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RESUMEN
Se estudiaron por métodos histoldgicos e inmunohistoquimicos 40 casos de tumores

metastaticos o de posible origen pulmonar utilizando el Factor 1 de Transcripcion Tiroidea
(TTF-1) con 23 casos positivos (57%) y 17 casos negativos (43%). Se discute el diagndstico
diferencial de estos casos y se senalan la importancia de TTF-1, en los casos positivos y en los
negativos, para precisar el sitio del tumor primario, pulmoén o tiroides y especialmente su
utilidad en casos de tumores metastaticos de origen desconocido.

PALABRAS CLAVE: Inmunohistoquimica, TTF -1- adenocarcinoma metastatico, tumor
primario pulmonar.

VALUE OF THYROID TRANSCRIPTION FACTOR -1 IN THE DIAGNOSIS OF METASTATIC
ADENOCARCINOMA: IMMUNOHISTOCHEMICAL STUDY OF 40 CASES

SUMMARY

Histologic and immunohistochemical studies of metastatic tumors or of probably pulmonary
origin were performed in 40 patients using Thyroid Transcription Factor-1 (TTF-1). In 32 cases
(57%)TTF-1 was positive and in 17 cases (43%) the results were negative. The differential
diagnosis and the importance of TTF-1 in dintinguishing primary or metastatic tumors from
the lungs and the thyroid, or from other primary sites of unknown origin is pointed out.

INTRODUCCION

TTF-1 es una proteina de transcripcién nuclear expresada por un gen de la familia NKx 2 que se identifica en las
células epiteliales embrionarias del pulmén y de la glandula tiroides (1, 2). TTF-1 se ha utilizado con fines
diagndsticos ya que es detectado inmunohistoquimicamente en carcinomas de la tiroides y del pulmén (3, 4, 5).

En un trabajo reciente sobre la inmunohistoquimica del cancer metatasico, utilizando queratinas de diverso peso
molecular y otros anticuerpos, sefalamos que el pulmén es el sitio mas probable como asiento de un tumor
primario en 7/15 casos con metastasis (MT) ganglionares y en 12/17 con MT extraganglionares,(6). Este hecho
refuerza el concepto de que cuando se desconoce el sitio del tumor primario, es el pulmén el sitio donde mas
frecuentemente se detecta el cancer (7, 8).

En este trabajo, seleccionamos 40 casos de cancer metastasico en los cuales se utilizé el anticuerpo TTF-1 con
la intencion de arribar a una conclusion diagnostica. Hacemos una evaluacion del inmunomarcaje con diferentes
anticuerpos y de las ventajas de la utilizacién del factor de transcripcion nuclear tiroideo TTF-1 para el
diagndstico de los tumores metastaticos de probable primario pulmonar.

MATERIALES Y METODOS

Material y métodos

Los 40 casos estudiados en este trabajo fueron recibidos para su estudio histoldgico e
inmunohistoquimico en el Laboratorio de Patologia Molecular NOVAPATH, en Caracas,
Venezuela, entre junio y diciembre del ano 2003 y de enero a abril del ano 2004.

El material se recibié ya incluido en parafina. Se hicieron cortes de dos a tres micras y se
procesaron por métodos de rutina y finalmente se tineron con hematoxilina y eosina, y se



examinaron con un microscopio de luz.

Después de la evaluacién diagnoéstica y cotejados los datos clinicos, se decidid en cada caso
hacer el estudio inmunohistoquimico utilizando TTF-1 y otros anticuerpos de acuerdo con el
diagndstico diferencial planteado. En algunos casos, antes del estudio inmunohistoquimico, se
realizd la coloracidon de PAS con el reactivo de Schiff usando la digestién con diastasa para la
deteccion del glicégeno. Los cortes de dos a tres micras, fueron hechos en un micrétomo
rotatorio y recogidos en |laminas sialinizadas o recubiertas con Poli-L-lisina, previo bloqueo de
la peroxidasa enddégena con perdxido de hidrégeno-metanol. Se utilizé para la recuperacion
antigénica una solucién de citrato de sodio a pH 6, en una olla de presién dentro de un horno
de microondas para elevar la temperatura a 100°C durante varios minutos. Se usé como
camara humeda un sistema de capilaridad de la casa Shandon y el revelado se hizo con el
sistema de LSAB+System HRP de DAKO.

