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Resumen

Se estudiaron histolégicamente y con inmunohistoquimica, 5 casos de biopsias pleurales en los
cuales se planted; el diagndstico anatomopatoldgico de Mesotelioma. Se discute la importancia del
uso de diversos anticuerpos para precisar el diagnéstico entre lesiones tumorales e inflamatorias
de la pleura, y en particular sobre las dificultades del diagndstico diferencial entre Adenocarcinoma
y Mesotelioma.

Summary

Histologic and immunohistochemical studies in five cases of pleural biopsies were the diagnosis of
Mesothelioma was suspected were performed. The importance of using a variety of antibodies in
the inflammatory and neoplastic lesions of the pleura was stressed, particularly when the differential
diagnosis of Adenocarcinoma and

Mesothelioma is examined.

Introduccién

El diagnodstico clinico e histopatologico del Mesotelioma no es facil. La similitud entre el
Mesotelioma y el Adenocarcinoma primario del pulmén, o metastasico, es una situacion que se ve
en la practica de la patologia quirargica con cierta frecuencia y que se agrava por la presencia de
una gran variedad de subtipos morfolégicos en los mesoteliomas, los clasicos que son el
epitelioide, el bifasico, y el sarcomatoide, y diversas variantes de esta neoplasia con apariencia
tubulopapilar, deciduoide, microquistica, de células poligonales, desmoplasica y hasta
linfohistiocitica (1,2,3).

Con el advenimiento de la inmunohistoquimica (IHQ), durante los pasados 15 afios se ha discutido
ampliamente sobre el uso de anticuerpos para facilitar el diagndstico de los Mesoteliomas y no
obstante, la controversia todavia persiste por lo que se siguen publicando trabajos sobre este
tema.

El objetivo de esta investigacion es revisar las observaciones histolégicas, histoquimicas e
inmunohistoquimicas planteadas en cinco casos de biopsias pleurales, recibidas en nuestro
laboratorio en los primeros meses de este afio y en las cuales fue considerado el diagndstico de
Mesotelioma. La finalidad de este trabajo es demostrar como se resolvieron los casos a través del
estudio inmunohistoquimico de los mismos.

Material y métodos

Los 5 casos de biopsias pleurales estudiados en este trabajo, fueron recibidos para su evaluacion
histolégica e inmunohistoquimica en el Laboratorio de Patologia Molecular NOVAPATH, en
Caracas, Venezuela, durante los seis primeros meses del afio 2002. Después de la evaluacion de
los datos clinicos y del estudio histologico. Los cortes de dos a cuatro micras de espesor fueron
hechos en un micrétomo rotatorio, utilizando cuchillas descartables y recogidos en laminas
sialinizadas o recubiertas con poli-I-lisina. Los cortes se tifieron con hematoxilina-eosina (H&E)
para confirmar histolégicamente la impresiéon diagndstica sugerida por clinicos y patoélogos.
Posteriormente, se decidid en cada caso hacer el estudio inmunohistoquimico y previamente se
realizé la coloracién de PAS con el reactivo de Schiff, usando la digestion con diastasa para la
deteccion del glicogeno.

El bloqueo de la peroxidasa enddgena se realizé con perdxido de hidrégeno-metanol, y se utilizd
para la recuperacién antigénica una solucion de citrato de sodio a pH 6, en olla de presién dentro



de un horno de microondas para elevar la temperatura a 100°C durante varios minutos. Se utilizé
como camara humeda un sistema de capilaridad de la casa Shandon y los anticuerpos usados
fueron todos de DAKO CA, a las diluciones correspondientes. Se examiné cada caso con una serie
de anticuerpos de acuerdo con el diagnostico planteado. De manera general se utilizaron los
siguientes anticuerpos: CEA, EMA, Queratina AE1/AE3, Queratina 7, Queratina 20, Calretinina,
CD68, Vimentina, y CD45.

