas tienen una funciéon importante en las biopsias pequenas de lesiones medias-
tinales para diferenciar los timomas tipo B de los linfomas, asi como los timomas tipo A de los
tumores de células fusiformes (véase el capitulo 18). Por lo general, las pancitoqueratinas y la
CK19 se expresan tanto en las células epiteliales corticales como en las medulares. Aun asi, las
CK10 y CK14 estan restringidas a las células epiteliales medulares maduras y los corpusculos
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de Hassall. Los timomas tipos A y AB son consistentemente positivos para todas las queratinas
acidas, excepto para CK20. Los timomas tipo B son positivos para las pancitoqueratinas (AE1/
AE3), a excepcion de la CK20. La CK20 se expresa en adenocarcinomas timicos poco comunes
(Kuo, 2000).

Resumen de respuesta
Las pancitoqueratinas son muy utiles en el diagnostico diferencial de los timomas con respecto
a otras lesiones mediastinales.

Conclusiones

Al ser de origen epitelial, los carcinomas del pulmon expresan todos los tipos de citoqueratinas, por
lo que se recomienda la THQ de las citoqueratinas de amplio espectro en casos de tumores dificiles
y poco diferenciados para establecer su origen epitelial. No obstante, debido a la inespecificidad
de la mayoria de las queratinas y, a fin de ahorrar tejido tumoral para otras pruebas moleculares,
no se aconseja su uso rutinario en biopsias pequefas de casos de carcinoma de pulmon (tabla
9-2). La CK7 no es ttil para diferenciar entre distintos subtipos de carcinomas de pulmon ni para
diferenciar los adenocarcinomas de pulmén de los carcinomas metastasicos extrapulmonares.
Los carcinomas de células escamosas expresan de manera mds especifica las queratinas de HMW;
sin embargo, un pequefio porcentaje de adenocarcinomas también expresan citoqueratinas de
HMW. Los carcinomas microciticos muestran un patrén perinuclear y puntiforme caracteristico
con la pancitoqueratina, pero también se puede observar una tincion citoplasmatica difusa. Los
CPM comunmente son negativos para CK5/6, CK7 y CK20. Es importante comprender el patrén
y el perfil de las citoqueratinas para su uso prudente en el diagnostico del cancer de pulmon.

Tabla 9-2. Resumen de las citoqueratinas preferidas en el diagnoéstico de las neoplasias pulmonares y pleurales

Tumor maligno poco diferenciado Citoqueratinas/pancitoqueratinas de amplio espectro

Carcinoma de células escamosas CK5, CK5/6, 34BE12
CK7; véase el texto

CK7, CK20

Adenocarcinoma

Adenocarcinoma mucinoso invasivo
Carcinoma microcitico Citoqueratinas/pancitoqueratinas de amplio espectro
Mesotelioma epitelioide CK5 o CK5/6

Mesotelioma sarcomatoide Citoqueratinas/pancitoqueratinas de amplio espectro
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Marcadores neuroendocrinos

Por Mary Beth Beasley, Mauro Papotti y Alain C. Borczuk

Introduccion

Las neoplasias neuroendocrinas (NEN) primarias del pulmon incluyen el carcinoide tipico (TC) y
el carcinoide atipico (AC) de grado bajo e intermedio, asi como los carcinomas neuroendocrinos
(NEC) de alto grado, el carcinoma neuroendocrino de células grandes (CNECG) y el carcinoma
de pulmén microcitico (CPM) (Travis et al., 2015a). Los tumores menos frecuentes, los cuales
pueden exhibir diferenciacion neuroendocrina (NE), como el carcinoma de linea media con pro-
teina nuclear en el testiculo (NUT) (Stathis et al., 2016), el tumor neuroectodérmico primitivo
(Weissferdt y Moran, 2012; Marino-Enriquez y Fletcher, 2014) y el tumor desmoplasico de células
pequeiias y redondas (Parkash et al., 1995), también pueden ocurrir en el pulmon (los marcadores
inmunitarios para tumores poco comunes se analizan en los capitulos 14 y 15).

Un panel de marcadores NE, entre ellos la cromogranina A, la sinaptofisina y la molécula de
adhesion celular neural 1 (NCAMI1, conocida también como CD56), contiene los marcadores mas
recomendados para la identificacion de las NEN (Travis et al., 2015a, 2015b; Yatabe et al., 2019).
Recientemente, la proteina 1 asociada al insulinoma (INSM1) ha mostrado sensibilidad y especi-
ficidad elevadas para el marcado del espectro de las NEN (Mukhopadhyay et al., 2019; Rooper et
al., 2017; Rosenbaum et al., 2015). Los marcadores adicionales también podrian ser utiles, segtin lo
discutido en la siguiente seccién. No existe un valor de corte claro para ninguno de los marcadores
NE con respecto a lo que constituye una tincion inmunohistoquimica (IHQ) positiva, y la inter-
pretacion se debe hacer dentro del contexto de las caracteristicas morfologicas, el tipo de muestra
y la extension de la reaccion positiva. Del mismo modo, no hay un consenso sobre si se debe uti-
lizar uno o varios marcadores. En general, la combinacién de las caracteristicas morfoldgicas NE
(anidamiento organoide, estructuras tipo roseta, patrones en palizada) y la tincién positiva para
cualquiera de estos marcadores NE sugiere el diagnostico de una NEN. La extension y/o intensi-
dad de las reacciones positivas pueden variar entre los subtipos histologicos, y aproximadamente
entre el 5 % y el 10 % de los CPM pueden ser negativos para cromogranina, sinaptofisina y CD56.
Por el contrario, aproximadamente del 10 % al 20 % de los carcinomas de pulmén no microciticos
(CPNM), es decir, adenocarcinoma o carcinoma de células escamosas sin morfologia NE evidente,
exhiben una tincidn positiva para uno o mas marcadores (Travis et al., 2015a; Yatabe et al., 2019).
Dichos tumores se denominan “carcinomas no microciticos con diferenciacién neuroendocrina’;

75



ATLAS DE INMUNOHISTOQUIMICA DIAGNOSTICA DE LA IASLC

sin embargo, los estudios no han encontrado este hallazgo relevante con respecto al tratamiento,
el resultado o el prondstico, y dichos tumores se deben manejar y clasificar como CPNM (Travis
et al, 2011). En algunas oportunidades, un tumor tiene caracteristicas morfoldgicas de diferen-
ciacion NE, pero carece de expresion de cromogranina, sinaptofisina o CD56; dichos tumores se
denominan “carcinomas no microciticos con morfologia NE” (Travis et al., 2015a).

:Qué marcadores IHQ son utiles para respaldar la morfologia neuroendocrina
en la clasificacion de las neoplasias neuroendocrinas?

Inmunotinciones neuroendocrinas de uso comin
Véase las figuras 10-1 y 10-2 para conocer las inmunotinciones NE de uso comun.

Cromogranina A y sinaptofisina

La cromogranina A y la sinaptofisina son los verdaderos marcadores de la diferenciaciéon NE.
La cromogranina A se encuentra en granulos centrales densos y la sinaptofisina esta presente
en vesiculas sindpticas. La tincion es citoplasmatica para ambos marcadores (Loy et al., 1995).
La cromogranina A es positiva entre el 90 % y el 100 % de los TC, entre el 60 % y el 70 % de los
ACy CNECG, pero solo en aproximadamente el 25 % de los CPM. La sinaptofisina es positiva
en aproximadamente del 70 % al 80 % de las NEN pulmonares, sin importar su grado, pero
generalmente es mas débil y menos difusa en el NEC de alto grado (Yatabe et al., 2019).

CD56 (NCAM)

La CD56 es mas sensible que la cromogranina o la sinaptofisina en el NEC de alto grado en
particular, pero es menos especifica para la diferenciacion de la NE que la cromogranina, la
sinaptofisina o la INSM1 (Rooper et al., 2017; Pelosi et al., 2017; Lantuejoul et al., 1998). Es

citoplasmatica difusa e intensa para la sinaptofisina, (B) cromogranina y (C) CD56/NCAM. (D) Se observa una
tincion nuclear intensa y difusa para la proteina 1 asociada al insulinoma (INSM1).
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Figura 10-2. Marcadores neuroendocrinos en el carcinoma microcitico. La inmunorreactividad en el carcinoma
microcitico para los marcadores neuroendocrinos puede ser mas débil y menos uniforme que en los tumores
carcinoides. (A) La cromogranina es nodular y débil a moderada. (B) La sinaptofisina es débilmente perceptible
y con patrén “en punto y borde” mas que difuso. (C) La proteina 1 asociada al insulinoma (INSM1) muestra una
tincion nuclear irregular, aunque moderada. (D) Tincién citoplasméatica y membranosa para CD56.

comun que la tincién positiva sea membranosa. La CD56 se puede expresar en diversas célu-
las normales, como neuronas, glias y varias células hematopoyéticas (células natural killer,
células y9-T, células T CD8+ activadas y células dendriticas), asi como en el musculo esquelé-
tico. Ademas, la CD56 se expresa en hasta el 30 % de los CPNM, asi como en algunos tumores
mesenquimales, mieloma multiple, sarcomas y algunos mesoteliomas (Lantuejoul et al., 2000;
Agaimy y Wunsch, 2008; Olsen et al., 2006). Por ello, la positividad para la CD56 se debe
interpretar en el contexto de la diferenciacion epitelial y las caracteristicas morfoldgicas NE.

INSM1

Generalmente se ha mostrado que la INSM1 es un marcador altamente sensible y especifico
para todo el espectro de las NEN. Algunos estudios han mostrado resultados variables en
cuanto a si la INSM1 es mds o menos sensible y/o especifica que la cromogranina, sinaptofi-
sina y/o CD56, o una combinacién de las mismas (Kriegsmann et al., 2020). Hasta ahora, la
INSM1 ha probado ser un marcador consistentemente confiable, sobre todo en el contexto del
CPM, en donde marcadores como la cromogranina pueden ser negativos y la tincién nuclear
puede ser muy util en la interpretacion. Ademas, dada la expresion de CD56 en muchos tipos
tumorales, INSM1 puede ser mas especifico que CD56 (Mukhopadhyay et al., 2019; Nakra et
al., 2019; Rooper et al., 2017; Rosenbaum et al., 2015; Roy et al., 2019).

Otros marcadores neuroendocrinos

Se considera que el homologo 1 de Achaete-scute humano (hASH1) es un marcador de linaje
de las células NE debido a que es un determinante nuclear embrionario para la diferencia-
cion NE y, en consecuencia, es altamente especifico para las NEN. La sensibilidad general del
marcador es baja debido a que el hASHI1 se pierde a menudo o se expresa muy poco en los
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Al ) Ak
Figura 10-3. Otros marcadores en tumores neuroendocrinos. (A) La inmunorreactividad nuclear para p40
resalta el componente escamoso de un carcinoma microcitico combinado con un carcinoma escamoso. (B) El
homdlogo 1 Achaete-scute humano (hASH1) muestra inmunorreactividad nuclear en el carcinoma microcitico.
(C) La proteina homeobox orthopedia (OTP) muestra una inmunorreactividad nuclear especifica en un tumor
carcinoide, mientras que (D) un carcinoma microcitico solo muestra reactividad citoplasmatica inespecifica.

tumores carcinoides; no obstante, se retiene en los tumores de alto grado, en particular en el
CPM (Miki et al., 2012; Ye et al., 2016) (Figura 10-3).

Se considera que la proteina homeobox orthopedia (OTP) juega un papel en el desarrollo
del sistema NE hipotaldmico. Por lo general, la tincién citoplasmatica no es especifica, pero
se considera que la tincion nuclear es altamente especifica para la diferenciacion NE (Nonaka
et al., 2016). La OTP se expresa de forma preferencial en los tumores carcinoides y solo se
expresa en pocas oportunidades en el CPM (Hanley et al., 2018; Viswanathan et al., 2019). A
pesar de que la expresion de OTP se ha estudiado de forma extensa en los carcinoides pul-
monares, también se ha reportado en tumores NE de otros sitios, entre ellos la prostata y el
ovario (Roy et al., 2019), aunque los datos son conflictivos debido a que otros estudios han
mostrado una tincion positiva para OTP solo en los tumores NE pulmonares (Nonaka et al.,
2016) (Figura 10-3).

El Leu7 (CD57) tiene cierta utilidad como marcador NE, pero posee una sensibilidad
baja y no es especifico para la diferenciaciéon NE. De forma similar a la CD56, el Leu7 es
positivo en varias células hematopoyéticas y en diversos tumores de la vaina nerviosa, en el
timoma de células fusiformes, el sarcoma sinovial y algunos carcinomas tiroideos papilares
(Uherova et al., 2003; Miettinen 1993).

La enolasa especifica de neuronas (NSE) es sumamente sensible, pero tiene una especifi-
cidad muy baja y, por ello, casi nunca se recomienda como un marcador para la evaluacion de
los NEC pulmonares (Travis et al., 2015a).

Resumen de respuesta
La cromogranina, la sinaptofisina, la CD56 y la INSM1 son marcadores NE utiles para apoyar
la morfologia NE.
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(A) es negativa en este carcinoma neuroendocrino de células grandes, con epitelio positivo en las vias respi-
ratorias, mientras que la (B) sinaptofisina resalta el tumor. (C y D) Este tumor carcinoide es negativo para el
céctel de citoqueratinas AE1/AE3 (C). Si es necesario en términos del diagnoéstico, se puede intentar la deter-
minacién de CAM5.2, y un subgrupo de tumores negativos para AE1/AE3 son positivos para CAM5.2 como se
muestra en (D). Las tinciones para citoqueratina en el carcinoma microcitico pueden ser puntiformes, como
se observa en (E), pero también se puede observar una tincion citoplasmatica/membranosa mas difusa en (F).

¢Qué marcadores no neuroendocrinos pueden ayudar en la clasificacion de los
tumores durante el diagndstico diferencial de las NEN?

Los cocteles amplios de citoqueratinas, como AE1/AE3, y la queratina de bajo peso molecu-
lar CAMS5.2 (citoqueratina 8 [CK8] y algunas citoqueratinas 7 [CK7]), tifien la mayoria de
las NEN, sin importar el grado (figura 10-4). Alrededor del 10 % de las NEN son negativas
(Rekhtman, 2010), particularmente para AE1/AE3, aunque estos casos se podrian tefiir para
otras citoqueratinas como CAMS5.2. Por lo general, el CPM muestra un patrén de tincién
tipo “borde y punto” con las citoqueratinas, en particular con CAM5.2 (Travis et al., 2015a).
Aunque la CK7 puede ser positiva en un nimero variable de NEN pulmonares, una tin-
cion positiva para CK20 sugiere la posibilidad de un carcinoma de células de Merkel (Cheuk
et al., 2001). Las citoqueratinas de alto peso molecular, como CK34BE12, casi siempre son
negativas en la NEN pulmonar, y una tincién positiva en presencia de marcadores NE nega-
tivos habitualmente indica un carcinoma basaloide de células escamosas, cuya morfologia
puede imitar de cerca a los NEC de alto grado (Sturm et al., 2001, 2003). La tincién positiva
y difusa con p40 o p63 respalda el diagnostico de carcinoma de células escamosas en este
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escenario. Un pequeno porcentaje de NEC de alto grado puede mostrar tincion focal para p63
y menos frecuentemente para p40, pero la tincién no debe ser difusa (Rekhtman et al., 2016)

(Figura 10-4).

Resumen de respuesta
La panqueratina y las queratinas de bajo peso molecular, mas que las queratinas de alto peso
molecular, deben ser positivas en las NEN.

:Cuando se deben aplicar los marcadores NE a un carcinoma no microcitico?
Los marcadores IHQ NE solo se deben utilizar cuando estén presentes las caracteristicas
morfoldgicas de la diferenciacion NE. Como se establecié con anterioridad, un porcentaje
variable de CPNM puede ser positivo para marcadores NE en ausencia de morfologia NE
(carcinoma no microcitico con diferenciacion NE) (figura 10-5). Por ello, debido a la caren-
cia de datos que apoyen la relevancia clinica de los marcadores NE positivos en ausencia de
morfologia NE, casi nunca se recomienda utilizar marcadores NE en tumores que carecen de
morfologia NE. Como se sefial6 antes, en algunas oportunidades los tumores pueden mostrar
morfologia NE pero carecen de tincién con cromogranina, sinaptofisina o CD56 (carcinoma
no microcitico con morfologia NE) (Travis et al., 2015a, 2015b; Yatabe et al., 2019; Rekhtman,
2010; Zacharias et al., 2003). Anadir INSM1 puede resolver este problema, al menos en algu-
nos de estos tumores, pero se requiere de mas estudios para determinar si se debe anadir a
casos dificiles (figura 10-6).

En el contexto de una biopsia pequefia 0 muestras de citologia, puede ser mas dificil dife-
renciar las caracteristicas morfologicas NE, y hacer un diagnostico definitivo de CNECG en
una biopsia pequefia puede ser particularmente problematico. En la actualidad, si se detecta

microcitico con diferenciacion NE). (A) Un carcinoma de células escamosas es moderado y multifocalmente
inmunorreactivo para CD56. (B) Un adenocarcinoma con reactividad multifocal para sinaptofisina. (C) Se
observa reactividad focal a la cromogranina en un carcinoma de células grandes. (D) La proteina 1 asociada al
insulinoma (INSM1) muestra una tincion débil y focal en un carcinoma de células escamosas.
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viamente como un carcinoma no microcitico con morfologia neuroendocrina luego de una tincién nega-
tiva para CD56, cromogranina y sinaptofisina. Recientemente, (B) el uso de proteina 1 asociada al insulinoma
(INSM1) permitio la reclasificacién como un carcinoma neuroendocrino de células grandes.

una tincion positiva para marcadores NE en un CPNM y hay morfologia NE, se recomienda
realizar un diagndstico de “carcinoma no microcitico (CNM) que sugiere CNECG” (Travis
et al., 2015a). Si el tumor carece de morfologia NE, se recomienda realizar un diagnéstico
de CNM con un comentario con respecto a la tincién NE positiva. Puesto que la mayoria
de los canceres de pulmoén se diagnostican en una biopsia pequefia o en una citologia, la
dificultad para identificar de forma correcta el CNECG en una biopsia pequena es compleja
dadas las diferencias potenciales en las estrategias de tratamiento en comparacién con otros
CPNM (Travis et al., 2015a). Es posible que no haya una morfologia NE evidente en biopsias
pequeiias de CNECG, y se ha mostrado que su presencia se correlaciona con el tamano de la
biopsia. Se ha mostrado también que la tincion positiva con dos o tres marcadores NE (cro-
mogranina, sinaptofisina, CD56) tiene una sensibilidad del 80 % y una especificidad del 99 %
segun un estudio de Derks et al. (2019). Se requiere de mas estudios para verificar este hecho,
asi como el impacto de la adicion de INSM1 al algoritmo.

Por lo general, el diagndstico de los tumores carcinoides es sencillo en biopsias pequeias;
aun asi, es posible que no haya figuras mitéticas y necrosis en los TC y AC, por lo que la sub-
tipificacion se realiza de forma preferencial en una muestra resecada. El papel del marcador
proliferativo Ki-67 se analiza en detalle en el capitulo 11, pero actualmente el Ki-67 no tiene
un papel en la discriminacion entre los TC y los AC. Sin embargo, el Ki-67 es util en biopsias
pequenas para discriminar a los NEC de alto grado y los tumores carcinoides, en especial
cuando la morfologia es suboptima (Travis et al., 2015a; Pelosi et al., 2014, 2017).

Resumen de respuesta

Los marcadores NE solo se deben utilizar cuando estén presentes las caracteristicas morfo-
légicas de diferenciacion NE. En muestras pequefas en las que la morfologia NE es dificil
de evaluar, podria haber una mayor especificidad cuando 2 0 mas marcadores son positivos.

Conclusiones

En tumores con morfologia NE, los marcadores IHQ ttiles para confirmar la diferenciacion
NE consisten en una combinacion de cromogranina, sinaptofisina, CD56 e INSM1. En los
tumores de alto grado, los marcadores pueden ser mas focales o estar ausentes, por lo que
podria ser necesaria una combinacién de marcadores. En muestras pequeiias en donde puede
ser dificil evaluar la morfologia NE, dos marcadores positivos pueden ser mas especificos que
marcadores aislados. En casos dificiles, una combinaciéon de citoqueratina de alto peso mole-
cular, queratina de bajo peso molecular y p63/p40 puede ayudar al diagnoéstico diferencial
con los imitadores morfolégicos no NE.
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Marcadores de proliferacion

Por Fernando Lopez-Rios, Masayuki Noguchi y Wendy A. Cooper

Introduccion

Existen muchos marcadores asociados a la proliferacion o la regulacion del ciclo celular como
Ki-67, el antigeno nuclear de célula proliferante (PCNA), la topoisomerasa, el MCM vy la proteina
transformadora 2 de célula epitelial (ECT2). Entre ellos, la tincién inmunohistoquimica para Ki-
67 es un método ampliamente usado para estimar la actividad proliferativa de los tumores. La
Ki-67 es una proteina ligante de ADN, la cual es codificada por el gen MKI67 ubicado en el cro-
mosoma 10 en los humanos. La Ki-67 se expresa en todas las fases activas del ciclo celular, pero
no en la fase G, (Chirieac, 2016; Rekhtman et al., 2019a).

¢Cuando se debe utilizar un marcador de proliferacion en el diagndstico?

Aunque la evaluacion de la tasa de proliferacion de la Ki-67 puede ayudar a confirmar un tumor
sumamente proliferativo, la Ki-67 no es necesaria para la evaluacion de los criterios diagnosticos
en los tumores toracicos primarios. La evaluacion del conteo mitético es necesaria para categori-
zar y clasificar los tumores neuroendocrinos pulmonares, pero a veces puede ser dificil de estu-
diar, en particular en biopsias pequenas y trituradas o en muestras de citologia suboptimas. En
estos casos, un marcador proliferativo como la Ki-67 puede ser util para diferenciar los tumores
carcinoides de los carcinomas neuroendocrinos de alto grado (carcinomas neuroendocrinos de
alto grado y carcinomas microciticos) (Yatabe et al., 2019) (figura 11-1). Se ha sugerido un umbral
de indice de proliferacion para la Ki-67 del 20 % como el limite superior para los tumores carci-
noides atipicos (Travis et al., 2015) y del 40 % al 50 % como el limite inferior para los carcinomas
neuroendocrinos de alto grado (Yatabe et al., 2019). Sin embargo, desde un punto de vista prac-
tico, es usual que los carcinomas microciticos exhiban indices de proliferacion para la Ki-67 muy
altos, del 50 % al 100 % (Travis et al., 2015; Rekhtman, 2010) (figura 11-2).

Resumen de respuesta

Un marcador de proliferacion, como Ki-67, puede ser ttil en pequenas biopsias trituradas o mues-
tras de citologia para ayudar a diferenciar los tumores carcinoides de los carcinomas neuroen-
docrinos de alto grado, ya que las células trituradas mal conservadas pueden simular tumores
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tumores carcinoides en biopsias trituradas, los cuales pueden imitar morfolégicamente a los tumores
neuroendocrinos de alto grado: (A) H&E, x400; (B) Ki-67, x400.

de alto grado. Los marcadores de proliferacién no son necesarios en la evaluacién diagnostica
rutinaria de los tumores neuroendocrinos toracicos primarios o de cualquier otro tumor toracico.

sCual es la funcion de la Ki-67 en la diferenciacion de los tumores carcinoides
tipicos y atipicos?

En los tumores carcinoides pulmonares (y en los timicos), se usa la evaluacion de la tasa mito-
tica y la presencia o ausencia de necrosis para diferenciar los tumores carcinoides tipicos de los
atipicos, de acuerdo con la clasificacién que la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) publicé
en el 2015 (Travis et al., 2015). Esta clasificacion no requiere de la Ki-67 para diagnosticar ni cla-
sificar los tumores neuroendocrinos toracicos. Aunque esto es algo controversial debido a que
la Ki-67 se usa para la evaluacion de rutina de los tumores neuroendocrinos enteropancreaticos
(Marchevsky et al., 2018; Naheed et al., 2019), la biologia de los tumores neuroendocrinos que
surgen en diferentes ubicaciones anatdmicas no es necesariamente la misma (Pelosi et al., 2014), y
no se cuenta con suficientes datos para apoyar el uso de la Ki-67 en el diagnostico de los tumores
neuroendocrinos pulmonares. Los tumores carcinoides pueden mostrar un rango de tincién para
la Ki-67 (y existen algunos datos que indican un rango del indice de proliferacion para la Ki-67
del 2,3 % al 4,15 % observado en los tumores carcinoides tipicos, asi como del 9 % al 17,8 % en
los tumores carcinoides atipicos) (Pelosi et al., 2014). Recientemente, algunas divisiones triparti-
tas de tumores carcinoides pulmonares que usan el indice de marcado para la Ki-67 por si sola
(<10 %, entre el 10 % y el 19 %, y >20 %) o combinada con histologia (carcinoides tipicos con Ki-67
<5 %, carcinoides tipicos con Ki-67 25 % y carcinoides atipicos) se han asociado con el pronostico
(Marchevsky et al., 2018; Pelosi et al., 2019). En un estudio reciente de 165 tumores carcinoides, se
encontr6 que el indice de Ki-67 (evaluado con un algoritmo digital) aumento significativamente
en los carcinoides atipicos en comparacion con los tipicos, y fue el tinico factor prondstico signifi-
cativo de recurrencia de la enfermedad en la cohorte (Dermawan y Farver, 2020).

Resumen de respuesta
Actualmente no hay una funcién establecida para la evaluacion de rutina de la Ki-67 en la
distincion entre los tumores carcinoides tipicos y los atipicos.

+Qué nivel de concordancia existe entre el indice de proliferacion

en las muestras de biopsia y las muestras quirargicas?

La mayor parte de la evidencia disponible en la comparacion del indice de proliferacion en dife-
rentes tipos de muestras se relaciona con los tumores carcinoides. El indice de proliferacion
en los tumores carcinoides puede diferir entre las biopsias pequenas y las muestras por resec-
cién (figura 11-3). El nivel de concordancia es controversial, relacionado en parte con la falta de
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tipicos, (Cy D) tumores carcinoides atipicos, (E y F) carcinoma neuroendocrino de células grandesy (Gy H)
carcinoma microcitico; (columna izquierda) H&E, x400 y (columna derecha) Ki-67 (clon MIB-1), x400.
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arcado de este tumor carcinoide fue del (A) 8,96 % en la biopsia bronquial inicial
y del (B) 17,25 % en la muestra de reseccion quirurgica. Ki-67 (clon MIB-1), x400.

métodos estandarizados para la puntuacion (véase la seccion “Como se evalia la Ki-677) (Fabbri
etal., 2017; Boland et al., 2020), con la heterogeneidad de la Ki-67 y con la biologia de estos tumo-
res con mayores valores de Ki-67 y de tasas mitoticas observados a menudo en muestras metasta-
sicas en comparacion con los tumores primarios (Rekhtman et al., 2019b).

Resumen de respuesta
La concordancia del indice de proliferacion de la Ki-67 entre las muestras de biopsia peque-
fnas y las muestras de reseccion no ha sido bien caracterizada.

+Cual es el papel prondstico de la Ki-67 en los carcinomas de pulmén no microciticos?
Varios estudios y metaandlisis sugieren que un nivel elevado de Ki-67 es un factor pronéstico
negativo para los pacientes con carcinoma no microcitico (Wei et al., 2018; Yatabe et al., 2019;
Chirieac, 2016). La falta de datos de buena calidad con base en una evaluacion estandarizada
de la Ki-67, junto con la carencia de una utilidad clinica clara, ha impedido su uso en la prac-
tica clinica de rutina.

Resumen de respuesta
No hay una funcién clinica establecida para la evaluacion de la Ki-67 como marcador pro-
ndstico en los carcinomas no microciticos.

:Es importante el anticuerpo inmunohistoquimico de la Ki-67?

Existen varios anticuerpos de la Ki-67 disponibles comercialmente (Biocompare, s. f.), y el
clon MIB-1 es el mas usado, aunque no se dispone de datos de buena calidad que comparen
diferentes clones de anticuerpo en tumores pulmonares (Pelosi et al., 2014). El uso de fijacién
con CytoLyt inhibe la inmunorreactividad para MIB-1, por lo que recientemente se ha reco-
mendado el clon 30-9 de la Ki-67 para los bloques celulares fijados con CytoLyt (Buonocore
et al., 2019). Por otra parte, la fijacién en formalina neutra amortiguada puede evitar este
inconveniente (Figura 11-4). Si la activacion del antigeno (la recuperacion de epitopo indu-
cida por calor) se realiza de manera correcta, una subfijacién (<6 horas) puede ser mas con-
traproducente para la tincién de MIB-1 en comparacion con la sobrefijacion.

Resumen de respuesta
El clon MIB-1 es el anticuerpo mas utilizado para evaluar la Ki-67, aunque hay pocos datos
sobre la comparacion de diferentes clones en los tumores pulmonares.
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Figura 11-4. Este bloque ceIuIar de un carcinoma microcitico metastasico se fijé en formalina amortiguada.
No se pueden observar diferencias significativas en la expresion de Ki-67 (A) al comparar el clon MIB-1 con
(B) el clon 30-9. Ki-67 (clon MIB-1), x400.

¢Como se evalua la Ki-67?

No se ha establecido un método de puntuacion estandar para los tumores neuroendocrinos
pulmonares (o para algun tumor toracico), y se carece de estudios de reproducibilidad que
comparen diferentes énfasis. La mayoria de los estudios se han centrado en los tumores car-
cinoides (Rekhtman et al., 2019b; Marchevsky et al., 2018; Boland et al., 2020) y han usado
el método de hot spot y el conteo manual de las células positivas (Marchevsky et al., 2018).
En los tumores con expresion homogénea, se puede calcular un valor tnico para el indice
de proliferacion de Ki-67 con base en el porcentaje de células que muestran tinciéon nuclear
para Ki-67 en (1) un campo x20 o un 4rea de 2 mm?, o (2) 500 a 2000 células (Rekhtman et
al., 2019b; Pelosi et al., 2019). En casos de heterogeneidad, se ha usado tanto el hot spot como
los valores promedio de Ki-67 (Rekhtman et al., 2019b). La cuantificaciéon automatizada con
algoritmos nucleares validados puede contribuir a la estandarizacién (Boland et al., 2020),
pero este método no esta disponible ampliamente.