El anticuerpo monoclonal contra TTF-1 fue de DAKO y se utilizé en una dilucion de 1:40. Otros
anticuerpos usados también fueron de DAKO a las diluciones correspondientes: Queratina 7,
Queratina 20, EMA, CEA, Queratina AET1-AE3, Queratina 34Beta E12, Calretinina, Receptores de
Estrogenos y de Progesterona, Antigeno Prostatico Especifico, Enolasa Neuronal Especifica,
Sinaptofisina, Vimentina, Proteina S100, Tiroglobulina y HEP.

RESULTADOS

De los 40 casos estudiados con TTF-1, 23 de ellos ( 57% ) resultaron positivos y 17 ( 43% )
resultaron negativos.
En las Tablas #1 y #2 se demuestran estos resultados.

En los casos positivos a TTF-1, el origen de los tumores fue metastatico en 18 casos y primarios
pulmonares en 5 casos. Se seleccionaron un carcinoma neuroendocrino primario del pulmdn
y un carcinoma neruroendocrino metastatico a un ganglio, ambos TTF-1 positivos, para
discutir los aspectos relacionados con los tumores de células pequenas y grandes del pulmodn,
ya que no se le hace de rutina TTF-1 a los carcinomas neuroendocrinos del pulmdn. La
demostracion del caso # 025-04 senala los anticuerpos que se utilizan para estas neoplasias.

En los casos positivos a TTF-1 se hizo el diagndstico de tumor primario en la gldndula tiroides
en tres casos de ADC MT , uno en la pleura y dos en ganglios linfaticos. La localizacién de las
metastasis en los casos positivos a TTF-1 se observan en la Tabla #3.

Los casos negativos a TTF-1 fueron 17/40 (43%). Llamod la atencidn que las MT estuvieron
muchas veces relacionadas con la cavidad abdominal; 6 casos en el epipldn, un tumor MT
retroperitoneal, otro en ovarios, una MT en pleura (metastasis de un Ca de mama) y una MT
cerebral (LOE frontal que correspondidé a un Mesotelioma). Los detalles sobre la localizacién
mas precisa de las MT en los casos negativos estd expresada en la Tabla #2.

Resumimos brevemente los resultados de algunos casos TTF-1(+) y (-), para mostrar los
hallazgos inmunohistoquimicos con diversos anticuerpos en los mismos.



N° caso |edad |sexo Diagnéstico Localizaciéon Origen
1-525-03 70 | M ADC MT Occipital PULMON
2-619-03 68 F ADC MT Pleura PULMON
3-697-03 47 | M ADC MT Cerebro PULMON
4-780-03 50 F ADC MT Pleura PULMON

ADC de Células .
5-825-03 53 F (P) PULMON
claras.
6-907-03 45 F ADC MT (papilar) Ganglio TIROIDES
ADC con .
7-025-04 68 F ) . (P) PULMON
diferenciacion NE.
ADC poco .
8-027-04 68 | M . . (P) PULMON
diferenciado.
9-091-04 55 F ADC MT Médula o6sea PULMON
10-100-04 | 59 F ADC MT Cuerpo vertebral |PULMON
11-162-04 | 63 M ADC MT Mediastino PULMON
12-183-04 | 71 M ADC MT Cerebro ( fosa post )| PULMON
13-201-04 | 67 F ADC MT (papilar) Pleura TIROIDES
Ganglio ,
14-234-04 | 49 M ADC MT . PULMON
supraclavicular
15-258-04 | 51 M ADC MT Pleura PULMON
16-268-04 | 44 F ADC del pulmon. (P) PULMON
17-283-04 | 70 F ADC papilar. (P) PULMON
18-295-04 | 43 M ADC MT Ganglio axilar PULMON
19-297-04 | 57 M Ca NE MT Ganglio cervical |PULMON
20-352-04 | 71 M ADC MT Higado PULMON
Ganglio ,
21-418-04 | 29 F ADC MT ) PULMON
supraclavicular
Ganglio .
22-419-04 | 30 | M ADC MT ) PULMON
supraclavicular
23-488-04 | 57 F ADC MT Ganglio toraxico |[TIROIDES
Tabla 1
Casos Positivos con TTF-1
Novapath, 2003-2004
N°caso |edadisexo| Diagndstico Localizacion Posible origen
en ganglio i i
1-502-03 | 70 | M ADC MT . (Pancreasi
cervical
2-566-03 | 62 | F ADC MT LOE frontal MESOTELIOMA
3-681-03 | 47 | F ADC MT pared abdominal | ;Vesicula biliar?
4-696-03 | 54 | M ADC MT Ganglio inguinal (RIAON?
5-712-03 | 77 | M ADC MT Epiplén iPancreasi
6-724-03 | 58 | M ADC MT Epipldn ;Colon?




