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EL VALOR DE LA INMUNOHISTOQUIMICA EN EL
DIAGNOSTICO DE CARCINOMAS HEPATICOS
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RESUMEN:

Ante el reto diagndstico que representa una neoplasia hepatica que no es bien diferenciada, en este
estudio se propone la utilizacion de un perfil de inmunohistoquimica que incluye citoqueratinas (CK) 7,
19 y 20, asi como factor de trascripcion tiroideo (TTF-1) para demostrar su eficacia en el diagndstico
diferencial de hepatocarcinomas, colangiocarcinomas y metastasis de adenocarcinoma y de ese modo
facilitar los diagnosticos en la practica diaria.
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ABSTRACT:
To the diagnostic challenge is a liver neoplasia is not well differentiated, in this study proposes the use
of an immunohistochemical profile that includes cytokeratin (CK) 7, 19 and 20 and thyroid transcription
factor(TTF-1) for demonstrate its effectiveness in the differential diagnosis of hepatocellular
carcinoma, cholangiocarcinoma and metastatic adenocarcinoma and thereby facilitate the diagnosis in
daily practice.

KEY WORDS:
Hepatocellular carcinoma, cholangiocarcinoma, metastatic adenocarcinoma, immunohistochemistry,
cytokeratins, thyroid transcription factor.

*  Anatomopatdlogo, Hospital México, Caja Costarricense de Seguro Social. Presidente de la Asociacion de Patélogos de Costa
Rica. Correo electronico: ferbrenes@gmail.com

+  Servicio de Cirugia, Hospital Nacional de Nifios, Caja Costarricense del Seguro Social

°  Anatomopatélogo, Hospital México, Caja Costarricense de Seguro Social.

Recibido para publicacién: 29 de abril de 2011. Aceptado: 15 de mayo de 2011.

©2011. ASOCOMEFO - Departamento de Medicina Legal, Poder Judicial, Costa Rica. 35



Medicina Legal de Costa Rica, vol. 28 (2), setiembre 2011. ISSN 1409-0015

Introduccion

El diagndstico histologico de carcinoma
hepatocelular es relativamente sencillo, cuando
las caracteristicas arquitecturales y celulares son
semejantes a las del higado normal. Sin embargo,
los que presentan un patron seudoglandular o
son poco diferenciados, pueden ser dificiles de
diferenciar de colangiocarcinomas y metastasis
de adenocarcinomas, especialmente en biopsias
por agujal'l,

Estos retos diagnésticos pueden ser atribuidos
a la variedad de neoplasias que se originan
en las células del higado, ademas, a que este
6rgano es blanco de metéstasis que pueden
simular las variantes principales del carci-
noma hepatocelulart.

La inmunohistoquimica se ha utilizado para
facilitar el diagnostico diferencial entre las tres
entidades, pero ante la falta de un anticuerpo
altamente especifico para carcinomas hepa-
tocelulares se utilizan multiples anticuerpos
con diferentes sensibilidades y especificidades
para hepatocarcinomas, colangiocarcinomas
y metastasis de adenocarcinomas [Pl Varios
marcadores por inmunohistoquimica han
sido descritos para la identificaciéon de estos
tumores, incluyendo alfa-fetoproteina, antigeno
carcinoembrionario, citoqueratina 7, citoqueratina
20, citoqueratina 19y TTF-1 4,

Las citoqueratinas son una compleja subclase de
genes de filamentos intermedios que se compone
de 20 diferentes polipéptidos. Se clasifican en tipo
Ao clase | (citoqueratinas 9 a 20) y tipo B o clase
Il (citoqueratinas 1 a 8). En el higado humano
normal el perfil de citoqueratinas es citoqueraina
8 y 18 en hepatocitos, mientras que en conductos
biliares estan presentes las citoqueratinas 7, 8,
17,17, 18 y19 151,

Estas diferentes expresiones se han utilizado
para hacer la diferenciaciéon entre carcinoma
hepatocelulares de colangiocarcinomast'l.