Resumen de respuesta
No hay un método estandarizado establecido para la evaluaciéon de la Ki-67 en los
tumores tordcicos.

Conclusiones

Actualmente, el uso de rutina de los marcadores de proliferacién inmunohistoquimica no
tiene una funciéon definida en la evaluacion diagndstica de los tumores neuroendocrinos
pulmonares (u otros tumores toracicos). En el contexto de biopsias trituradas y pequenas
o de muestras de citologia suboptimas de tumores neuroendocrinos, la Ki-67 puede ser ttil
para ayudar a diferenciar los tumores carcinoides de los carcinomas neuroendocrinos de alto
grado, asi como para evitar problemas de sobrediagndstico de tumores neuroendocrinos de
alto grado.
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Inmunohistoquimica en citologia

Por Lukas Bubendorf, Yuchen Han y Andre L. Moreira

Introduccion

La capacidad de realizar una inmunotincion de alta precision en muestras citologicas es crucial,
puesto que hasta el 40 % de todos los diagndsticos de cancer de pulmon se realiza inicamente
mediante citologfa. La citologia no solo es equivalente a la histologia para la subtipificacion del
carcinoma no microcitico (CNM), sino que también es un método minimamente invasivo y pre-
ferido para recolectar material tumoral para andlisis repetitivo de biomarcadores en enfermedades
recurrentes o metastasicas (Sigel et al., 2011). La aspiracion transbronquial con aguja fina guiada
por ultrasonido endobronquial (EBUS-FNA) esta entre las técnicas citologicas mas satisfactorias.
Sin embargo, también son importantes otras modalidades como la FNA transtoracica, las secre-
ciones o cepillados bronquiales, el lavado broncoalveolar y los derrames pleurales, asi como la
FNA de focos metastasicos distantes. La principal diferencia y el desafio en la citologia se relaciona
con la mayor variabilidad de las condiciones preanaliticas y con la falta de contextura tisular en
comparacion con la histologia. Con el surgimiento de un niumero cada vez mayor de biomarcado-
res predictivos en el CNM, la inmunohistoquimica (IHQ) se ha usado como una alternativa rapida
y rentable a la hibridacion fluorescente in situ (FISH) y a las pruebas moleculares en el cribado de
varias de estas alteraciones (Jain et al., 2019). La situacion actual y los desafios de las pruebas IHQ
en la citologia se han abordado recientemente en varias publicaciones (Zhou y Moreira, 2016;
Bubendorf et al., 2017; Yatabe et al., 2019; Jain et al., 2019). Es incuestionable la necesidad de reali-
zar pruebas inmunohistoquimicas en las muestras citoldgicas de cancer de pulmon.

¢Qué parte de la muestra citoldgica es mejor para la inmunotincion:
el bloque celular, los frotis secados al aire o fijados en etanol?

Muestras de bloque celular

En principio, las preparaciones citoldgicas se pueden agrupar en citologia de bloque celular y cito-
logia sin bloque celular. Los bloques celulares son el formato de citologia mas accesible para la
inmunotincion debido a que se pueden manipular de la misma forma que las muestras histolo-
gicas fijadas en formalina y embebidas en parafina (FFPE), para las que se han optimizado los
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Figura 12-1. (A) Carcinoma no microcitico (CNM) positivo para factor de transcripcion tiroideo 1 (TTF1) en bloque
celular de aspiracion transbronquial con aguja fina (TBNA) guiada por ultrasonido endobronquial (EBUS) usando
el cromégeno 3,3"-diaminobencidina (DAB) (BenchMark ULTRA, x400). (B) CNM positivo para napsina A en bloque
celular de EBUS-TBNA usando el cromégeno DAB (BenchMark ULTRA, x400). (C-F) IHQ en frotis previamente fijados
en etanol y con tincién de Papanicolaou usando el cromégeno 3-amino-9-etilcarbazol (AEC) (Leica Bond). (C) CNM
positivo para TTF1 en EBUS-TBNA (x400). (D) Carcinoma de células escamosas positivo para p40 en citologia por
cepillado (x630). (E) Células basales benignas positivas para p40 subyacentes a células respiratorias ciliadas (x400).
(F) Expresién de CD56 en un carcinoma microcitico con acentuacion membranosa (TBNA, x400).

protocolos de inmunotincién (figura 12-1A y B). Esto estd respaldado por estudios que mues-
tran resultados sumamente acordes para diferentes marcadores entre los bloques celulares y las
muestras histologicas con caracteristicas semejantes (Yatabe et al., 2019). Sin embargo, la falta
de estdndares internacionales en relacion con los métodos previos a la fijacion y el protocolo
de preparacion sigue siendo uno de los principales problemas en el uso de los bloques celulares
(Jain et al., 2014; Saqi, 2016). Actualmente, se usan mas de 10 métodos para preparaciones de
bloques celulares, siendo los mas comunes en Estados Unidos la trombina plasmatica, HistoGel
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Figura 12-2. (A) Corte tefiido con H&E de un bloque celular para un tumor neuroendocrino, con tincién posi-
tiva para cromogranina y sinaptofisina. La muestra se fijo con etanol (B) y formalina (C), y se realizé inmuno-
tincion. (B) Tincion IHQ para Ki-67 (clon MIB-1) que muestra positividad baja para el marcador, lo que indica
un tumor carcinoide de bajo grado. (C) La tincion IHQ para Ki-67 (clon 30.9) es positiva en mas del 50 % de las
células tumorales, lo que indica un tumor neuroendocrino (NE) de alto grado. (Imagenes proporcionadas por
el Dr. N. Rekhtman, Memorial Sloan Kettering Cancer Center)

(Thermo Fisher Scientific), sistema automatizado de bloque celular Cellient (Hologic) (Crapanzano
et al, 2014) y modificaciones de estos (Rekhtman et al., 2018). Casi todos los protocolos compar-
ten el paso final del fijado del pellet en formalina amortiguada al 10 % y su procesamiento en un
bloque FFPE. El gran espectro de fijacion varia desde la fijacion del material celular en formalina
amortiguada al 10 %, la prefijacién en solucién a base de etanol o metanol antes de la fijaciéon en
formalina, e incluso la fijacién pura en etanol al 95 %.

Aunque la gran variedad de medios de transporte, los prefijadores y los protocolos para el uso
de bloques celulares no parecen ocasionar problemas sistematicos en la inmunotincion de acuerdo
con un estudio previo (Fischer et al., 2014), analisis recientes indican que existen desafios especi-
ficos relacionados con factores preanaliticos en los bloques celulares, en especial con la prefijacion
con etanol o metanol (Zhou y Moreira, 2016). Ademas de la expresion ausente o casi ausente del
factor de transcripcion tiroideo 1 (T'TF1) con fijador CytoLyt (Gruchy et al., 2015), casi la mitad
(43 %) de los 30 anticuerpos evaluados en el sistema de bloques celulares Cellient (Hologic) falla-
ron en la validacién inicial usando las condiciones establecidas para las muestras tisulares FFPE
en el instrumento de tincién BenchMark XT Automated IHC/ISH (Sauter et al., 2016). Ademads,
conocer el impacto del clon de anticuerpo y de las condiciones previas a la fijacién puede prevenir
problemas significativos cuando se evaltia la IHQ diagnostica. La figura 12-2 resalta el efecto de la
fijacion a base de alcohol en un clon de uso comun de Ki-67 (Buonocore et al., 2019).

Aunque los bloques celulares FFPE se han convertido en el tipo de preparacion citoldgica
preferido para el analisis IHQ, tienen ciertas limitaciones. Los bloques celulares consumen mas
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tiempo, son mds costosos y suponen un mayor desafio técnico que las preparaciones que no utili-
zan bloques celulares; ademas, no estan disponibles de manera uniforme en todos los pacientes ni
en todos los laboratorios (Nambirajan y Jain, 2018; Hendry et al., 2020).

Muestras obtenidas por métodos distintos al de los bloques celulares

Las muestras de citologia obtenidas por métodos distintos al de los bloques celulares consisten en
diversas preparaciones, las cuales incluyen frotis secados al aire y fijados en alcohol, muestras obteni-
das por cytospin (Cytospin, Thermo Fisher Scientific), preparaciones en base liquida como ThinPrep
(Hologic), o SurePath (Becton Dickinson). La gran variedad de condiciones preanaliticas y métodos
de preparacion hace incluso mas dificil la estandarizacion de la inmunotincién en muestras obteni-
das por métodos distintos al de los bloques celulares. Los fijadores de uso mas amplio en la citologia
que no utiliza bloques celulares incluyen al fijador Saccomanno a base de etanol (50 % de etanol y
2 % de polietilenglicol), Delaunay (partes iguales de etanol y acetona mezcladas con 0,5 mL de 4cido
tricloroacético 1 M) y los fijadores comerciales en aerosol, mientras que el CytoLyt a base de metanol
o las soluciones PreservCyt (esta tltima optimizada para el sistema de preparacioén de portaobjetos
de citologfa de base liquida ThinPrep) (Hologic) sirven como preservantes y medios de transporte.
El liquido de operacion hemolitico CytoRich Red, a base de etanol (Thermo Fisher Scientific), tam-
bién contiene formalina. Todos estos fijadores y medios de transporte pueden ser problematicos
para la inmunotincidn, y se han obtenido frecuentes resultados disonantes con la histologia para
algunos anticuerpos (Gong et al., 2003; Skoog y Tani, 2011; Sauter et al., 2016; Gorman et al., 2012;
Buonocore et al., 2019).

No obstante, en el UK. National External Quality Assessment Service (UK NEQAS), casi todos
los fijadores distintos de la formalina para inmunohistoquimica, incluyendo al Delaunay; las solu-
ciones a base de metanol y de etanol, ademas del CytoRich Red a base de etanol y formalina, pro-
dujeron una calidad de inmunotincién similar a la de la formalina por si sola (Kirbis et al., 2011).
De este modo, un laboratorio puede usar cualquiera de estos fijadores seguin sus necesidades, con
la tinica advertencia de revalidar rigurosamente sus procedimientos de inmunohistoquimica antes
de la aplicacion clinica. De hecho, los datos indican que, con las modificaciones apropiadas en los
factores analiticos, la IHQ en preparaciones obtenidas por métodos distintos al de bloques celulares
puede ser equivalente a la IHQ en el tejido FFPE o en los cortes de bloque celular (Abendroth y
Dabbs, 1995; Leung y Bedard, 1996; Denda et al., 2012; Kalhor et al., 2006; Savic et al., 2013; Russell-
Goldman et al., 2018; Lozano et al., 2019). Muchos laboratorios que aplican inmunotincién a mues-
tras obtenidas mediante métodos distintos al del bloques celulares utilizan portaobjetos diagndsticos
y tincion de Papanicolaou (Fischer et al., 2014; Schmitt et al., 2011) (figura 12-1C-F).

La tincién de Papanicolaou previa, que no interfiere de manera negativa con la reaccion de la
inmunotincion, permite el triage de los portaobjetos disponibles para inmunotincién y el marcado
de las dreas de interés especial. Se han obtenido resultados variables con los frotis directos secados
al aire y con las muestras obtenidas con cytospin; y algunos autores reportan una falta completa de
tincion (Fischer et al,, 2014; Liu y Farhood, 2004), mientras que otros reportan una IHQ exitosa en
portaobjetos no tefiidos y fijados después en formalina (Fulciniti et al., 2008; Roh et al., 2012) y/o
alcohol/metanol/acetona (Skoog y Tani, 2011). Las contratinciones de la tincién de Papanicolaou
usualmente se blanquean durante el bloqueo con peroxidasa enddgena y/o durante la recuperacion
del antigeno (Denda et al., 2013). Antes de la IHQ, los portaobjetos pretefiidos de citologia sin blo-
que celular debian ser humedecidos en xileno para disolver los medios de montaje permanentes y
remover el cubreobjetos. Este proceso tarda algunas horas para muestras frescas, pero puede requerir
hasta varios dias en estudios retrospectivos, dependiendo de la duracion del periodo de archivado.
Los epitopos en los portaobjetos de citologia, fijados en alcohol y tefiidos previamente, permanecen
intactos durante un periodo de archivado de al menos 1 a 2 afos, si estan sellados adecuadamente
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con un cubreobjetos (Vlajnic et al., 2018). Se encontré que la recuperacién de antigeno inducida
por calor (HIAR) es esencial para el descubrimiento de la reactividad de los epitopos para todos los
antigenos nucleares y para un subgrupo de antigenos citoplasmaticos y membranosos en frotis fija-
dos con alcohol y con tincién de Papanicolaou (Denda et al., 2012). También se ha encontrado que
la HIAR mejora la tincion IHQ para ciertos antigenos en muestras de ThinPrep (Zhang et al., 2012)
y para frotis secados al aire y fijados posteriormente en formalina (Roh et al., 2012). Una duracion
menor de la HIAR es suficiente para los frotis de citologia en comparacion con el tejido FFPE. La
HIAR se debe optimizar por separado para cada anticuerpo.

El uso de plataformas de tincion automatizadas mejorara la estandarizacion y reproducibilidad
de los resultados de la THQ, pero atin son escasos los datos publicados sobre las preparaciones obte-
nidas por métodos distintos al de los bloques celulares. Algunos laboratorios trabajan con el sistema
de tincién automatizado Leica Bond (Vlajnic et al., 2018), las plataformas BenchMark XT/ULTRA
(Jain et al., 2018; Martinez et al., 2013; Lozano et al., 2019), o los sistemas de tincién automatizados
Dako (Noll et al., 2018). La evaluacion externa de calidad también es importante para mantener una
calidad de inmunotincion elevada. De hecho, UK NEQAS tiene un programa externo de evaluacion
de calidad para ayudar en la estandarizacién y mejorar la calidad de la inmunotincién en la citologia
(Kirbis et al., 2011).

Resumen de respuesta

Todas las preparaciones citoldgicas, incluidos los bloques celulares y los portaobjetos fijados en
etanos y secados al aire, se pueden utilizar principalmente para inmunotincion. Los bloques celu-
lares fijados con formalina son los mas sencillos y los mas utilizados. Se requiere una rigurosa
optimizacion del protocolo, validacion y control de calidad en la inmunotincién de muestras cito-
légicas, especialmente en las preparaciones que no utilizan bloques celulares.

¢Qué grado de fiabilidad tienen las pruebas de biomarcadores inmunohistoqui-
micos predictivos en las muestras citologicas de cancer de pulmon?

El interés por la IHQ de la citologia ha ganado mucho terreno en la era de las pruebas de biomarca-
dores predictivos, bien sea como un biomarcador selectivo para tratamiento (por ejemplo, ligando 1
de muerte programada [PD-L1] y quinasa del linfoma anaplasico [ALK]) o como un método pre-
cribado para pruebas moleculares subsecuentes (por ejemplo, oncogén 1 c-ros [ROSI] y quinasa del
receptor de tirosina neurotrépico [INTRK]). Claramente, el PD-L1 ha sido el principal factor detras de
este desarrollo, segtin lo evidenciado por el nimero cada vez mayor de publicaciones sobre pruebas
para PD-L1 en citologia durante los tltimos afios (Gosney et al., 2020). Las pruebas IHQ predic-
tivas validadas se ajustaron a las muestras histoldgicas, y las muestras citoldgicas no habian sido
analizadas en ensayos clinicos relacionados con agentes dirigidos o inhibidores de puntos de con-
trol inmunitario en ese momento (Thunnissen et al., 2018). A pesar de ello, con los avances en los
procedimientos diagndsticos minimamente invasivos que producen muestras predominantemente
citolégicas, hay una creciente demanda de pruebas de biomarcadores predictivos en muestras de
citologia en la practica clinica (Jain et al., 2019). Se requiere la revalidacion de la prueba cuando se
realiza una prueba IHQ validada en muestras de citologia debido a las diferencias en sus técnicas de
procesamiento (Fitzgibbons et al., 2014). Como se discuti6 con anterioridad, la mayor variabilidad
en los factores preanaliticos de las muestras de citologia hace dificil la estandarizacion de la inmu-
nohistoquimica en la citologfa.

IHQ para PD-L1
La prueba del PD-L1 en bloques celulares se ha convertido en una practica diagnodstica
comun al utilizar las pruebas y los protocolos que se desarrollaron para muestras histolégicas.
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Figura 12-3.1HQ para ligando 1 de muerte programada (PD-L1) en muestras de carcinoma no microcitico (CNM)
en bloque celular utilizando la prueba VENTANA PD-L1 (SP263) en BenchMark ULTRA. Tincion membranosa pro-
nunciada en (A) todas las células tumorales o (B) en la mayoria de las células tumorales (derrames malignos;
%400, cada uno). (C-D) Agregados negativos para PD-L1 de células de adenocarcinoma e histiocitos mezclados
y focalmente pigmentados, la mayoria débilmente positivos para PD-L1 (H&E y PD-L1, FNA: X400, cada uno).

De hecho, esta practica ha sido justificada por la evidencia post hoc acumulada, que indica una tasa
de éxito elevada de la IHQ para PD-L1 y una concordancia elevada entre los bloques celulares y la
histologia equivalente, segun lo indicado en una revision reciente de 9 estudios elegibles (Gosney
et al,, 2020). Por el contrario, apenas estan surgiendo datos sobre muestras obtenidas por métodos
distintos al de los bloques celulares, pero apuntan en la misma direccion (Noll et al., 2018; Jain et al.,
2018; Capizzi et al., 2018; Lozano et al., 2019; Munari et al., 2019).

En las muestras histoldgicas, la positividad para la tincién de PD-L1 se define como una tincién
de membrana citoplasmatica completamente circunferencial o lineal parcial de cualquier intensidad
en las células tumorales. La tincion citoplasmatica en las células tumorales no se considera positiva
unicamente para propositos de la puntuacion. Esto también es cierto para los cortes de bloque celu-
lar (figura 12-3A y B). Sin embargo, en las muestras citoldgicas obtenidas por métodos distintos al
de los bloques celulares, la tincion membranosa es menos definida debido a que las membranas
celulares estan intactas y no cortadas, como en los cortes tisulares FFPE (Bubendorf et al., 2017). De
este modo, la tincion para PD-L1 de la membrana celular orientada horizontalmente puede aparecer
como una tincién de superficie difusa que imita a la tincion citoplasmatica (figura 12-4). La sobre-
estimacion de la positividad para PD-L1 ocasionada por la tincién citoplasmatica inespecifica de
los macrofagos y células inflamatorias del fondo se puede producir tanto en las muestras de bloque
celular como en las muestras obtenidas por métodos distintos al del bloque celular, y puede ser par-
ticularmente desafiante en las muestras de derrame con predominio de células tumorales aisladas y
mezcladas con células inflamatorias y mesoteliales (figuras 12-3C, D y 12-4D). Una inmunotincién
confirmatoria, como la de TTF1 y/o un marcador panleucocitario (por ejemplo, CD45), realizada en
un corte correspondiente, puede ayudar a la confirmacion de células tumorales para la puntuaciéon
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Figura 12-4. IHQ para ligando 1 de muerte programada (PD-L1) de muestras de citologia de CNM fijadas
con etanol y con tincién de Papanicolaou, usando pruebas desarrolladas en laboratorio (LDT) para PD-L1 en
Leica Bond. (A) Células tumorales positivas para PD-L1 con acentuacién membranosa focal (prueba VENTANA
PD-L1 [SP263], x400). (B) Célula tumoral pleomérfica con tincién difusa tipo citoplasmatica (prueba VENTANA
PD-L1 [SP142], x630). (C) Células tumorales con tincion tipo citoplasmatica y acentuacién membranosa focal
(Leica 73-10, x400). (D) Células tumorales negativas para PD-L1 con macréfagos que sirven como control de
tincion positivo (prueba VENTANA PD-L1 [SP263], x400). (E) Tincion débil y no especifica de la mucinay células
tumorales negativas para PD-L1 (prueba VENTANA PD-L1 [SP263], x200). (F) Células trofoblasticas placentarias
disociadas que sirven como controles positivos para PD-L1 (prueba VENTANA PD-L1 [SP263], x400).

de positividad para PD-L1. Considerando estas dificultades inherentes en la interpretacién de la
IHQ para PD-L1 y la heterogeneidad conocida de la expresién de PD-L1, se debe evitar la evalua-
cién en muestras citoldgicas con menos de 100 células tumorales (Hendry et al., 2020), mientras
que otros sugieren incluso al menos 400 células tumorales (Dong et al., 2020). En contraste con la
puntuacion de las células tumorales, una puntuacion confiable de inmunocitos (IC) de muestras
citologicas es casi imposible debido a la carencia de contexto arquitectural del tejido y, en consecuen-
cia, no se debe practicar.
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Figura 12-5. Dos IHQ de adenocarcinomas de pulmén con reordenamiento de quinasa de linfoma anaplasico
(ALK). Pruebas desarrolladas en laboratorio (LDT) con anticuerpo 5A4 (Novocastra) en (A) bloque celular de
derrame maligno de adenocarcinoma de pulmén (BenchMark ULTRA, 3,3"-diaminobencidina [DAB], x200) y
(B) muestra transbronquial de aspiracién con aguja fina (TBNA) previamente fijada en etanol y con tincion de
Papanicolaou (Leica Bond, 3-amino-9-ethilcarbazol [AEC], x400).

IHQ para ALK, ROS1 y pan-TRK

La THQ para detectar la sobreexpresion de la ALK o de la proteina ROS1 es un método bien esta-
blecido de cribado del CNM para FISH posterior o para una evaluacion adicional de hallazgos
inciertos en la FISH (como se describe en detalle en el capitulo 19). Al igual que con las muestras
histolégicas, la IHQ para ALK se aplica bastante a las muestras citoldgicas (figura 12-5). La mayo-
ria de los estudios sobre la IHQ de la ALK en citologia se han realizado en bloques celulares FFPE
sin modificacién del procedimiento de IHQ al usar clones 5A4 o D5F3 en varias plataformas
de tincion automatizadas (Jain et al., 2019). Estos estudios han demostrado de manera uniforme
sensibilidades del 100 %, aunque con especificidades variables (83 %-100 %) para la presencia de
reordenamiento de ALK por FISH. Las preparaciones fijadas en etanol obtenidas por métodos
distintos al de los bloques celulares también han sido evaluadas mediante IHQ para ALK. Excepto
por dos estudios que reportan una sensibilidad del 100 % en frotis fijados con alcohol, otros estu-
dios reportan pocas sensibilidades relativas mediante IHQ, las cuales varian del 66 % al 86 % (Jain
etal., 2019). Ninguno de los ultimos estudios utiliz6 la prueba altamente sensible VENTANA ALK
(D5F3) CDx que se ha usado en la mayoria de los estudios de bloque celular.

La THQ para ROS1 es sumamente precisa para el precribado de los canceres de pulmoén con
reordenamiento ROSI en muestras histologicas y bloques celulares, segtin lo sefialado en el capi-
tulo 19. Este también parece ser el caso para los frotis de citologia y las muestras obtenidas con
cytospin cuando se usa el anticuerpo monoclonal de conejo D4D6 (Cell Signaling Technology, Inc.)
en el sistema de tincion inmunoldgico automatizado Leica Bond (Vlajnic et al., 2018) (figura 12-6).
Los datos obtenidos en una nueva prueba VENTANA ROSI (SP384) de anticuerpo monoclonal
primario de conejo en muestras citoldgicas todavia no estan disponibles. La IHQ para ROS1 es
sumamente sensible, pero carece de especificidad (Hung y Sholl, 2018). El anticuerpo tifie los
macrofagos y los neumocitos reactivos, y muestra ademas cierta reactividad en adenocarcinomas
con reordenamiento distinto al ROSI; por lo tanto, se recomienda la confirmacién de los resulta-
dos mediante FISH o secuenciacion de nueva generacion.

La evaluacién de los reordenamientos NTRKI-3, un biomarcador agndstico de tumor para
seleccionar pacientes para tratamiento con inhibidores de NTRK, se ha convertido en otra nece-
sidad en los CNM y en otros tumores solidos. Debido a la muy baja prevalencia de los reordena-
mientos de NTRK en el CNM (<0,5 %), se ha recomendado el precribado mediante THQ. Se ha
mostrado que la IHQ pan-TRK con el anticuerpo anti-pan-TRK EPR173 es sensible y especifica
en muestras histologicas. Esta disponible una prueba comercial Ventana in vitro diagnostics (IVD)
para tejido neoplasico FFPE (Hechtman et al., 2017). Es previsible que la pan-TRK también fun-
cionara en muestras de citologia, pero todavia no se dispone de esos datos (figura 12-7).
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Figura 12-6.1HQ para ROS1. (A-B) Bloques celulares en el BenchMark ULTRA con el kit de deteccién IHQ Optiview

DABYy (C-F) muestras previamente fijadas con etanol y con tincién de Papanicolaou con el anticuerpo D4D6 (Cell
Signaling Technology, Inc.) en el Leica Bond (AEC como cromdgeno). (A) Derrame maligno en adenocarcinomas
de pulmon con reordenamiento del oncogén 1 c-ros (ROST) usando anticuerpo D4D6 (Cell Signaling Technology,
Inc., x200). (B) Tincion no especifica para ROS1 de un adenocarcinoma de pulmén no reordenado, con mutacién
para el homélogo oncogén viral del sarcoma de rata Kirsten (KRAS) utilizando la prueba VENTANA ROS1 (SP384)
de anticuerpo monoclonal primario de conejo (x400). (C-D) Adenocarcinomas de pulmén con reordenamiento
ROST que muestran tincién citoplasmética homogénea (x400, cada uno). (E) Carcinoma no microcitico con reor-
denamiento ROST (CPNM); la linea celular HCC78 sirve como control de tincidn positivo (x200). (F) CNM negativo

para ROS1 con fondo hemorrégico (x400).

Resumen de respuesta

Las muestras citoldgicas se pueden utilizar para la
IHQ predictiva de PD-L1, ALK y ROS1, y actual-
mente los bloques celulares son las preparaciones
recomendadas. Los datos limitados sobre estas THQ
predictivas en portaobjetos sin bloques celulares son
prometedores, pero necesitan mas confirmacion.

Conclusiones

No hay duda de que las muestras citoldgicas sirven
como recursos utiles e indispensables para las prue-
bas complementarias en el diagnostico y pronds-
tico del cancer de pulmén, incluyendo la IHQ. Los

Figura 12-7. Células de adenocarcinoma de pul-
moén con fusion genética CLIP1-NTRK1 confirmada.
Inmunohistoquimica positiva con el anticuerpo
Abcam pan-TRK EPR17341 (bloque celular, x400).
(Imagen cortesia de Joachim Diebold, Lucerna).
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bloques celulares FFPE son el formato preferido y de uso mas comun, el cual se puede integrar en
el flujo de trabajo técnico existente al usar protocolos IHQ basados en tejidos. Aunque las pruebas
IHQ también funcionan en muestras de citologia obtenidas con métodos distintos al de los blo-
ques celulares en laboratorios experimentados, se requieren mas estudios.
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Marcadores inmunitarios para las

variantes del adenocarcinoma de pulmoén

Por Mari Mino-Kenudson y Sanja Dacic

Introduccion

Las variantes del adenocarcinoma de pulmdén comprenden el adenocarcinoma mucinoso
invasivo (AMI), adenocarcinoma coloide, adenocarcinoma entérico y adenocarcinoma fetal.
Estos adeoncarcinomas exhiben caracteristicas citomorfoldgicas tipicas, y usualmente no
se requiere de inmunohistoquimica (IHQ) para su diagndstico. Sin embargo, las metastasis
que se originan en sitios distintos del pulmén pueden compartir las mismas caracteristicas
histolégicas. Por ende, la IHQ puede ser util para diferenciar entre tumores primarios y
metastasicos, y muchas veces es necesaria la correlacion clinicopatolégica para establecer un
diagnoéstico correcto. Ademas, la IHQ puede ser util para excluir imitadores no malignos, a
fin de confirmar el diagndstico de AMI.

Adenocarcinoma mucinoso invasivo

Por lo general, el diagnostico del AMI esta basado en la citomorfologia caracteristica: células
columnares altas con mucina intracitoplasmatica abundante y/o células caliciformes que
comprenden una fraccion significativa de las células tumorales que muestran un patrén de
crecimiento lepidico. Por lo tanto, usualmente no se requiere IHQ para llegar a un diagndstico,
pero hay algunas circunstancias en las que la IHQ puede ser ttil para confirmarlo. Estas son: (1)
confirmacion del diagnéstico con base en una muestra tisular pequena y (2) la diferenciacion
de procesos no malignos, entre ellos la metaplasia peribronquiolar con metaplasia mucinosa
y el tumor papilar muconodular ciliado (adenoma bronquiolar). Ademas, el adenocarcinoma
convencional en muy pocas oportunidades produce mucina exuberante y se puede confundir
con un AMI. La diferenciacion entre el AMI y un tumor productor de mucina de un sitio
diferente del pulmén puede ser sumamente dificil dado que el perfil inmunoldgico del AMI es
similar al de los adenocarcinomas primarios pancreatobiliares y del tracto gastrointestinal (GI).

:Cual es el perfil inmunologico del adenocarcinoma mucinoso invasivo?