7-754-03 | 62 | F | ADC MT papilar | Epipléon mayor |;Ovario o mama?
8-778-03 | 56 | M ADC MT Epiplon (Pancreasi
Ca MT poco . .
9-808-03 | 67 | F . . retroperitoneo. (Cervix?
diferenciado
Ganglio
10-972-03| 60 | F ADC MT . (Mama?
supraclavicular
11-082-04{ 77 | F | ADC MT papilar |Pared abdominal OVARIO
12-179-04/ 59 | M ADC MT Retroperitoneo (Mama?
i ;Panc -Ves.B-
13-181-04) 68 | F ADC MT Pleura y Epiplon.
Estom?
14-220-04{ 62 | F ADC MT Pleura MAMA
Ganglio ¢Panc -Ves.B-
15-271-04{ 73 | F ADC MT ) i
pericarotideo Estom?
16-389-04 ? F ADC MT Epiplén
17-439-04
Tabla 2
Casos Negativos con TTF-1
Novapath, 2003-2004
Ganglios linfaticos 7 casos
Pleura 4 casos
3 casos ( Reg. Occipital. Cuerpo
Huesos X .
vertebral. Médula ésea ).
Cerebro 2 casos
Mediastino 1 caso
Higado 1 caso

Tabla 3
Localizacién de las MT en casos positivos con TTF-1
Novapath, 2003-2004

Ejemplos de casos positivos a TTF-1

Caso N° 780-03

Mediante la técnica de Avidina-Estreptavidina y utilizando el método de recuperacién de
antigenos se realizd la investigacion de Queratina 7, Queratina 20, Antigeno Epitelial de
membrana (EMA), Calretinina, TTF y CEA Se observd inmunomarcaje con TTF1, CEA y
Queratina 7 en las células tumorales. Los demas anticuerpos resultaron negativos.



TTF1 200X

Caso N° 780-03

Dlagnéstl 0
Pleura: ADENOCARCINOMA METASTASICO DE PULMON

Caso N° 907-03

Se realizd la investigacion de Antigeno Epitelial de membrana (EMA), Queratina 20, Queratina
7.CEA, TTF-1(Factor de Transcripcion tiroidea) , Vimentina y Tiroglobulina. Se observd
inmunomarcaje con la Tiroglobulina en las células neoplasicas, igualmente se vio
inmunomarcaje con Queratina 7 y 20, con EMA y con CEA en las células tumorales. Los demas
anticuerpos resultaron negativos. TTF-1 inmunomaco los nucleos de las células neoplasicas.

Caso N° 907-03

Diagnéstico
Ganglio supraclavicular izquierdo: CARCINOMA PAPILAR DE TIROIDES, METASTASICO

Caso N° 234-03

Se realizo la investigacion de Vimentina, CD34, TTF-1 y CEA. Se pidieron Queratina 7 y 20 pero
se desprendieron durante la recuperacion. Se observé inmunomarcaje con TTF-1 y con CEA en
las células tumorales. Se observd positividad citoplasmatica en el tumor para la Vimentina. Los
demas anticuerpos resultaron negativos.
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Caso N° 234-03

Diagnéstico
Ganglio supraclavicular: ADENOCARCINOMA DEL PULMON, METASTASICO

Caso N° 488-04

Se realizé la investigacion de Queratina 7, Receptores de Estréogeno y Progesterona, TTF1 ,
Tiroglobulina y Vimentina. Se observd inmunomarcaje con TTF1 en los nucleos de las células
tumorales y en citoplasma con Q7 y Tiroglobulina. Los demas anticuerpos resultaron
negativos.