Historias clinicas y resultados

Caso No 1: NP 696-2002

Hombre de 30 anos de edad con derrame pleural y pericardico, quien presenta fiebre, disnea y
adenomegalias. Es examinado y no se encuentran lesiones parenquimatosas pulmonares en la
radiologia. En la TAC se observa engrosamiento de la pleura. Se decide hacer una biopsia pleural
que muestra una infiltracion con células mononucleares y proliferacion de células mesoteliales. Se
plantea el dlagnostlco de Mesotelloma vs. Pleuritis con proceso reactlvo mflamatorlo

d*'i?» é“‘f‘? -
Ay

El estudio histolégico de la biopsia pleural demostré grupos de células mononucleares, algunas
con apariencia atipica. Con H&E el citoplasma de algunas era espumoso y los nucleos
hipercromaticos. La Figura 2 muestra como algunos grupos de estas células se encontraban en la
periferia de fibras musculares estriadas. En la Figura 3 se demuestra con CD45 (antigeno
leucocitario comun) como algunos nidos de estas células estan rodeados por linfocitos, como se
muestra también con H&E en la Figura 4, células que infiltran el tejido conjuntivo, en la vecindad
de fibras musculares estriadas y las cuales a mayor aumento (400X) parecen macréfagos o células
mesoteliales atipicas. Para poder establecer esta situacion y en vista de que el diagnéstico de
Mesotelioma maligno esta sugerido por las manera como estos grupos celulares parecen invadir el
tejido conectivo subpleural, se examina el material con CD68 y con Calretinina y se demuestra que
las células de los grupos sospechosos de ser células neoplasicas, son en su mayoria macrofagos
que se inmunomarcan con CD68 y hay escasas células mesoteliales reactivas, algunas con atipias
nucleares como se demuestra en las Figuras 6 y 9 con CD68 y en las Figuras 8 y 10 con
Calretinina. La Figura 7 demuestra el inmunomarcaje con antigeno carcinoembrionario (CEA), el
cual puede verse en algunos macréfagos, mas no en las células mesoteliales.

Caso No 1: NP 696-2002

De izquierda a derecha
Figura1 Figura2 Figura 3 CD45200X Figuras4 Figura§

Caso No 1: NP 696-2002 - Inmunohlsloquimlca

De izquierda a derecha
Figura 6: CD&8 100X Figura 7: CEA 200X Figura 8: CALR 200X Figura 9 : CD68 200X Figura 10 : CALR 200X



Caso No 2: NP 670-2002

Hombre de 79 afios quien presenta un nddulo en region intercostal derecha y derrame pleural
bilateral. Se practica toracocentesis, se hace biopsia y se coloca un tubo para drenaje en el
hemitérax derecho. La impresion diagndstica es de un Adenocarcinoma poco diferenciado y una
semana después, se observa masa tumoral que emerge por el orificio del tubo. Se toma una nueva
biopsia y se plantean los diagnésticos de Mesotelioma vs sarcoma vs Adenocarcinoma poco
diferenciado.

La apariencia histolégica de esta neoplasia es la de un tumor maligno indiferenciado, con la
coloracion de H&E (Figuras 11 y 12) las células tumorales se ven en masas e infiliran las fibras
musculares y el tejido conjuntivo subpleural. La coloracion de PAS (Figura 13) demuestra
positividad citoplasmatica; esta evidencia y la presencia de antigeno de membrana epitelial (EMA:
Figura 14) y de CEA (Figura 15) sefalan que el diagndstico debe ser de Adenocarcinoma poco
diferenciado. Sin embargo, el examen detallado con IHQ demuestra algunas otras evidencias
interesantes. Hay numeroso macréfagos que se ven entre las células tumorales marcados con
CD68 (Figura 16) y células dendriticas que se pueden detectar en la vecindad del conjuntivo entre
las células neoplasicas y que se inmunomarcan con proteina S -100 en la Figura 17.

De izguierda a derecha

Fila superior
Figura 11 Figura 12 Figura 13

Fila inferior
Figura 14 : EMA 200X Figura 16: CEA 200X Figura 16: CD88 200X Figura 17 : 5-100 200X

Es interesante sefialar que las células tumorales inmunomarcaron igualmente con la vicentina
(Figuras 18 y 19) y focalmente se detecté inmunomarcaje con calretininina, lo que se muestra en
las Figuras 20 y 21.