La mayoria de los AMI son negativos o solo focalmente inmunorreactivos al factor de
transcripcion tiroideo 1 (TTF1) y ala napsina A, mientras que casi todas las lesiones expresan
citoqueratina 7 (CK7) (figura 13-1). Concurrentemente, la CK20 y un factor de transcripcion
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Figura 13-1. (A) Ejemplo de adenocarcinoma mucinoso invasivo que muestra células columnares altas con
mucina citoplasmatica abundante y células caliciformes dispersas en patrones acinar y lepidico. (B) Las células
de lalesién son difusamente positivas para citoqueratina 7 (CK7) y (C) focalmente positivas para CK20. (D) Una
inmunotincion para factor nuclear 4 alfa de hepatocitos (HNF4a) resalta casi todos los nucleos de las células
tumorales, mientras que (E, flechas) las expresiones nucleares del factor de transcripcion tiroideo 1 (TTF1) y
(F) CDX2 se limitan a subgrupos de células tumorales. CK20 y CDX2 tienden a colocalizarse. Cabe anotar que
(E, puntas de flecha) los neumocitos de fondo exhiben una fuerte expresion nuclear de TTF1.
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intestinal, CDX2, son positivos en el 40 % al 50 % de los AMI (Yatabe et al., 2019). Cabe
anotar que la mayoria de los AMI, en particular aquellos que carecen de expresion de TTF1,
reaccionan al factor nuclear 4 alfa de hepatocitos (HNF4a), que es otro factor de transcripcion
nuclear que se encuentra a nivel hepatobiliar y en los tractos GI (Sugano et al., 2013).

:Las inmunotinciones son utiles en el diagndstico del adenocarcinoma mucinoso invasivo?
Los adenocarcinomas mucinosos de sitios diferentes del pulmén pueden mostrar un patrén
de crecimiento lepidico cuando hacen metastasis en el pulmon; de este modo, puede ser
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sumamente dificil diferenciar entre el AMI pulmonar primario y estos tumores unicamente
con base en la morfologia. Desafortunadamente, es posible que la IHQ no sea util en este
contexto, dado que el AMI a menudo expresa marcadores de diferenciaciéon intestinal,
incluyendo CDX2 y HNF4a junto con CK7, los cuales son marcadores comunes de los
tumores primarios pancreatobiliares y del tracto GI superior. No obstante, una expresion
significativa de TTF1 respalda la existencia de un tumor primario pulmonar.

Por otro lado, la IHQ puede ser util para diferenciar al AMI de entidades no malignas.
Por ejemplo, el AMI comprende una fraccion significativa de los canceres de pulmoén
que se desarrollan en pacientes con neumonia intersticial usual (UIP) (Masai et al., 2016;
Calio et al,, 2017), y la metaplasia mucinosa, que a menudo estd asociada con la metaplasia
peribronquiolar/bronquioloectasia por tracciéon que se encuentra en la UIP, puede imitar al
AMI. Dada su morfologia habitualmente bien diferenciada, el diagndstico de AMI puede
ser dificil en un fondo de fibrosis intersticial y/o en una muestra de biopsia pequefa. En
estos casos podria ser util un panel de tinciones para TTF1 (+ napsina A), p40 y HNF4a.
Las proliferaciones no neoplasicas retienen células basales que expresan p40 y no expresan
HNF4a. El tumor papilar muconodular ciliado es otro diagndstico diferencial importante
debido a su acumulacion abundante de mucina, a la presencia de células mucinosas y a
diversos patrones de crecimiento que se pueden asemejar bastante al AMI (Luy Yeh, 2019). La
ausencia de células basales p40+, junto con la falta de cilios en un grupo de células mucinosas
que recubren las paredes alveolares o las glandulas en formacion, respalda el diagndstico de
AMI (Chang et al., 2018).

Las figuras 13-2F y F muestran otro ejemplo de AMI en un paciente con fibrosis inters-
ticial. Existen glandulas mucinosas con un contorno levemente irregular, pero sin atipia
citologica evidente en un fondo de estroma fibroso y unos pocos focos de metaplasia peri-
bronquiolar con o sin mucina (figura 13-2E, flechas). Una inmunotincién para p40 revela
nucleos positivos en los bronquiolos y el parénquima alveolar con metaplasia peribronquiolar
(figura 13-2F), mientras que los grupos de glandulas mucinosas son completamente negati-
vos para p40 (ausencia de células basales), lo que respalda el diagnostico de AMI.

Resumen de respuesta

El AMI expresa a menudo marcadores de diferenciacion intestinal, como CDX2 y HNF4a,
junto con la CK7, mientras que la expresién de TTF1 y napsina A es limitada; por ende, la
diferenciacion entre AMI y metdstasis de un tumor primario extrapulmonar, en particular un
tumor primario GI superior o pancreatobiliar, puede ser sumamente dificil sin la correlaciéon
clinicopatoldgica. Por otro lado, la IHQ puede ser util para diferenciar al AMI de entidades
no malignas y del adenocarcinoma de pulmén no AMI.

Adenocarcinoma coloide

El adenocarcinoma coloide del pulmoén, caracterizado por acumulaciones de mucina con epi-
telio escaso, es un tumor muy poco comun que comparte caracteristicas histoldgicas similares
con los adenocarcinomas mucinosos del tracto GI, del ovario y de mama. Por esta razdn,
podria ser necesaria la IHQ para apoyar el diagnostico de un tumor primario de pulmoén.

+Cual es el perfil inmunoldégico del adenocarcinoma coloide de pulmoén?

Los adenocarcinomas coloides del pulmén a menudo muestran reactividad a los marcadores
de adenocarcinoma tanto de pulmén como intestinales (figura 13-3). La expresion de TTF1,
napsina A y CK7 se observa en el 60 %, 50 % y 90 % de los tumores, respectivamente, mientras
que la expresion de CDX2 y CK20 esta presente en el 70 % y 90 %, respectivamente (Rossi et
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Figura 13-2. (A-D) Biopsia por aguja gruesa con adenocarcinoma mucinoso invasivo que muestra racimos
de células mucinosas con atipia citolégica leve que recubren las paredes alveolares o en (A) el fondo de
un estroma levemente fibroso. Una inmunotincion para factor de transcripcién tiroideo 1 (TTF1) resalta los
neumocitos, mientras que las células mucinosas no son reactivas a (B) TTF1 o (C) p40. Por el contrario, la
gran mayoria de las células mucinosas muestran (D) expresion nuclear de factor nuclear 4 alfa de hepatocitos
(HNF4a), lo que confirma el diagndstico de adenocarcinoma mucinoso invasivo. (E y F) Otro ejemplo de
adenocarcinoma mucinoso invasivo de un paciente con fibrosis intersticial. Un nédulo subpleural mal
definido, de 1,5 cm, consiste en gldndulas mucinosas con un contorno levemente irregular, aunque sin
atipia citologica evidente en un fondo de estroma fibroso, y unos pocos focos de metaplasia peribronquiolar
con o sin mucina (E, flechas). Una inmunotincion para p40 revela nucleos positivos en los bronquiolos y el
parénquima alveolar con metaplasia peribronquiolar (F), mientras que los grupos de glandulas mucinosas
son completamente negativos para p40 (ausencia de células basales), lo que confirma el diagnéstico de
adenocarcinoma mucinoso invasivo.
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Figura 13-3. (A) Un adenocarcinoma coloide del pulmén consiste en una acumulacion de mucina que
expande y destruye a los alvéolos con (B) focos poco frecuentes y dispersos de células mucinosas que
recubren focalmente los tabiques alveolares. (C, flechas) La inmunohistoquimica muestra una expresion
nuclear negativa para el factor de transcripcion tiroideo 1 (TTF1) en las células tumorales, mientras que hay
una expresion citoplasmatica débil. Esto ultimo no ayuda en el diagndstico diferencial. (D) El tumor exhibe
una expresion difusa de CK7 y (E, puntas de flecha) una expresion muy focal de CK20. (F) CDX2 también resalta
la mayoria de los nucleos tumorales. Este patrén mixto de expresion de marcadores pulmonares e intestinales
es caracteristico del adenocarcinoma coloide de pulmén.
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al., 2004; Zenali et al., 2015; Yatabe et al., 2019). Un panel que incluya estos marcadores junto
con GATA3 y el receptor de estrogeno (ER) (en el caso del carcinoma coloide de mama) y
PAX8 (en el caso del carcinoma mucinoso de ovario) podria ser ttil para diferenciar un tumor
primario de pulmén de una metastasis de otro sitio. Desafortunadamente, la IHQ no siempre
permite obtener una conclusion precisa en esta situacion, puesto que no todos los tumores
metastasicos replican el patrén de expresion del sitio primario. Por ende, la correlacion
clinicopatoldgica siempre es importante.

Resumen de respuesta

Un panel de IHQ (CK7, CK20, TTF1, napsina A, CDX2 y otros marcadores especificos de
sitios diferentes del pulmon) podria ser util para diferenciar el adenocarcinoma coloide de
pulmoén del adenocarcinoma mucinoso metastasico de un sitio extrapulmonar.

Adenocarcinoma entérico

El adenocarcinoma entérico es una variante poco frecuente del adenocarcinoma de pulmén que
se asemeja al adenocarcinoma que se origina en el colon y el recto. Por lo tanto, el diagnéstico
requiere la exclusion de metastasis de un sitio primario en el colon o el recto (Travis et al., 2015).
La correlacion clinicopatologica, junto con los andlisis IHQ, son utiles en este caso.

+Cual es el mejor panel de IHQ para diferenciar el adenocarcinoma entérico de pulmon
del adenocarcinoma colorrectal metastasico?

Como era de esperarse, el adenocarcinoma entérico pulmonar expresa a menudo marcadores
intestinales. La mitad de los tumores expresa CK20 y CDX2, mientras que la expresion de
TTF1 y napsina A estd limitada a un tercio de los casos. En este contexto, la inclusién de
CK7 y SATB2 en un panel IHQ puede ser util, aunque los datos sugieren que atn se carece
de la suficiente capacidad para discriminarlos. Mientras que la CK7 usualmente es fuerte y
difusa en cerca del 85 % de los adenocarcinomas de pulmon, pero es débil y focal en hasta el
27 % de los adenocarcinomas colorrectales, lo contrario se observa de manera habitual con
SATB2; fuerte y difuso en el 85 % de los casos de cancer colorrectal (CRC), débil y focal en
aproximadamente 14 % de los adenocarcinomas pulmonares (Lin et al., 2013; Jurmeister et
al,, 2019; Gu et al,, 2019; Zhang et al., 2019; Bian et al., 2017; Matsushima et al., 2017).

Resumen de respuesta
Un panel de IHQ (que incluye CK7 y SATB2) puede ayudar a diferenciar el adenocarcinoma
entérico pulmonar del adenocarcinoma colorrectal metastasico (figura 13-4).

Adenocarcinoma fetal

El adenocarcinoma fetal del pulmoén se asemeja a la fase seudoglandular del pulmon fetal, y se
caracteriza por estructuras glandulares complejas compuestas por células no ciliadas ricas en
glucdégeno. Se han descrito adenocarcinomas fetales de bajo y de alto grado. La forma de bajo
grado exhibe atipia nuclear baja y formacién de moérulas en un fondo de estroma fibromixoide
laxo, mientras que la forma de alto grado muestra una atipia nuclear mas prominente, falta
de morulas, necrosis y transicion a un componente menor de adenocarcinoma convencional
(Travis et al., 2015). Podria ser necesaria la IHQ para diferenciar el adenocarcinoma fetal del
pulmon del adenocarcinoma endometrial metastasico.
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Figura 13-4. Ejemplo de adenocarcinoma entérico. (A) El tumor consiste en células columnares altas con
nucleos hipercrométicos que forman glandulas. También es evidente la necrosis luminal. (B) Casi todas las
células tumorales son reactivas a la citoqueratina 7 (CK7), mientras que (C) una fracciéon de células tumorales
exhibe expresion de CK20, y (D) el factor de transcripcion tiroideo 1 (TTF1) solo resalta los neumocitos
atrapados, pero no las células tumorales. (E) La gran mayoria de las células tumorales también son reactivas
a CDX2, pero (F, flechas) solo una pequena fraccion muestra una expresion débil de SATB2. Este patrén de
expresion de CK7 y SATB2 es consistente con un tumor primario de pulmén.

¢Cuales son los perfiles inmunologicos de los adenocarcinomas fetales de pulmon de
bajo y alto grado?

Los adenocarcinomas fetales de bajo grado expresan TTF1 y muestran una localizacion
nuclear aberrante de -catenina, comun en las morulas, mientras que la tincién de membrana
citoplasmatica de la f-catenina se preserva en la forma de alto grado, y la expresion de TTF1
se aprecia solo en el 50 % de los tumores de alto grado (figuras 13-5 y 13-6). Mas del 90 % de
los tumores de bajo grado albergan células neuroendocrinas, las cuales son inmunorreactivas
a la sinaptofisina y/o cromogranina, mientras que solo el 50 % de los tumores de alto grado
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Figura 13-5. (A, flechas) Ejemplo de adenocarcinoma fetal de bajo grado del pulmoén, caracterizado por
estructuras glandulares complejas compuestas por células no ciliadas ricas en glucégeno y formacion de
morulas que se asocia con (B) expresion nuclear de -catenina. (C) La mayoria de las células tumorales exhiben
tincion nuclear de factor de transcripcion tiroideo 1 (TTF1) de diversas intensidades, y (D) la sinaptofisina
resalta los racimos dispersos de células neuroendocrinas en el tumor. Las células tumorales fueron negativas
para el receptor de estrégeno (ER), el receptor de progesterona (PR) y PAX8 (no se muestra en la imagen).

contienen dichas células (Nakatani et al., 2002, 2004; Morita et al., 2013; Suzuki et al., 2015).
Curiosamente, los adenocarcinomas fetales de alto grado expresan con frecuencia proteinas
oncofetales, por ejemplo, a-fetoproteina, glipicano 3 y/o proteina tipo Sal 4 (SALL4) (Morita
et al., 2013; Suzuki et al,, 2015). Ni la forma de bajo grado ni la de alto grado son inmunorre-
activas a ER, receptor de progesterona (PR) o PAX8, cuyas expresiones se aprecian normal-
mente en el adenocarcinoma endometrial.

Resumen de respuesta

El adenocarcinoma fetal de bajo grado se caracteriza por la localizacién nuclear aberrante de
B-catenina, comun en las mérulas, mientras que el adenocarcinoma fetal de alto grado suele
expresar proteinas oncofetales, como la a-fetoproteina, el glipicano 3 y/o SALL4. Ademas,
podria ser necesario un panel de IHQ, por ejemplo, TTF1 y PAXS, para diferenciar el adeno-
carcinoma fetal de pulmon del adenocarcinoma endometrial metastésico.

Conclusiones

Un panel de IHQ puede ser util para diagnosticar el adenocarcinoma coloide del pulmén o
el adenocarcinoma entérico pulmonar (CK7, CK20, TTF1, napsina A, CDX2 y SATB2), asi
como para diferenciar el adenocarcinoma fetal del adenocarcinoma endometrial metastasico
(TTF1 y PAXS), mientras que la diferenciacién entre el AMI y la metastasis de un sitio
pancreatobiliar o del tracto GI superior puede ser sumamente dificil con base tinicamente
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glucdgeno con atipia nuclear prominente que forman estructuras glandulares complejas sin mérulas. (B) La
expresion de 3-catenina se preserva en un patron membranoso citoplasmatico. (C) La cromogranina A resalta
las células neuroendocrinas dispersas, y también se observa expresién de (D) SALL4 en una fraccidn de las
células tumorales, mientras que la expresion del receptor de estrégeno (ER), el receptor de progesterona (PR)
y PAX8 (no se muestra en la imagen) esta ausente. (Imagenes cortesia del Dr. Yukio Nakatani)

en la morfologia y la IHQ. Por el contrario, la IHQ con TTF1, p40 y/o HNF4a puede ser util
en el diagnostico de AMI cuando el tejido de la lesion es limitado, o cuando se encuentran
entidades no malignas en el diagnostico diferencial.
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Marcadores inmunitarios para

otros tumores poco comunes

Por Anja C. Roden y Yuko Minami

Introduccion

Ademas de varios tumores que se analizaron en los capitulos precedentes, otros tumores
primarios poco comunes se presentan en el torax, los cuales varian desde lesiones benignas,
como los adenomas bronquiales, hasta neoplasias malignas, como el carcinoma con proteina
nuclear en el testiculo (NUT) y los tumores de tipo salival. Su diagnéstico oportuno es
importante para la atencion y el tratamiento del paciente y, en un subgrupo de estos tumores,
para el reclutamiento temprano en ensayos clinicos (por ejemplo, inhibidores de la familia
del bromodominio y del dominio extraterminal [BET] para el tratamiento de carcinomas
NUT [Salati et al., 2019]). Algunas de estas neoplasias, como los adenomas pulmonares
o los neumocitomas esclerosantes, se diagnostican casi por completo con hematoxilina y
eosina (H&E), pero otras requieren de inmunotinciones para establecer el diagndstico o
para confirmar los resultados obtenidos con H&E, en especial en biopsias mas pequenas.
Ademas, algunos tumores pueden ser dificiles de diferenciar de los imitadores morfologicos;
el adenocarcinoma muchas veces esta incluido en el diagndstico diferencial para adenoma
alveolar, neumocitoma esclerosante o adenoma bronquiolar/tumor papilar muconodular
ciliado (CMPT). Algunos de estos tumores estan definidos por alteraciones genéticas
(tabla 14-1). Aun asi, la inmunohistoquimica (IHQ) desempefia un papel importante en
ciertas circunstancias.

:LaIHQ puede ayudar a diagnosticar el adenoma alveolar?

El factor de transcripcion tiroideo 1 (TTF1), la panqueratina, el antigeno de membrana epitelial
(EMA) y la proteina surfactante A (SP-A) resaltan la capa simple de neumocitos tipo II blandos,
cuboides o aplanados (figura 14-1B, flecha), los cuales recubren los quistes y se encuentran sobre
el estroma abundante de células fusiformes. Estas células estromales (figura 14-B, punta de flecha)
pueden expresar CD34 y posiblemente S100 y actina de musculo liso (SMA). Por lo general, los
adenomas alveolares son un diagnéstico de H&E, pero la IHQ se puede usar para confirmar
el diagnostico o para diferenciar el tumor de los linfangiomas, los cuales carecen de células de
recubrimiento quistico positivas para queratina o del neumocitoma esclerosante. En contraste
con el adenoma alveolar, en donde el TTF1 solo tifie las células de recubrimiento quistico, en el
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Tabla 14-1. Alteraciones genéticas que son altamente especificas para tumores toracicos poco frecuentes

Tumores con Anticuerpo dirigido
Neoplasia Alteracion genética alteracion genética, % | contra el oncogén

Carcinoma t(11;19)(g21;p13) 67-100 Ninguno

mucoepidermoide CRCT1-MAML2?2

broncopulmonar

Carcinoma NUT t(15;19)(q14;p13.1) BRD4-NUT® 70-86 (BRD4-NUT) NUT (clon C52B1)
BRD3-NUT

Fusiones variantes de NUT con
otros genes no contentivos de BRD
(por ejemplo, NDSD3, ZNF532)¢

Carcinoma adenoide quisticod 1(6;9)(q22-23;p23-24) 41-50 MYB (59 %)®
MYB-NFIB

Abreviaturas: BRD = proteina que contiene bromodominio y de dominio extraterminal (BET); MYB = protooncogén de mieloblastosis,
factor de transcripcion; NUT = proteina nuclear en el testiculo.

2Roden et al., 2014; Achcar Rde et al., 2009; Huo et al., 2015.

b French et al., 2003; Chau et al., 2016.

“French et al., 2014; Alekseyenko et al., 2017.

dRoden et al., 2015; Brill et al., 2011.

¢Vallonthaiel et al., 2017; Poling et al., 2017.

neumocitoma esclerosante tanto las células luminales como las estromales expresan TTF1 (véase
la seccion “3Son utiles los marcadores inmunitarios para diferenciar el neumocitoma esclerosante
del adenocarcinoma?”) (Sak et al., 2007; Burke et al., 1999; De Rosa et al., 2012).

Resumen de respuesta
Aungque se trata principalmente de un diagnéstico de H&E, laIHQ puede ser valiosa para resal-
tar los neumocitos neoplasicos y el estroma mesenquimal del adenoma alveolar (figura 14-1).

:La THQ del p40 tiene una funcion en el diagndstico del CMPT que permite
diferenciarlo del adenocarcinoma?

Los marcadores de células basales asociados con diferenciacion escamosa, entre ellos el p40,
P63,y la citoqueratina 5/6 (CK5/6), resaltan una capa intacta de células basales (figura 14-2B,
flecha) por debajo de las células columnares de la lesion, lo que ayuda a diferenciar los CMPT
de los adenocarcinomas que carecen de una capa de células basales. Ki-67 muestra un bajo
indice proliferativo con valores reportados de menos del 1 % a menos del 5 % de tincion de los
nucleos de las células tumorales en el CMPT, y un solo caso del 10 % (Lu y Yeh, 2019; Shao et
al., 2019, Kataoka et al., 2018). MUC5AC y EMA se expresan de manera variable en las células
ciliadas. CK7, CK20, TTF1, napsina A y CDX2 por lo general no son ttiles en esa distincion
debido a que, de manera similar a los adenocarcinomas de pulmon, las células columnares
ciliadas (figura 14-2B, punta de flecha) y las células caliciformes que son luminales en relacion
con las células basales en el CMPT, expresan CK7, y la mayoria también son positivas para el
TTF1; mientras que CK20, CDX2 y napsina A son por lo general negativos (Shao et al., 2019;
Kashima et al., 2019; Lu y Yeh, 2019).

Resumen de respuesta
Los marcadores de células basales, como p40, p63 y CK5/6, ayudan a identificar la capa doble
de células epiteliales en el CMPT (figura 14-2).

+Cual es el perfil inmunoldgico de los carcinomas NUT?
Un subgrupo de carcinomas NUT puede ser negativo para queratinas, marcadores de
diferenciacion escamosa y otros marcadores (figura 14-3A-D). Sin embargo, muchos de estos
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Figura 14-1. Adenoma alveolar. (A) La apariencia quistica de un adenoma alveolar al usar bajo aumento,
(B) combinada con la presencia de células en “tachuela” (flecha) que recubren los espacios, a pesar de la
histologia del estroma (punta de flecha), podria plantear el diagnéstico diferencial de linfangioma o neu-
mocitoma esclerosante. (C) La tincion para factor de transcripcion tiroideo 1 (TTF1) y (D) para citoqueratina
resalta la diferenciacion neumocitaria de las células de recubrimiento. (E) Las células intersticiales son nega-
tivas para TTF1, mientras que a menudo son positivas para CD34. Aumento (A) H&E, x40; (B) H&E, x400;
(C) TTF1 (clon SPT24), x400; (D) panqueratina (clones AE1/AE3), x400; y (E) CD34, x400.

tumores muestran al menos una expresion focal de diversas queratinas, entre ellas la panqueratina
(77 %), 1a queratina OSCAR y la CK7, y marcadores asociados con diferenciacién escamosa como
p40, p63 (90 %) y CK5/6. También pueden expresar el TTF1, en ocasiones en las mismas células
neoplasicas que expresan p63, etc.; una situacion que podria indicar que se trata de un carcinoma
NUT, aunque esto también se puede evidenciar en adenocarcinomas poco diferenciados (véase
el capitulo 8). Algunos carcinomas NUT también expresan EMA (75 %), CD34 y/o CD99
(Evans et al., 2012). La IHQ positiva para NUT es suficiente para hacer el diagndstico, pero el
reordenamiento NUT se puede confirmar (figura 14-4) mediante hibridacion fluorescente in situ
(FISH) o reaccidn en cadena de la polimerasa con transcriptasa reversa (RT-PCR) (French, 2012).
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Flgura 14-2 Tumor papllar muconodular C|I|ado (A) Estos tumores aparecen circunscritos con poca cla-
ridad, pero no encapsulados, al usar bajo aumento, y (B) contienen espacios con recubrimiento epitelial
(punta de flecha) que tienen una doble capa (flecha). (C) Esto se puede resaltar con la tincién para p40. Las
células de recubrimiento deben tener (C) un indice Ki-67 bajo y (D) son positivas para el factor de trans-
cripcion tiroideo 1 (TTF1). Las células ciliadas pueden ser positivas para MUC5AC. Aumento (A) H&E, x12.5;
(B) H&E, x400; (C) p40, x400; (D) Ki-67, x400; (E) TTF1 (clon SPT24), x400; y (F) MUC5AC, x400.

Resumen de respuesta
Ademas de la expresion del NUT, a menudo se expresan queratinas y marcadores de células
basales, pero también se pueden encontrar el TTF1 y EMA.

:Cual es el patron de expresion de la NUT en los carcinomas NUT?

Resumen de respuesta

Un patrén nuclear moteado en mas del 50 % de las células tumorales es caracteristico y diag-
nostico del carcinoma NUT (Haack et al., 2009; French, 2018) (figura 14-4). La inmunotincién
del NUT es sensible (87 %) y especifica (100 % tras la exclusion del seminoma [French, 2018]).
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Figura 14-3. Carcinoma co

(E y F) células epitelioides discohesivas con dreas de estroma hialinizado, necrosis y diferenciacion escamosa
focal. (C) La inmunohistoquimica (IHQ) para citoqueratina puede ser focal o negativa, pero (Gy H) p40y el
factor de transcripcion tiroideo 1 (TTF1) pueden ser doble positivos en las mismas células. Aumento (A y E)
H&E, x40; (B, C, y F) H&E, x400; (D) queratina (clon OSCAR), x400; (G) p40, x400;y (H) TTF1 (clon SPT24), x400.
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+Son utiles los marcadores inmunitarios para diferenciar el neumocitoma

esclerosante del adenocarcinoma?

El reconocimiento de dos poblaciones celulares diferentes en la H&E —las células cuboides
de superficie (figura 14-5B, flecha), que se asemejan morfologica e inmunofenotipicamente a
los neumocitos tipo II, y las células redondas estromales (figura 14-5B, punta de flecha)— es

importante para el diagnostico y para diferen-
ciar este tipo de tumor del adenocarcinoma. Los
marcadores que resaltan de manera diferencial a
estas dos poblaciones celulares y que, en conse-
cuencia, ayudan en la diferenciacion del adeno-
carcinoma, incluyen la panqueratina (AE1/AE3),
napsina Ay, si estd disponible, la proteina surfac-
tante (SP-A y SP-B), las cuales resaltan selectiva-
mente el componente celular de superficie (tabla
14-2). A pesar de que se ha mostrado que el recep-
tor de progesterona resalta solo el componente de
células redondas en la mayoria de los casos, no
fue posible validarlo en un estudio realizado por
Rodriguez-Soto et al. (2000). El TTF1 se expresa
en ambos componentes y, a pesar de que puede
ser util para el diagnostico del neumocitoma

Figura 14-4. Inmunohistoquimica para proteina
nuclear en el testiculo (NUT). Tincién nuclear en
mas del 50 % de las células, a menudo con patrén
moteado. (A) Aumento x600.

Pt ™ .
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Figura 14-5. Neumocitoma esclerosante. (A) La vista con bajo aumento muestra esclerosis y arquitectura

papilar, y al usar un nivel mayor de aumento (B), se observa una poblacién intersticial de células redondas
(punta de flecha) y un recubrimiento epitelial (flecha). (C) La tincion para citoqueratina es positiva solo en
las células de recubrimiento, mientras que (D) el factor de transcripcion tiroideo 1 (TTF1) resalta tanto las
células redondas como las células de recubrimiento. Aumento (A) H&E, x40; (B) H&E, x400; (C) panqueratina

(clones AET/AE3), x400; y (D) TTF1 (clon SPT24), x400.
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Tabla 14-2. Antigenos expresados por los componentes celulares del neumocitoma esclerosante

Células redondas
Células cuboides de superficie estromales
Anticuerpo % de casos con 210 % o 1 % de tincién celular?

TTF1 972-100°< 922-100P<
Panqueratina 100 1
CAMS5.2 73 17
Queratina 903 0 0
CK7 100 31

Pro SP-A, p 92 0

Pro SP-B, p 100 0
Napsina A 100° 174

Abreviaturas: CK7 = citoqueratina 7; SP-A = proteina surfactante A; SP-B = proteina surfactante B; TTF1 = factor de transcripcién tiroideo 1.
2 Clon no proporcionado.

b Tincién del 1% de las células.

¢ Clon 8G7/G3/1.

dEntre el 1%y el 25 % de las células.

Fuente: Devouassoux-Shisheboran et al., 2000; Schmidt et al., 2012.

esclerosante en general, no contribuye en la diferenciacién del adenocarcinoma de pulmén
(Devouassoux-Shisheboran et al., 2000; Schmidt et al., 2012).

Resumen de respuesta

Las inmunotinciones pueden ser ttiles en el diagndstico del neumocitoma esclerosante al
facilitarlaidentificacion de 2 compartimentos celulares con diferentes perfiles inmunologicos;
las queratinas y el TTF1 son elementos clave en esta distincion (figura 14-5).

Tumores de tipo glandula salival

+Son utiles los marcadores inmunitarios en el diagnostico de los carcinomas
mucoepidermoides pulmonares?

El diagndstico del carcinoma mucoepidermoide de bajo grado normalmente se basa en
una tincion de H&E que muestra la presencia de tres tipos celulares: mucoso (figura 14-6B,
flecha), epidermoide (figura 14-6B, punta de flecha) y células intermedias, ademas de la falta
de queratinizacion. De ser necesario, el diagnostico se puede confirmar mediante estudios de
reordenamiento de MAML2 (tabla 14-1). El diagndstico puede ser dificil si se trata de biopsias
pequenas o carcinomas mucoepidermoides. En estos casos, las inmunotinciones pueden
ayudar debido a que p63, p40 y CK5/6 resaltan el subgrupo epidermoide de células, mientras
que el TTF1 y la napsina A son negativos (Roden et al., 2014; Huo et al., 2015). Se puede
agregar una tincién para mucina, como la mucicarmina o el azul alcian/acido peryédico de
Schiff (PAS) para resaltar la mucina citoplasmatica en las células mucosas. La sensibilidad de
p40 puede ser menor en los carcinomas mucoepidermoides pulmonares que la de p63 (Roden
et al., 2014). Una vez mas, en caso de duda, se deben realizar estudios de reordenamiento de
MAML?2 para establecer el diagnostico (Roden et al., 2014; Huo et al., 2015).