3 ' . \y 4 = » | - (S A
H&E 100X TTF1 200X Q7 100X TIRO 200X

Caso N° 488-04

Diagndéstico
Referido como ganglio toraxico: ADENOCARCINOMA DE TIROIDES, METASTASICO

NOTA: El inmunomarcaje positivo con TTF1 y Tiroglobulina, con negatividad para RE y RP,
senalan a la glandula Tiroides como sitio del primario.

Caso N° 025-04

Se realizé la investigacion de Queratina AET1/AE3, Queratina 7, Antigeno Epitelial de
membrana (EMA), CEA, Vimentina, Enolasa, Cromogranina, TTF1 y Sinaptofisina. Se observd
inmunomarcaje con la Enolasa, Queratina AE1/AE3, EMA, CEA, Sinaptofisina, TTF1,
Cromogranina y con Queratina 7 en las células tumorales. Los demas anticuerpos resultaron
negativos.
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H&E 200X EMA 200X CEA 200X TTF1 200X SINAP 200X ENS 200X CROM 200X

Caso N° 025-04

Diagnéstico
Lébulo pulmonar inferior izquierdo: ADENOCARCINOMA CON DIFERENCIACION NEUROENDOCRINA

Ejemplos de casos negativos a TTF-1
Caso N° 778-03

Se realizd la investigacion de Queratina 7, Queratina 20, Antigeno Epitelial de membrana
(EMA), CEA, Hep y TTF1. Se observé inmunomarcaje con Queratina 7, EMA y CEA en las células
tumorales. Los demas anticuerpos resultaron negativos.

Caso N° 778-03

Diagnéstico
Epiplén: ADENOCARCINOMA META TASICO

NOTA: La positividad para EMA, CEA y Queratina 7 sugieren como sitio de tumor primario al
pancreas aunque no debe descartarse el pulmon a pesar que el TTF1 resultd negativo. Solo en
un 76% de los casos el TTF-1 es + en tumores del pulmon.

Caso N° 181-04

Se realizd la investigacion de Queratina 7 y 20, y Antigeno Epitelial de membrana (EMA),CEA,
TTF-1, Calretinina y Vimentina. Se observé inmunomarcaje con la Queratina 20y 7, CEAy EMA
en las células tumorales. Los demas anticuerpos resultaron negativos



H&E 200X CEA 400X EMA 00X a . QU7 400X Q20 400X

Caso N° 181-04

Diagnéstico
Referido como pleura: ADENOCARCINOMA, META TASICO

NOTA: La positividad para Queratina 7 y 20 con negatividad para TTF-1, sugiere el pancreas

(65%) como sitio del tumor primario. La posibilidad de vesicula,(40%), estdbmago (32%) y
pulmon (11%), no pueden descartarse.

Caso N° 389-04

Caso N° 389-04

Diagnéstico
Referido como tumor de epiplén: ADENOCARCINOMA METASTASICO

NOTA: En esta paciente sin informacion sobre su edad, la IHQ demuestra que el primario no
debe estar ni en el pulmdn o el tiroides (TTF-1 negativo ), ni es de ovario o endometrio (RE y
RP negativos)y la negatividad para Vimentina y para Calretinina descarta el diagndstico de
Mesotelioma. La posibilidad de un primario en pancreas con queratina 20 negativa, puede
considerarse también.

DISCUSION

TTF-1 es una proteina de transcripcion nuclear expresada por el gen de la familia NKx 2, la
cual se expresa selectivamente en las células del diencéfalo embrionario y en las células



embrionarias y maduras del pulmoén y de la glandula tiroides. La expresion de este gen,
aunque no es necesaria para el inicio del primordio del pulmoén y de la tiroides, se sabe que
influye en el desarrollo y la morfogénesis de ambos érganos (9). Desde un punto de vista
funcional, TTF-1 interviene en la activacion de los genes de la tiroglobulina y la tiroperoxidasa
en las células foliculares tiroideas y en el pulmon, en los genes que codifican las proteinas A, B
y C del surfactante pulmonar, asi como también de las proteinas de las células Claras del
alvéolo pulmonar (10). El Factor 1 de Transcripcion Nuclear Tiroideo ha resultado bastante
especifico para ser utilizado en el inmunomarcaje de los tumores de origen pulmonar,
especialmente en los adenocarcinomas no mucinosos y en los tumores de células redondas.

