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ABSTRACTO

Se realiza un analisis morfol6gico e inmunohisto-

quimico del material citologico exfoliativo, y del

obtenido mediante biopsia aspirativa por aguja fina

(AAF). Este altimo fue recolectado directamente

ge_los especimenes quirdrgicos por el autor del tra-
ajo.

Los cincuenta (50) casos comprendidos en el
estudio fueron analizados usando Antigeno Epite-
lial de Membrana (EMA) y Antigeno Leucocitario
Comdun (LCA). De ellos el 400/o fijados en acetona
pura, el cual mostro ser el fijador mas adecuado y
evidencid una excelente correlacion con el diagnés-
tico anatomopatoldgico definitivo. EI 60% restan-
te, en el cual se utiliz6 alcohol etilico al 95% co-
mo fijador, no arroja resultados confiables desde el
punto de vista inmunohistoquimico.

Estos hallazgos muestran el claro potencial aun no
desarrollado rutinariamente de la inmunoperoxida-
sa, como coadyuvante en el diagnostico citoldgico,
aumentando indudablemente la precision; asimis-
mo corrobora la enorme utilidad de la AAF en la
practica de la citolopatologia.

INTRODUCCION

La citologia se ha constituido tradicionalmente en
arma diagnostica de_incalculable valor para el ana-
tomopatologo. La biopsia aspirativa P]or aguja fina
§AAF) un método descrito por Guthrie en 1921,
1) ha sido "redescubierto” recientemente, am-
pliando  en espectro
diagnostico

forma significativa el
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Citoldgico; ya que con los actuales procedimientos
radioldgicos se ha logrado facil acceso a lesiones que
previamente s6lo podian abordarse con cirugia. En
muchos casos este material citoldgico sera el Gnico
disponible para poder esbozar una conclusion
diagnostica, que decidira una conducta terapéutica
determinada. Esto nos obliga a considerar la
importancia que conlleva el analisis 6ptimo de las
muestras, para sustraer de las mismas toda la
informacién posible, independiente de la forma
como estas sean recolectadas, sea AAF o citologia
exfoliativa clasica (CEC).

En diversos laboratorios en los cuales la citologia
se encuentra bien implementada, se reporta una
adecuada correlacién de esta con el tejido en para-
fina, de 80 a 90% y de los casos gue no corre-
lacionaron, el 95% son falsos negativos, que pue-
den ser atribuidos en algunas ocasiones principal-
mente a la deficiencia en el muestreo de la lesion.

En este reporte pretendo enfatizar la inobjetable
utilidad de la AAF, y asimismo encontrar un mé-
todo adecuado confiable 'y  facilmente
reproducible para realizar estudios
inmunohistoquimicos en todo_tipo de material y
asi incrementar la  precision  diagnostica
especialmente en tumores indiferenciados.

MATERIAL Y METODOS

Cincuenta casos de citologia se incluyeron en el
estudio, seis liquidos pleurales (12%), tres liqui-
dos asciticos (6%), dos improntas de ganglios
linfaticos (4%), un liquido cefalorraquideo,
(2%), un raspado de superficie de corte de ganglio
linfatico (2%) y 38 AAF (76%). Todas las mues-
tras se obtuvieron en el Departamento de Patologia
flJeI_(Ij—|ospitaI Jackson Memorial de Miami, Estados
nidos.
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Los liquidos de las muestras enviadas a citologia,
las improntas, el raspado y las AAF fueron realiza-
das en piezas quirdrgicas frescas en el momento de
la congelacion.

Inicialmente las muestras fueron fijadas en alcohol
etilico al 950/0 durante 15 minutos y luego lava-
das con solucién salina normal por espacio de una
hora. Posteriormente algunos casos fueron fijados
en forma similar y luego tratados con tripsina (2,
3). Otro Prupo fue dividido para ser fijado en al-
cohol etilico frio (1 oC) (4, 5) ademas a tempera-
tura ambiental (250C). Las muestras a tempera-
tura ambiental permanecieron en alcohol o en ace-
tona por dos a tres minutos y luego secadas al aire.
Las muestras frias se mantuvieron a la misma tem-
peratura.

Todos los casos fueron evaluados mediante la inter-
pretacion morfologica de la coloracion de Papani-
colau y luego laminillas adicionales se tifieron por
el método inmunohistoquimico descrito por Hsu
et al (6, 7), utilizandose anticuerpos monoclonales
como el Antigeno Epitelial de Membrana (EMA) y
el Antigeno Leucocitario Comun (LCA). Se selec-
cionaron estos anticuerpos debido a su potencial
valor en la clasificacion de tumores indiferenciados,
intlentando definir su origen epitelial o linforreti-
cular.

El LCA es un anticuerpo que reacciona con una gli-
coproteina con un peso molecular de 200.000,
encontrandose en la superficie de células_hemato-
poyéticas y sus tumores, pero no reacciona con
carcinomas o sarcomas. (10,11). EI EMA es una gli-
coproteina encontrada en diversas moléculas que
representan constituyentes integrales de la mem-
brana apical de células epiteliales ampliamente dis-
tribuidas en el tejido mamario normal aun durante
la lactancia (4).