Resumen de respuesta
Aunque su uso solo es limitado, la IHQ para p63, p40 o CK5/6 puede resaltar el componente
de células epidermoides (figura 14-6). El TTF1 y la napsina A deben ser negativos.
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TTF1

Figura 14-6. Carcinoma mucoepidermoide. Cuando el tumor anidado quistico y sélido variable visto con
bajo aumento (A) se examina con un nivel de aumento mayor (B) muestra una poblacién epitelioide uniforme
(punta de flecha) y células positivas para moco (flecha). (C) La inmunohistoquimica (IHQ) para p40 es positiva
en una subpoblacion de células si se resalta una poblacién dual, pero (D) el factor de transcripcion tiroideo
1 (TTF1) es negativo en este tumor. Aumento (A) H&E, x40; (B) H&E, x400; (C) p40, x400; y (D) TTF1, x400.

:Las inmunotinciones pueden ayudar a diagnosticar los carcinomas adenoides quisticos
pulmonares y a diferenciarlos del carcinoma no microcitico y del carcinoma microcitico?
En general, el diagnostico del carcinoma quistico adenoide se puede lograr mediante tincién
con H&E (figura 14-7). Para confirmar el diagndstico, las inmunotinciones se deben realizar
con células ductales/luminales que usualmente expresan CD117 y EMA, mientras que las
células mioepiteliales/periféricas son positivas para p63, S100, SMA, actina especifica del
musculo (MSA) y calponina (Roden et al., 2015; Namboodiripad, 2014). La queratina no es
util en la diferenciacion entre estos dos componentes celulares, ya que se expresa en ambos.
CD117, p63 y S100 pueden ser utiles en el establecimiento del diagndstico de casos dificiles,
como el patrén solido, o en biopsias pequeiias, puesto que estas tinciones resaltan de manera
diferenciallas dos poblaciones celulares diferentes. Sin embargo, otros carcinomas pulmonares
que se encuentran en el diagndstico diferencial del carcinoma quistico adenoideo pueden, al
menos focalmente, expresar también estos marcadores. Los estudios del reordenamiento del
gen MYB y/o una inmunotincién para proteina MYB pueden ser ttiles en un subgrupo de
casos, aunque esta ultima aun necesita ser validada en estudios mas amplios (tabla 14-1)
(Roden et al., 2015; Brill et al., 2011; Vallonthaiel et al., 2017; Poling et al., 2017).

Resumen de respuesta

Como en el caso del carcinoma mucoepidermoide, el diagndstico del carcinoma adenoide
quistico se basa normalmente en la tinciéon de H&E. Sin embargo, la IHQ puede ayudar a
identificar la poblacion celular dual, especialmente en muestras morfoldgicamente dificiles,
cuando el CD117 puede resaltar las células ductales/luminales, mientras que el p63 y el S100
tifien las células mioepiteliales/periféricas.
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bien formadas, las cuales tienen (B) recubrimiento dual (Cy D) y estan resaltadas por tincién para CD117 y p63.
Aumento (A) H&E, x40; (B) H&E, x400; (C) CD117, x400; y (D) p63, x400.

<Las inmunotinciones pueden ayudar a diagnosticar el carcinoma epitelial-mioepitelial
de pulmoén?

Los carcinomas epiteliales-mioepiteliales estan conformados por dos poblaciones celulares:
células epiteliales (figura 14-8B-E, flecha), las cuales son positivas para queratina, y células
mioepiteliales (figura 14-8B-E, punta de flecha), que son positivas para p63, p40, S100, SMA,
MSA vy débilmente positivas para queratina, CD117 y proteina 4cida fibrilar glial (GFAP)
(Dimitrijevic et al., 2015; Guleria et al., 2019). En pocos casos, las células epiteliales expresan
TTF1 y SP-A (el llamado adenomioepitelioma neumocitico [Chang et al., 2007]). P63, S100,
queratina, CD117 y la mucina pueden ser ttiles para diferenciar este tumor de los carcinomas
mucoepidermoides; no obstante, la diferenciacién de los carcinomas adenoides quisticos
puede ser dificil debido a que los perfiles inmunolégicos son similares (figura 14-8).

Resumen de respuesta
Al igual que con otros tumores de tipo salival, la IHQ solo ayuda a identificar las diferentes
poblaciones celulares que definen las lesiones en el contexto morfoldgico correcto de la sec-
cion teflida con H&E.

Conclusiones

En tumores toracicos poco frecuentes, la IHQ es mas util en el diagndstico diferencial de
neoplasias mas comunes. Inevitablemente, puesto que la mayoria de los patélogos no estan
familiarizados con estas afecciones poco comunes, la IHQ permite obtener ayuda y datos de
apoyo. Algunos de los tumores toracicos poco frecuentes estan conformados por dos o mas
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Figura 14-8. Carcinoma epitelial-mioepitelial. (A) Este adenocarcinoma difuso muestra (B) dos capas; la
capa externa exhibe una poblacion de capa dual (flecha), (B) y la capa interna (punta de flecha) muestra célu-
las claras consistentes con células mioepiteliales. (C) La panqueratina tifie la poblacion luminal (flecha) pero
no la poblacion basal (punta de flecha), mientras que (D) p63y (E) S100 resaltan la poblacién basal (punta de
flecha) pero no la poblacién luminal (flecha). Aumento (A) H&E, x40; (B) H&E, x400; (C) panqueratina, X400
(clones AET/AE3); (D) p63, x400; y (E) S100, x400.

componentes celulares y, aunque usualmente se pueden identificar con H&E en muestras de
reseccion, esto puede ser dificil en biopsias pequenas, tumores de alto grado o cuando hay un
patron de crecimiento sdlido. Ademas, muchos de estos tumores, como los tumores de tipo
glandula salival o los carcinomas NUT, no son especificos del térax y se pueden observar
en otras partes del cuerpo. El inmunofenotipo de estos tumores es idéntico al de los que
surgen en otras areas, por lo que se debe excluir una enfermedad metastasica mediante la
correlacion clinicorradioldgica. No hay marcadores especificos del pulmén o del térax que
puedan ayudar a hacer esta distincion.
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Marcadores inmunitarios para el

sarcoma toracico

Por Akihiko Yoshida y Anja C. Roden

Introduccion

La cavidad toracica puede albergar diversos tumores con fenotipo sarcomatoso, incluyendo
el carcinoma sarcomatoide, el mesotelioma sarcomatoide y el sarcoma verdadero. El analisis
diagnostico comienza con la histologia convencional en el contexto clinicorradioldgico; sin
embargo, en la mayoria de los casos, la inmunohistoquimica (IHQ) es necesaria para la eva-
luacion diagnostica. El analisis molecular también es util y, a veces, necesario para el diagnds-
tico de tumores que albergan anormalidades genéticas especificas, tales como los sarcomas
sinoviales (fusion SS18-SSX) y los sarcomas de Ewing (fusion EWSRI-ETS). Las neoplasias
sarcomatoides de la cavidad toracica muy probablemente estan relacionadas con carcinomas
sarcomatoides o mesoteliomas sarcomatoides. Por lo tanto, el diagnostico de sarcoma se debe
hacer con gran precaucion, en particular cuando la morfologia y el inmunofenotipo no son
compatibles con un tipo especifico de sarcoma en pacientes de edad avanzada. Por lo gene-
ral, el carcinoma y el mesotelioma sarcomatoide son positivos para citoqueratina, y se debe
usar una antiqueratina de amplio espectro, como AE1/AE3, para su detecciéon. No obstante,
algunos sarcomas también pueden ser positivos para citoqueratina y, en consecuencia, se
requieren marcadores mas especificos para su diferenciacion. Algunos carcinomas y meso-
teliomas sarcomatoides son tan poco diferenciados que podrian no revelar, mediante una
investigacion inmunohistoquimica, ni siquiera un indicio de su derivacion, y podrian llegar a
ser indiferenciables de un sarcoma verdadero si se sacan de su contexto.

+Cuales marcadores inmunitarios son utiles en el diagnostico de los llamados
tumores malignos toracicos con deficiencia de SMARCA4?

Aunque el término propuesto originalmente, “sarcoma toracico deficiente en SMARCA4, se
ha usado ampliamente en la bibliografia (Le Loarer et al., 2015; Perret et al., 2019; Sauter et
al., 2017; Yoshida et al., 2017), datos recientes sugieren una derivacion epitelial en muchos de
estos casos (Rekhtman et al., 2020), lo que plantea una controversia en cuanto a la terminolo-
gia apropiada. En el afio 2020, la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) utilizé el término
“tumor no diferenciado toracico con deficiencia de SMARCA4” en su clasificacion.
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Figura 15-1. (A) Tumor no diferenciado toracico con deficiencia de SMARCA4. (B) Por lo general, la expresion
de SMARCA4 se pierde por completo en funciéon de los controles positivos intactos como las células endo-
teliales o las células inflamatorias. (C) La tincion para SMARCA2 (BRM) se pierde en la gran mayoria de los
casos. Siempre se retiene la expresiéon de SMARCB1 (inhibidor de integrasa 1 [INI1]). Muchos casos expresan
(D) factor de transcripcidn tipo Spalt 4 (proteina tipo Sal 4 [SALL4]) y (E) CD34. (F) La citoqueratina debe ser
focal o negativa y (G) la claudina 4 debe ser negativa.

La caracteristica definitoria de esta entidad es la deficiencia de SMARCA4 (BRG1), ademas
de la histologia clasica. Es comun que la expresion de SMARCA4 se pierda por completo en fun-
cion de los controles positivos internos como las células endoteliales o las células inflamatorias
(Perret et al., 2019; Sauter et al., 2017; Yoshida et al., 2017). Ademas, la tincién para SMARCA2
(BRM) se pierde en la gran mayoria de los casos (Perret et al., 2019; Yoshida et al., 2017), pero
siempre se retiene la expresion de SMARCBI (inhibidor de integrasa 1 [INI1]). Los casos pue-
den expresar un factor de transcripcion tipo Spalt 4 (proteina tipo Sal 4 [SALL4]), CD34 o
SOX2 (Perret et al., 2019; Yoshida et al., 2017), y la expresion de SALL4 puede tener como resul-
tado un diagnostico erroneo de tumor de células germinales. Es comun que la citoqueratina se
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exprese a menudo de manera focal; una tincion sélida, fuerte y difusa de citoqueratina citoplas-
matica es muy inusual y deberia indicar carcinoma o mesotelioma. La claudina 4 es negativa
en la mayoria de los casos. Los casos excepcionales pueden expresar el factor de transcripcion
tiroideo 1 (TTF1). Ellos son uniformemente nega-
tivos para proteina nuclear en testiculo (NUT), = i
desmina, miogenina y S100. La pérdida de la B4 . » ¢
expresion de SMARCA4 no es especifica para los - A= $ oy
tumores no diferenciados toracicos con deficien- s g
cia de SMARCA4, debido a que se puede observar
en carcinomas de diversos drganos, incluidos el
carcinoma de pulmon, el carcinoma microcitico ;
de ovario tipo hipercalcémico, ademas de un sub- _
grupo de tumores teratoides rabdoides atipicos del - : X
sistema nervioso central (Figura 15-1A-G). v i o el L A
En un subgrupo pequeio de casos, la tinciéon ek o ¥ e 5 ("
para SMARCAA4 se puede reducir notablemente en
comparacion con las células de control, pero aun
puede ser visible (Yoshida et al., 2017; Rekhtman
et al., 2020), como se muestra en la figura 15-2.

Figura 15-2. La tinciéon para SMARCA4 puede estar
reducida, aunque visible, en comparaciéon con el con-
trol interno.

Resumen de respuesta
El tumor maligno toracico con deficiencia de SMARCA4 no diferenciado muestra una ausen-
cia o disminucién marcada de la inmunotincién para SMARCA4 (BRG1).

sCuando se debe considerar la tincion para SMARCA4 en la evaluacion de los
tumores toracicos?

Un subgrupo menor de adenocarcinoma pulmonar, carcinoma de células grandes y carcinoma
pleomoérfico carece de inmunorreactividad para SMARCA4 (Matsubara et al., 2013; Oike et al.,
2013; Yoshimoto et al., 2015). Dicho subgrupo de carcinoma tiende a mostrar una histologia poco
diferenciada y es comun que sea negativo para TTF1. Estos tumores no cumplen los criterios
histolégicos de tumor toracico con deficiencia de SMARCA4 no diferenciado, ya que carecen
de una histologia no diferenciada acorde con células redondas levemente discohesivas y relati-
vamente mondtonas con o sin elementos rabdoides, que imitan a tumores rabdoides malignos
o a la variante proximal del sarcoma epitelioide (figura 15-3). Cuando existe una diferenciacion
epitelial clara, como la presencia de laminas cohesivas, formacion de glandulas, estructura papi-
lar o queratinizacion, la tincién para SMARCA4 no estd indicada de forma rutinaria para el
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Figura 15-3. (A y B) Un caso inequivoco de carcinoma que muestra ausencia de tincion para SMARCA4.
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diagnéstico. Un estudio reciente también identificé una pequeia cantidad de tumores compues-
tos, incluyendo un componente de carcinoma bien definido yuxtapuesto (Rekhtman et al., 2020).

Resumen de respuesta

La tincién para SMARCA4 se debe realizar en tumores morfolégicamente no diferenciados,
relativamente mondtonos, discohesivos o con patrén rabdoide, y no de forma mas general en
carcinomas morfolégicamente no diferenciados.

sCuales marcadores inmunitarios son utiles para demostrar la diferenciacion
endotelial vascular?
La combinacién confiable de marcadores endoteliales vasculares es de ERG y CD31, la cual
tifle mas del 95 % de las neoplasias endoteliales vasculares (Miettinen et al., 2011). La expre-
sion nuclear de ERG en los tumores endoteliales suele ser difusa y fuerte, en contraste con
su negatividad o, a lo sumo, débilmente expresada en algunos carcinomas. La expresion de
CD31 usualmente es difusa y membranosa en las células endoteliales (figura 15-4). Otros
marcadores endoteliales incluyen CD34, FLI1 y antigeno relacionado con factor VIII, pero su
sensibilidad y especificidad no son suficientes y, por ende, no se recomiendan como marca-
dores definitivos de la diferenciacion endotelial.

CD31 también se expresa en los macrofagos/histiocitos (figura 15-5). La expresion fuerte
de CD31 de los histiocitos infiltrantes de tumores no se debe malinterpretar como reactividad
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Figura 15-4. Un angiosarcoma epitelioide (A) con inmunohistoquimica para (B) CD31 con tincién
membranosa difusa y (C) ERG con tincion nuclear fuerte.

Figura 15-5. Inmunohistoquimica para CD31 en Figura 15-6. La inmunohistoquimica para citoquera-
tejido pulmonar con tincién de macroéfagos alveolares.  tina es positiva en un angiosarcoma epitelioide.



MARCADORES INMUNITARIOS PARA EL SARCOMA TORACICO

tumoral y evidencia de diferenciacién endotelial (McKenney et al., 2001). También se observa
expresion de ERG en células hematolinfoides, células cartilaginosas, sarcoma epitelioide, un
subgrupo de adenocarcinoma prostatico y el sarcoma de Ewing.

La expresion de citoqueratinas es relativamente comun en las neoplasias endoteliales vas-
culares epitelioides y no se debe tomar como evidencia de diferenciacion epitelial (figura 15-6).

Resumen de respuesta

El ERG y el CD31 son marcadores endoteliales utiles. Otros marcadores, como el CD34 y el
FLI1, son potencialmente utiles pero menos definitivos.

¢Cuales marcadores inmunitarios son utiles en la subtipificacion de los tumores
endoteliales vasculares malignos?
Los angiosarcomas y los hemangioendoteliomas epitelioides (EHE) son dos neoplasias malignas
endoteliales vasculares que se pueden presentar en el pulmoén y la pleura. A menudo, la morfo-
logia permite la diferenciacion entre estas dos entidades. Ademas de los marcadores endoteliales
encontrados en estos dos tumores, no hay otros marcadores especificos para el angiosarcoma.
Mas del 95 % de los EHE albergan la fusion WWTRI-CAMTAI vy, como resultado, la
[HQ para el activador de transcripcion de union a calmodulina 1 (CAMTAL1) se expresa de
forma difusa en el nucleo de las células neoplasicas (Shibuya et al., 2015; Doyle et al., 2016)
(figura 15-7).
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Figura 15-7. (A) Un hemangioendotelioma epitelioide (EHE) que muestra (B) expresion nuclear fuerte de
activador 1 de transcripcién de unién a calmodulina (CAMTA1).
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Figura 15-8. (A) Hemangioendotelioma epitelioide (EHE) con reordenamiento TFE3 que muestra (B) reactivi-
dad nuclear del factor de transcripcién E3 (TFE3).
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Figura 15-9. (A) Este hemangioendotelioma epitelioide (EHE) con morfologia agresiva mostré (B) una tincion
positiva para el activador 1 de la transcripcién de unién a calmodulina (CAMTA1). Esto confirma el diagnostico.

El casi 5 % restante de los EHE alberga la fusion YAPI-TFE3y, por lo tanto, son positivos
de manera difusa para la reactividad al factor de transcripcién nuclear E3 (TFE3) (figura 15-8)
(Antonescu et al., 2013).

Algunos EHE muestran una histologia agresiva, y su reactividad para CAMTAL1, la cual
falta en el angiosarcoma epitelioide, ayuda a resolver el diagndstico diferencial (figura 15-9).

Resumen de respuesta
La IHQ para CAMTAL1 y TFE3 es un sustituto de la translocacion y puede ser util en la sub-
clasificacion de los tumores vasculares.

sCuales marcadores inmunitarios son utiles para diferenciar el sarcoma sinovial
de sus imitadores?

Los sarcomas sinoviales son positivos para citoqueratina y/o antigeno de membrana epitelial
(EMA) en el 80 % al 90 % de los casos, y la tinciéon para EMA a menudo es mas disemi-
nada que la de la citoqueratina (Pelmus et al., 2002) (figura 15-10). Por el contrario, muchos
otros tumores con histologia sarcomatoide (por ejemplo, carcinomas sarcomatoides) pue-
den expresar EMA vy citoqueratina; por ende, es imperativo no confiar de manera excesiva
en estos marcadores para el diagndstico de sarcoma sinovial. En contraste con los tumores
fibrosos solitarios, es usual que los sarcomas sinoviales sean negativos para CD34 (Pelmus
et al., 2002) y carezcan de tincion para transductor de sefial y activador de transcripcion 6
(STAT®6). P40 ayuda a diferenciar entre el sarcoma sinovial y un timoma tipo A. En el 90 %
de los sarcomas sinoviales se observa expresion nuclear moderada a fuerte de la proteina 1
potenciadora similar a la transducina (TLE1) (figura 15-10C); sin embargo, esta no es com-
pletamente especifica (Terry et al., 2007; Kosemehmetoglu et al., 2009; Foo et al., 2011). En
el 90 % de los casos se observa una expresion reducida de SMARCBI1 (INI1) en comparacién
con la intensidad intacta de las células endoteliales y las células inflamatorias de fondo, lo que
se considera especifico del carcinoma sinovial entre los tumores de células fusiformes (Ito et
al., 2016; Arnold et al., 2013) (figura 15-10D).

Muchos sarcomas sinoviales expresan CD56 (Hartel et al., 2007) con una minoria de
casos positivos para sinaptofisina (Satoh et al., 2015), el cual es un fenotipo que puede repre-
sentar un obstdculo y podria conducir a un diagnéstico erréneo como carcinoma neuroen-
docrino, en especial en biopsias pequenas (figura 15-11).
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Figura 15-10. Inmunohistoquimica del sarcoma sinovial. El sarcoma sinovial monofasico en (A) es focalmente
positivo para (B) citoqueratina, pero muestra (C) expresion nuclear difusa de activador 1 potenciador similar
a la transducina (TLE1). La reduccion en SMARCB1 (inhibidor de integrasa 1 [INI1]) es un patrén de tinciéon
conocido, en comparacion con las células endoteliales, mostradas en (D).

(C) sinaptofisina en dichos casos puede imitar a un carcinoma microcitico.

Resumen de respuesta

La IHQ para la citoqueratina y la TLE1, con negativos relevantes, puede ser ttil en el diagnds-
tico del sarcoma sinovial. Sin embargo, los casos dificiles se pueden confirmar con hibrida-
cion fluorescente in situ (FISH) o pruebas moleculares.
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Figura 15-12. (A) Tumor fibroso solitario con (B) transductor de sefal y activador de la transcripcion 6 (STAT6)
y (C) CD34 positivo. Sin embargo, CD34 es negativo (D) en algunos casos, especialmente en tumores malignos.

:Qué marcadores inmunitarios son tutiles para evaluar los tumores fibrosos
solitarios?

Practicamente todos los tumores fibrosos solitarios (SFT) albergan la fusion especifica NAB2-
STATS6. Esta fusion lleva a la acumulacion anormal de la proteina STAT6 en el nucleo, la cual
se detecta con facilidad como una inmunotincién nuclear fuerte para STAT6 (figura 15-12A
y B). La reactividad se observa en un amplio espectro histolégico de SFT y se acepta como un
marcador altamente sensible y especifico para ese diagnéstico (Doyle et al., 2014b; Yoshida
et al.,, 2014). CD34 es positivo en mas del 90 % de los SFT, pero la tincion puede ser focal o
incluso estar ausente, en particular en SFT malignos. Aunque bcl-2 a menudo es positivo, este
marcador no es especifico (figura 15-12C y D).

El rendimiento de la IHQ para STAT6 puede estar influenciado considerablemente por
la fijacion. Por ejemplo, las muestras grandes de reseccién muchas veces exhiben reactividad
solo en la periferia, con el centro negativo (figura 15-13A), lo que requiere de una bisqueda
cuidadosa de dreas positivas (Yoshida et al., 2014).

Aunque el anticuerpo monoclonal para STAT6 casi siempre permite una interpretacion
inequivoca (Cheah et al., 2014), un anticuerpo policlonal para STAT6 a veces produce una
reaccion borrosa tanto en el citoplasma como en los nucleos en los tumores no SFT, la
cual se deberia interpretar con precaucion (figura 15-13B). Un pequefio subgrupo (~10 %)
de liposarcomas desdiferenciados muestra inmunorreactividad para STAT6 debido a la
amplificacion del gen STAT6 (Doyle et al., 2014a) (figura 15-13C).

Resumen de respuesta
STAT6, mediante un anticuerpo monoclonal, es un marcador sensible y relativamente espe-
cifico para los SFT.
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Figura 15-13. Dificultades en la inmunohistoquimica relacionadas con el transductor de sefal y el activador
de la transcripcion 6 (STAT6). (A) La fijacion puede producir un patrén de tincion periférico en el tejido tumo-
ral. (B) Sarcoma pleomérfico indiferenciado que muestra reactividad citoplasmatica/nuclear para STAT6 con
un reactivo policlonal, el cual no se debe interpretar como un diagndstico positivo con respecto al tumor
fibroso solitario (SFT). (C) Liposarcoma desdiferenciado con tincién multifocal para STAT6 con distribucion
citoplasmatica y nuclear.

foma anaplasico (ALK). Esto se observa en casos positivos para translocacion ALK (del 60 % al 70 %).

+Son utiles los marcadores inmunitarios para diagnosticar los tumores
miofibroblasticos inflamatorios?

Aproximadamente entre el 60 % y el 70 % de los tumores miofibroblasticos inflamatorios
(TMI) albergan fusiones ALK con varios genes complementarios diferentes (figura 15-14).
Algunas fusiones (como PPFIBP1-ALK) expresan un nivel bajo de proteina quinasa del linfoma
anaplasico (ALK) y, por lo tanto, se recomienda un clon de ALK altamente sensible para lograr
una deteccion 6ptima, tales como D5F3,1A4, 0 5A4 (Takeuchietal.,2011). La expresion de ALK
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Figura 15-15. (A) Este tumor miofibroblastico inflamatorio (TMI) con translocacién de proteina del oncogén 1
c-ros (B) (ROST) muestra inmunorreactividad para ROS1.

no es especifica para los TMI en el contexto de un tumor de células fusiformes en el pulmoén.
Ademas de la diferenciacion sarcomatoide del cancer de pulmén no microcitico (CPNM)
con reordenamiento ALK (Mason et al., 2016), otros tumores como el rabdomiosarcoma y el
histiocitoma fibroso angiomatoide pueden expresar ALK a pesar de la falta de un gen de fusiéon
(Cheah et al., 2019; Yoshida et al., 2013). Los TMI expresan actina de musculo liso (SMA)
y/o desmina en grados variables, las cuales reflejan la diferenciacion miofibroblastica. La
coexpresion de SMA y de desmina no indica necesariamente una diferenciacién de musculo
liso. Los TMI pueden ser positivos para citoqueratina, pero esto se debe tener en cuenta para
evitar llegar a un diagnodstico erréneo de tumores epiteliales (Coffin et al., 1995).

Un pequeno subgrupo de TMI ALK-negativos albergan reordenamientos alternativos de
oncogén 1 c-ros (ROSI) o de receptor de tirosina quinasa neurotrépico (NTRK), y estos sub-
grupos son detectables mediante IHQ para ROS1 (figura 15-15) y pan-TRK, respectivamente
(Hornick et al., 2015; Yamamoto et al., 2019).

Resumen de respuesta
En el entorno morfolégico correcto, la IHQ para ALK o ROSI puede ser ttil en el diagndstico
de TML.

:Cuales marcadores inmunitarios son utiles para evaluar los sarcomas
pleomorficos de células fusiformes?

Practicamente todos los liposarcomas desdiferenciados albergan una amplificacion de alto
nivel del gen MDM2, con coamplificacion de CDK4 en el 80 % de los casos. Esto lo refleja la
coexpresion inmunohistoquimica de homdlogo de ratén doble minuto 2/proteina ubiquitina-
ligasa E3 (MDM?2) y quinasa 4 dependiente de ciclina (CDK4) en mas del 90 % de los casos
(figura 15-16) (Binh et al., 2005). La expresion de MDM2 o CDK4 por si sola no es especifica
para amplificacion genética, y la reactividad para MDM2 en si misma se puede observar en
el 20 % de otros tipos de sarcoma (Binh et al., 2005). Ademas, los carcinomas o mesoteliomas
sarcomatoides pueden mostrar sobreexpresion de MDM2 vy, por ende, es necesaria la
correlacién con morfologia y otros marcadores.

Aproximadamente el 70 % de los sarcomas relativos a la intima (incluyendo el sarcoma de
la intima cardiaca [Neuville et al., 2014]) albergan la amplificacion del MDM?2 'y, como resul-
tado, la inmunotincién para MDM2 es positiva (Bode-Lesniewska et al., 2001) (figura 15-17).
Sin embargo, la falta de amplificacién de MDM?2 o de sobreexpresion de MDM2 no excluye el
diagnostico. Es comun que el sarcoma relativo a la intima muestre una histologia de sarcoma
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Figura 15-16. (A) Liposarcoma desdiferenciado que compromete al pulmén y muestra (B) inmunorreactividad
para MDM2 y (C) CDK4.
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Figura 15-17. (A) Sarcoma relacionado con la intima de la arteria pulmonar, con la media arterial ubicada a
nivel superior en esta imagen, el cual es (B) positivo para MDM2 nuclear.

pleomérfico indiferenciado; a pesar de ello, un subgrupo de casos muestra diferenciacion
heterdloga, tanto morfoldgica como inmunofenotipicamente.

Los leiomiosarcomas muestran diferenciaciéon de musculo liso, ejemplificada por la reac-
tividad a SMA, desmina y h-caldesmona. Al menos dos de estos marcadores son positivos,
ademds de la histologia clasica en la mayoria de los casos, y la h-caldesmona es el marcador
mas especifico de ellos (figura 15-18).

Solo la mitad de los tumores malignos de la vaina de nervio periférico (MPNST) muestra
inmunorreactividad a la proteina S100 y/o SOX10, y la tincién muchas veces es débil y focal.
Por ende, la tincién fuerte y difusa para S100 o SOX10 indica un diagndstico alterno, como un
schwannoma celular o un melanoma maligno sarcomatoide. Los MPNST a menudo albergan
alteraciones inactivadoras de los genes que codifican SUZ12 o EED, componentes clave del
complejo represivo Polycomb 2 y, consecuentemente, se pierde la trimetilacion de la histona
H3 en la lisina 27. Este fendmeno se visualiza como la pérdida de expresién de H3K27me3
(figura 15-19), que se observa en aproximadamente del 50 % al 60 % de los MPNST, a diferen-
cia de sus imitadores, como el sarcoma sinovial que retiene H3K27me3 (Schaefer et al., 2016;
Asano et al., 2017; Prieto-Granada et al., 2016).
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Figura 15-18. (A) Leiomiosarcoma (B) positivo para h-caldesmona.

H3K27me3.

Resumen de respuesta

Existen diversos marcadores que pueden ayudar a clasificar el sarcoma de células fusiformes
como MDM2, los marcadores musculares y el H3K27me3, pero todos ellos pueden tener
reactividad en mds de un tipo de tumor.

:Cuales marcadores inmunitarios son utiles para evaluar el sarcoma de células
redondas?
La mayoria de los sarcomas de Ewing muestran expresion de CD99. Aunque la positividad para
CD99 en si misma se puede observar en muchos tumores, la tincién membranosa fuerte y difusa
para CD99 auin puede ser un hallazgo util que impulse un analisis mas profundo para el sarcoma
de Ewing. Estos tumores también pueden expresar CD56, sinaptofisina y/o proteina 1 asociada
al insulinoma (INSM1), y son positivos para citoqueratina en alrededor del 20 % de los casos,
lo que hace todavia mas dificil la distincion del carcinoma microcitico. Los marcadores mas
especificos para el sarcoma de Ewing incluyen NKX2-2 y PAX7 (Toki et al., 2018) (figura 15-20).