Las caracteristicas de la tincion canalicular con
anticuerpo anti antigeno carcinoembrionario, se
reporta ser muy especifico para diferenciacion

hepatocelular, entre un 15 a un 80%, sin embargo
a menudo es dificil de interpretar y puede ser
positiva en otros carcinomas gastrointestinales,
lo cual limita su uso en el diagndstico de carci-
noma hepatocelulartl.

Las metastasis al higado corresponden al 98% de
las lesiones malignas del higado y se diagnostican
hasta en el 4% de todas las biopsias hepaticas
en general. El 40% de las personas que fallecen
de cancer presentan metastasis al higado. Los
carcinomas de pulmén, mama, colon, pancreas
y estdbmago son los que mas frecuentemente
metastatizan al higadof.

El Factor de Transcripcion Tiroideo -1 (TTF-1),
es un miembro de la familia NKx2 de factores
de transcripcion de homeodomaina, que se
expresa en el nucleo del epitelio pulmonar vy
tiroideo y sus tumores, y en el sistema nervioso
central. Diferentes estudios han demostrado una
reactividad granular citoplasmatica en hepatocitos
y carcinomas hepatocelulares mediante una
unién a las mitocondrias, lo cual puede ser usado
para diferenciarlos de otros carcinomas, por su
diferente localizacion!™.

En este estudio se estudian los anticuerpos de
inmunohistoquimica TTF-1, citoqueratina 7 (CK-7),
citoqueratina 20 (CK-20) y citoqueratina 19 (CK-19),
para demostrar su probable eficacia en el diagnostico
diferencial de hepatocarcinomas, colangiocarci-
nomas y metastasis de adenocarcinoma.

Materiales y Métodos

De los archivos del Servicio de Anatomia
Patologica del Hospital México y del Hospital
Calderén Guardia de la Caja Costarricense
del Seguro Social entre los afios 2003 y 2008,
se obtuvieron un total de 51 casos de biopsias
de higado por aguja y en cufia, diagnosticados
histolégicamente.

Los casos fueron histolégicamente diagnostica-
dos como carcinomas hepatocelulares (n=24),
colangiocarcinomas (n=20) y carcinomas metas-
tasicos al higado (n=13). El origen de los
carcinomas metastasicos fueron de colon (n=19),
estébmago (n=2) y glandula mamaria (n=1).

36 ©2011. ASOCOMEFO - Departamento de Medicina Legal, Poder Judicial, Costa Rica.



Medicina Legal de Costa Rica, vol. 28 (2), setiembre 2011. ISSN 1409-0015

Los casos escogidos para estudio fueron
aquellos en que obtuvo el bloque de parafina
y el mismo contara con tejido suficiente para
realizar el estudio de inmunohistoquimica de los
4 anticuerpos.

Se graduaron los colangiocarcinomas y las me-
tastasis adenocarcinomas en bien, moderada-
mente y poco diferenciados segun su tendencia
a la formacién de estructuras glandulares. Los
hepatocarcinomas se graduaron segun el esta-
diaje propuesto por Edmondson y Steiner, que
los gradua del | al IV utilizando como criterios ir-
regularidad del nucleo, radio nucleo citoplasma, y
diferenciacion celular 2,

Se realizaron estudios de inmunohistoquimica
con cuatro anticuerpos:anti CK-7 (Clona
OVTL1,BioGenex), antiCK-19 (clona RCK108,
DAKO), anti CK-20 (clona Ks20.8, Biocare) y anti
TTF-1 (clona 8G7G3/1, (Biocare). En resumen,
se hicieron cortes de parafina a 5 micrometros
sobre laminas cargadas positivamente, se
desparafinaron y se lavaron en bufer Tris salino
0.05 m (TBS). Se trataron con bufer de citrato
calentando en una olla de presion por 20 minutos.
Se uso el sistema de deteccion usado fue el MACH
4 Kit Universal con HRP (Biocare) de acuerdo a
las instrucciones del fabricante. Como controles
negativos se reemplazé el anticuero primario con
TBS y los controles positivos se colocaron en
cada una de las laminas de los casos a estudiar.