Caso No 2: NP 670-2002

De izquierda a derecha
Figura 18: VIM 200X Figura 19 : VIM 200X Figura 20 : CALR 200X Figura 21: CALR 400X



Caso No 3: NP 175-2002

Mujer de 68 afios con derrame pleural y lesion tumoral en el I6bulo superior del pulmén izquierdo,
detectada por radiologia y TAC. Se hace una biopsia y se demuestra un tumor histolégicamente de
aspecto papilar, por lo que se plantean varias posibilidades diagnédsticas: Mesotelioma vs
Adenocarcinoma Papilar Pulmonar vs. metastasis de un Carcinoma Papilar del Tiroides vs
metastasis de un Carcinoma Papilar del Ovario.

Se demuestra en la Figura 22 con la coloracion de H&E la presencia de un tumor de aspecto
papilar que crece en los espacios alveolares con tallos vascularizados tapizados por células
cilindricas, con nucleo hipercromatico, los cuales con mayor aumento muestran la apariencia de
clavos de minero (Figura 23). La positividad para el antigeno de membrana epitelial (EMA) destaca
la membrana plasmatica de las células neoplasicas (Figura 24). El caracter epitelial de las células
tumorales esta refrendado por la presencia de queratina 7, la cual se puede observar en la Figura
25.
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Caso Mo 3: NP 175-2002

De izguierda a derecha
Figura 22 Figura 23

Inmunohistoguimica
Figura 24: EMA 200X  Figura 25: QUER 7 200X

En este caso se descarto la posibilidad de un Carcinoma papilar del Tiroides, porque el anticuerpo
contra la tiroglobulina y la vimentina resultaron negativos en las células tumorales. La positividad
para CEA también fue focal y debil. La calretinina resulté también negativa por lo que se descarto
el diagndstico de Mesotelioma maligno. A pesar de no observarse cuerpos de psamoma se pensoé
en una metastasis de un Carcinoma Papilar del ovario, para ellos se hicieron pruebas de IHQ con
anticuerpos para los receptores de estrégenos y de progesterona, los cuales resultaron negativos.
El diagnéstico final fue de Adenocarcinoma papilar del pulmon izquierdo.

Caso No 4: NP 70-2002

Mujer de 57 afos con derrame pleural, quien muestra una lesion tumoral en la pleura parietal del
hemitérax izquierdo. Se practica una biopsia y se observa una neoplasia de apariencia epitelia, por
lo cual se plantean los diagnosticos de Mesotelioma vs. Adenocarcinoma primario vs.
Adenocarcinoma metastasico.

En este caso se hizo IHQ con antigeno de membrana epitelial (EMA), antigeno carcinomabrionario
(CEA), queratina 7, queratina 20, vimentina, calretininina. En este primer examen se encontrd
negatividad para EMA y para CEA, asi como para la queratina 20, con positividad para queratina 7
y para vimentina e inmunomarcaje positivo para calretinina, tanto nuclear como citoplasmatica. Con
estas evidencias se hizo el diagnéstico de Mesotelioma.



Las Figuras 26 y 27 demuestran con H&E las caracteristicas histologicas del tumor, su aspecto
papilar en la Figura 26, por lo que se consideré el diagnéstico de carcinoma papilar primario del
pulmoén y se planted para una segunda instancia de ser necesario, pensar en una metastasis de un
Carcinoma del ovario. La posibilidad de un primario en la glandula tiroides se consider6 mas
remotamente porque la apariencia de los nucleos no era sugestiva de una neoplasia papilar
tiroidea. A pesar de no haberse considerado una neoplasia del tubo digestivo, la negatividad para
la queratina 20 contribuye a descartar este diagndstico. La apariencia epitelioide destaca en la
Figura 27 motivo por el cual se podrian considerar los tumores vasculares epitelioides, sin
embargo no se ven luces intracitoplasmaticas ni las masas de células tumorales estan muy
vascularizadas, tampoco existen nucleolos prominentes. En algunas éareas, la apariencia papilar
del tumor era muy evidente y esta se destaca en las Figuras 28 y 29 inmunomarcadas con
queratina 7 (Figura 28) y con calretinina (Figura 29). En otras areas, la apariencia epitelioide esta
presente y demostrada con el inmunomarcaje para la calretinina como se demuestra en nucleo y
citoplasma de las células tumorales en las figuras 30 y 31.