Sin embargo, NKX2-2 puede ser positivo en una proporcién de carcinomas microciticos
y tumores neuroendocrinos de origen pancredtico y del tracto gastrointestinal, y se debe usar
con precaucion a la luz del contexto histolégico y clinico (Hung y et al., 2016; Yoshida et al.,
2012) (figura 15-21).

Los sarcomas con reordenamiento CIC muestran expresion nuclear de tumor de Wilms
1 (WT1) y de factor de transcripcion 4 de la variante ETS (ETV4) entre el 80 % y el 90 %
de los casos, a diferencia del sarcoma de Ewing (Yoshida et al., 2016; Hung et al., 2016). En
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Figura 15-21. (A) Carcinoma microcitico (B) positivo para NKX2-2, que podria dar como resultado un posible
diagnostico erréneo para sarcoma de Ewing.

ocasiones, los sarcomas con reordenamiento CIC muestran morfologia epitelioide junto con
expresion de citoqueratina dispersa, y en muchos casos expresan calretinina ademas de WT1,
lo que implica la posibilidad de diagndsticos erréneos de mesotelioma (Yoshida et al., 2016)
(figura 15-22).

Es poco comun que se presenten tumores desmoplasicos de células redondas y pequenas
en la pleura. Este tipo de tumores muestra coexpresion de citoqueratina y desmina. Ademas,
se caracterizan por la expresion nuclear de WT1 solo cuando se usa el anticuerpo WT1
(C-terminal), mientras que la tincién para WT1 (N-terminal) es negativa (Barnoud et al.,
2000) (figura 15-23).

También es poco comun que los rabdomiosarcomas afecten de manera primaria a la cavi-
dad toracica. Por lo general, el rabdomiosarcoma es positivo para miogenina y/o MYOD1,
ademas de desmina (figura 15-24).

El rabdomiosarcoma alveolar puede ser positivo para citoqueratina (figura 15-25A),
CD56 (figura 15-25B) y sinaptofisina (figura 15-25C), lo que podria tener como resultado
un diagnoéstico erréneo de carcinoma microcitico (Bahrami et al., 2008; Wallace et al., 2019).

Resumen de respuesta

Los marcadores del sarcoma de células redondas pueden ser utiles para el diagndstico, pero
existe cierta superposicion con entidades mds comunes como el carcinoma microcitico. Las
consideraciones epidemioldgicas (la edad) y la localizacion del tumor pueden ser utiles, asi
como el FISH y las pruebas moleculares, segiin sea necesario.
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Figura 15-23. (A) Tumores desmoplasicos de células pequefas y redondas, (B) positivos para citoqueratina
AE1/AE3, (C) desmina, (D) tumor de Wilms 1 (WT1) N-terminal que solo muestran reactividad citoplasmatica
con tinciéon nuclear negativa, (E) WT1 C-terminal con tincion nuclear positiva.
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Figura 15-25. (A) Rabdomiosarcoma alveolar, positivo para citoqueratina, (B) CD56 y (C) sinaptofisina.

¢Cuales marcadores inmunitarios ayudan a diferenciar el PEComa de sus
imitadores?

Los PEComas (los sindnimos para los tumores perivasculares de células epitelioides, que son
los tumores de células claras o sugar tumors) usualmente expresan marcadores melanociticos,
incluyendo HMB45 (patron de tincion citoplasmatica granular focal), melan A, tirosinasa
A, CD68 (clon KP1) y catepsina K; y un subgrupo expresa S100 y/o factor de transcripcion
asociado con microftalmia (MiTF). En general, estos tumores son negativos para queratina
y para TTF1. Estas tinciones ayudan a diferenciar este tumor de los carcinomas que
pueden mostrar caracteristicas de células claras, como el carcinoma de células escamosas,
el adenocarcinoma de tipo solido o el carcinoma metastasico de células renales claras. En
contraste con los PEComas, las células de la lesion en la linfangioleiomiomatosis expresan
SMA de manera mas extensa y en ocasiones desmina, y son negativas para S100 (Calio et al.,
2018; Thway y Fisher, 2015; Lantuejoul et al., 1997) (figura 15-26).

Resumen de respuesta
Los PEComas suelen ser negativos para la citoqueratina y positivos para el HMB45, el melan
Ay la tirosinasa A.

Conclusiones

Aunque los tumores mesenquimales toracicos primarios y los sarcomas son poco comunes,
pueden imitar a muchos otros tumores en el pulmoén y el mediastino; por ende, es necesa-
rio que sean considerados en el analisis de otras neoplasias. Ademas, es frecuente que los
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Figura 15-26. (A) Con poco aumento, este PEComa esta circunscrito; y (B) con mas aumento, muestra células
claras. (€) La inmunohistoquimica (IHQ) para HMB45, (D) melan A, y (E) catepsina K es positiva. (E cortesia del
Dr. H. Ninomiya, Division de Patologia, The Cancer Institute, Japanese Foundation for Cancer Research, Tokio, Japdn)

sarcomas hagan metdstasis en el torax, a veces muchos afios después que se ha tratado el
tumor primario. La IHQ puede ser valiosa en la diferenciacién de muchos de estos tumores, y
usualmente se debe aplicar un panel de inmunotinciones, puesto que la mayoria de los marca-
dores son inespecificos para una entidad tumoral aislada. Ademas, en algunos tumores, aun-
que la IHQ puede ayudar en el analisis diagnostico, en ocasiones el diagnoéstico final puede
requerir de estudios moleculares (por ejemplo, sarcomas sinoviales o sarcomas de Ewing).
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Marcadores inmunitarios para la
diferenciacion de tumores metastasicos

Por Yasushi Yatabe, Phillipe Joubert, Sabina Berezowska,
Daisuke Matsubara y Wendy A. Cooper

Introduccion

La diferenciacion entre el carcinoma pulmonar primario y una metastasis extrapulmonar es
una tarea importante en la practica de patologia diagnostica. La historia clinica, asi como
la comparacién morfolégica con cualquier tumor primario conocido, son importantes; sin
embargo, la inmunohistoquimica (IHQ) proporciona un gran apoyo para la interpretacion,
en particular cuando no se dispone de los materiales previos para su revisiéon o cuando la
evaluacion morfoldgica tiene como resultado hallazgos contradictorios. En este capitulo se
revisan los tipos y sitios comunes de tumores metastasicos al pulmdn, con énfasis en la dife-
renciacion de los tumores primarios de pulmén mediante THQ.

+La IHQ es util para diferenciar el carcinoma de células escamosas metastasico
del carcinoma de células escamosas primario de pulmon?

Diferenciar el carcinoma de células escamosas (CCE) primario de pulmén de un CCE metasta-
sico originado en otro drgano es una tarea desafiante debido a que los CCE en lugares diferentes
carecen de caracteristicas morfoldgicas definidas. Ademas, el patrén de crecimiento tumoral y el
grado de queratinizacion pueden cambiar, particularmente, luego de la quimioterapia y/o radio-
terapia. No existe un marcador IHQ que pueda ayudar de manera confiable a diferenciar un CCE
de pulmoén primario de uno metastasico, y se requiere de correlacion clinicopatologica. Las prue-
bas genéticas para comparar el perfil molecular de los tumores pulmonares y extrapulmonares
pueden ayudar a esta diferenciacion, pero muchas veces no son factibles en la practica clinica de
rutina. La deteccion del virus del papiloma humano (VPH) de alto riesgo es util cuando el diag-
nostico diferencial es con un CCE de orofaringe, endocérvix, vulva, ano y pene, puesto que los
tumores de estos sitios con frecuencia son VPH+ (Plummer et al., 2016). La deteccion del VPH
en tejido tumoral (por ejemplo, con hibridacion in situ [ISH] de ARN o ADN del VPH u otras
técnicas moleculares) favorece en gran medida la metastasis desde estos sitios, ya que se considera
que la infeccion por VPH es excepcional en el CCE pulmonar primario. La IHQ para p16 es un
marcador indirecto del VPH; no obstante, alrededor del 20 % de los carcinomas pulmonares no
microciticos (CPNM) primarios tienen una expresion difusa e intensa de p16 a pesar de la falta de
infeccién por VPH (Bishop et al., 2012; Chang et al., 2015), por lo que este énfasis no es del todo
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Figura 16-1. Muestra de biopsia por aguja fina de una lesién pulmonar en un paciente con historia de carci-
noma orofaringeo por virus del papiloma humano (VPH+). (A) Las caracteristicas morfoldgicas no permiten
diferenciar entre una metastasis o un carcinoma de células escamosas (CCE) de pulmén primario. (B) La tin-
cién difusa e intensa de lainmunohistoquimica (IHQ) para p16 sugiere un carcinoma orofaringeo metastasico.
Sin embargo, p16 también se puede sobreexpresar en el cancer de pulmén primario sin infeccion por VPH, y
se requieren mas pruebas moleculares para confirmar la presencia de VPH para un diagnéstico mas definitivo.

confiable. La figura 16-1 es un ejemplo de una metdstasis pulmonar de cancer orofaringeo VPH+
que exhibe una IHQ positiva para p16. Se deben emplear criterios diagnosticos estrictos cuando
se evalta p16 y, de acuerdo con las pautas del College of American Pathologists para la evaluacion
del CCE orofaringeo (Lewis et al., 2018), se debe considerar un p16 positivo cuando se observa
una expresion nuclear y citoplasmatica de intensidad moderada de al menos el 70 %.

Resumen de respuesta
No existe ningin marcador de IHQ que pueda ayudar de forma fiable a diferenciar el CCE
pulmonar metastasico del primario. Se requiere una correlacion clinicopatolégica.

+Qué marcadores de IHQ son utiles para diferenciar los tumores metastasicos
originados en el tracto gastrointestinal de los tumores primarios de pulmon?

El tracto gastrointestinal (GI) es la fuente mas comun de metastasis pulmonares y repre-
senta mas del 35 % de todas las lesiones pulmonares de origen extrapulmonar (Casiraghi et
al., 2011). Se recomienda enfaticamente la revision morfologica de la patologia de cualquier
tumor previo del tracto GI para comparar las caracteristicas morfoldgicas cuando se eva-
lta una metastasis pulmonar potencial. En general, la IHQ para citoqueratina 7 (CK7) y 20
(CK20) es util debido a que la mayoria de los adenocarcinomas pulmonares muestran un
perfil CK7+/CK20-, mientras que los carcinomas del tracto GI inferior muestran un inmu-
nofenotipo CK7—-/CK20+ consistente (Jagirdar, 2008; Bahrami et al., 2008). Sin embargo, en
los carcinomas pancreatobiliares y del tracto GI superior (estdmago y esofago), la reactivi-
dad para CK7/CK20 es variable, y se pueden observar fenotipos mixtos, incluyendo perfiles
CK7-/CK20+, CK7+/CK20- y CK7+/CK20+ (Selves et al., 2018). La adiciéon de tinciones
THQ especificas pulmonares (factor de transcripcion tiroideo 1 [TTF1] y/o napsina A) y del
tracto GI (CDX2) es util para confirmar un origen pulmonar en comparacién con uno GI
(Bahrami et al., 2008; Jagirdar, 2008). El TTF1 y las tinciones monoclonales para napsina A
son positivas en el 80 % de los adenocarcinomas pulmonares, y raras veces se expresan en
los carcinomas del tracto GI (Turner et al., 2012; Bishop et al., 2010; Rekhtman y Kazi, 2015;
Ordonez, 2012b; Ye et al., 2011). Por el contrario, CDX2 se expresa en un bajo porcentaje de
adenocarcinomas pulmonares, pero es clara y difusamente positivo en la gran mayoria de los
carcinomas del tracto GI inferior, mientras que muestra una inmunorreactividad variable en
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Figura 16-2. (A y B) Metdstasis pulmonares de un adenocarcinoma de colon, que se caracteriza por glandulas
cribiformes y necrosis sucia (H&E). Como se esperaba, el tumor muestra (C'y D) un resultado claramente posi-
tivo tanto para citoqueratina 20 (CK20) como para CDX2.

los carcinomas pancreatobiliares y en los del tracto GI superior (Cowan et al., 2016; Werling
et al., 2003; Kaimaktchiev et al., 2004) (figura 16-2). Cabe anotar que el CDX2 se puede expre-
sar en la variante entérica del adenocarcinoma pulmonar (Nottegar et al., 2018). En estos
casos, las tinciones para TTF1 y napsina A son frecuentemente negativas, pero en la mayoria
de los casos se observan resultados positivos para CK7, lo que puede ayudar a diferenciarlo
de una metastasis colonica. En esta situacion, se debe excluir clinicamente un tumor prima-
rio del tracto GI. Los marcadores CDX2, TTF1 y CK7/CK20 también se pueden expresar en
diferentes niveles en el adenocarcinoma mucinoso invasivo pulmonar primario (CK7+ vy, a
menudo, CK20+, CDX2+ y TTF1-), lo que enfatiza la importancia de la correlacién clinica y
radiologica (Selves et al., 2018). En la mayoria de los adenocarcinomas mucinosos invasivos
de pulmon primarios se expresa un nuevo marcador IHQ, el factor nuclear 4a de hepatoci-
tos (HNF4a), pero como es un factor de transcripcion de diferenciacion intestinal primario,
también se expresa en los adenocarcinomas GI y pancredticos, por lo que no es ttil para dife-
renciarlos (Sugano et al., 2013).

La expresion de TTF1 o CDX2 también es util para confirmar el origen de una neoplasia
neuroendocrina bien diferenciada dada su alta especificidad (Kyriakopoulous et al., 2018). Se
ha demostrado positividad en la inmunotincién para CDX2 en el 91 % y 83 % de las neopla-
sias neuroendocrinas yeyunoileales y apendiculares metastéasicas, pero con menos frecuencia
en los tumores duodenales (31 %), gastricos (14 %), pancreaticos (16 %) y rectales (29 %)
(Erickson et al., 2004; Srivastava y Hornick, 2009). TTF1 también muestra una alta especifi-
cidad para los carcinoides pulmonares, aunque la sensibilidad es limitada en estos tumores,
pues oscila entre el 33 % y el 46 % (Srivastava y Hornick, 2009; Chan et al., 2012; Zhang et
al., 2014). Cabe mencionar que los marcadores TTF1 y CDX2 no son tutiles en el carcinoma
microcitico, dada su especificidad y sensibilidad limitadas en este tipo tumoral (Kaufmann y
Dietel, 2000; Agoff et al., 2000).
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Resumen de respuesta

Una combinaciéon de IHQ para citoqueratinas (CK7/CK20), marcadores de pulmoén (TTF1/
napsina A) y del tracto GI (CDX2) es util para confirmar una metastasis de origen en el tracto
GI. En los tumores TTF1/napsina A negativos, la positividad para CDX2 apunta a una metas-
tasis en el tracto GI. En los tumores TTF1/napsina A/CDX2 negativos, el perfil CK7/CK20
puede ser util, pero normalmente se requiere una correlacion clinica y radioldgica para con-
firmar el origen.

+Qué marcadores de IHQ son ttiles para diferenciar los carcinomas metastasicos
de origen mamario del carcinoma pulmonar primario?

La diferenciacion entre un adenocarcinoma de pulmoén primario y un cancer de mama metas-
tasico a pulmon es una situacion clinica que ocurre con frecuencia, debido a la alta incidencia
del cancer de mama y el hecho de que las pacientes con este tipo de cancer tienen mayor
riesgo de desarrollar una segunda neoplasia maligna no mamaria, incluyendo el cancer de
pulmoén (Mellemkjaer et al., 2006). Los carcinomas de mama son el tercer tipo mas frecuente
de metastasis epiteliales observadas en el pulmoén (Casiraghi et al., 2011), y vale la pena enfa-
tizar la importancia de la correlacion clinicopatologica en la diferenciacion entre un tumor
primario y uno metastasico. Cuando esta disponible, la revisién de la patologia de la lesion
mamaria previa para comparacion es de suma utilidad. No obstante, la diferencia histopatolo-
gica entre una metastasis mamaria y un carcinoma de pulmoén no microcitico primario puede
ser todo un desafio, sobre todo en el caso de las lesiones poco diferenciadas.

La gran mayoria de carcinomas de pulmoén y de mama comparten un perfil similar de
expresion de citoqueratinas (CK7+/CK20-), y es usual que se requieran inmunotinciones adi-
cionales para confirmar la histogénesis (Chu et al., 2000). Ademas de los receptores de estro-
geno y de progesterona, las tinciones utiles que favorecen una metastasis mamaria son aquellas
que resultan positivas para GATA3 (sensibilidad: 32 %-100 %; especificidad: 71 %-93 %),
mamaglobina (sensibilidad: 26 %-84 %; especificidad: 85 %-100 %) y proteina del liquido de
la enfermedad quistica macroscépica 15 (GCDFP-15) (sensibilidad: 15 %-74 %; especificidad:
93 %-100 %) (Hsu et al., 2016). En los carcinomas bien diferenciados, una combinacién de
tinciones negativas para TTF1 y/o napsina A con tincidn positiva para receptor de estrégeno/
receptor de progesterona (ER/PR) permite diferenciar una metdstasis mamaria con sensibilidad
y especificidad aceptables (Yang y Nonaka, 2010; Yatabe et al., 2019; Provenzano et al., 2016).
En este contexto, la adicién de napsina A solo incrementa ligeramente la sensibilidad y especi-
ficidad del TTF1, y es util inicamente en un nimero limitado de casos (Yang y Nonaka, 2010).

En general, la tincién para GATA3 es til para identificar un origen mamario debido a
que exhibe una sensibilidad superior en comparacién con ER, PR, mamaglobina o GCDFP-15
(Sangoi et al., 2016; Gown et al., 2016; Ni et al., 2018). A pesar de ello, se debe tener cuidado
con la menor especificidad de GATA3, ya que se expresa en otros carcinomas no mamarios,
en particular el carcinoma urotelial y, en menor extension, en los carcinomas pancreaticos,
algunos carcinomas cutaneos y otros (Miettinen et al., 2014). GATA3 (Vidarsdottir et al.,
2019) y ER (Yang y Nonaka, 2010) se expresan con poca frecuencia en los adenocarcinomas
de pulmon, mientras que TTF1 se puede expresar en un pequeio porcentaje de carcinomas
de mama (Ordonez, 2012b). Por lo tanto, la combinacién de GATA3 con una tincién inmu-
nohistoquimica que tenga una mayor especificidad para los carcinomas de mama, como la
mamaglobina, se recomienda en pacientes con una lesion pulmonar y sin historia previa de
cancer de mama (Yang y Nonaka, 2010).

Recientemente, SOX10 ha surgido como un marcador util para confirmar metastasis de
cancer de mama triple negativo (TNBC), ya que mejora significativamente la especificidad de
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Figura 16-3. (A-F) Metastasis pulmonar de un carcinoma de mama triple negativo. (B) El factor de transcrip-
cion tiroideo 1 (TTF1) y (C) el receptor de estrégeno (ER) son negativos. (D) Se muestra positividad focal para

mamaglobina (flechas y recuadro), junto con positividad clara y difusa para (E) GATA3 y (F) SOX10.

GATA3 (figura 16-3). Estos tumores representan alrededor del 10 % al 20 % de los canceres de
mama y se caracterizan por un mayor riesgo de metastasis pulmonar, asi como por la ausencia
de ER/PR y del receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano (HER2) (Foulkes et
al., 2010). Se ha demostrado que una combinacién de TTF1/napsina A (negativa), GATA3
(sensibilidad del 30,4 %) e inmunopositividad de SOX10 (sensibilidad del 62,3 %) permite
identificar la gran mayoria de los TBNC (Tozbikian y Zynger, 2019; Laurent et al., 2019).

Resumen de respuesta

En cualquier paciente con antecedentes de carcinoma de mama, se recomienda la compara-
cidén con las caracteristicas histologicas del tumor de mama primario, siempre que sea posible.
En la mayoria de los casos, una combinaciéon de marcadores pulmonares y mamarios que
incluya TTF1 y/o napsina A y ER/PR o GATA3 puede proporcionar una respuesta definitiva.
Cuando sea clinicamente relevante, el GATA3 se debe combinar con la mamaglobina para
descartar una malignidad extramamaria como el carcinoma de vejiga. En el carcinoma de
mama triple negativo (TNBC), se recomienda una combinacién de marcadores pulmonares
con GATA3 y SOX10 para diferenciar el carcinoma de mama metastasico del carcinoma de
pulmén primario.
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:Qué marcadores de IHQ son utiles para diferenciar el carcinoma metastasico
originado en el tracto genital femenino del carcinoma pulmonar primario?

El diagnéstico de carcinoma metastasico del tracto genital femenino en pulmén puede
representar un desafio, puesto que del 10 % al 20 % de los adenocarcinomas del cuello uterino,
del endometrio y del ovario exhiben expresion de TTFI, incluso con el clon mas especifico
del anticuerpo (Kubba et al., 2008; Siami et al., 2007) (figura 16-4). La positividad para
TTF1 es particularmente alta en los adenocarcinomas mesonéfricos, de tipo mesonéfrico del
cuello uterino y del endometrio (Pors et al., 2018; McFarland et al., 2016). Ademas, todos los
carcinomas neuroendocrinos de alto grado pueden ser positivos para TTF1, sin importar su
origen, incluyendo el tracto genital femenino. PAX8 es util para diferenciar los carcinomas
metastasicos del tracto genital femenino y el cancer de pulmén primario, debido a que la
mayoria de los carcinomas del tracto genital femenino (excluyendo los carcinomas cervicales
escamosos) son positivos, mientras que los carcinomas de pulmon casi siempre son negativos
(Laury et al.,, 2011; McHugh et al., 2019). La expresion de PAX8 también se puede observar en
los tumores de otros lugares, incluyendo rifién, timo y tiroides (Ordonez, 2012a).

Resumen de respuesta

Cuando el diagnéstico diferencial de un tumor de pulmoén incluye un carcinoma metastasico
del tracto genital femenino, el TTF1 se debe utilizar con precaucion, ya que al igual que los
adenocarcinomas primarios de pulmon, estos tumores también se pueden expresar con el
TTF1. La tinciéon de PAX8 es util para ayudar a identificar los tumores metastasicos que se
originan en el tracto genital femenino.

+Qué marcadores de IHQ son tiles para diferenciar los carcinomas metastasicos
de origen urotelial del carcinoma pulmonar primario?

Los pulmones son uno de los lugares donde mas se presentan metastasis desde la vejiga (Goldman
et al., 1979; Wallmeroth et al., 1999; Babaianet al., 1980), y el carcinoma urotelial es el tipo mas
comun de cancer vesical, representando mas del 90 % de los tumores (Moch et al., 2016). La
evaluacion de las caracteristicas morfoldgicas y la comparacion con un tumor primario conocido
podrian no ser suficientes para identificar el sitio primario, ya que algunos CCE pulmonares no
queratinizantes se asemejan morfoldgicamente al carcinoma urotelial convencional (Travis et al.,
2015). Ademds, hasta el 60 % de los carcinomas uroteliales muestran diferenciacién escamosa
(Amin, 2009). Puede ser dificil diferenciar los carcinomas uroteliales metastasicos del carcinoma
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Figura 16-4. (A y B) Adenocarcinoma metastasico del cuello uterino, que muestra expresién del factor de
transcripcion tiroideo 1 (TTF1).
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pulmonar primario, especialmente en tumores poco diferenciados, aunque varios estudios
sugieren que los marcadores inmunohistoquimicos pueden ser un complemento ttil.

CK7, CK20 y GATA3 tienen mas probabilidad de ser positivos en el carcinoma urotelial
en comparacion con el CCE pulmonar (100 % en comparaciéon con el 33 %, 54 % en
comparacion con el 7 %, y 78 % en comparacion con el 23 %, respectivamente) (figura 16-5)
¥, en contraste, CK14 y desmogleina 3 tienen mas probabilidad de ser positivas en el CCE
pulmonar en comparacion con el carcinoma urotelial (77 % en comparacién con el 32 % y
87 % en comparacion con el 11 %, respectivamente) (Gruver et al., 2012).

La uroplaquina III es especifica para el carcinoma urotelial, pero la sensibilidad no es muy
alta (solo el 14 % de positividad) (Gruver et al., 2012). Se ha reportado que la uroplaquina II
es un marcador mas sensible que la uroplaquina III en el carcinoma urotelial (Li et al., 2014;
Hoang et al., 2015), pero no se ha establecido por completo el papel de este marcador. Los
marcadores escamosos p40 y p63 son positivos en la mayoria de los carcinomas uroteliales
y los CCE pulmonares (Gruver et al., 2012; Gailey y Bellizzi, 2013), mientras que PAX8 es
negativo (Laury et al.,, 2011), lo que hace que estos marcadores IHQ no sean ttiles en la
diferenciacion entre estos tipos tumorales.

Resumen de respuesta
Una combinaciéon de CK7, CK20 y GATA3 es muy util para diferenciar el carcinoma urotelial
metastasico del CCE pulmonar.

+Qué marcadores de IHQ son ttiles para diferenciar los carcinomas metastasicos
de origen renal del carcinoma pulmonar primario?

Los carcinomas renales metastasicos pueden imitar a los carcinomas pulmonares no micro-
citicos primarios y, ademds de la comparacion morfoldgica con cualquier tumor primario
conocido, la IHQ puede ayudar en la diferenciacion. Aunque la napsina A puede ser positiva
en los carcinomas de células renales (aproximadamente el 80 % en carcinomas papilares y
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Figura 16-5. (A-D) El carcinoma urotelial metastasico ([A] H&E) es positivo con mas frecuencia para (B) GATA3,
(C) citoqueratina 7 (CK7) y (D) citoqueratina 20 (CK20) en comparacion con el carcinoma de células escamosas
pulmonar.
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Figura 16-6. (A y B) Metéstasis de carcinoma de células renales ([A] H&E). El tumor imita a un adenocarci-
noma de pulmoén con un patrén de crecimiento acinar y sélido. No obstante, el paciente tiene una historia
de carcinoma previo de células renales claras. (B) La inmunohistoquimica (IHQ) para PAX8 mostré una tincion
nuclear fuerte, lo que indica un carcinoma de células renales metastasico.

alrededor del 40 % en carcinomas convencionales de células claras), los carcinomas de célu-
las renales expresan PAX8 en la mayoria de los casos (>90 %) (figura 16-6), en comparacion
con la expresion poco comun (0 % al 2 %) en el adenocarcinoma de pulmén. Ademas, casi
todos los carcinomas de células renales claras, que representan el subtipo mas comun en hacer
metdstasis al pulmon, son positivos para anhidrasa carbonica IX (CA IX). TTFI se expresa en
la mayoria de los adenocarcinomas de pulmon, pero es negativo en los carcinomas de células
renales (Bishop et al., 2010). CD10 no es util para identificar carcinomas de células renales
metastasicos, ya que también se expresa en varios canceres, incluyendo al adenocarcinoma de
pulmoén (Gurel et al., 2012).

Resumen de respuesta

El PAX8 y el TTF1 son utiles para diferenciar el carcinoma metastasico de células renales
(PAX8+/TTF1-) del adenocarcinoma primario de pulmoén (PAX8-/TTF1+). La napsina A no
es util en este contexto, ya que se expresa en una proporcion variable de carcinomas de células
renales.

+Qué marcadores de IHQ son ttiles para diferenciar los carcinomas metastasicos
de origen prostdtico del carcinoma pulmonar primario?

El cancer de préstata metastasico es relativamente comun y, en un estudio de 1589 casos,
los pulmones fueron el segundo sitio metastasico mas comun (46 %), después de los huesos
(Bubendorf et al., 2000). Las caracteristicas morfoldgicas pueden ayudar a identificar el ori-
gen prostatico de los tumores, los cuales muestran de manera tipica patrones microacinares o
tubulopapilares en las lesiones metastasicas pulmonares (Copeland et al., 2002) (figura 16-7).

Existen varios marcadores IHQ utiles para identificar el origen prostatico de los tumo-
res metastasicos pulmonares. CK7 y CK20, citoqueratinas de bajo peso molecular, son ttiles
debido a que es frecuente que el adenocarcinoma de prostata sea negativo tanto para CK7
como para CK20 (>80 %) (Bassily et al., 2000) (figura 16-8). Ademas, TTF1 casi siempre es
negativo en el adenocarcinoma prostatico (Goldstein, 2002).

Por muchos afios se han usado el antigeno prostatico especifico (PSA), la fosfatasa
acida especifica de la prostata (PSAP) y el antigeno de membrana especifico de la prostata
(PSMA) como marcadores citoplasmaticos sensibles y especificos para el adenocarcinoma
de la préstata, aunque la intensidad de la tincién a menudo es mas débil en los tumores poco
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Figura 16-7. (A y B) Patron tipico de adenocarcinoma de prostata metastasico en el pulmén. (A) Tumor bien
circunscrito con invasion linfética. (B) Patrén microacinar con formacion de glandulas cribiformes.
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Figura 16-8. (A y B) El adenocarcinoma de prostata metastasico es negativo tanto para citoqueratina 7 (CK7)
como para citoqueratina 20 (CK20) en la mayoria de los casos.

Figura 16-9. El adenocarcinoma de préstata metastasico es (A) positivo para antigeno prostético especifico
(PSA) en el citoplasma y (B) claramente positivo para NKX3.1 en los ntcleos.

diferenciados (Chuang et al., 2007; Varma y Jasani, 2005). La tasa de deteccion es cercana al
85 % para el PSMA, del 80 % para el PSA y del 60 % para la PSAP en los adenocarcinomas de
prostata metastdsico (Kristiansen et al., 2017; Steffens et al., 1985).

El NK3 homeobox 1 (NKX3.1) es un gen de homeodominio regulado por andrégenos
que se expresa de manera caracteristica en el epitelio prostatico (Abate-Shen et al., 2008). La
IHQ para el NKX3.1 es un marcador nuclear altamente sensible para el adenocarcinoma de
prostata (>98 % positivo), y varios estudios han reportado que el NKX3.1 es un marcador mas
sensible y especifico que el PSA yla PSAP (Gurel et al., 2010; Gan et al., 2019) (figura 16-9).