La expresidn de las citoqueratinas 7, 20 y 19 se
defini6 como positivo un marcaje de membrana
citoplasmatica y como negativo la tincién
citoplasmatica difusa sin membrana. La expresion
del anticuerpo TTF-1 se definié como positivo con
un marcaje granular en el citoplasma de al menos
un 50% de las células tumorales y como negativo
si habia solo marcaje nuclear o de membrana. La
expresion de los 4 anticuerpos se graduéde 0 a 3
cruces siendo tres cruces reactividad muy fuerte y
0 cruces negativo. Se determiné el porcentaje de
células positivas haciendo un promedio de toda
la muestra y no solo en las areas mas positivas.
La presencia de tincion citopldsmica granular
en los hepatocitos no tumorales con TTF-1 vy
la tincion de membrana citoplasmica de los

conductos biliares con CK-7 y CK-19 fue utilizado
como control interno positivo y su presencia fue
requisito necesario para considerar la tincidn
como adecuada.

Para analizar los datos se utilizé el programa
estadistico WIinSTAT® para Microsoft® Excel
version 2007.1. En el andlisis de las variables
se realiz6 el Test de Fisher y la prueba de Chi-
cuadrado, estableciendo una p (punto critico) de
0.05 como estadisticamente significativo (< 0.05).

Resultados

Los carcinomas hepatocelulares segun la clasifi-
cacion de Edmondson y Steiner se observo que
de los 24 casos de hepatocarcinomas, 12 corre-
sponden a grado 1 (50%) (ver Figura 1A), 7 a gra-
do 2 (29%) y 5 a grado 3 (21%), no se encontrd
ninguno grado que fuera grado 4.

En relaciéon con los resultados de inmunohisto-
quimica, la CK-7 en los hepatocarcinomas fue
positiva en 19/24 casos (ver Figura 1C), mientras
que todos los 19 casos de colangiocarcinomas
fueron positivos. En los adenocarcinomas metas-
tasicos fueron positivos 3/13 casos (ver Tabla 1).

Con el anticuerpo CK-20, los hepatocarcinomas
fueron positivos sélo en 3 de los 24 casos. Los
colangiocarcinomas fueron positivos en 3 de
19 casos. Los adenocarcinomas metastasicos
fueron positivos en 10 de los 13 (ver Tabla 2).

Al estudiar la relacién del grado de diferenciacion
de los hepatocarcinomas y la expresion de
TTF-1, se obtuvo que en los grado 1 hubo una
expresion del 100% (12 de 12 casos) (ver Figura
1B), en los grado 2 del 85% (6 de 7 casos) y en
los grado 3 del 80% (4 de 5 casos) (ver Tabla 3).
Ademads, al establecer un 50% o mas de células
positivas para TTF-1 en tincidn citoplasmica, para
determinar la sensibilidad del anticuerpo, de los
22 casos de hepatocarcinomas positivos para
TTF-1,17 (70,8%) lo fueron en 50% o mas de las
células tumorales (ver Figura 1).

La CK-19 fue negativa en los 20/24 casos de
hepatocarcinomas y positiva en 19/19 de los
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casos de colangiocarcinomas. Los 13 casos de
adenocarcinomas metastasicos también fueron
positivos para CK-19 (ver Tabla 4).

Con el anticuerpo CK-20, los hepatocarcinomas
solo fueron positivos en 3 de 24 casos (ver Figura
1D). Los colangiocarcinomas fueron positivos
en 3 de los 19 casos y los adenocarcinomas
metastasicos en la mayor parte de los casos,
contabilizando 10 de 13 casos (ver Tabla 5).

Discusion

El principal objetivo era analizar el perfil de
inmunohistoquimica de lesiones tumorales
primarias y metastasicas del higado, las cuales
muestran en biopsias por aguja una gran
complejidad diagnoéstica Bl El fin del analisis
era determinar la utilidad del anticuerpo TTF-1
en conjunto con otros anticuerpos (CK-19, CK-7
y CK-20) en el diagnéstico diferencial de las
lesiones hepaticas, y comparar los resultados con
los publicados en la literatura en los ultimos afos.