Caso No 4: NP 70-2002
De izguierda a derecha

Inmunchistoguimica
Figura 28: QUER 7 200X Figura 29: CALR 200X Figura 30: CALR 200X Figura 31: CALR 200X

Caso No 5: NP 340 - 2002

Mujer de 56 afos con derrame pleural bilateral y tumor en la pleura visceral del pulmén izquierdo.
Se practicod una biopsia pleural y se plantearon los diagndsticos de Adenocarcinoma primario vs.
Adenocarcinoma metastasico vs. Mesotelioma.
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Caso No §: NP 340 - 2002

De izquierda a derecha
Inmunohistoquimica
Figura 32 Figura 33 Figura 34: QUER 7 200X Figura 35: CALR 200X Figura 36: CEA 400X

El aspecto histologico de este tumor pleural, observado con H&E (Figuras 32 y 33) es de células
epitelioides, con abundante citoplasma eosinofilico y nucleo redondeado algunos con nucleolo
prominente, en otros sitios, como destaca en la Figura 34, |la apariencia es de cordones de células
que inmunomarcan con queratina 7 y que en la Figura 35 son positivas en el nucleo y en el
citoplasma con calretinina. En este caso se observé presencia de vimentina, negatividad para la
queratina 20 y positividad focal para el antigeno carcinoembrionario (CEA), hallazgo este que es
poco frecuente en los Mesoteliomas y que es sefialado en la Figura 36.



Discusion

El diagndstico diferencial de los tumores malignos de la pleura constituye en general un reto para
el patdlogo. Si bien es cierto que, no siempre se requieren técnicas auxiliares al examinar
microscopicamente las biopsias pleurales en cortes tefiidos con H&E, el objetivo de este trabajo es
precisamente destacar las ventajas que varios anticuerpos usados en la practica diaria de la IHQ,
pueden tener en ciertos casos. En algunos paises, la diferencia entre el diagnéstico de
Mesotelioma o de Adenocarcinoma puede tener consecuencias importantes, puesto que uno de
los aspectos significativos del Mesotelioma es ser una neoplasia relacionada en un 85 a 90% de
los casos con la exposicién al asbesto (4,5). Las posibles demandas judiciales hacen que el
diagnostico de esta neoplasia pueda tener implicaciones meédico-legales. La revision de los
esquemas de proteccion para los trabajadores, ha sido planteada en paises donde la incidencia de
Mesoteliomas parece haber aumentado (6), y sin duda, este tema podria revisarse en nuestro pais
a proposito de la puesta en vigencia de Leyes de Higiene y Seguridad Ambiental. No obstante, los
mecanismos implicados en los efectos tumorigénicos del asbesto no estan totalmente
comprobados y se ha llegado a proponer que las fibras del asbesto son capaces de atravesar los
pulmones, la pleura, el diafragma, o a través del mucus ingerido, cruzar el tracto gastrointestinal e
ir hasta el peritoneo implicando el asbesto en el origen, no sdélo de los Mesoteliomas pleurales si no
de los Mesoteliomas del ovario, pancreas y del testiculo (7).

Los elementos manejados por los patdlogos para considerar el diagndstico de Adenocarcinoma vs.
Mesotelioma, han sido siempre el especto histopatolégico de la lesion, las coloraciones especiales
de PAS, de mucicarmin, y de PAS-azul anciano (8), y si existia la posibilidad de usar un
microscopio electrénico se identificaban las largas vellosidades en la superficie luminal de las
células neoplasicas (9). La presencia de mucinas neutras en las células tumorales se suponia
favoreceria el diagnostico de adenocarcinoma. Igualmente, se usaba la demostracion histoquimica
de acido hialurénico y el uso de hialuronidasa testicular para la demostracion de glicoproteinas
acidas en los Mesoteliomas y neutras en los Adenocarcinomas. Sin embargo, todas estas técnicas
no han demostrado ser suficientemente especificas (10). Hoy se insiste en que el patélogo, ante la
posibilidad diagnéstica de Mesotelioma, y antes de decidirse a realizar estudios de IHQ, debe
inicialmente decidir a cual de las tres variedades mas comunes corresponde el tumor que se
investiga, si es un Mesotelioma sarcomatoide, bifasico o epitelioide (11). Hasta la aparicién de las
técnicas de IHQ la situacién del diagndéstico de Mesotelioma permanecié complicada (12, 13, 14), y
hoy, a pesar de que podemos contar con diferentes marcadores inmunohistoquimicos que facilitan
el diagnostico, a menudo los casos plantean situaciones complejas y los resultados de la IHQ
pueden ser controversiales.

