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La inmunohistoquimica se ha convertido en una técnica casi imprescindible en el diagnéstico histo-
patolégico de muchas neoplasias y otras lesiones. La posibilidad de tefiir y poner de manifiesto proteinas
celulares, y mas recientemente algunos genes y sus productos, en secciones tisulares representa un gran
avance en nuestras capacidades diagndsticas.

La importancia de la inmunohistoquimica en citologia estd claramente reconocida. En general, la
citologia ofrece menos claves diagndsticas que la biopsia, la arquitectura de las lesiones es menos aparente,
y hay mayores problemas por muestra inadecuada o insuficiente, 1o que hace que algunas claves diagndsticas
de determinadas lesiones puedan no estar presentes. A esto hay que afiadir el aumento creciente en la
demanda de diagnésticos citoldgicos, todo lo cual hace suponer que las técnicas de ayuda al diagndstico
como la inmunohistoquimica tengan incluso més aplicacién en citologia que en biopsias (1-4). De hecho,
las principales indicaciones de la inmunohistoquimica en citologia son superponibles a las de la biopsia, y
pueden resumirse en las siguientes:

— Ayuda en el diagnéstico y tipificacion de tumores poco diferenciados.

— Identificacién del tumor primario en determinadas lesiones metastdsicas (mama, tiroides, prOstata,
melanoma).

— Diagnéstico diferencial de adenocarcinoma frente a mesotelioma.

Sin embargo, hoy dfa la inmunohistoquimica no es una técnica ampliamente aceptada en citologia. En
general, carece de métodos estdndar y ofrece resultados dispares. No existen series largas con protocolos
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establecidos, y faltan estudios comparativos entre la citologia y la biopsia (1, 5-7). En la literatura existen
algunos estudios que comparan diversos métodos de fijacién y tipos de muestras con resultados variables
(8). En esta revision se ponen de manifiesto los logros y las aplicaciones, asi como algunos problemas en
la prictica de inmunohistoquimica en citologia. ‘

Al igual que ocurre con la inmunohistoquimica sobre secciones tisulares, son factores determinantes del
éxito de la inmunohistoquimica el material sobre el que se aplican las técnicas, el tipo y caracteristicas de
fijacion, los procesos de digestién enzimdtica, el método de tincién inmunohistoquimica empleado, los
procedimientos de bloqueo de enzimas endégenas, y los tipos de anticuerpos y diluciones de los mismos
utilizados. Todo esto es igualmente aplicable a la citologia, con el afiadido de que en ocasiones el mismo
anticuerpo aplicado a un tejido y a una extensién citoldgica puede requerir condiciones de trabajo
diferentes. En este sentido, existen resultados variables en las series publicadas segtin los anticuerpos
utilizados y la experiencia de los laboratorios (1, 2, 5, 6). Asi, el porcentaje de casos en que la in-
munohistoquimica fue de alguna utilidad diagnéstica varia del 50% al 82% (1, 5, 7). Esta variabilidad en
los resultados se ha atribuido a diversos factores:

— El nimero limitado de preparaciones citolégicas comparado con la cantidad de cortes que pueden obte-
nerse de un bloque de parafina. Por ello, la eleccién de los anticuerpos debe ser cuidadosa.

— La arbitrariedad en la cantidad y calidad del material citolégico en los diferentes extendidos, incluso en
los provenientes de una misma muestra (por ejemplo PAAF). La inevitable superposicién excesiva y
agrupamientos celulares y la presencia de fondos intensamente hemorrdgicos y necréticos, asf como de
material proteindceo en el fondo de las extensiones, pueden impedir la correcta difusién del anticuerpo.

— Problemas técnicos que se derivan y varian con la experiencia de cada laboratorio.

Todo esto da lugar a serios problemas de interpretacion y al riesgo de falsos positivos y negativos. Una
tincion falsamente positiva se deriva de células degeneradas que absorben el anticuerpo de forma
inespecifica o en restos de membranas celulares embebidas en liquidos proteindceos. Por el contrario, no
son raros los falsos negativos debidos a la pérdida de inmunorreactividad para algunos anticuerpos cuando
las c€lulas se disponen de forma muy cohesiva, especialmente cuando estdn degeneradas debido a un
retraso en la fijacién, lo cual impide una adecuada penetracién de los anticuerpos (1, 9). Otras fuentes de
falsos negativos son una inapropiada dilucién de los anticuerpos, una baja concentracién antigénica en las
células que se analizan, y problemas inherentes a la experiencia de quién realiza la técnica. La existencia
de fondo que dificulta la interpretacién de los resultados es un problema frecuente. Generalmente se debe
a la presencia de liquido rico en proteinas y hematies en el fondo de las extensiones, que puede interferir
total o parcialmente la interpretacién de los resultados.