Los resultados obtenidos en este estudio
mostraron una alta frecuencia de positividad de
la tincidn citoplasmatica granular del anticuerpo
TTF-1 en los hepatocarcinomas, lo cual fue posi-
tivo en 22 de los 24 casos de hepatocarcinomas
(91,7%). Estos resultados son similares a los
reportados por Lei et al, donde encontraron posi-
tividad en 37 de 40 casos estudiados (93%) 1,
mientras que el estudio de Tad et al reporté posi-
tividad en 54 de de 76 casos de hepatocarcino-
mas estudiados (71%) Bl

Por otro lado la expresion del anticuerpo TTF-1
en colangiocarcinomas y metastasis de adeno-
carcinomas fue baja o nula, mientras que en
los colangiocarcinomas fueron positivos solo en
el 10,5%. En el caso de los adenocarcinomas
metastasicos, los 13 casos fueron negativos. Es-
tos resultados también son consistentes con los
reportados en los estudios antes citados, que
encontraron positividad en 2 de 20 casos de col-
angiocracinomas (10%) y en 1 de 20 casos de
adenocarcinomas metastasicos (5%) 1. Mientras
que el grupo de Wieczorek et al no estudioé colan-
giocarcinomas, pero si estudié diferentes tipos de
adenocarcinomas, encontrando que los 72 casos

de carcinoma de células renales, los 22 casos de
carcinomas de corteza suprarrenal fueron nega-
tivos, en conjunto con 85 casos de adenocarci-
nomas de diferentes origenes de los cuales soélo
tres casos fueron positivos para TTF-1 (4%) 1.

Estos tres estudios muestran resultados similares
tanto parahepatocarcinomas, colangiocarcinomas
y adenocarcinomas en lo que ha su expresion de
TTF-1 se refiere.

Ademas, cuando se realizd el estudio de Chi-
cuadrado a los resultados obtenidos en los
tres estudios, se encontré que lo mismos son
estadisticamente significativos (p< .001) cuando
se compard su expresion en hepatocarcinomas
contra la expresibn en colangiocarcinomas
y en adenocarcinomas metastasicos. En el
estudio de Wieczorek, se reporté que el grado
de diferenciacion de los hepatocarcinomas
repercutié en la expresion de TTF-1, 100% en los
grado 1, 74% en los grado 2, 71% en los grado
3y 43% en los grado 4 B, En nuestro estudio se
obtuvieron los siguientes resultados: en los grado
1 hubo una expresion del 100% (12 de 12 casos)
y en los grado 2 del 85% (6 de 7 casos), y en los
grado 3 del 80% (4 de 5 casos). Estos resultados
son consistentes con los de del estudio anterior
y sugieren que el grado de diferenciacion se
relaciona con la expresién del TTF-1, siendo mas
prevalente en los grado 1. Sin embargo estas
diferencias no son estadisticamente significativas
(p 0,31561), lo cual puede estar en relacién al
reducido numero de casos.

En el estudio de Lei et al, también se estudié de
una forma diferente la relacién del entre el grado
de diferenciacion de los hepatocarcinomas y su
expresion de TTF-1. Para hacerlo determinaron
el nimero de casos con expresion en 50% o
mas de las células y compararon los grupos,
encontrando que todos los bien diferenciados,
el 75% de los moderadamente diferenciados y el
56% de los poco diferenciados (5/9 casos) fueron
positivos, siendo estos datos estadisticamente
significativos (p 0,026)". En nuestros casos
se definié también el corte de 50% o mas de
células positivas para TTF-1 y se compararon los
grupos; en el caso de los grado 1, 10 de los 12
casos fueron positivos, de los grado 2, en 3 de 7
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casos y los grado 3, 4 de 5 casos. Los resultados
obtenidos a pesar de no ser estadisticamente
significativos, estan en relacion con lo planteado
en la literatura, que menciona que entre mejor
diferenciado el hepatocarcinoma, mas sensible
es el TTF-1 y se expresa en mayor porcentaje de
células tumorales .