Para facilitar el diagndstico de los mesoteliomas, algunos investigadores han propuesto el uso del
anticuerpo BER-EP4, que es una glicoproteina proveniente de tumores del ovario y la cual es poco
comun en el Mesotelioma y frecuentemente positiva en los Adenocarcinomas (15,16). El uso de
este anticuerpo y de la vimentina fue considerado como la mejor combinacion para diagnosticar los
Mesoteliomas, pues BER-EP4 presenta en los Adenocarcinomas una positividad de 82.6% con
negatividad en el 100% para la vimentina (16). También presentaron resultados satisfactorios
Garcia-Prats y colaboradores (17), quienes destacan que el CEA esta descrito en estudios previos
entre el 85y el 100% de los Adenocarcinomas, y ellos lo encuentran positivo sélo en un 65% de los
casos, pero sefalan que soélo han hallado el CEA positivo en los Mesoteliomas en un 2% de sus
casos. Resultados descritos mas recientemente por este mismo grupo de investigadores (18),
demuestran el CEA en el 6.8% de los Mesoteliomas contra 73.5% de positividad en Carcinomas, y
por otra parte, encuentran la vimentina en el 100% de los Mesoteliomas contra un 40% en los
carcinomas. En este sentido, sefialamos como en nuestro caso No. 2 la presencia de vimentina
fue muy intensa en un Adenocarcinoma que fue considerado como un sarcoma o un mesotelioma
sarcomatoide por su apariencia anaplasica. No obstante, el inmunomarcaje para CEA y la
positividad para el PAS apoyaron el diagnéstico de Adenocarcinoma, a pesar de que la calretinina
también resulté focalmente positiva. Como puede observarse, la IHQ debe también ser examinada
con criterios firmes.



Algunos otros marcadores, como las moléculas de adhesion del tipo de la N- Cadherina, han sido
también propuestos para el diagnéstico de los Mesoteliomas (19,20,21). Otro anticuerpo utilizado
en la busqueda de marcadores para el diagnéstico diferencial de los Mesoteliomas malignos ha
sido en producto del gen del tumor de Wilms (WT1). Esta es una proteina nuclear que parece
representar un gen supresor y que en los tejidos humanos se expresa en las células de Sertoli, en
el mesangio del glomérulo renal, en las células del estroma y de la superficie del ovario, en algunas
células musculares lisas del miometrio y en las células mesoteliales. Ha sido propuesto para ser
usado en el diagnodstico de los Mesoteliomas para diferenciarlos de los adenocarcinomas (22).
Recientemente, Attanos y col. (23) examinaron la expresion de dos citoqueratinas de uso comun,
el cocktail AE1/AE3 y la citoqueratina 5/6, demostrando que éstas podian verse en el 75%
(AE1/AE3) y en el 29% (5/6) de los Mesoteliomas sarcomatoides, a pesar de que en los
mesoteliomas en general se ha descrito que la queratina 5/6 posee una sensibilidad de hasta el
87% y una especificidad del 89% (24). De esta manera, es evidente que los estudios de IHQ no
son siempre exactos y estas diferencias dependen de los procedimientos y criterios seguidos por
diferentes laboratorios de IHQ o centros de investigacion en patologia.

Hemos presentado en este trabajo un caso en el que un proceso inflamatorio crénico terminaria
siendo una tuberculosis, lo cual estimulé la hiperplasia de las células mesotelilaes, hasta plantear
el diagnéstico diferencial con un Mesotelioma maligno. Esta es una de las situaciones en las que la
ayuda de la IHQ puede ser crucial, pues es bien sabido que las células mesoteliales reactivas
sufren cambios morfolégicos que pueden hacerlas simular una neoplasia, y por otra parte, cuando
se produce una hiperplasia de células mesoteliales, con atipias, existe la posibilidad de que termine
transformandose en un Mesotelioma infiltrante. El concepto de Mesotelioma insitu es nuevo y se
basa en la no invasién de la grasa o musculo en la pared costal y su diagnostico es dificil (25), por
lo que afortunadamente en nuestro caso No.1, las células mesoteliales reactivas que reaccionaron
con la Calretinina, mezcladas con gran cantidad de macréfagos positivos a CD68 eran aisladas y
sin severas atipicas. No obstante, el hallazgo de células mesotelilaes atrapadas en el conjuntivo
debe hacer sospechar invasion, pero debe pensarse dos veces en los casos de hiperplasia antes
de hacer el diagnéstico de malignidad. Debe ponérsele especial atencion al estroma, a la necrosis
y cambios en el colageno. Igualmente, debe destacarse el hecho de la escasa celularidad en los
casos de Mesoteliomas malignos desmoplasicos, lo cual puede llevar igualmente a diagndsticos
equivocados (26).