Resumen de respuesta

Se puede utilizar una combinaciéon de CK7, CK20 y TTF1 negativos, junto con una tincién
positiva para un marcador de prostata como el NKX3.1, para identificar el carcinoma prosta-
tico metastdsico.
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:Qué marcadores de IHQ son utiles para diferenciar el carcinoma metastasico de
origen hepdtico del carcinoma pulmonar primario?

El diagnostico del carcinoma hepatocelular (HCC) metastasico en el pulmén puede ser todo
un desafio en algunos casos debido a que puede imitar a un carcinoma de pulmén no micro-
citico poco diferenciado. P40, CK7 y los marcadores neuroendocrinos siempre son negativos
en el HCC, mientras que TTF1 puede mostrar una reaccion citoplasmatica aberrante en vez
de una tincién nuclear. La parafina de hepatocitos 1 (HepParl), la arginasa 1 y el glipicano 3
son marcadores inmunohistoquimicos ttiles para identificar el HCC (figuras 16-10y 16-11),
siendo la arginasa 1 y el HepParl mads sensibles para los tumores bien diferenciados, y la
arginasa 1y el glipicano 3 mas sensibles para los tumores poco diferenciados (Nguyen et al.,
2015). No obstante, recientemente se han reportado casos de adenocarcinoma hepatoide pri-
mario del pulmén (Haninger et al., 2014; Chandan et al., 2016), el cual se asemeja al HCC y es
positivo para HepParl, arginasa 1 y a-fetoproteina (AFP). Se requiere una correlacion clini-
copatoldgica prudente y una tincion positiva para CK7 a fin de diferenciar el adenocarcinoma
hepatoide pulmonar de una metastasis del HCC.

Resumen de respuesta

Para identificar el carcinoma hepatocelular metastésico, se puede utilizar una combinacién
de marcadores hepatocelulares, como arginasa 1 y HepParl, junto con marcadores negativos
CK7 y pulmonares.

pear

AR1

1 : et Sl

Figura 16-10. (A y B) Metastasis pulmonar de carcinoma hepatocelular ([A] H&E). El crecimiento sélido de
células tumorales imita a un carcinoma no microcitico (CNM) de alto grado. Sin embargo, este tumor fue
negativo para p40, factor de transcripcion tiroideo 1 (TTF1), citoqueratina (CK7) y marcadores neuroendocri-
nos. (B) La inmunohistoquimica (IHQ) positiva para parafina de hepatocitos 1 (HepPar1) permitié concluir un
diagnostico de carcinoma hepatocelular metastasico (HCC). El paciente fue positivo para el anticuerpo sérico
contra el antigeno de superficie de hepatitis B (HB).

Figura 16-11. Carcinoma hepatocelular que muestra (A) tincion fuerte para arginasa 1y (B) glipicano 3.
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¢Qué marcadores de IHQ son utiles para diferenciar el carcinoma metastasico de
origen tiroideo del carcinoma pulmonar primario?

Los carcinomas tiroideos metastasicos pueden tener caracteristicas morfologicas super-
puestas con el cancer de pulmoén no microcitico (CPNM). Aunque el TTF1 se expresa en la
mayoria de los carcinomas tiroideos (con excepcion de los carcinomas anaplasicos, que casi
siempre son negativos) y en la mayoria de los adenocarcinomas de pulmon, la napsina A
usualmente es negativa en las neoplasias tiroideas (Nonaka et al., 2008; Bishop et al., 2010).
PAX8 es un marcador nuclear que se expresa en los tumores de origen tiroideo, paratiroideo,
del timo, renal y del tracto genital femenino, pero es negativo en los adenocarcinomas de
pulmoén (Ordonez, 2012a) (figuras 16-12 y 16-13).

Resumen de respuesta
Una combinacion de PAX8 y TTF1 positivos, junto con la ausencia de napsina A, es ttil para
identificar los carcinomas metastasicos de tiroides.
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Figura 16-12. En pocas oportunidades, se requieren analisis inmunohistoquimicos adicionales en el caso de
los tumores positivos para factor de transcripcion tiroideo 1 (TTF1), ya que dependen de la historia clinica del
paciente. (A y B) Este tumor oncocitico citolégicamente blando ([A] H&E) mostré (C) una fuerte expresion de
TTF1. (D) Napsina A (monoclonal) es negativa.
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Figura 16-13. En el caso ilustrado en la figura 16-12 se realizaron inmunotinciones adicionales por medio de foca-

lizacién, luego que se proporcionara la informacion clinica de una masa tiroidea. (A) La positividad en la inmu-
nohistoquimica (IHQ) para PAX8 y (B) tiroglobulina demostré que esta era una metdstasis de un tumor tiroideo.

153



154

ATLAS DE INMUNOHISTOQUIMICA DIAGNOSTICA DE LA IASLC

Conclusiones

Aunque la evaluacién morfolégica minuciosa de cualquier tumor en el pulmén, junto con
el acceso a la historia clinica y la comparacién con la patologia de cualquier otro tumor de
otros lugares, es crucial para diferenciar los tumores primarios de las metastasis, es posible
que este énfasis no sea suficiente para alcanzar un diagnostico definitivo. La distincion precisa
entre tumores primarios y metastasicos en el pulmon es critica para un manejo apropiado
del paciente y, en muchos casos, se requiere IHQ para confirmar o descartar metastasis pul-
monares. No existen marcadores IHQ perfectamente precisos al determinar el origen de los
tumores, y los patélogos deben ser conscientes de las fortalezas, las limitaciones y las dificul-
tades al usar los diferentes marcadores IHQ que permiten lograr un diagnéstico mas preciso.
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Mesotelioma e inmunohistoquimica

Por Mauro Papotti, Andrew G. Nicholson y Sanja Dacic

Introduccion

El mesotelioma pleural maligno (MPM) es una neoplasia pleural primaria altamente maligna que
se presenta con morfologia heterogénea, clasificada en subtipos epitelioide, sarcomatoide y bifa-
sico. El diagndstico se debe confirmar mediante la evaluacién de marcadores inmunofenotipicos
debido a la superposiciéon morfoldgica con otros tumores, en especial con carcinomas que hacen
metastasis con frecuencia en este sitio. Las pautas internacionales recomiendan que se evalde
mediante inmunohistoquimica (IHQ) de dos marcadores positivos de mesotelioma y dos marca-
dores no pertenecientes a mesotelioma. El panel ideal de marcadores para este proposito puede
variar dependiendo de la morfologia epitelioide o sarcomatoide de una proliferacién maligna
(Galateau-Salle et al., 2016; Churg et al., 2018; Chapel et al., 2019; Nicholson et al., 2020). La selec-
cién del panel de marcadores no se ve afectada por el tipo de muestra (biopsia pleural en compa-
racion con muestra quirdrgica en comparacion con citologia de derrame) debido a que todos se
desempefian bien tanto en muestras fijadas en formalina como en muestras fijadas en alcohol.

sCuales son los mejores marcadores para diferenciar el MPM epitelioide del
carcinoma?

Se dispone de un gran nimero de marcadores inmunohistoquimicos a nivel comercial que se
pueden utilizar en el diagndstico diferencial del MPM epitelioide en comparacién con el adeno-
carcinoma. El MPM epitelioide expresa de manera clara y difusa la mayoria de los marcadores
“asociados a mesotelioma”. Una de las mejores combinaciones de marcadores positivos de meso-
telioma es la calretinina y la proteina del tumor de Wilms 1 (WT1), con una precision diagnostica
reportada de hasta el 87 %, seguida por la citoqueratina 5/6 (CK5/6) y D2-40. Los marcadores
de uso mas comun para el diagnostico del adenocarcinoma son la claudina 4, MOC31, antigeno
carcinoembrionario (CEA) monoclonal, B72.3, Ber-EP4 y BGS. El factor de transcripcion tiroi-
deo 1 (TTF1) y napsina A son utiles para diagnosticar adenocarcinoma de pulmén. Se pueden
considerar otros marcadores con base en la morfologia y la historia clinica, como CDX2 (gas-
trointestinal), PAX8 (células renales, carcinoma timico, ovérico), NKX3.1 (prostata) o marcado-
res de mama, como la proteina del liquido de la enfermedad quistica macroscépica (GCDFP) y
mamaglobina. Para el carcinoma de células escamosas es muy ttil una positividad nuclear fuerte
y difusa de p40 o p63, ya que los mesoteliomas pocas veces son focalmente positivos.
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La tincién para calretinina en el MPM epitelioide a menudo es fuerte y difusa, tanto
nuclear como citoplasmatica (figura 17-1), con una sensibilidad reportada del 97 % y una
especificidad del 87 % (Galateau-Salle et al., 2016; Le Stang et al., 2020). Cerca del 5 % al 10 %
de los adenocarcinomas pueden expresar calretinina, pero la tincion usualmente es débil y
focal, y tiende a ser citoplasmatica.

WT1 muestra una expresion nuclear difusa en el MPM epitelioide, con una sensibilidad
reportada del 88 % y una especificidad del 94 % (Le Stang et al., 2020). Los anticuerpos de
la WT1 pueden presentar reactividad cruzada con las proteinas citoplasmaticas, incluyendo
las de las células endoteliales, y esta reactividad no se debe malinterpretar como si estuviera
relacionada con el MPM. En lugar de eso, solo la reactividad nuclear de cualquier intensidad

infiltracion extensa del tejido adiposo por células aisladas o racimos pequerios. (C) En otro caso de mesote-
lioma epitelioide, la calretinina solo se expresa de manera débil y focal. (D) Ejemplo de adenocarcinoma con
expresion focal y débil de calretinina; sin embargo, los marcadores de “carcinoma” (E) BerEP4 y (F) factor de
transcripcion tiroideo 1 (TTF1) confirman el diagndstico de adenocarcinoma.
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Figura 17-2. (A) La expresién nuclear de proteina del tumor de Wilms 1 (WT1) de intensidad variable en los
mesoteliomas epitelioides puede ser difusa o focal. Cabe anotar que las células endoteliales de los vasos
pequenos también expresan WT1 (flechas). (B) D2-40 a menudo muestra una tincién de membrana fuerte
en la mayoria de las células neoplasicas del mesotelioma epitelioide. De manera similar a WT1, este marcador
tifie las células endoteliales, mayormente en los MPM linfaticos (flecha).

se considera como indicativa de mesotelioma (Husain et al., 2018) (figura 17-2). La WT1 es
negativa en el adenocarcinoma de pulmén, mientras que en algunos carcinomas, en particu-
lar el ovérico, puede ser positiva.

D2-40 (podoplanina) muestra tincion membranosa, a menudo difusa, entre el 90 % vy el
100 % de los MPM epitelioides, junto con una sensibilidad del 94 % y una especificidad del
68 % (Le Stang et al., 2020; He et al., 2017) (figura 17-2). También tifie los MPM linfaticos.
Alrededor del 15 % de los adenocarcinomas de pulmén pueden ser focalmente positivos.

Resumen de respuesta

La calretinina y la WT1 son los mejores marcadores mesoteliales positivos para el diagnostico
del MPM epitelioide. La claudina 4, el MOC31, el CEA monoclonal, el B72.3 y el Ber-EP4,
en combinacidon con marcadores especificos segun el sitio, son los mejores para diferenciar el
carcinoma del MPM epitelioide.

¢Cuales son los mejores marcadores para distinguir el MPM sarcomatoide del
carcinoma sarcomatoide?

El analisis de tumores sarcomatoides de la pleura debe incluir, ademas de las citoqueratinas y
los marcadores del mesotelioma, un panel de marcadores mesenquimales como la desmina, la
proteina S100, miogenina, el transductor de sefial y activador de la transcripciéon 6 (STAT6),
CD34, ERG, CD31, FLI1 y también marcadores de melanoma (HMB45 y melan A) (Galateau-
Salle et al., 2016). Los marcadores del carcinoma, como claudina 4, MOC31, Ber-EP4 y CEA
no son muy utiles en el diagndstico diferencial de los tumores sarcomatoides, y no es necesa-
rio incluirlos en el panel, en particular si el tejido es limitado (Husain et al., 2018). En el diag-
nostico diferencial de los carcinomas sarcomatoides, los marcadores especificos del 6rgano,
del sitio y de la diferenciacién, como TTF1 y p40, pueden ser utiles.

Los mesoteliomas sarcomatoides se tifien de manera casi invariable, al menos focalmente,
con citoqueratinas que incluyen AE1/AE3, CAM5.2 y los anticuerpos de pancitoqueratinas
OSCAR y KL1 (figura 17-3A). La pancitoqueratina puede ser negativa hasta en el 7 % de
los MPM sarcomatoides (Klebe et al., 2010). La expresion positiva de citoqueratina no se
diferencia de los carcinomas sarcomatoides o de algunos sarcomas por si sola, pero se debe
considerar como el primer paso en el analisis y se debe interpretar junto con otros marcado-
res mesoteliales y no mesoteliales (Marchevsky et al., 2017). En algunos casos, se deben tefiir
multiples bloques, si estan disponibles, para demostrar la expresion de citoqueratina.
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Figura 17-3. (A) Las citoqueratinas de amplio espectro (por ejemplo, clon AE1/AE3) se expresan con fuerza en
las células fusiformes neoplasicas; el (B) D2-40 se expresa focalmente en este mesotelioma sarcomatoide con
una tincién de membrana tipica de algunas células tumorales fusiformes u ovaladas.

D2-40 (podoplanina) representa una alternativa confiable para apoyar un diagnéstico
de MPM sarcomatoide debido a su mayor sensibilidad para resaltar las membranas celu-
lares del mesotelioma neoplasico (Churg et al., 2018; Chapel et al., 2019; Nicholson et al.,
2020) (figura 17-3B). Este marcador mesotelial es el mas ttil para establecer el diagnostico
de MPM sarcomatoide y es positivo en aproximadamente el 74 % de los casos (Marchevsky
et al,, 2017). La diferenciacion de los vasos linfaticos puede ser todo un desafio en el MPM
sarcomatoide, en especial en el caso de células fusiformes raras dispersas en un estroma des-
moplasico. La reactividad endotelial no se debe malinterpretar como si estuviera relacionada
con el tumor en los casos de MPM sarcomatoide. Esta distinciéon es de suma importancia
debido a que D2-40 puede ser el inico marcador de mesotelioma positivo (aunque expresado
focalmente) en los casos poco comunes que no exhiben reactividad a calretinina, WT1 e
incluso a citoqueratina.

La calretinina se expresa de forma mas irregular en alrededor del 54 % de los MPM sar-
comatoides, en donde puede ser focal o incluso estar ausente (figura 17-4A y B). La tincién
nuclear se considera mas especifica del mesotelioma. La WT1 se expresa en cerca del 45 %
de los MPM sarcomatoides (Marchevsky et al., 2017). La reactividad nuclear puede ser débil
en algunos casos, pero se acepta como especifica (Galateau-Salle et al., 2016) (Figura 17-4C).

Recientemente se sugirié la IHQ de GATA3 como un marcador para diferenciar el MPM
sarcomatoide y el desmopldsico del carcinoma de pulmoén sarcomatoide (Berg y Churg, 2017).
En los mesoteliomas se observa una expresion fuerte y difusa de GATA3, mientras que los car-
cinomas sarcomatoides son mayormente negativos o muestran una tincion débil y en parches.

Resumen de respuesta

El MPM sarcomatoide se puede diagnosticar con marcadores positivos de citoqueratinas y
mesoteliales, mas frecuentemente el D2-40 y la calretinina, mientras que los marcadores de
carcinoma son negativos. Si las citoqueratinas son negativas, el diagnéstico diferencial debe
incluir los sarcomas, y se debe considerar una metodologia diagndstica que permita buscar
fusiones/reordenamientos genéticos especificos.

+Cual es la funcidn de las citoqueratinas en el diagnostico del MPM?

Por lo general, la citoqueratina se expresa en todos los subtipos histolégicos del MPM con
una sensibilidad del 100 % para el MPM epitelioide (Le Stang et al., 2020). Es util para excluir
a los sarcomas, con dos condiciones: la primera es que los casos poco comunes de sarcoma
pueden expresar citoqueratina (incluyendo casos de angiosarcoma y sarcoma sinovial), y la
segunda es que existen casos poco comunes de MPM sarcomatoide que carecen de expresion
de citoqueratina (7 %) (Klebe et al., 2010).
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Figura 17-4. La calretinina se expresa de manera variable en estos dos ejemplos de mesoteliomas sarcoma-
toides que muestran reactividad (A) difusa y (B) focal. En algunos casos solo células aisladas poco comunes
expresan este marcador. En ocasiones, la tincion puede ser débil (A) y se puede interpretar como inespecifica
o como un artefacto, pero la positividad nuclear asociada puede representar un indicio util de que la tincién
es real. (C) Ejemplo de mesotelioma sarcomatoide con intensidad fuerte y débil de expresion de proteina del
tumor de Wilms 1 (WT1) en nucleos neoplasicos fusiformes.

Entre los subtipos de citoqueratinas, se reporta que CK5/6 tifie de manera especifica
al MPM cuando se evaltia contra la mayoria de los adenocarcinomas (figura 17-5A). Sin
embargo, es esencial tener en cuenta que este mismo subtipo de citoqueratina también es
expresado por los carcinomas de células escamosas de diversos sitios anatémicos, por lo que
su uso es de valor limitado en el diagndstico diferencial con las metastasis de carcinoma de
células escamosas.

La citoqueratina también es expresada en el estroma reactivo de la pleuritis crénica y en
el estroma que rodea al MPM epitelioide puro (figura 17-5B y C), aunque tiende a disminuir
lejos de la superficie en concordancia con la maduracion del estroma fibroblastico. Por ende,
este marcador no tiene valor para diferenciar entre el mesotelioma y las proliferaciones meso-
teliales reactivas (atipicas) en términos de expresion absoluta, ni su expresion en el estroma
per se apoya un diagnodstico de MPM bifasico (Galateau-Salle et al., 2016). No obstante, es
util para ayudar a identificar células tumorales infiltrativas en el tejido adiposo de la pared
toracica que podrian no ser visibles con facilidad en las tinciones de rutina con hematoxilina
y eosina (H&E).

Las tinciones para citoqueratina pueden ayudar a identificar mesoteliomas sarcomatoi-
des al tener un patron de tincion irregular dentro del estroma fibroso, en especial en la parte
profunda de la pleura, mientras que la tincion de las células fusiformes en la pleuritis reactiva
tiende a disminuir a medida que se aleja de la superficie (figura 17-6). Por lo tanto, es impor-
tante orientar las muestras cuando se colocan en casetes para corte.
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Figura 17-5. (A) Las citoqueratinas de alto peso molecular (por ejemplo, CK5/6) se expresan con fuerza en
los racimos celulares de mesotelioma epitelioide y se pueden asociar con una tincién débil y focal de algunas
células estromales no neoplasicas. (B y C) La citoqueratina de amplio espectro (por ejemplo, clon AE1/AE3),
asi como los clones especificos (por ejemplo, CK 5/6) tifien células mesoteliales reactivas tanto neoplasicas
como benignas y, por ende, este marcador es de valor limitado en el diagnéstico diferencial del mesotelioma
de lesiones benignas con atipia reactiva marcada. Las células neoplasicas epitelioides y fusiformes de este
mesotelioma bifésico (B), asi como las células estromales reactivas de la pleuritis organizada esclerosante
(C), expresan con fuerza citoqueratinas.

Resumen de respuesta

Las tinciones con citoqueratinas son ttiles para resaltar la celularidad pleural en todo su espe-
sor, la falta de zonificacion y la presencia de invasion de células mesoteliales en el tejido adi-
poso de la pared toracica.

:Qué marcadores inmunohistoquimicos se pueden utilizar para diferenciar entre
proliferaciones mesoteliales benignas y malignas?
Un gran nimero de estudios apoyan el uso de la proteina 1 asociada a BRCA1 (BAP1) en el diag-
nostico diferencial entre las proliferaciones mesoteliales atipicas benignas y el mesotelioma. BAP1
es una proteina desubiquitinizante con funciones oncosupresoras que tiene una funcion en la inhi-
bicién de la proliferacion y crecimiento celular. Se expresa en el nicleo de todas las células norma-
les. Las alteraciones sométicas del gen BAPI ubicado en el cromosoma 3p21 ocasionan la pérdida
de la expresion proteica en las células neoplasicas, un evento que ocurre aproximadamente en el
65 % de los MPM epitelioides y el 20 % de los MPM sarcomatoides (Hida et al., 2017; Churg et
al., 2018; Galateau-Salle et al., 2018). La recomendacidn reciente es la de no usar este marcador de
manera aislada de otros datos morfoldgicos e inmunofenotipicos (Nicholson et al., 2020).
Excepto por las formas poco comunes de alteraciones de linea germinal de BAPI, la
inmunorreactividad al BAP1 se preserva en todas las células no neoplasicas de los tejidos
adiposos, vasculares y conectivos (figura 17-7).
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Figura 17-6. (A y B) La expresion de citoqueratina en la pleuritis fibrosante reactiva resalta la zonificacion
(hipercelularidad en la superficie y celularidad de profundidad reducida hacia la pared torécica) y una distribu-
cion horizontal de las células mesoteliales benignas, mientras que (Cy D) la proliferacién sarcomatoide maligna
muestra un patrén de crecimiento desorganizado de células mesoteliales que ocupa todo el espesor pleural.

La IHQ para BAP1 puede ser util para diferenciar las proliferaciones mesoteliales atipicas
reactivas del MPM. La pérdida de tincion para BAP1 también es util para establecer el diag-
noéstico de MPM epitelioide en muestras de liquido de citologia (figura 17-8).

La IHQ para BAP1 también puede ser util para establecer el diagndstico de MPM bifasico.
Su pérdida en las células tumorales epitelioides, pero no en las células estromales, representa un
argumento contra un diagnéstico de MPM bifasico, incluso en presencia de células fusiformes ati-

picas, lo que en su lugar se puede interpretar como
una reaccion estromal (figura 17-9) (Righi et al,,
2016; Galateau-Salle et al., 2018; Wu et al., 2017).
Sin embargo, es necesario ser cuidadosos al hacer
esta interpretacion, ya que los casos ocasionales de
mesotelioma bifasico pueden mostrar resultados
discordantes entre los componentes epitelioides y
estromales (Bueno et al., 2016). En dichos casos,
pueden ser utiles otras pruebas complementarias,
como la THQ para metiltioadenosina fosforilasa
(MTAP) o la hibridacién fluorescente in situ (FISH)
para deleciéon homocigota de CDKN2A.
Recientemente se ha propuesto la IHQ para
MTAP como un marcador indirecto de las alte-
raciones genéticas CDKN2A/pl6. La delecion

t‘l
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Figura 17-7. La proteina 1 asociada a BRCA1 (BAP1)
esta perdida en este mesotelioma epitelioide, segun
lo demostrado por la ausencia de tincién nuclear en
células neoplasicas y por la expresion intacta en célu-
las estromales no neoplasicas.

vl ‘t-"‘-' ‘;'z see 0 8

)
[N

163



164

ATLAS DE INMUNOHISTOQUIMICA DIAGNOSTICA DE LA IASLC

L .
B 5 -
e = J
- -‘
% B, R - =
. * 4 P
® o - " I"'
e . y
» L .'!‘ .lr: L] 2 *
-
e % J *1“ ”
pe & L o T R L ]
’-' ‘ﬁ‘ ) . .l
R R 2 2% ' 4
S N R P el iy
: TR e A R e >
2 i St i ; .'. %’g,‘. ?‘;'a.:
! R e o " - Batip @
h’a_ Sl ey ;pa_é“! AT ":ﬁ., " gl d P O

Figura 17-8. Muestra de liquido pleural con racimos dispersos de células mesoteliales atipicas y linfocitos. (A)
Morfolégicamente, este liquido pleural se interpreté como atipico. (B) Sin embargo, la pérdida de la expresion
de proteina 1 asociada a BRCA1 (BAP1) en el mismo racimo de células mesoteliales confirma que, en efecto,
son malignas.
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Figura 17-9. (A) Caso de mesotelioma bifasico sospechado con un componente celular epitelioide asociado
a (B) un estroma marcadamente atipico. (C) La proteina 1 asociada a BRCA1 (BAP1) se pierde solamente en
el componente epitelioide. (D) Una expresién intacta de BAP1 en las células estromales atipicas favorece su
naturaleza reactiva mas que la neoplasica, apoyando asi un diagndstico final de mesotelioma epitelioide (con
reaccion atipica del estroma).

homocigota del gen CDKN2A localizado en el cromosoma 9p21 es un marcador bien estable-
cido de proliferaciones mesoteliales malignas que se pierde aproximadamente en el 70 % de
los MPM epitelioides y en casi el 100 % de los MPM sarcomatoides (Illei et al., 2003; Chiosea
et al., 2008; Husain et al., 2018). MTAP es una enzima involucrada en el metabolismo de las
purinas, cuyo gen se ubica muy cerca de CDKN2A en el locus 9p21.3, y se ha reportado que se
somete a deleciones en tdindem con CDKN2A en hasta el 100 % de los MPM.
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Figura 17-10. (A) Un mesotelioma papilar con el gen CDKN2A de tipo salvaje expresa de manera difusa la
metiltioadenosina fosforilasa (MTAP) en todas las células neoplasicas y también en las estromales. (B) Ejemplo
de mesotelioma papilar con pérdida de MTAP. Las células neoplésicas que recubren el tallo papilar son negati-
vas, mientras que las células estromales no neoplésicas expresan de manera regular la proteina.

En las células humanas normales y en el 30 % de los casos de MPM epitelioide de tipo
salvaje, MTAP se expresa en el citoplasma y también en el nicleo de las células normales y de
las neoplasicas (figura 17-10A).

Las deleciones de genes en las células del MPM se asocian con la pérdida de inmunorreacti-
vidad tanto nuclear como citoplasmatica (figura 17-10B), en la que las células mesoteliales neo-
plasicas (negativas) se pueden diferenciar de las células estromales (que mantienen su expresion
nuclear si son de naturaleza reactiva y no neoplasica). Cuando esta presente, la pérdida de
MTAP se observa en todas las células neoplasicas, y en solo el 10 % de los casos se encontrd una
pérdida parcial en una fraccion de las células (Berg et al., 2018; Chapel et al., 2020).

También se reportd la pérdida de MTAP en hasta el 23 % de las proliferaciones mesotelia-
les reactivas (Zimling et al., 2012), un hallazgo no confirmado por otros autores (Hida et al.,
2017) cuando la reactividad se interpret6 como positiva de intensidad igual o mayor que la de
las células inflamatorias (control interno).

Resumen de respuesta

La IHQ para BAP1 y MTAP (como sustituto para la delecion homocigota de CDKN2A) puede
ser util para diferenciar la proliferacién mesotelial benigna de la maligna en muestras quirur-
gicas y de fluidos.

Conclusiones

La ITHQ es necesaria para confirmar el diagndstico de mesotelioma maligno, ya que muchos
casos tienen implicaciones medicolegales. Para el mesotelioma epitelioide, en un caso comuin
desde el punto de vista morfolégico, radioldgico y clinico, la recomendacion es usar dos mar-
cadores de mesotelioma y dos marcadores de carcinoma para lograr el diagndstico. Si los
resultados son discordantes, se deben usar marcadores adicionales. Para el mesotelioma sar-
comatoide se debe realizar tincion para citoqueratina, suplementada con el uso empirico de
marcadores mesenquimales y mesoteliales, con la eleccion de anticuerpos que probablemente
reflejan caracteristicas morfologicas. A menudo, puesto que las especificidades y las sensibi-
lidades son mucho menores que en los tumores epitelioides, la conclusion histopatologica es
un equilibrio de probabilidades, y se requiere el aporte multidisciplinario. La IHQ para BAP1
y MTAP (como sustituto para delecion homocigota de CDKN2A/p16) es ftil para separar
las proliferaciones mesoteliales benignas de las malignas y para establecer el diagndstico de
mesotelioma maligno en muestras de derrame y muestras tisulares limitadas.
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Tumores timicos e inmunohistoquimica

Por Andre L. Moreira y William D. Travis

Introduccion

Los tumores timicos son poco comunes y tienen una prevalencia estimada de casi el 1 % en
la poblacion general (Araki et al., 2015; Siesling et al., 2012). La atencion de los pacientes con
estas lesiones incorpora caracteristicas clinicas, de laboratorio e imagenoldgicas, a fin de
determinar los diagnoésticos diferenciales, la magnitud de la enfermedad y, mas importante
aun, la clasificacion histopatoldgica. Las lesiones mediastinales anteriores, incluidas aquellas
que involucran al timo, son heterogéneas etiologicamente, lo que se suma a la complejidad
dependiendo del sitio. En este capitulo se respalda el uso de las tinciones inmunohistoqui-
micas en el diagnoéstico diferencial de las masas mediastinales anteriores que se encuentran
con mayor frecuencia, haciendo énfasis en el diagnostico diferencial de las lesiones epiteliales
timicas (timoma, carcinoma timico) y los tumores de células germinales.

¢Cuales son los mejores marcadores para el diagnostico del timoma?

A pesar de las diferentes clasificaciones histologicas, todos los timomas muestran un patrén
similar de reactividad inmunohistoquimica. Los timomas estan compuestos por células epi-
teliales timicas (positivas para queratina) y linfocitos timicos inmaduros (células positivas
para desoxinucleotidil transferasa terminal [TdT], CDla o CD99) (Marx et al., 2014) (figura
18-1). Esta combinacién implica un diagndstico de timoma en el contexto morfoldgico apro-
piado. No se recomiendan las tinciones para queratina 7 y 20 debido a que los timomas
pueden ser negativos para ambos marcadores (Chu et al., 2000; Pomplun et al., 2002). Los
linfomas pueden afectar al mediastino, y se pueden incluir en el diagnéstico diferencial de
los timomas tipos Bl y B2 de la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS). En este contexto,
los linfomas linfoblasticos agudos, que son mas comunes en adultos jovenes y cuyas células
tumorales son positivas para TdT, representan un obstaculo; no obstante, todos los linfomas
carecen de células positivas para queratina.