En los estudios de Pan et al ®!'y de Gu et al '
ya se habia demostrado que tanto el Hep Par
1 como el TTF-1 se unen a una proteina en las
mitocondrias de los hepatocitos. Por otro lado
en el trabajo de Lei et al encontraron que en
sus casos el Hep Par 1 y el TTF-1 mostraron
sensibilidad y especificidad similar, 90% de los
casos de hepatocarcinoma fueron positivos para
TTF-1 y Hep Par "I, Los colangiocarcinomas
mostraron positividad en el 20% para el TTF-1,
mientras que 30% lo fueron para Hep Par 1; en
los adenocarcinomas metastasicos 10% fueron
positivos para TTF-1y 20% para Hep Par 1 . En el
trabajo de Tad et al se report6é una positividad de
71% para TTF-1 en hepatocarcinomas y de 66%
para el antigeno hepatico especificol”.

Los trabajos revisados demuestran que la tin-
cion citoplasmica del TTF-1 en los hepatocitos y
en las lesiones neoplasicas derivadas de estos
es marcaje real, y que su sensibilidad es similar
a la reportada para el anticuerpo Hep Par 1, esto
sostiene la viabilidad de incluir al TTF-1 dentro del
panel de diagnédstico de las lesiones neoplasicas
del higado. Ademas, la utilidad de este anticuerpo
en el diagndstico de otras patologias como las de
tiroides y pulmdn hacen de este anticuerpo uno de
uso comun en los servicios de patologia, a dife-
rencia del Hep Par 1, el cual tiene utilidad limitada
y no esta dentro del panel basico de inmunohisto-
quimica de muchos laboratorios de patologia.

En lo que respecta al uso de la citoqueratina 19
como un complemento del anticuerpo TTF-1 en
el diagnodstico diferencial hepatocarcinomas vy
lesiones con patrén glandular, en el trabajo de Lei
et al se reportaron que de 20 casos estudiados
con colangiocarcinoma, todos fueron positivos
para CK-19, lo mismo que los 20 casos de
adenocarcinomas metastasicos, mientras que
solo 2 de 40 hepatocarcinomas fueron positivos
para la citoqueratina 1907,

Los resultados obtenidos en el presente trabajo
esttn muy en relaciéon con los expuestos
en el trabajo de Lei etal. Los 19 casos
de colangiocarcinomas y los 13 casos de
adenocarcinomas metastasicos fueron positivos
para CK 19, mientras que solo 4 de los 24 casos
(16,6%) de hepatocarcinomas fueron positivos
para este anticuerpo.

Otro estudio que analizé el valor diagnéstico de
las citoqueratinas en el diagndstico diferencial
de hepatocarcinomas y colangiocarcinomas,
también reportd una significativa diferencia
en la expresion de citoqueratina 19 entre los
hepatocarcinomas y los colangiocarcinomast!.
A pesar de los pocos casos de este trabajo los
resultados son similares a los del reporte de Lei
et al y a los obtenidos en nuestro trabajo. En un
trabajo de Lau et al, que también estudio el perfil
de inmunohistoquimica de hepatocarcinomas,
colangiocarcinomas y adenocarcinomas, sus
resultados mostraron una menor sensibilidad de
la CK 19 en colangiocarcinomas y metastasis de
adenocarcinomas que en los trabajos previos,
siendo 44% para colangiocarcinomas y un 29%
para adenocarcinomas metastasicosl. Por
otro lado,en los hepatocarcinomas solo el 10%
fueron positivos para la CK 19. A pesar de la
baja sensibilidad obtenida en su estudio para
los colangiocarcinomas con la CK 19, Lau et al,
siguen considerando que por la baja positividad
de los hepatocarcinomas para este anticuerpo, la
CK 19 es un anticuerpo efectivo para diferenciar
colangiocarcinomas hepatocarcinomas!*.

Los resultados obtenidos en nuestro estudio, y los
revisados en la literatura, dejan en claro la utilidad
de la citoqueratina 19 en el diagnéstico diferencial
de las lesiones primarias de higado, s6lo o como
parte de un panel de anticuerpos y en estudios
recientes lo consideran un gran complemento del
TTF-1 para este finl".