En el diagnéstico diferencial de los tumores de la pleura, no deben olvidarse los tumores de origen
vascular y cuya apariencia epitelioide en ocasiones puede confundir con el diagndstico de
Mesotelioma (27,28). Algunos Mesoteliomas epiteliales muestran una apariencia semejante a la
decidua, por lo que algunos investigadores prefieren denominarlos Mesoteliomas epiteliales con
rasgos deciduoides (29). En el caso descrito por Z. Orosz y colaboradores, se observé positividad
focal para el CEA, lo que nos lleva a discutir la presencia focal de este anticuerpo en las células de
un Mesotelioma epitelioide, como lo descrito en nuestro caso No. 5. Debe sefialarse que la
positividad para el CEA en los Mesoteliomas epitelioides ha sido indicada también por Gonzalez-
Lois y col (18 ). No hemos mencionado en este trabajo a los linfomas en el diagnédstico diferencial
del Mesotelioma, pero es obvio que la apariencia epitelioide de las células neoplasicas de un tumor
pleural, puede siempre confundirse con un linfoma de células grandes. En este sentido, se debe
tener en cuenta siempre al Linfoma de Células Grandes Anaplasicas, especialmente en casos de
puncion biopsia y no confundir los linfocitos anaplasicos con células mesoteliales reactivas para lo
que el uso de la inmunohistoquimica puede ser definitivamente concluyente (30). Es importante
sefalar que estos linfomas frecuentemente son negativos al CD45 (antigeno leucocitario comun),
son también positivos a la vimentina y pueden mostrar inmunoreactividad para la queratina (31),
por lo que las dificultades diagndstica son mayores cuando se trata de descartar un carcinoma
indiferenciado, o un mesotelioma (32).

Aunque se han descrito Mesoteliomas en el peritoneo, el pericardio y en la tunica vaginalis del
testiculo. Estos casos no representan ni el 1% de todos los casos y debe sefialarse que el
Mesotelioma del ovario es una entidad realmente muy poco comun. En un estudio reciente se



analizaron cuatro Mesoteliomas del ovario y tres testiculares destacando la importancia de la
inmunohistoquimica para el diagndstico de estos tumores (7).

No hay duda que luego de los intentos para concentrar la atencion del diagnéstico de los
Mesoteliomas en la queratina 5/6 (24), ha sido la Calretinina el anticuerpo de eleccién y, no
obstante, los hallazgos con el uso del mismo son en ocasiones contradictorios. La calretinina es
una proteina que se expresa en el sistema nervioso central y periférico, asi como en las células
mesoteliales; pareceria tener menor sensibilidad que la trombomodulina en los Mesoteliomas de
células pequenas. La trombomodulina es una glicoproteina con acciéon anticoagulante que se
expresa en el endotelio, el epitelio escamoso, en las células sinoviales, el sincitiotrofoblasto y el
mesotelio (34). Sefialamos como en nuestro caso No. 2, a pesar de las evidencia histoldgicas e
inmunohistoquimicas de la naturaleza maligna y anaplasica de un adenocarcinoma pulmonar, los
hallazgos sobre la presencia de vimentina y calretinina en las células tumorales pueden despertar
sospechas sobre otras neoplasias y temores sobre fallas en el inmunomarcaje diagndstico.
Algunos autores han opinado que ni siquiera la calretinina es confiable (32) y otros que este
anticuerpo es mas seguro que la mayoria de las queratinas y que tiene una gran sensibilidad (23,
34). En nuestra experiencia es un anticuerpo de gran utilidad para el diagndstico de Mesotelioma,
sumado a su expresién combinada con la de la vimentina. Puede concluirse este trabajo sefialando
que en la actualidad, la combinaciéon de queratina 5/6 y calretinina son las armas mas poderosas
para el diagndstico por IHQ del Mesotelioma maligno (35).
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