En un intento de obviar al menos en parte estos problemas se han propuesto diferentes soluciones (8, 10):

— El procedimiento de fijacién ideal debe ser de uso facil y preservar adecuadamente la citomorfologia y
la inmunorreactividad frente a varios antigenos. En este sentido, distintos grupos han recomendado
diversos fijadores y métodos de fijacion: desde el convencional alcohol de 96° hasta complicados
protocolos que incluyen combinaciones de acetona, formol y glutaraldehido con tiempos y concentra-
ciones determinados (1, 8).

— El uso de bloques celulares conlleva obtener mejores resultados (1, 11, 12). Una de las mayores ventajas
es que permiten la realizacion de diversos anticuerpos en las mismas células, y los portas se procesan
como cualquier biopsia. Sin embargo, esto no siempre es posible, especialmente cuando el material
citolégico es escaso. Por ello esta técnica se sigue aplicando a extensiones fijadas en alcohol no tefiidas
y a las tefiidas con Papanicolaou (8, 13).
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Nuestra experiencia en la actualidad se basa en la aplicacién de 25 anticuerpos a mas de 150 muestras
citolégicas después de varios meses de optimizacién de estas técnicas. Las muestras proceden en un 70%
de PAAF y el resto corresponden a liquidos corporales. Todas las muestras han sido fijadas de forma
rutinaria en alcohol de 96°. Siempre realizamos la técnica de forma manual con estreptavidina-peroxidasa,
revelado con AEC, y recuperacién antigénica con microondas. |

La Tabla 1 muestra los anticuerpos con los cuales tenemos experiencia en citologia, y las Figs. 1 y 2 son
dos ejemplos representativos. No conocemos referencias en la literatura que comparen el rendimiento de
los diferentes anticuerpos comercializados. En nuestro laboratorio, de los 25 anticuerpos analizados,
obtenemos sistemdticamente tinciones débiles y poco valorables con progesterona, HMB45, MT1 y MB2.
Aligual que lo publicado en otras series, los mejores resultados a excepcion del bloque celular se obtienen
en extensiones previamente teflidas con Papanicolaou (1, 13-15). La realizacién de técnicas de
inmunohistoquimica directamente sobre extensiones tefiidas con Papanicolaou tiene una serie de ventajas
sobreafiadidas, entre ellas la conservacién de la citomorfologia, que conileva una buena preservacién
antigénica, disminuye la tincién de fondo y permite estudios retrospectivos.

Dadas las especiales caracteristicas de la citologia y su creciente auge como método diagnéstico, es
importante la aplicacién y optimizacién de cualquiera de las técnicas aplicables a la biopsia. La
realizacién de inmunohistoquimica sobre extendidos citolégicos es hoy dia una ayuda diagnéstica con el
mismo valor que tiene en el estudio de secciones tisulares, pero con una serie de limitaciones que deben
ser tenidas en cuenta y que derivan de la propia naturaleza del material sobre el que se trabaja. Por ello,
a la hora de aplicarla, es necesaria una interpretacién cuidadosa basada en la propia experiencia con cada
anticuerpo.

Tabla 1. Caracteristicas de algunos anticuerpos utilizados en citologia.

Anticuerpo Clon Dilucién Laboratorio
Pan-CK Policlonal Prediluido Biogenex
CAM 5.2 CAM 5.2 : Prediluido Beckton
CK7 LPSK 1/10 Novocastra
CK20 Ks20.8 1/100 Dako

CEA SP-651 1/800 Biogenex
CAI125 Ovl185:1 1/1000 Novocastra
CA19.9 C241:5:1:4 1/1000 Novocastra
Vimentina \E 1/1000 Dako
S-100 HMB-45 1/100 Biogenex
NSE N3 1/1000 Biogenex
Estrégenos ERI1DS 1/300 Novocastra
Progesterona ‘ 1A6 1/100 Novocastra
Tiroglobulina Tgb Prediluido Biogenex
PSA Policlonal 1/10.000 Dako
Calcitonina Policlonal 1/400 Biogenex
Cromogranina LK2H10 1/800 Biogenex
Alfa-FP C3 1/50 Novocastra
CD99 013 1/15 Signet
CD34 MY10 1/200 Beckton
ALC CD45 1/800 Biogenex
CD20 L26 1/800 Dako

CD3 Policlonal Prediluido Signet
CD43 MT1 1/400 Biogenex
MB2 MB2 1/400 Biogenex
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Figura 1. Adenocarcinoma en liquido pleural con marcada inmu-
norreactividad frente a CEA.
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Figura 2. Intensa positividad para vimentina en un sarcoma
sinovial (PAAF de masa en partes blandas).
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