En lo que al uso de las citoqueratinas 7 y 20
como parte de un panel de anticuerpos para el
diagnostico diferencial de las lesiones primarias
de higado, el trabajo de Lau et al reportd que los
hepatocarcinomas presentaron positividad para
CK 7 s6lo en 21% de los casos y para CK 20 en
5% de los casos. Los colangiocarcinomas 78%
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fueron positivos para CK 7 y 36% para CK 20.
En el caso de los adenocarcinomas 36% fueron
positivos para CK7 y 30% para CK 20 .

En nuestro trabajo la citoqueratina 7 fue positi-
va en 19 de los 24 casos de hepatocarcinomas
(79%), en todos los casos de colangiocarcinoma
(100%) y en 3 de los 13 casos de adenocarci-
nomas metastasicos (23%). En este caso, el alto
porcentaje de positividad de CK 7 en los hepa-
tocarcinomas no correlaciona con el reportado
en la literatura, sin embargo el resultado en los
colangiocarcinomas y en las metastasis que en
su mayoria correspondian a adenocarcinomas
de colon, si fue el esperado. En nuestros casos
no solamente los hepatocarcinomas fueron posi-
tivos para CK 7 sino también los hepatocitos no
neoplasicos adyacentes a los tumores de todos
los casos estudiados, esto sugiere un problema
técnico en el bloqueo de la biotina, abundante en
el tejido hepatico.

Los resultados de la citoqueratina 20 si fueron
los esperados respecto a la literatura, ya que
s6lo 3 de los 24 hepatocarcinomas (12,5%)
fueron positivos, 3 de los 19 colangiocarcinomas
(15%) y 10 de los 13 adenocarcinomas metas-
tasicos (76,9%).

Conclusion

Los datos obtenidos de las citoqueratinas
7 y 20 indican que por si solas son de poca
utilidad en diferenciar hepatocarcinomas de
colangiocarcinomas, sin embargo utilizadas
dentro de un panel de inmunohistoquimica con la
citoqueratina 19 y el TTF-1 permiten, diferenciar
con bastante certeza entre lesiones primarias
y metastasicas del higado, ademas de brindar
informacion sobre el diagnédstico diferencial de los
sitios primarios de tumor que con mas frecuencia
dan metastasis al higado.

Tabla 1
Resultados del Anticuerpo CK-7
Comparacion con Hepatocarcinomas

CK-7 p*
Hepatocarcinomas 19/24 --
Colangiocarcinomas 19/19 0,03431
Adenocarcinomas 0,000908

.. 3/13
metastasicos

*Comparado con Hepatocarcinomas
Fuente propia

Tabla 2
Resultados de anticuerpo CK-20
Comparaciéon con Hepatocarcinomas

CK-20 p*
Hepatocarcinomas 3/24 -
Colangiocarcinomas 3/19 0,7

Adenocarcinomas

L . 10/13 P <0,01
metastasicos

*Comparado con Hepatocarcinomas
Fuente propia

Tabla 3
Relacion del grado de los hepatocarcinomas
y la expresion de TTF-1

Hepatocarcinomas TTF-1 %
Grado 1 12/12 100
Grado 2 6/7 85
Grado 3 4/5 80
Fuente propia
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Tabla 4
Anticuerpo CK-19 y en hepatocarcinomas,
colangiocarcinomas y adenocarcinomas
metastasicos

CK-19 p*

Hepatocarcinomas 4/24 -

Colangiocarcinomas 19/19

Adenocarcinomas

metastasicos 13/13 p <0.01

*Comparado con Hepatocarcinomas
Fuente propia

Tabla 5
Anticuerpo CK-20 y en hepatocarcinomas,
colangiocarcinomas y adenocarcinomas
metastasicos

CK-20 p*
Hepatocarcinomas 3/24 -
Colangiocarcinomas 3/19 0,7

Adenocarcinomas

metastasicos 10/13 p <0.01

*Comparado con Hepatocarcinomas
Fuente propia
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Gréafico 1
Hepatocarcinomas con al menor 50% de
células positivas para TTF-1

RN

Frecuencia

% de oitlulas positivas para TTF

Fuente propia

Figura 1: A. Hepatocarcinoma trabecular grado 1. B. Tincién
citoplasmatica granular de TTF-1, con nucleos negativos.
C. CK-7 muestra positividad fuerte en 100% de las células.
D. CK-20 negativo.
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