Brevemente después de hidratarse con alcoholes
sucesivos de 100 a 900/o, las laminillas, fueron
tratadas secuencialmente con diluciones Optimas
de los anticuerpos monoclonaies ya mencionados,
anticuerpos biotinizados contra 1gG de raton y el
Complejo Avidina-Biotina. La actividad de la pero-
xidasa se visualiz6 mediante el uso de Diaminoben-
zidina como cromdgeno, en presencia de peroxido
de hidrégeno. Controles positivos conocidos fueron
evaluados en forma simultanea. La sustitucion del
anticuerpo primario por una solucién salina fue
considerado el control negativo (3).

Cinco casos fijados en alcohol etilico al 950/0
y cinco en acetona pura fueron estudiados inmuno-
citoquimicamente utilizando el método Fosfatasa
Alcalina-Anti Fosfatasa Alcalina (APAAP). Este
método comprende complejos solubles de Fosfata-
sa Alcalina y de Anti Fosfatasa Alcalina monoclo-
nal (ratén). Un "emparedado" tipico con el método
APAAP consiste en: 1) Antisuero de ratdn (mono o
policlonal) al antigeno tisular en dilucién 6ptima,
2) Inmunoglobulinas antirraton producidas en
conejo (dilucion 1:25 a 1:50), 3) APAAP
(8,9), diluido I:10 al:50,4)NafthoL AS-MX
mas sal TR, Fast Red. Como ultimo paso se debe
tefiir utilizando hematoxilina de Mayer. El suero
normal de conejo es Util para reducir la tincién del
fondo en el caso de usarse un anticuerpo primario
de tipo monoclonal. En general este metodo es
especialmente Gtil ya que con él hay menos
tincion del fondo secundaria a la peroxidada
enddgena. Para las diluciones necesarias en este
_[?_rc_)cedimiento, se utiliza Unicamente solucion de

ris.

Los reactivos utilizados fueron obtenidos comer-
cialmente de Dako Corporation (Santa Barbara,
California), y los de Biotina-Avidina de Vector
Laboratories (Burlingame, California)

RESULTADOS

Al analizar los casos morfoldgicamente mediante
la tincion de Papanicolau, desafortunadamente se
conocia el diagnéstico en 15 de ellos (300/0) y
s6lo se pudo intentar la clasificacién citolégica
en 35 (700/0) De estos Ultimos logramos diagnos-
tico especifico en 28 casos (800/0); diagnostico
descriptivo no concluyente en 5 casos (140/0) y
catalogados como positivos por malignidad sin ser
subclasificados dos casos (60/0). Los 28 casos que
lograron ser subclasificados corresponden a AAF,
los positivos para malignidad corresponden a li-
quidos pleurales, para los cuales no existié confir-
macién por biopsia y los descriptivos corresponden
a 4 liquidos, de los cuales 2 resultaron ser sarcomas
y 2 procesos linfoproliferativos. No hubo falsos
positivos.

Arbitrariamente dividimos los casos de acuer-
do con el fijador empleado: alcohol etilico al
950/0 en treinta casos (600/0), y acetona pura en
veinte casos (400/0). En tres de los casos ambos
fijadores fueron utilizados, correspondiendo a un
60/0 del total.
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En los primeros casos fijados en alcohol, los estu-
dios con EMA y LCA resultaron ser poco fructife-
ros, debido a la excesiva tincion del fondo y la
ausencia de control interno en las muestras, aunque
los controles usados en todos los casos resultaron
positivos. Al obtener tan pobres resultados se
modifico el tiempo de fijacion, incrementandolo de
15 minutos a una hora y luego disminuyéndolo a
cinco minutos, y en ninguno de los ensayos hubo
resultados adecuados.

Posteriormente al tripsinizar las muestras, y aun
cambiando la dilucién de la tripsina, no se logré
disminuir la tincion del fondo, para permitir la ade-
cuada evaluacion del caso. En otro grupo se decidio
el uso de la acetona continuando la fijacion de
algunas laminillas en alcohol en forma simultanea
como referencia. Se realizaron cambios con la tem-
peratura, y estas pruebas con el alcohol y la aceto-
na a loC no mostraron resultados satisfactorios; sin
embargo la fijacion con acetona a 250C mostré evi-
dencia clara de positividad con granulos intracito-
plasmaticos claramente apreciables con ambos anti-
cuerpos monoclonales. (Fig. 1, 2).

Fig., 1. Se aprecia la cohesividad caracteristica de las lesio-
nes epiteliales. Notese la tincion citoplasmatica. Al igual
que la figura 2, corresponde al caso No. 2. (x 200).

Con el método AFAAP los resultados son adecua-
dos, lograndose la visualizacién de los granulos in-
tracitoplasmaticos, con alguna acentuacién a nivel
de la membrana celular. Debido a un diferente
cromadgeno, se produce un excelente contraste con
res-

Fig. 2. A mayor aumento se evidencia el patron granular de
la reaccion y la limpieza del fondo (x400).

pecto a la escasa tincion del fondo, lo cual facilita
en algun grado su interpretacion (Fig. 3).