Resumen de respuesta
Una combinacién de queratina y TdT constituye el mejor panel para el diagnéstico del
timoma. También se pueden usar CD1la o CD99 para marcar los linfocitos timicos inmaduros.
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Figura 18-1. (A) Corte tefiido con H&E de un timoma tipo B1 de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS)
que muestra bandas fibrosas, patrén de crecimiento lobular y linfocitos abundantes. Las células epiteliales
no son evidentes a primera vista. (B) La tincién inmunohistoquimica para queratina (AE1/AE3) resalta las
células epiteliales timicas con distribucién en malla. (C) La tincién inmunohistoquimica para TdT resalta los
linfocitos timicos. (D) La tincién inmunohistoquimica para CD1a resalta los linfocitos timicos en una biopsia
por aguja gruesa de un timoma tipo B2.

:Qué otros marcadores se pueden utilizar para resaltar las células epiteliales timicas?
Las células epiteliales timicas son positivas para p40/p63 (Su et al., 2015; Marx et al., 2014) y
PAXS (Ordonez, 2012; Asirvatham et al., 2014), y ambos marcadores tifien los ntcleos celu-
lares (figura 18-2). Este ultimo marcador también puede ser positivo en los tumores neuroen-
docrinos del timo, pero las reacciones de los tumores timicos solo se observan cuando se usa
el anticuerpo policlonal PAX8 (Toriyama et al., 2014).

Resumen de respuesta
Se pueden agregar anticuerpos policlonales PAX8 y p40/p63 al panel de queratina y TdT para
la caracterizacion de los timomas.

:Como puede ayudar la inmunohistoquimica en la clasificacion de los timomas?
Las tinciones inmunohistoquimicas pueden mejorar la reproducibilidad de la clasificacion
del timoma tipo B de la OMS (figura 18-3). Los timomas B1 tienen una distribuciéon en malla
de las células positivas para queratina (figura 18-1B), mientras que los timomas B2 muestran
racimos de células positivas para queratina.

Resumen de respuesta
La tincién de queratina puede revelar el patréon de las células epiteliales, lo que ayuda a la
clasificacion entre timomas Bl y B2.
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Figura 18-2. (A) La tincién inmunohistoquimica para PAX8 resalta las células epiteliales timicas. (B) La tin-
cién inmunohistoquimica para p40 resalta las células epiteliales timicas en una biopsia por aguja gruesa de
un timoma tipo B2.

: 100 px . :
Figura 18-3. (A) Corte tefiido con H&E de un timoma tipo B de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS).
(B) La tincion inmunohistoquimica para queratina (AET/AE3) muestra racimos de células epiteliales y com-
pleta asi el criterio para la clasificacion del timoma tipo B2. Comparese con la figura 18-1B que muestra una
red tipo malla de células positivas para queratina en un timoma tipo B1.

¢Como se puede diferenciar el timoma del carcinoma timico?

El diagnostico diferencial entre un timoma B3 y un carcinoma timico puede ser dificil, en
especial en una biopsia pequena. El diagnostico se fundamenta en caracteristicas morfolo-
gicas de las células tumorales, pero la inmunohistoquimica (IHQ) puede ayudar en el diag-
nostico (figura 18-4). El timoma tipo B3 de la OMS se asocia con linfocitos TdT-positivos,
mientras que el carcinoma timico no se asocia con linfocitos timicos, por lo que una tincién
inmunohistoquimica para TdT o Cdla es negativa en estos carcinomas (Weissferdt et al.,
2016; Marx et al.,, 2014). La mayoria de los carcinomas timicos son carcinomas de células
escamosas; por ello, estos tumores son positivos para p40/p63 y PAX8. Aunque estos mar-
cadores no son especificos, la reaccién positiva indica un origen timico. Ademds, entre el
60 % y el 70 % de los carcinomas timicos expresan positividad para KIT (CD117) y CD5
en las células epiteliales, en contraste con la falta de reaccién positiva dual para KIT y CD5
en el cancer de pulmon. Estos cuatro marcadores pueden incrementar el rendimiento diag-
ndstico en términos de los diagndsticos diferenciales entre el carcinoma timico, el timoma
B3 y el carcinoma de células escamosas del pulmon (Asirvatham et al., 2014; Su et al., 2015;
Kriegsmann et al., 2015).
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Figura 18-4. (A) Corte tefiido con H&E de un carcinoma timico en una biopsia por aguja gruesa que muestra
racimos de células epiteliales en un estroma fibroso. Tincion inmunohistoquimica para (B) CD5 y (C) CD117,
la cual muestra (B) una reaccion positiva membranosa y citoplasmatica en las células epiteliales. Las células
tumorales epiteliales también fueron positivas para p40, y no hubo linfocitos TdT-positivos asociados con el
tumor (no se muestra en laimagen).

Resumen de respuesta
El diagndstico diferencial de la OMS entre el timoma tipo B3 y el carcinoma timico puede
ser dificil en muestras de biopsia pequenas. La presencia de linfocitos TdT positivos respalda
el diagnoéstico del timoma. La expresion positiva de CD5 y/o CD117 es util en el diagnéstico
del carcinoma timico, asi como en el diagndstico diferencial con el carcinoma de células
escamosas de pulmon.

:Qué tinciones son utiles para el diagndstico de los tumores de células germinales?

El diagnostico de los tumores de células germinales mediastinales se basa fundamentalmente
en informacion clinica, radiografica e histoldgica. Los tumores de células germinales son
prevalentes en hombres adultos jovenes (Calaminus y Joffe, 2016) y se asocian con un incremento
en marcadores séricos como la a-fetoproteina (AFP), y la B-gonadotropina coriénica humana
(B-HCG) para el tumor del saco vitelino y el coriocarcinoma, respectivamente (Salem y Gilligan,
2011), a pesar de no haber marcadores séricos para el seminoma, el teratoma o el carcinoma
embrionario. Los componentes de un tumor de células germinales se pueden determinar mediante
histologia e IHQ debido a que cada tumor posee patrones de inmunorreactividad especificos, con
excepcion del teratoma, ya que no se han descrito marcadores especificos para este tumor. Para
diferenciarlo de otros tumores, la proteina tipo Sal 4 (SALL4) se expresa con mayor amplitud en los
tumores de células germinales (figura 18-5), incluyendo al teratoma. Aunque algunas leucemias
linfoblasticas de células B y la leucemia mieloide aguda también son positivas, la expresion de
SALL4 sugiere un diagndstico de tumor de células germinales mediastinal. Desde el punto de
vista clinico, es importante diferenciar entre el seminoma y los tumores de células germinales no
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Figura 18-5. (A) Portaobjetos tefiido con H&E de un seminoma mediastinal en una biopsia por aguja gruesa.
Grupos de células tumorales grandes rodeados por linfocitos. (B) El seminoma es positivo para SALL4
(tincién nuclear), un marcador paratodos los tumores de células germinales, OCT4 (no se muestraenlaimagen),
(C) CD117 y (D) D2-40.

seminomatosos; de este modo, para esta diferencia, OCT3/4, KIT (CD117), CD30 y el glipicano 3
son los marcadores recomendados (figura 18-5) (Ulbright et al., 2014), por cuanto la mayoria de
los tumores son tumores de células germinales mixtos y contienen cualquier combinacién de
tumores. OCT3/4 es positivo en el seminoma y en el carcinoma embrionario, pero es negativo en
los tumores del saco vitelino (figura 18-6) y el coriocarcinoma. CD117 se expresa en casi todos los
seminomas, pero es negativo en los carcinomas embrionarios y muestra expresion variable en los
tumores del saco vitelino. CD30 es positivo en la mayoria de los carcinomas embrionarios (figura
18-7), pero es negativo en otros tumores de células germinales, mientras que el glipicano 3 se
observa en los tumores del saco vitelino y en la mayoria de los coriocarcinomas, pero casi siempre
es negativo en los carcinomas embrionarios y en los seminomas. La mayoria de los tumores del
saco vitelino son positivos para AFP, pero esto puede ser focal. Los coriocarcinomas también
expresan HCG (figura 18-8) (Ulbright et al., 2014). En contraste con los tumores del testiculo, los
tumores de células germinales mediastinales pueden ser positivos para citoqueratina (Suster et
al., 1998; Weissferdt et al., 2015), por lo que una queratina positiva no indica de forma inmediata
un tumor epitelial (figura 18-9).

Resumen de respuesta

SALL4 es un marcador para todos los tumores de células germinales y se debe incluir en el
panel de los analisis de estos tumores (Camparo y Comperat, 2013). Una vez que el SALL4 posi-
tivo sugiere un tumor de células germinales, se pueden usar OCT3/4, KIT (CD117), CD30 y
glipicano 3 como clasificadores para el seminoma y los tumores de células germinales no semi-
nomatosos (Cheng et al., 2007; Weissferdt et al., 2019). Luego del examen histoldgico, se deben
incluir y agregar otros marcadores segun corresponda (Ulbright 2005; Weissferdt et al., 2015).
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Figura 18-6. (A) Portaobjetos tefiido con H&E de un tumor de saco vitelino mediastinal que forma patrones his-
toldgicos que se asemejan a estructuras embrionarias. Los tumores del saco vitelino son (B) positivos para SALL4
y (C) negativos para OCT4. Los tumores del saco vitelino también son (D) positivos para glipicano 3, a menudo

con unadistribucion nodular. El tumor también es positivo para a-fetoproteina (AFP) (no se muestra en laimagen).
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Figura 18-7. Portaobjetos tefiidos con H&E de carcinoma embrionario en un bloque celular. (A) Las células tumo-

rales son mas grandes y pleomérficas que el tumor del saco vitelino. (B) Los carcinomas embrionarios son posi-
tivos para CD30. Las células tumorales también son positivas para SALL4 y OCT4 (no se muestra en laimagen).

Conclusiones

Los tumores timicos son poco comunes e incluyen diversos subtipos histologicos. La IHQ pro-
porciona una ayuda sustancial para el diagnéstico diferencial de los tumores timicos, en parti-
cular en muestras de biopsia pequefias. Ademas de los tumores epiteliales timicos y los tumores
de células germinales que se han discutido en este capitulo, en el timo también se pueden desa-
rrollar linfomas, tumores neuroendocrinos y otros tumores poco frecuentes. En otra seccion
de este documento se describe el diagnéstico diferencial de estos tumores (Marx et al., 2015).
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Figura 18-8. Portaobjetos tefiido con H&E de un coriocarcinoma. (A) Células pleomérficas grandes y mul-
tinucleadas asociadas a menudo con hemorragia. (B) Los coriocarcinomas son positivos para 3-gonadotro-
pina coriénica humana (3-HCG), y a menudo son negativos para todos los otros marcadores de tumores de

células germinales.

Figura 18-9. Tincién para citoqueratlna en eI seminoma. Puesto que el seminoma puede ser positivo para
citoqueratina, la positividad no indica directamente un tumor epitelial.
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Uso de la inmunohistoquimica en las

pruebas de biomarcadores predictivos

Por Keith M. Kerr, Ming Sound Tsao, Fred R. Hirsch e Ignacio I. Wistuba

Introduccion

Como se ha discutido de manera extensa en otra parte de este libro, la inmunohistoquimica
(IHQ) trata en su mayor parte de la deteccion de proteinas en cortes tisulares. Por el contrario,
con unas pocas excepciones, las alteraciones oncogénicas celulares que hacen a los tumores
susceptibles a los farmacos dirigidos molecularmente, con frecuencia se relacionan con
alteraciones genéticas a nivel del ADN y/o ARN. No obstante, es la proteina alterada la
que ejerce la actividad oncogénica, y es a esta proteina y no a la secuencia alterada de acido
nucleico a la que esta dirigido el firmaco.

Laintroduccion dela IHQ para el receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano
(HER?2) en las pruebas para el cancer de mama fue un proceso dificil a inicios de los noventa,
e hizo que muchos oncélogos desconfiaran de la IHQ en general. Algunos biomarcadores
basados en IHQ en el carcinoma no microcitico (CNM) han surgido y desaparecido (enzima
timidilato sintasa, receptor del factor de crecimiento epidérmico [EGFR] y MET), pero
algunos de ellos pueden reaparecer (véanse las siguientes secciones). Sin embargo, hace poco,
la THQ para el ligando 1 de muerte programada (PD-L1) ha establecido firmemente esta
técnica en el centro de las pruebas de biomarcadores para el CNM.

:La IHQ tiene una funcion en la deteccion de alteraciones del EGFR?

Las pruebas IHQ contra la proteina de tipo salvaje (WT) del EGFR se investigaron durante la
busqueda de biomarcadores, a fin de seleccionar pacientes para la terapia con inhibidor de la
tirosina quinasa (TKI) del EGFR, hasta que se descubrié un grupo mas especifico de pacientes
con un rango de mutaciones activadoras y sensibilizadoras en el dominio TK del EGFR que se
beneficiaron de estos farmacos (Clark et al., 2006; Eberhard et al., 2008). En el ensayo FLEX,
la THQ para WT del EGFR fue eficaz para seleccionar pacientes con mas probabilidad de
beneficiarse del anticuerpo monoclonal anti-EGFR, cetuximab (Douillard et al., 2014), pero
no se pudo obtener la aprobacion reguladora para este agente, por lo que las pruebas IHQ para
WT del EGFR nunca alcanzaron la fase de practica clinica de rutina. Este biomarcador también
se usd en los ensayos del necitumumab, otra terapéutica de anticuerpo monoclonal anti-EGFR,
pero se no pudo demostrar una seleccion eficaz de pacientes (Diaz-Serrano et al., 2019).
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Se dispone de anticuerpos para uso en
ensayos IHQ para detectar proteinas mutantes
del L858R de la mutaciéon L858R del exén 21
del EGFR y algunas de las proteinas mutantes de
la delecion del exén 19. Aunque la sensibilidad
y especificidad de la proteina anti-L858R es
aceptable, el rango de las mutaciones de delecion
del exdn 19 encontradas en la practica clinica hace
que el anticuerpo sea incapaz de identificar todas
las proteinas mutantes, debido a que solo detecta
deleciones de 15 pares de bases y ninguna otra 4 s
delecion sensibilizante en el exén 19 (Cooper et  Figura19-1. Adenocarcinoma metastéasico de pul-
al,, 2013; Chen et al., 2014). Consecuentemente, MoM &" una biopsia por aguja gruesa de mama en

S K una mujer de 86 afnos. El tumor es positivo para la
la sensibilidad para todas las mutaciones de utacion de delecion del exén 19 EGFR detectada
delecion del exdn 19 es baja y cae por debajo del  por anticuerpo especifico (E746_A750del- clon 686,
nivel aceptable de rutina en la practica clinica. RocheTissue Diagnostics).

No obstante, estas pruebas IHQ se usan en la practica clinica cuando no es posible realizar
la prueba de secuencia de mutacion, o cuando los tiempos de respuesta prolongados para
estas pruebas de mutacion exigen que esta prueba IHQ tenga un tiempo de respuesta de 1 a
2 dias (figura 19-1). En la altima version de las guias sobre pruebas moleculares del College
of American Pathologists (CAP), la International Association for the Study of Lung Cancer
(IASLC) y la Association for Molecular Pathology (AMP) no se recomienda este método de la
prueba de mutaciéon EGFR mediante IHQ para la practica de rutina (Lindeman et al., 2018).

Respuesta de resumen

Actualmente, la IHQ del WT del EGFR no tiene un uso clinico recomendado de forma ruti-
naria. La IHQ para detectar una gama limitada de proteinas mutantes del EGFR se utiliza
ocasionalmente en circunstancias particulares.

+Cual es el papel de la IHQ en la deteccion de tumores con
reordenamientos del gen ALK?
La IHQ para la quinasa del linfoma anaplasico (ALK) tiene una funcién fundamental en la detec-
cién del reordenamiento del gen ALK en pacientes. A veces se usa como una herramienta de
cribado, pero también ha sido aceptada por la Administracion de Alimentos y Medicamentos de
los Estados Unidos (FDA) cuando la prueba VENTANA ALK (D5F3) CDx se usa para determinar
la terapia sin una prueba directa real de un reordenamiento del gen ALK (Lindeman et al., 2018).
Hay una elevacién modesta en la proteina ALK en el citoplasma de las células tumorales del
CNM con reordenamiento del gen ALK. Excepto por algunos tejidos neurales, la proteina ALK
no se encuentra en los tejidos normales de adulto (Hallberg y Palmer, 2013). Como resultado, se
adopto el cribado THQ para ALK como un método rapido y econdmico para identificar pacientes
con CNM cuyas muestras debian ser enviadas para hibridacion fluorescente in situ (FISH) con-
firmatoria u otras pruebas moleculares. Esto le evita al laboratorio realizar un gran numero de
pruebas FISH costosas para identificar una anormalidad molecular presente solo en alrededor
del 4 % de la poblacion de prueba. Los estudios que usaron el clon ALK1, que era de uso comun
para el diagnostico del linfoma anaplasico cuando los niveles de proteina ALK eran altos, pro-
baron ser inadecuadamente sensibles para detectar de manera confiable los niveles menores de
proteina ALK encontrados en el CNM con reordenamiento del gen ALK (Mino-Kenudson et
al,, 2010). Se desarrollaron pruebas que usan los clones 5A4 y D5F3 anti-ALK, y varios estudios
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Figura 19-2. (A) Biopsia por aguja gruesa de pulmén que muestra un adenocarcinoma de patrén acinar.
(B) Este tumor tiene un reordenamiento genético de quinasa del linfoma anaplasico (ALK) y fue claramente
positivo en la inmunohistoquimica (IHQ) para ALK usando una prueba desarrollada en laboratorio basada en
el clon 5A4.

Figura 19-3. Adenocarcinoma de pulmén que muestra tincion fuerte y difusa para quinasa de linfoma ana-
plasico (ALK) usando la prueba VENTANA ALK (D5F3) CDx en (A) una biopsia quirtrgica y (B) un bloque celular
de derrame pleural. Ambos casos mostraron un reordenamiento del gen ALK en la prueba de hibridacién
fluorescente in situ (FISH).

han mostrado que estas pruebas se pueden usar para el cribado de poblaciones de muestras de
CNM vy la identificacion de casos con el reordenamiento del gen ALK (figuras 19-2 y 19-3) (Tsao
et al.,, 2016). Aunque la sensibilidad casi siempre es adecuada, dependiendo de la quimica de
deteccion de cualquier prueba desarrollada en laboratorio (LDT) particular, la especificidad es
menor, en especial cuando la positividad IHQ se observa a niveles menores (Tsao et al., 2013;
Blackhall et al., 2014; von Laffert et al., 2014; Minca et al., 2013; Selinger et al., 2013; Nitta et al.,
2013). Por esta razon, dichas pruebas se usan mejor como herramientas de cribado para selec-
cionar pacientes para FISH u otras pruebas moleculares confirmatorias (Lindeman et al., 2018).
No obstante, los equipos de atencion del cancer validan su propia prueba IHQ LDT para ALK
Y, si tiene una especificidad aceptablemente elevada y las autoridades reguladoras relevantes lo
permiten, pueden elegir usarla directamente para tomar decisiones sobre la terapia. Sin embargo,
hay que resaltar que el rendimiento de las pruebas LDT de la ALK, en algunos esquemas externos
de aseguramiento de la calidad, no alcanza un nivel aceptable (Ibrahim et al., 2016). La prueba
VENTANA ALK (D5F3) CDx es una prueba altamente sensible y especifica que esta aprobada
para la seleccion del tratamiento de TKI de ALK en pacientes con CNM en estadio avanzado. Esta
prueba utiliza un paso de amplificacion de tiramida en el sistema de deteccion, la cual elimina el
rango dindmico de tincion en las muestras de CNM con reordenamiento de ALK y crea una lec-
tura en efecto binaria: positiva o negativa. La prueba VENTANA ALK (D5F3) demuestra una alta
correlacion con la presencia de un reordenamiento del gen ALK en el CNM (Nitta et al., 2013).
En un giro interesante en la historia de las pruebas para el reordenamiento ALK en el
CNM, ahora existe evidencia tanto de estudios académicos como del ensayo ALEX, el cual
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indica que los pacientes cuyos tumores tienen un
reordenamiento del gen ALK y son positivos para
la IHQ, muestran mayores tasas de respuesta que
aquellos pacientes con tumores positivos para
reordenamiento pero con negatividad en la THQ
(van der Wekken et al., 2017; Mok et al., 2017).
Esto tiene sentido ya que la proteina es la porcién
oncogénica y es el objetivo del farmaco. También
sefala que la IHQ de la ALK tiene una funcién
importante en pacientes cuyo reordenamiento
del gen ALK se detecta por secuenciacion de
nueva generacion (NGS) (véase “Conclusiones”).

Por ultimo, una advertencia cuando se usa
IHQ para ALK sin FISH o confirmacién molecu-
lar, como se acaba de describir. Aproximadamente

l.ril.. \\ . WS e 3
Figura 19-4. Muestra de biopsia endobronquial que
exhibe positividad para carcinoma microcitico usando
la prueba VENTANA ALK (D5F3) CDx. No hubo reorde-
namiento en la prueba de hibridacion fluorescente in
situ (FISH).

hasta el 20 % de los carcinomas neuroendocrinos de pulmoén de alto grado expresan, una
positividad IHQ para ALK, a veces fuerte y difusa, en ausencia de un reordenamiento gené-
tico (figura 19-4). En ocasiones, dichos tumores se pueden diagnosticar erréneamente como
un adenocarcinoma con base en la positividad IHQ para el factor de transcripcion tiroideo 1
(TTF1), en especial en muestras pequefas y con desafios morfologicos (Kondoh et al., 2019).

Respuesta de resumen
La ITHQ de ALK tiene una funcién fundamental en las pruebas de biomarcadores predictivos
de ALK en pacientes con CNM en estadio avanzado.

3Cual es la funcion de la IHQ en la deteccion de tumores con

reordenamientos del gen ROSI?

En comparacion con las pruebas para ALK, la prueba para el reordenamiento del oncogén 1
c-ros (ROS1I) es menos madura. No se dispone de una prueba IHQ diagndstica acompanante
para ROS1 vy, aunque el uso de la IHQ para ROS1 estd bien establecido y recomendado, esta
metodologia solo se debe usar como herramienta de cribado para enriquecer una poblacion de
prueba para FISH o para pruebas moleculares de deteccion de reordenamientos del gen ROSI
(Lindeman et al. 2018., Tsao et al., 2016). Por lo
tanto, por definicion, todas las pruebas IHQ para
ROS1 actualmente en uso son LDT. En la practica
clinica se usa con frecuencia el clon D4Dé.
Los datos publicados sugieren que es posible
desarrollar una prueba adecuadamente sensible
(figura 19-5), pero la especificidad casi siempre
es menor que la de las mejores pruebas IHQ para
ALK (Bubendorfetal., 2016; Selinger et al., 2017).
Los niveles de proteina ROS1 pueden ser variables
en diferentes partes de un tumor portador de un
reordenamiento, lo que abre la posibilidad para
errores de muestreo de la biopsia, y la expresion
puede ser muy baja en presencia de ciertos
reordenamientos, lo que podria impedir que se
detecten algunos genes de fusion por medio del

Figura 19-5. Tincion difusa en adenocarcinoma de
pulmén para el oncogén 1 c-ros (ROST1) utilizando una
prueba basada en D4D6. Este caso mostrd un reorde-
namiento del gen ROST en la prueba de hibridacion
fluorescente in situ (FISH).



USO DE LA INMUNOHISTOQUIMICA EN LAS PRUEBAS DE BIOMARCADORES PREDICTIVOS

Figura 19-6. Esta biopsia de pulmén por aguja gruesa Figura 19-7. Adenocarcinoma de pulmén con reor-

muestra un adenocarcinoma con tincién positiva para denamiento genético del oncogén 1 c-ros (ROST) y

oncogén 1 c-ros (ROST) utilizando una prueba basada tincién positiva para ROST usando el clon SP384. Este

en D4D6. No hubo reordenamiento genético en la caso demuestra muy bien la variabilidad en la inten-

prueba de hibridacién fluorescente in situ (FISH). sidad y el caracter granular de la tinciéon observado a
menudo en estos casos.

cribado de THQ. Por el contrario, algunos adenocarcinomas pueden mostrar una positividad
focal moderada a fuerte en ausencia de una fusion ROSI (figura 19-6). Los datos han mostrado
que los reordenamientos del gen ROSI se pueden encontrar a niveles tan bajos como del 20 %
en casos positivos para THQ de ROS1 (Tsao et al., 2016). Recientemente, se ha comenzado a
utilizar el clon SP384 anti-ROS1 (Roche Tissue Diagnostics), que también es una herramienta
de cribado eficaz (figura 19-7) (Huang et al., 2019; Conde et al., 2019; Hofman et al., 2019).

Hasta ahora no hay datos que muestren una relacion entre la respuesta a la terapia y la
positividad THQ en este contexto, pero ciertamente amerita estudio.

Respuesta de resumen

La THQ del ROS1 es una técnica establecida para el enriquecimiento de una poblacién de
pacientes con CPNM en estadio avanzado para que se confirme el reordenamiento del gen
ROSI1 mediante un método molecular alternativo.

:La IHQ tiene un papel en la identificacion de tumores con

reordenamientos del gen NTRK1-3?

Cuando se compara con las alteraciones precedentes, hay incluso menos experiencia en los
casos de CNM con las pruebas para genes de fusion del receptor de tirosina quinasa neuro-
tropico (NTRK) pero, una vez mas, ha surgido el paradigma de cribado para positividad IHQ.
Este es especialmente el caso puesto que los reordenamientos NTRK son muy poco comunes
en el CNM (del 0,1 % al 1 %) (Farago et al., 2018) y, por ejemplo, para muchos laboratorios no
seria factible cribar todos los casos relevantes con una prueba FISH independiente. Los datos
son limitados, pero la IHQ pan-TRK con el uso del clon EPR17341 (figura 19-8) (Abcam)
ha mostrado una correlacion con la presencia de reordenamientos del gen NTRK1-3 encon-
trados por otros medios, y representa una estrategia de cribado factible (Hechtman et al,,
2017). Atn se estan desarrollando métodos para abordar esta dificil area de las pruebas de
biomarcadores del CNM, pero se han publicado algunas recomendaciones (Penault-Llorca et
al., 2019; Marchio et al., 2019). También puede haber positividad IHQ para NTRK en tumo-
res neuroendocrinos cuando no hay un reordenamiento genético (figura 19-9) (K.M. Kerr,
observacion personal).
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Figura 19-9. Carcinoma neuroendocrino de células

tra tincién positiva mediante inmunohistoquimica grandes del pulmén que muestra positividad para

pan-TRK. inmunohistoquimica (IHQ) pan-TRK, pero sin dato de
reordenamiento del gen (NTRK) del receptor de tiro-
sina quinasa neurotrépico.

Respuesta de resumen
La prueba IHQ para ayudar a la deteccién de reordenamientos del gen NTRKI-3 es una téc-
nica emergente, pero sin una funcién establecida.

:Las pruebas IHQ tienen alguna funcion en las pruebas de biomarcadores
predictivos para cualquier otra alteracion gendémica susceptible de responder

al tratamiento?

Los inhibidores de la proteina del protooncogén B-raf (BRAF) y de la MEK quinasa estan
aprobados en muchos paises para uso en pacientes con mutaciones BRAF V600E (Planchard
et al,, 2017; Planchard y Johnson, 2018; Leonetti et al., 2018). La metodologia aprobada para
la identificacion de pacientes para esta terapia es alguna forma de secuenciacion. Se dispone
de anticuerpos para uso en pruebas IHQ para la identificacion de la proteina mutante V600E.
Aunque en ocasiones se usan en pacientes con melanoma maligno, no se recomienda su uso
en pacientes con CNM (Lindeman et al., 2018).

Las pruebas IHQ para MET se introdujeron como un presunto biomarcador selectivo
para uso con la terapia de anticuerpo monoclonal anti-MET, onartuzumab (Spigel et al.,
2017). Aunque los niveles elevados de expresion de MET, que se evidenciaron en una prueba
basada en el clon SP44, parecieron enriquecer los resultados favorables en pacientes, esta
terapia no pudo alcanzar la aprobacion reguladora. Recientemente, las alteraciones MET en
el CNM pasaron a ser objetivos farmacologicos de interés en dos contextos particulares: la
amplificacion por primera vez del gen MET, o quiza mas importante atin, en el contexto de un
mecanismo de resistencia de recidiva luego de la terapia con TKI de EGFR como biomarcador
para la terapia dirigida a MET (Salgia, 2017; Wang et al., 2019). Dichos tratamientos también
estan siendo investigados en pacientes cuyos tumores portan un amplio rango de mutaciones
en y alrededor del exén 14 del gen MET, y en alteraciones que causan la omision del exén 14
durante la transcripcion y el estimulo oncogénico debido al deterioro en la degradacion de
la proteina MET (Salgia, 2017; Paik et al., 2015). En ambos escenarios, pero aiin mas en el
caso de la omision del exén 14 de MET, se ha analizado que los niveles elevados de proteina
podrian ser un marcador IHQ que se podria usar para el cribado de tumores para pruebas
moleculares dirigidas al MET. Hasta la fecha, la bibliografia parece sugerir que, aunque la
IHQ positiva para MET se asocia con la presencia de cambios gendmicos, los abordajes IHQ
investigados hasta ahora no son lo suficientemente sensibles y especificos como para usarlos
como herramientas de cribado, y muchos casos no serian detectados (Baldacci et al., 2020;
Guo et al,, 2019). En este contexto, el futuro de la IHQ para MET en el CNM es incierto.
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Aunque la IHQ para HER2 esta bien establecida como una prueba diagndstica predictiva
en el cancer de mama, actualmente no tiene una funcion aprobada en las pruebas para el
cancer de pulmoén. Las mutaciones HER2 son poco comunes en el cancer de pulmon, pero la
sobreexpresion de proteinas es mas comun. Datos recientes han hecho surgir la posibilidad
de una terapia dirigida eficaz para estos grupos de pacientes (Smit et al., 2020). Aun cuando la
IHQ del HER2 no es parte del escenario actual de pruebas, esto podria cambiar en el futuro.