Los tratamientos modernos antineoplasicos, han conducido al aumento de la sobrevida de los
pacientes con cancer, y cada vez mas se ha estimulado el interés por el dilema frecuente del
verdadero origen de los tumores solitarios o multiples en el pulmén. El valor de la
inmunohistoquimica para esclarecer el diagndstico de tumores pulmonares en pacientes
tratadas por cancer de mama, es un ejemplo muy frecuente de esta situacion (11).

Las ventajas de la inmunohistologia para diagnosticar los tumores metastaticos en sitios
extrapulmonares, se favorecen con el Factor de Transcripcion Nuclear (TTF-1) capaz
deinmunomarcar los nucleos de al menos el 76 % de los casos de tumores de origen
pulmonar.

Es evidente que en las MT, ganglionares o extraganglionares, el diagndstico preciso del tumor
primario puede ser dificil (6), y es un hecho cierto que en los tumores del parénquima
pulmonar, tampoco es facil diferenciar un adenocarcinoma (ADC) primario del pulmdn de un
tumor metastatico. EI ADC del pulmdén puede infiltrar la pleura y simular un Mesotelioma
maligno, como también es posible que ambas neoplasias se originen simultaneamente. Por
todas estas razones, el tema del ADC pulmonar, primario o metastasico vs Mesotelioma ha
sido objeto de especial atencidon y existen numerosos estudios que han aplicado la
inmunohistoquimica para precisar estos diagnosticos (12, 13, 14). En nuestra serie sélo un caso
negativo a TTF-1 fue diagnosticado como Mesotelioma ( # 566-03 ) utilizando EMA, la
Queratina 7 y la Calretinina. Ordonez, recientemente ha utilizado el TTF-1 para diferenciar los
carcinomas neuroendocrinos pulmonares de los no pulmonares y demostrd que el 96% de
estos tumores, cuando son de origen pulmonar son positivos al TTF-1, mientras que solo 4 de
54 tumores de células redondas pequenas extrapulmonares resultaron positivos a TTF-1(15).

En el heterogéneo grupo de los llamados Carcinomas de Células Grandes del Pulman, se sabe
desde hace muchos anos que ellos pueden exhibir diferentes patrones de diferenciacion,
glandular, epidermoide, o neuroendocrina, y existen evidencias tanto ultraestructurales como
inmunohistoquimicas (16,17,18). Uno de los principales avances de la inmunohistoquimica en
este campo, ha sido el uso de queratinas de diferente peso molecular para diagnosticar
diferentes tipos de carcinomas (6,19). Cuando se examinan las queratinas por la Tabla de Moll
en los dos grupos | y Il (20), las queratinas de alto peso molecular se pueden observar en las
células basales y parabasales del epitelio bronquial y pueden ser reconocidas por el
anticuerpo 34 Beta E12. La queratina 34 Beta E12, reconoce las queratinas de alto peso
molecular 1,510 y 14 y en el aparato respiratorio inmunomarca las células de reserva de los
bronquios por lo que ha resultado util para identificar los tumores de células pequenas y
basaloides del pulmdén (21). Ya hemos senalado que TTF-1 es positivo en los carcinomas



neuroendocrinos (15), y la queratina 34 BetaE12 se ha usado igualmente para identificar
componentes nNo neuroendocrinos en carcinomas neuroendocrinos de células grandes y
carcinomas basaloides del pulmdn (22). La positividad para TTF-1 en los tumores pulmonares
de Células Grandes ha sido descrita en tumores primarios y metastaticos, aunque en un
porcentaje menor que la conocida para los ADC del pulmén y para los carcinomas
neuroendocrinos (23).