Al obtener resultados adecuados con las muestras
fijadas en acetona, se decidi6 buscar una correla-
cién con los tejidos correspondientes, la cual se
obtuvo en 14 casos de los que existia bloque de pa-
rafina en el archivo.

Fig. 3. Método AFAAP. Impronta de ganglio linfatico (fija-
do en acetona), reemplazado parcialmente por linfoma lin-
focitio. Resulta clara la positividad del LCA a nivel de la
membrana celular en las células tumorales monomorficas
carentes de cohesividad. (x 400).

Los casos de parafina fueron tefiidos con los mis-
mos anticuerpos, 960/o de ellos evidenciaron idén-
ticos resultados a los obtenidos con el material
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citolégico. (Figs. 4, 5, 6). El Unico caso (40/0) en
el cual esto no se logro, correspondid al caso
previamente fijado en B5*. Con este fijador siem-
pre existe una tincion difusa, no necesariamente
granular que impide una adecuada interpretacion
y puede llevar a resultados falsos positivos (Fig. 7).
El resto de los casos se fijaron en formalina, la
cual mostrd ser un excelente fijador, que permite
la adecuada evaluacion del material en parafina.
(13, 15). Aunque ha sido establecido que el me-
jor fijador para este propoésito es la solucion de
Bouin(14, 15).

Fig., 4. Coloracién de Hematoxilina y Eosina del caso No. 2
que muestra el carcinoma ductal infiltrante invadiendo e
tejido celular subcutaneo de la mama, (x 40).

F_ig. 5. El caso No. 2, tenido con LCA. Se aprecia la negati-
vidad de las células tumorales y los linfocitos positivos co-
mo control interno, (x 40).

Fig. 6. En esta micro fotografia resulta evidente la positivi-

dad tumoral para EMA. (x 40).

Fig. 7. Se e!)emplifica claramente la_inespecificidad de los

resultados obtenidos con material fijado en B5. Notese la
distribucion difusa de la coloracion café.

Para ilustrar los resultados decidimos utilizar como
modelo el caso No. 2 (fijado en acetona) de la Ta-
bla No. 1. En este ejemplo se aprecia la positividad
de la reaccion para EMA, corroborando su origen
epitelial (Figs. 1, 2), habiendo resultado negativo
el LCA apreciandose Unicamente control interno
positivo. Los resultados en el tejido son absoluta-
mente idénticos (Figs. 4, 5, 6).

En un caso de esta naturaleza, Unicamente se preten-
de demostrar la confiabilidad del método desde el
punto de vista técnico, ya que con criterios pura-
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TABLA No. 1
CITOLDGIA TEJIDO
CASD EMA LCA EMA LEA DIAG, DEFINITIVD
1 . H | . [H] Adenpcarcinoma w05
papilar de overia
Fi N ci - o | Garcinaema ductal infil
trante de glindula ma
madia
3 - Cl - - Leiomiossicoma  uteri:
a0
4 Ci Cl Cl Lempmiosarcoma de
vijiga
1 - (H «Poeag = Adenorcmoma
SEEIrECD
] - A dEmOCErERD M
gasnico
1 - Ci + Lumen - Adenccarcinoma de
colon
L TF H] Feocrompertama
8 - Ci TF TF Limfadenitis [B5)
10 ci o | - [H] Teratoms maduro  de
ovario
11 Ci - ci Ganglio Linfktioo
TEacd v
12 - cl | Adenogarcinoma de
ealon
13 TF M . cl Adenotarcinoma de
recto
14 - ci « Lumen - Carcimoma
epatoceiular
Cl: Coatrod 15ief o
I'¥: Tincitn del Fondo

mente morfoldgicos de AAF, se hace el diagndsti-
co. Lo relevante es que el método puede resultar de
enorme valor en casos de tumores in diferenciad os
y de patrones morfoldgicos atipicos. En este estu-
dio, en casos igualmente evidentes desde el punto
de vista morfoldgico, no se logré obtener resulta-
dos inmunocitoquimicos similares cuando el fija-
dor utilizado fue alcohol.

CONCLUSIONES

1. La biopsia aspirativa por aguja fina debe
considerarse como un importante método diagnos-
tico en la practica rutinaria de la clinica, por su
alta correlacion con los resultados histopatologi-
cos, y por las inherentes ventajas de facil acceso y
bajo costo que son bien conocidas.

2. En conjunto con la radiologia moderna, la
biopsia aspirativa por aguja fina brinda una eviden
te ampliacién del espectro citopatolégico.

3. Este método ademas juega un importante
papel en el seguimiento de pacientes con diagndsti
cos establecidos.

4. La inmunoperoxidada puede implementar-
se en forma rutinaria simultaneamente con la cito
logia, para aumentar la certeza diagnostica.

5. Se recomienda el uso de acetona pura a
temperatura ambiente como fijador en los casos a
evaluar con inmunoperoxidasa, y asimismo el uso
de alcohol etilico al 950/0 para la evaluacion mor
folégica de los mismos, mediante Papanicolau.

6. Se considera de suma importancia la incor
poracion de estos métodos diagndsticos en la for
macion y préactica diaria del patélogo latinoameri
cano.
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