Los reordenamientos genéticos del protooncogén ret (RET) son un objetivo prometedor,
aunque poco comun, en el cancer de pulmon, debido a varios agentes nuevos que son eficaces
contra el CNM con esta alteracion. Siguiendo el paradigma ya descrito para las pruebas de
ALK, ROS1 y NTRK, la IHQ del RET es de interés y valor probable, aunque actualmente no
se dispone de datos.

Los reordenamientos del gen NRGI se encuentran en casos de CNM, en especial en adeno-
carcinomas mucinosos invasivos, y la terapia con TKI de EGFR ha mostrado una eficacia pro-
metedora. En estos casos se ha descrito una IHQ positiva para la proteina NRG1, pero todavia
se debe establecer la funcién de dicha prueba (Nagasaka y Ou, 2019; Trombetta et al., 2018).

En el carcinoma microcitico, la prueba IHQ para DLL3 se estudié recientemente como una
estrategia de enriquecimiento del conjugado anticuerpo-farmaco citotéxico rovalpituzumab
tesirine (Morgensztern et al., 2019). Este farmaco no se esta desarrollando actualmente en
busqueda de una aprobacién reguladora debido a sus decepcionantes resultados obtenidos en
los ensayos y a su considerable toxicidad (Morgensztern et al., 2019; Mullard, 2019).

Respuesta de resumen
No hay ninguna funcién establecida de las pruebas IHQ para la identificacién de pacientes
portadores de otras alteraciones susceptibles de responder al tratamiento.

+Cual es la funcion de la THQ del PD-L1 en la seleccion de pacientes con CNM
para la inmunoterapia?

La IHQ para PD-L1 esta bien establecida en el algoritmo rutinario de pruebas de biomarca-
dores para el CNM en estadios III y IV. Este tema se ha analizado extensamente en otros estu-
dios, incluido el el Atlas of PD-L1 Immunohistochemistry Testing in Lung Cancer de la IASLC
(Tsao et al., 2017). Aqui solo se presenta una breve revisiéon de algunos puntos clave.

La expresion IHQ de PD-L1 ha mostrado de manera consistente la capacidad de enri-
quecer poblaciones de pacientes con CNM que se benefician de farmacos anti-proteina 1
de muerte celular programada (PD1) o PD-L1. Mientras mayor sea la proporcion de células
tumorales que expresan PD-L1 en las membranas celulares a cualquier nivel de intensidad,
mayor sera la probabilidad de un beneficio para el paciente (figura 19-10). El biomarcador
IHQ PD-L1 parala mayoria de los firmacos investigados en pacientes con CNM tiene que ver
con la expresidn solo en células tumorales, pero el atezolizumab se ha desarrollado con una
prueba para PD-L1 basada en el clon SP142 y la expresion de PD-L1, tanto en el tumor como
en las células inmunes (figura 19-11) (Fehrenbacher et al., 2016).

Aungque la relacion dosis-respuesta se conserva entre los niveles de expresion de PD-L1y
los resultados clinicos en los ensayos clinicos de inmunoterapia de segunda linea o mayor, solo
una prescripcion de pembrolizumab requiere una puntuacién de proporciéon tumoral (TPS)
del PD-L1 mayor o igual al 1 % en este contexto (Herbst et al., 2016). Se pueden administrar
otros inhibidores aprobados sin importar la expresion de PD-L1; las pruebas en esta situacion
se consideran complementarias (Brahmer et al., 2015; Borghaei et al., 2015; Fehrenbacher et al.,
2016). Se requiere una TPS de la IHQ de PD-L1 del 50 %, o mas, para el uso de la monoterapia
de primera linea con pembrolizumab, y las pruebas 22C3 y SP263 (véase los proximos parrafos)
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Figura 19-10. (A y B) Adenocarcinoma poco diferenciado que muestra una positividad de membrana fuerte
y generalizada para el ligando 1 de muerte programada (PD-L1). (C) Carcinoma de células escamosas que
muestra un patrén caracteristico de tincion variable de la membrana celular tumoral. Carcinoma pulmonar
no microcitico (CNM) metastasico en un bloque celular de citologia por ecografia endobronquial (EBUS) que
muestra una tincion muy focal de las células tumorales, pero también (D) tincion en macroéfagos y restos celu-
lares. Tincién usando la prueba Dako 22C3 pharmDx.

estan aprobadas como diagnoésticos complementarios en este contexto (Reck et al., 2016; prueba
VENTANA PD-L1 [SP263]). Las combinaciones de primera linea de pembrolizumab y quimio-
terapia de doblete de platino tienen aprobacion reguladora sin importar la expresion de PD-L1,
a pesar de diferencias sustanciales en el resultado, dependiendo de la TPS de la IHQ del PD-L1;
por lo general, la prueba diagndstica se considera como un complemento ttil en el caso de
terapéuticas diferenciadas para determinados pacientes (Mok et al., 2019; Peters et al., 2019b).
En el CNM de estadio III, el durvalumab, un inhibidor de PD-L1, esta aprobado para su uso
luego de la quimiorradioterapia. En los Estados Unidos, esta aprobacion es independiente de la
expresion de PD-L1, aunque TPS mayores de PD-L1 se correlacionan con una mayor probabi-
lidad de beneficio (Antonia et al., 2017, 2018). En Europa, un analisis post hoc controversial de
los datos del ensayo Pacific no mostré beneficios para la supervivencia global en menos del 1 %
de la cohorte de la TPS, por lo que la Agencia Europea de Medicamentos impuso pruebas IHQ
para PD-L1 y una TPS del 1 % o mas para uso del régimen Pacific (Peters et al., 2019a).

Los 5 farmacos anti-PD1 o PD-L1 que se encuentran en las etapas mas avanzadas de
desarrollo, incluyendo las indicaciones aprobadas mencionadas con anterioridad, son pem-
brolizumab, nivolumab, durvalumab, atezolizumab y avelumab. Cada uno de ellos ha sido
desarrollado mediante ensayos clinicos con pruebas IHQ para PD-L1 utilizando los clones
IHQ anti-PD-L1 22C3, 28-8, SP263, SP142 y 73-10, respectivamente. La multiplicidad de las
diferentes pruebas para PD-L1 ha ocasionado cierta confusion entre los oncélogos y conster-
nacioén en la patologia. El principal dilema para la patologia ha sido la interrogante de cudles
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pruebas realizar. La mayoria de los laboratorios
no puede ofrecer de manera razonable todas estas
pruebas, por lo que lo ideal seria determinar si
se puede hacer una sola prueba y si los resulta-
dos se pueden usar para todas las indicaciones
clinicas precedentes. ;Qué tan similares son estas
pruebas validadas por ensayos? Varios estudios
comparativos de pruebas, incluido el estudio
BluePrint de la IASLC, han demostrado una con-
. #& - cordancia aceptable entre las pruebas 22C3, 28-8,
. 2 Y y VENTANA PD-L1 (SP263) para la evaluacion
Figura 19-11. Tinci6n definida y marcada del ligando  de la TPS del CNM (Hirsch et al., 2017; Scheel
1 de muerte programada (PD-L1) en cé.IuIasinmunes et al., 2016; Ratcliffe et al., 2017; Hendry et al.,
estromales que rodean a un adenocarcinoma de pul- .
mén de patrén sélido, el cual no muestra positividad ~ 2018; Adam et al., 2018; Tsao et al., 2018; Rimm
de las células tumorales. Tincién usando la prueba et al., 2017; Torlakovic et al., 2020). La prueba
VENTANAPD-LT (SP142). VENTANA PD-L1 (SPI42) ha mostrado de
manera consistente menores puntuaciones TPS,
mientras que la prueba 73-10 es significativamente mas sensible; en las pruebas de avelu-
mab, una TPS del 80 % se ha considerado equivalente a una puntuaciéon del 50 % usando la
prueba 22C3 (Barlesi et al., 2018). Hay algunos datos emergentes que sugieren que la prueba
VENTANA PD-L1 (SP263) puede ser mas sensible que la prueba 22C3, aunque todavia no
esta claro el grado y la significancia de esto (Hendry et al., 2018; Munari et al., 2018).

Algunos laboratorios usaran su propia prueba LDT para PD-L1, en vez de una prueba
comercial validada por ensayo. Aunque estas LDT pueden equiparar el rendimiento técnico
de una prueba validada por ensayo (Adam et al., 2018; Neuman et al., 2016; Roge et al., 2017),
no hay garantia de que lo haran, y se requiere una rigurosa validacién de garantia de calidad
interna y externa (Cheung et al., 2019).

No se usaron muestras tipo citologia en ninguno de los ensayos clinicos antes mencio-
nados o durante el desarrollo de la prueba comercial. Por lo tanto, ha existido resistencia
a la utilizacién de material tipo citologia para las pruebas clinicas de PD-L1. Sin embargo,
ahora existe bibliografia sustancial que demuestra un rendimiento equivalente aceptable de
la evaluaciéon de PD-L1 para la TPS con pruebas validadas por ensayo, donde se compara la
citologia con las muestras de biopsia tisular del mismo tumor (Heymann et al., 2017; Buttner
etal., 2017; Skov y Skov, 2017; Gosney et al., 2020; Yatabe et al., 2019). Tal es la variabilidad en
la forma en que las muestras tipo citologia se fijan, se procesan y se preparan para tincion, que
se requiere una atencion cuidadosa a estos pasos preanaliticos, y la estandarizacion ayudard a
traducir estas observaciones de estudio en la practica clinica de rutina. Se recomienda que los
laboratorios que usan muestras tipo citologia para las pruebas clinicas de PD-L1 emprendan
la validacion interna de sus procedimientos de laboratorio para garantizar un desempefo
equivalente.

Respuesta de resumen

Aunque se estan buscando activamente biomarcadores alternativos para su uso con la inmu-
noterapia en el CNM, parece muy probable que la IHQ del PD-L1 siga formando parte de
la evaluacion necesaria de las muestras clinicas de CNM en relacién con la inmunoterapia
anti-PD1 y PD-L1. Sin embargo, atin existen interrogantes sobre las diferentes pruebas, los
tipos de muestras, la expresion en el tumor en comparacion con los inmunocitos y como se
deben utilizar los datos de IHQ para la toma de decisiones clinicas.
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:Se puede utilizar la IHQ para evaluar el microentorno tumoral con el fin de
seleccionar a los pacientes para la inmunoterapia?

La IHQ puede tener una funcién potencial en la evaluacion del grado de inflamacién tumoral
a nivel celular, o la evaluacién de otras moléculas reguladoras que podrian implicar suscepti-
bilidad o resistencia a las inmunoterapias actuales en el CNM. Sin embargo, hay relativamente
pocos datos y todos atin son experimentales, puesto que ninguno de estos factores ha sido acep-
tado como terapia aprobada. Se ha usado IHQ para CD8 a fin de evaluar la inflamacion tumoral
(Conde et al., 2018), y la IHQ multiplexada se esta explorando como una forma de evaluar mul-
tiples factores celulares de manera simultdnea en la misma muestra tumoral (Lu et al., 2019).

Respuesta de resumen
Queda por determinar como se podrian evaluar y utilizar en el futuro los factores del microen-
torno tumoral. Esto debe estar basado en pruebas sélidas y en ensayos clinicos.

Conclusiones

La THQ es una herramienta relativamente simple, econémica y poderosa para investigar de
forma directa el estado de las proteinas, a menudo las fracciones oncogénicas y las dianas
farmacologicas en muestras clinicas de CNM. La revolucion molecular en la terapia persona-
lizada contra el CNM se ha concentrado sobre todo en las alteraciones gendmicas, y la plétora
de datos mutacionales y de otros datos gendmicos es cientificamente tentadora y persuasiva.
No obstante, la discusion precedente muestra con claridad que las evaluaciones protedmicas
con THQ atin tienen una funcién fundamental en el diagnéstico del CNM para garantizar
que los pacientes reciban la terapia mas eficaz. A medida que el nimero de biomarcadores
clinicamente relevantes en los tumores de nuestros pacientes con CNM aumenta, asi lo hace
también la atraccion que representa el uso de NGS paralela y multiplexada como un “punto
unico” de informacién de biomarcadores gendmicos, mutaciones, genes de fusion e incluso
namero de copias de genes. A medida que la NGS se convierte en la plataforma estandar de
pruebas moleculares, ;podria disminuir o desaparecer el uso de la IHQ tal y como se acaba
de describir? La practica contemporanea en ciertos centros lo sugiere asi, pero ;qué hay de los
datos sobre la importancia de la expresion proteica asociada con el reordenamiento del gen
ALK? ;Puede emerger un paradigma por medio del cual un gen de fusiéon detectado con NGS
requerira la demostracion de la proteina para predecir mejor la eficacia del firmaco? Esta es
una pregunta pertinente y 1gica. Queda por ver si los ensayos patrocinados por la comunidad
farmacoldgica o la comunidad cientifica proporcionaran los datos que nos den una respuesta.
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Perspectiva final

Por Keith M. Kerr, Alain C. Borczuk, Wendy A. Cooper, Sanja Dacic,
Andre L. Moreira, Yasushi Yatabe y Ming Sound Tsao

Este atlas proporciona una ilustracion extensa del papel crucial que posee la inmunohistoqui-
mica (IHQ) en el diagndstico de las neoplasias malignas toracicas. Esta técnica tiene un papel
importante en cada paso del trayecto diagndstico que se realiza con las muestras de tejido de
nuestros pacientes.

Hemos descrito los principios basicos y la base bioquimica de la IHQ, asi como las
formas en las que las técnicas de IHQ contribuyen al diagnoéstico en numerosos escenarios
de neoplasias malignas toracicas, al revisar la esencia de la clasificacion de la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS), asi como la forma en que se pueden lograr los diagndsticos tanto
en casos resecados quirurgicamente como en muestras de biopsias pequeiias y de citologia.
Esta ultima seccion en la clasificacion de la OMS y en este atlas es de suma importancia debido
a que, en el mundo del cancer de pulmon, al menos dos terceras partes de los pacientes tienen
enfermedad en estadio avanzado al momento de la presentacion y, por ende, los patdlogos
solo disponen de muestras de biopsias pequeiias y/o citologia para el diagnéstico y las pruebas
de biomarcadores predictivos.

Este atlas también ha proporcionado un analisis especifico sobre los marcadores
individuales que usamos con mads frecuencia, asi como sobre los diversos clones que estan
disponibles. Las variaciones que pueden ocurrir entre los clones comercializados para
identificar la misma entidad son de considerable importancia, y representan un inconveniente
que algunas veces es subestimado por los patélogos. Si no se entienden las caracteristicas
y especificidades de estos clones, las diferencias podrian llevar a una interpretacion y
diagnoéstico errados. Ademas, la mayor parte de nuestras pruebas de IHQ diagndstica son,
esencialmente, pruebas desarrolladas en laboratorio, lo que significa que puede haber una
variacion considerable entre los laboratorios con respecto al desempeiio de muchas de
estas pruebas. En consecuencia, se debe llevar a cabo una validacién interna y contundente
del protocolo de prueba en el laboratorio para cada marcador antes de su uso clinico. Los
problemas adicionales se pueden identificar y rectificar mediante la participacion en esquemas
externos de aseguramiento de la calidad (EQA) de IHQ.

La préctica diagnostica patologica contemporanea depende en gran medida de la IHQ.
Los patdlogos que se capacitan en una era en la que se dispone de una plétora de marcadores
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IHQ para identificar innumerables macromoléculas estan tentados a usar la tecnologia
“simplemente porque pueden” en ocasiones en las que quizds no se requiere realmente,
aunque la mayor certeza diagnoéstica que podria proporcionar la IHQ siempre es bienvenida.
Por el contrario, y tal como Juan Rosai lo establece tan elocuentemente en el prélogo de la
tercera edicion del libro de David J. Dabb Diagnostic Immunohistochemistry (Dabbs, 2010),
el uso excesivo o la confianza desmesurada en la IHQ para el diagnoéstico de rutina podria
llevar al patologo por el camino equivocado. Muy pocos de los marcadores IHQ analizados
aqui son especificos para algtin diagndstico particular, y la gran mayoria de estos marcadores
diagnoésticos se expresa fisiolégicamente. Por lo tanto, es de suma importancia que los
hallazgos IHQ siempre sean considerados en el contexto de la morfologia tumoral.

Esto se verifica en el diagndstico del cancer de pulmon, en particular en el contexto del
diagndstico en muestras pequefias. La importancia de no usar de forma excesiva la THQ
se enfatiza en la clasificaciéon de la OMS y otros (Lindeman et al., 2018), debido a que una
cantidad excesiva de pruebas IHQ realizadas para llegar al diagnoéstico inicial puede dejar una
cantidad insuficiente de material para las pruebas subsecuentes de biomarcadores predictivos,
en especial para las pruebas moleculares (excepto para la hibridaciéon fluorescente in situ),
las cuales casi siempre requieren mas materiales que los necesarios para la IHQ. Este es un
problema importante para muchos oncélogos y pacientes (Cane et al., 2015).

;Como puede la THQ cambiar en el futuro? No cabe duda de que se dispondra de
mas clones y marcadores. Gran parte de nuestra evaluacion de la IHQ es cualitativa mas
que cuantitativa y, con el surgimiento de la patologia digital, podemos prever una ruta mas
sencilla para la cuantificacion de la expresion de los marcadores IHQ. En el diagndstico del
cancer de pulmon, la evaluacion del Ki-67 puede ser un ejemplo de la manera en que dicha
tecnologia puede ayudar, pero se necesita evidencia que muestre que la disponibilidad de
datos granulares y mas precisos para cualquiera de los marcadores que utilizamos tiene
valor diagndstico. Si esto fuese asi, entonces seria aun mas importante que estandaricemos y
controlemos nuestras técnicas IHQ.

Nos enfrentamos a grandes desafios, los cuales son consecuencia de la disponibilidad
de mas marcadores y de mas permutaciones de perfiles de expresion complejos, pero solo
con cantidades pequenas de tejido. Los rapidos avances tecnoldgicos han hecho factibles
las técnicas IHQ multiplexadas, tanto de campo brillante como de inmunofluorescencia, asi
como su adopcion clinica y para el diagndstico de rutina. Esto podria brindar soluciones para
obtener mas informacion a partir de cantidades limitadas de tejido. Aliadas con la tecnologia
digital, estas técnicas pueden proporcionar datos espaciales sobre la coexpresion que, hasta
ahora, eran muy dificiles de generar. A medida que aumenta la complejidad de los datos, asi
como el numero de permutaciones de los hallazgos con la adicién de mds puntos de datos
(marcadores), es posible que las plataformas de inteligencia artificial tengan un papel en todo
este proceso. No obstante, recordamos una vez mas que, para que este método se transmita
de la investigacion a la practica de rutina, es necesario demostrar su valor clinico. A menudo
existe el riesgo de que nuestra tecnologia y capacidad para estudiar una muestra de cancer de
pulmoén esté muy por delante de los desarrollos en oncologia que podrian aprovechar estos
datos adicionales. Esto explica la gran importancia de la conexién entre la investigacion y la
practica clinica. Quizas es mas probable que estos desarrollos en la IHQ multiplexada puedan
ser mas valiosos en las pruebas de biomarcadores predictivos, tanto en el complejo campo
de la inmunoterapia como en la interaccion de las vias de senalizacion aberrantes con las
proteinas reguladoras, en células estimuladas por oncogenes adictivos, en especial cuando los
tumores desarrollan resistencia a las terapias dirigidas, en lugar de que sean utiles en la etapa
inicial del diagnostico y la clasificacion del cancer de pulmon.



PERSPECTIVA FINAL

Sin embargo, es probable que la gendémica y, por ende, la proteémica, desempefien un
papel cada vez mayor en el diagnostico y la clasificacion del cancer de pulmon. La clasificacion
dela OMS del 2015 cambi6 fundamentalmente al incorporar la expresién de marcadores IHQ
en las definiciones basicas del cancer de células escamosas y del adenocarcinoma. Prevemos
mas cambios similares a medida que se identifican y definen a nivel molecular subgrupos
clinicos importantes del cancer de pulmoén. A pesar de ello, ya que la IHQ permite analizar la
expresion de marcadores especificos con resolucion de una sola célula usando una cantidad
minima de material tisular, y debido a que las proteinas son los efectores oncogénicos finales
y las dianas terapéuticas, esta técnica continuard teniendo un papel clave en el mundo de las
pruebas diagndsticas y de biomarcadores (Tsao y Yatabe, 2019). Por lo tanto, sera atin mas
importante comprender en qué forma funciona la IHQ y cémo podria afectar el rendimiento
de las pruebas.

La IHQ es una técnica sumamente valiosa y poderosa que, cuando se utiliza de manera
correcta y apropiada, puede incrementar grandemente la precision diagndstica en casos de
cancer de pulmdn y de otros tumores toracicos. Asi, al ayudar a determinar las opciones
de tratamiento, se ha demostrado con claridad el beneficio para nuestros pacientes que
sufren de este grupo de enfermedades bioldgicamente diversas y frecuentemente mortales.
Esperamos que este atlas proporcione un recurso no solo para los patélogos, sino también
para todo aquel interesado en el cancer de pulmén y en su manejo. Este volumen sobre la THQ
diagndstica en el cdncer de pulmoén se suma a la serie de atlas diagndsticos proporcionada
por la International Association for the Study of Lung Cancer (IASLC), y seguramente estara
acompanado por otros titulos nuevos.
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Apéndice A: lista de anticuerpos

Nombre del
anticuerpo

Actina, SMA (actina alfa del musculo liso)
musculo liso

Ratén

Rat(’)n

Pagina de

referencia
Clon del atlas
1A4 113,120-121,
ASM-1 134-135,139

Producto génico de la cinasa del linfoma anaplésico, p80

Ratén
Raton

Conejo

ALK1 6-8,17, 25,28,
5A4 39-40, 62,95,
98-99, 133~
D5F3 134,176-178,
181,184

BAP1 Proteina 1 asociada a BRCA1, cuyo producto se une ala

proteina de susceptibilidad al cincer de mama 1 (BRCA1)
a través del dominio de dedo de zinc de esta Ultima y actua

como supresor tumoral

Ratén

C4 4,162-166

34BE12 Citoqueratina; reacciona sobre todo a las citoqueratinas

1, 5,10y 14 (queratina de alto peso molecular)

Ratén

Ratén

CAMS5.2 CK8, CK7 (en menor medida)

Ratén

Ratén

34BE12

Coctel

(34BE12+p63)

CAMS5.2 68,72, 79-80,
5D3 m 159, u

Catenina

B-catenina

p120 catenina
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B-catenina-1 48,109-112
14

17C2

98

EP66
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Nombre del
anticuerpo

Pagina de
referencia
Clon del atlas

CD5 Glicoproteina transmembrana de tipo | que se encuentra en Ratén
la superficie de timocitos, linfocitos Ty un subconjunto de
linfocitos B, que podria actuar como receptor para regular la

proliferacion de las células T

69,169-170

Conejo SP19

CD34 Tiene una funcién en la fijacién de las células madre a la matriz ~ Raton QBEnd 10 113,115,123,
extracelular de la médula 6sea o a las células estromales 126, 128-130,
Raton MY10 132,159
CD56 (NCAM) Molécula de adhesién celular neural 1 Ratén 123C3 37,75-78, 80-
82,92,130,
Gose (RO 136-137, 139
Raton CD564
CD117 (KIT) protooncogén KIT, receptor tirosina cinasa Ratén EP10 120-121, 169-
171
Conejo Policlonal T
Conejo

CDX2 Proteina caudal homeobox 2 Ratén
Conejo

Conejo

DAK-CDX2 105, 107-

m m 144-
EPR2764Y 146, 154-157
EP25

Cromogranina A Miembro de la familia cromogranina-secretogranina de las Ratén
proteinas secretoras neuroendocrinas que se encuentra en las Rats
vesiculas secretoras de las neuronas y las células endocrinas aton

Ratén
Conejo

DAK-A3 36,76,111
LK2H10

5H7

EP1030Y

CK5/6/8/18 Citoqueratina, multi (5/6/8/18), NCL-CK5/6/8/18,

NCL-L-CK5/6/8/18, Y RTU-CK5/6/8/18

Ratén

5D3/LP34

CK20 Citoqueratina 20

Ratén
Raton

Conejo

Ks20.8 71-73,79, 104-
105, 107-110,

PW31 114, 144-146,

sP33 149-151
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Pagina de
Nombre del referencia
anticuerpo Clon del atlas

CK OSCAR Citoqueratina de amplio espectro Raton OSCAR 67-68,114,
117,159,173

Desmina Filamento intermedio Raton 127,134-135,
Raton DE-R-11 157139159

Antigeno de membrana epitelial Raton 113-116,

Ratén GP1.4 130

GATA3 Proteina de unién GATA3 Ratén HG3-31 19,108, 146-
147,149, 155-
Ratén L50-823 156, 160, 166
Glipicano 3 Miembro de los proteoglicanos de sulfato de heparan Raton G(C33,1G12 m, 152, 170-
de la superficie celular Ratén e
HMB45 Antigeno asociado a melanoma Raton HMB45 140, 159
Raton Coctel triple
(HMB45+A103
+T311)

ISMN1 Poteina 1 asociada al insulinoma Ratén A-8 37-38,75-77,
81,136

Pancitoqueratina Raton 67-68, 159

MDM?2 Ligasa ubiquitina E3 localizada en el nucleo, que promueve la  Ratén IF2 134-136
formacion de tumores al dirigirse a las proteinas supresoras
de tumores, como p53

MOC31 Ep-CAM/antigeno epitelial especifico Ratén MOC31
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Pagina de
Nombre del referencia
anticuerpo Clon del atlas

Napsina A Miembro de la familia de la peptidasa A1 de las Ratén MRQ-60 35-36, 40-41,

proteasas asparticas 44-45, 50-51,
69,92,103,

Conejo Policlonal 105,108, 110,

114,118-119,

Ratén P64

124,144-147,
149-150, 153-
154,156-157

NUT Proteina nuclear en el testiculo Conejo C52B1 5,7,14,46-47,
51,63,75,82,
113-118, 122-
124,127
p16 Inhibidor de quinasa dependiente de ciclina 2A, CDKN2A Ratén E6H4 143-144, 163,
Ratén G175-405 1o>-100
Raton Jcs

p63 Producto de TP63 Raton 4A4 2,28,41-42,
Raton Coctel 45,50-32, &0-
65,74, 80-81,
(34BE12+p63) 100, 114-115,
Ratén DAK-p63 119-122, 149,
156-157, 168-
Ratén 7JUL 169
S100 Proteina de unién al calcio Conejo Policlonal 113,120-122,
1222, 1385, 1558,
159

SMARCA4/BRG1 Regulador de la cromatina relacionado con SWI/SNF, Ratén G-7 5,7,12,51,
asociado a la matriz y dependiente de la actina, subfamilia 125-128

a, miembro 4, que codifica un miembro de la familia de Conejo ERINCIRYITA

proteinas SWI/SNF

SOX10 El factor de transcripcion SRY-box 10, codifica un miembro Conejo SP267 135, 146-147
de la familia SOX (HMG-box relacionado con SRY) de factores
de transcripcion implicados en la regulacion del desarrollo
embrionario y en la determinacién del destino celular

Raton Policlonal
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Pagina de
Nombre del referencia
anticuerpo Clon del atlas
STAT6 Transductor de sefial y activador de transcripcion 6 que Conejo Policlonal 130-133,159
codifica un miembro de la familia de factores de transcrip- ) .
ci6n STAT Conejo Policlonal (SC-20)

Conejo YE361

TTF1 Factor 1 de transcripcién tiroidea, también conocido como Ratén 8G7G3/1 2,28,34-36,
NKX2-1; un factor de transcripcion para regular el desarrollo 38-40, 43-48,

de la tiroides y el pulmén Raton SPT24 50-51, 53-59,

Conejo SP141 62, 65,69-70,
72,92-93, 96,
103-111, 113-
121,127,139,
144-148, 150~
153,158-159,
178







Apéndice B: fabricantes

Los siguientes fabricantes y sus productos aparecen en este atlas. Las ubicaciones indicadas
para cada fabricante no son las tinicas; la mayoria tienen oficinas en todo el mundo.

Abcam
Cambridge, Reino Unido

Abnova

Taipéi, Taiwdn

Active Motif

Carlsbad, California, Estados Unidos

Agilent Dakot
Santa Clara, California, Estados Unidos

BD Biosciences
San José, California, Estados Unidos

BioLegend
San Diego, California, Estados Unidos

Cell Signaling Technology, Inc.
Danvers, Massachusetts, Estados Unidos
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Invitrogen - Thermo Fisher Scientific
Carlsbad, California, Estados Unidos

Leica Biosystems
Buffalo Grove, Illinois, Estados Unidos

Nichirei Bioscience
Tokio, Japén

Roche Tissue Diagnostics
Tucson, Arizona, Estados Unidos

Santa Cruz Biotechnology, Inc.
Dallas, Texas, Estados Unidos

Sigma-Aldrich
San Luis, Misuri, Estados Unidos

Signet Laboratories, Inc.
Dedham, Massachusetts, Estados Unidos



https://abcam.com
https://abnova.com
https://www.activemotif.com/catalog/556/antibodies
https://www.agilent.com
https://www.bdbiosciences.com
https://www.biolegend.com
https://www.cellsignal.com/
https://www.thermofisher.com/us/en/home/brands/invitrogen.html
https://www.leicabiosystems.com/
https://www.nichirei.co.jp/bio/english/
https://diagnostics.roche.com/global/en/about/roche-tissue-diagnostics.html
https://www.scbt.com/home
https://www.sigmaaldrich.com/united-states.html
https://signetlabs.com/
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