Entre los 40 casos estudiados en nuestro trabajo, seleccionamos un solo caso de carcinoma
del pulmoén con diferenciacion neuroendocrina (# 025-04), simplemente para destacar el
hecho de que estos tumores de células redondas pequenas son positivos a TTF-1 y que esta
situacion, puede ser de alguna utilidad en casos de carcinomas indiferenciados metastaticos a
ganglios en los cuales se sospeche el origen pulmonar de los mismos, como se demostré en
otro de nuestros casos ( # 297-04 ). Al revisar los 40 casos, mas de la mitad de ellos, 23, fueron
positivos a TTF-1 (57%) con negatividad observada en 17 casos (43%.). Tres de los tumores
positivos eran de origen tiroideo, lo cual obliga a estar atentos a esta eventualidad y a utilizar
la Tiroglobulina de ser necesario para precisar entre un origen pulmonar o tiroideo con
tumores positivos a TTF-1 ( Casos # 201-03, 907-03 y 488-04 ), especialmente esta situacion
debe plantearse en los carcinomas papilares. Debemos insistir en la necesidad de estudiar la
presencia de TTF-1 siempre en casos de ADC papilar, para discriminar entre las MT de tiroides
y las MT de ovario, del pulmén y/o eventualmente de mama. Se sabe que los ADC con
micropapilas tienen peor prondstico, tanto en la mama (24), como en el pulmdn (25,26) o en
el ovario (27). La descripcion de un ADC papilar primario de pulmdn, como lo demostramos
en uno de nuestros casos ( # 283-04 ), coincide con lo descrito en el 74% de los tumores
pulmonares, que pueden mostrar areas papilares, pero también es sabido que las
micropapilas no muestran un tallo conjuntivo fibrovascular y por lo tanto, éstas, con peor
prondstico, deben siempre diferenciarse de las verdaderas papilas (25,28).

En algunos casos de tumores pulmonares o de MT, positivas a TTF-1, las células neoplasicas
mostraron atipias y cierto pleomorfismo, lo cual puede llegar a sugerir el diagndstico de
carcinosarcoma; en uno de ellos ( # 234-04 ) con positividad para la Vimentina, por lo que este
diagnostico se planted en un tumor metastatico a un ganglio supraclavicular. Debemos estar
atentos a la escasa presencia de anticuerpos positivos en estos tumores, ya que la variante
sarcomatosa del Mesotelioma maligno muestra una marcada disminucion de los epitopes
para la deteccion inmunohistoquimica de los mismos en el componente sarcomatoide (29).
Por ello, es necesario en estos casos de tumores pleomodficos, evaluar todos los criterios
clinicos y patologicos al estudiar los resultados del inmunomarcaje (30). En la clasificacion de
la OMS para los tumores del pulmadn, estos tumores de aspecto pleoméorfico se clasifican con
las siglas CPSS y debe plantearse el estudio inmunohistoquimico por la posible confusion de
los carcinomas sarcomatoides y los verdaderos sarcomas, con los carcinomas pleomorficos
primarios o metastaticos. En todas estas situaciones, la presencia de TTF-1 y de la Queratina 7
fueron determinantes para hacer el diagnéstico y contribuyeron a darle apoyo a la teoria
citogenética de la metaplasia para explicar el origen del cancer pulmonar.

Finalmente, es interesante destacar algunos datos sobre los 17 tumores que resultaron
negativos a TTF-1 y sobre la ayuda que la inmunohistoquimica ofrecié para el diagndstico de
los mismos. Generalmente, la combinacion de queratina 7 y 20, con otros anticuerpos como



Antigeno Prostatico Especifico, Receptores de Estrogenos y de Progesterona, Antigeno
Carcinoembrionario (CEA), Proteina S100, Calretinina, HEP y Tiroglobulina, sirvieron para

proponer un sitio de origen del tumor primario diferente al pulmdn o a la glandula tiroides.
Uno de los casos presentados ( # 778-03 ) se apoya en lel porcentaje de casos de tumores
pulmonares que resultan no obstante negativos a TTF-1 (23%) para plantear la posibilidad de
un primario pulmonar a pesar de la negatividad para TTF-1. Algunos ejemplos de estas
situaciones de dificil diagndstico debieron apoyarse en los porcentajes que describen diversos

trabajos de investigacion para los sitios de tumor primario mas frecuentes, y se muestran con
fotografias de varios casos que presentamos por separado con los Resultados.
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