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Gran reto: De una Patología 
cualitativa a una Patología 
cuantitativa. 

Necesidad de la colaboración  Patología, Industria, Instituciones 

Biomarcadores: 

Actividad proliferativa: Ki67. 

Predictivos de respuesta a la terapia: RE, RP, HER2… 

Inmunoterapia: PD1, PD-L1, CTLA4, TILs… 

Densidad vascular: CD31. 

Marcadores de mutación: p53. 

Otros… 
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Cuantificación inmunohistoquímica de biomarcadores: 

“Immunoscores” precisos, reproducibles, rápidos y 

con aplicación clínica en el Cáncer.  
 



Condicionantes de la cuantificación de la ihq  en Patología. 



Condicionantes: La cuantificación de la 
inmunohistoquímica por digitalización no avanza a 

suficiente ritmo 



Cuantificación: Precisión. Reproducibilidad. Automatización. Eficiencia. 

Automatización 

Precisión y 

reproducibilidad 



Cuantificación ihq de biomarcadores: tres 

tipos de inmunoexpresión 



• Proporción (%) de células 
inmunopositivas con/sin 
patrones de referencia. 

• Cuantificación : 

– Mediante análisis 
automatizado de la 
imagen. 

• Cuantificación mediante 
análisis de imagen 
multiespectral. 
 

Inmunohistoquímica cuantitativa 
en Patología 



Inmunohistoquímica cuantitativa: 
Proporción células inmunopositivas: la subjetividad en la cuantificación. 



Dificultades en la evaluación en resultados en el rango 10%-30%.  

Inmunohistoquímica cuantitativa: 
Proporción células inmunopositivas. 

¿Cuándo la cuantificación es compleja? 

Ki67. Alto Ki67. Heterogéneo 
Ki67. Bajo 



Inmunohistoquímica cuantitativa: 
Proporción células inmunopositivas de acuerdo a 

convenciones. 



Inmunohistoquímica cuantitativa: 
Proporción TILs estromales según patrones de referencia estimativos. 



http://www3.mdanderson.org/app/medcalc/index.cfm?pagename=jsconvert3 

Estimación respuesta patológica según sistema RCB. Web Based Calculator. MD Anderson. USA. 

Inmunohistoquímica cuantitativa: 
Proporción células inmunopositivas según patrones de referencia. 



Campbell et al. BJC. 2016 

Inmunohistoquímica cuantitativa: 
Proporción células inmunopositivas según patrones de referencia estimativos. 

Allred score=Densidad +/x Intensidad 
. 





Cuantificación de biomarcadores: 
tres tipos de inmunoexpresión. 



M. M. Bui. CAP Meeting. May 22, 2017 

Automatización del análisis cuantitativo 
de la imagen mediante programas específicos. 



https://imagej.net/Welcome 

Inmunohistoquímica cuantitativa: 
Cuantificación mediante procedimientos automáticos (web-based 

procedures) 



Estudio experimental de la hiperplasia hepatocitaria del lóbulo caudado tras tratamiento con partículas marcadas con Ytrio radioactivo. 

Con la colaboración del Servicio de  Morfometría e Imagen. Universidad de Navarra.  

Software original diseñado para la cuantificación de hepatocitos (núcleos) teñidos mediante H&E. 

Inmunohistoquímica cuantitativa: 
Cuiantificación mediante procedimientos 

automáticos (web-based procedures) 



http://153.1.200.58:8080/immunoratio/ 



Cuantificación de la expresión inmunohistoquímica de 
múltiples biomarcadores tisulares realizado mediante 

diferentes tecnologías y su aplicación clínica  

Cuantificación de la expresión inmunohistoquímica mediante 
análisis de imagen automatizado apoyado en la tecnología. 

Idoate M et al. 



High lymphocytic infiltration in breast cancer predicts a better prognosis and a better 
response to neoadjuvant chemotherapy. 

Loi S et al. J Clin Oncol 2013. 

Denkert G et al. J Clin Oncol 2010 

Salgado R & Loi S. The lancet 2018 

García Martínez E et al. Breast Cancer Research 2014.  

Ono et al. Breast Cancer 

res Treat 2012. 

Cuantificación de la expresión inmunohistoquímica de los 

biomarcadores tisulares mediante análisis automatizado 

de la imagen apoyado en la tecnología. 



Idoate MA 

160 paired pre (needle-core biopsies) and post-treatment samples (surgical 

specimens) of breast ductal invasive carcinomas classified as subtypes: 
luminal A (24 cases), 

luminal B (30 cases) 

triple-negative (26 cases) 

localized, stages II and III,period 2011-15, corresponding to 80 patients, 

distributed in two groups:  
Vaccine: vaccine-neoadjuvant (vaccine group), 36 patients 

Control; only neoadjuvant treatment (control group), 44 patients 

Cuantificación múltipels TILs estromales para valorar el efecto de las vacunas respecto a 

controles pre/post tratamiento en el cáncer de mama. 
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Control                       Vacuna 

Cuantificación de la expresión inmunohistoquímica de los 

biomarcadores tisulares mediante análisis automatizado 

de la imagen 

TILs estromales 



• Assessment of adequate 
staining. 

• A previous validation of this 
procedure. 

• An automatized  scanning of 
immunostaining slides (at 
20x) by ACIS III was used. 

• Scanning of a number of 
fields (1-11 fields) 
depending of how extensive 
or heterogeneous the 
infiltration was. 

 

 

 

Cuantificación de la expresión inmunohistoquímica de los 

biomarcadores tisulares mediante análisis automatizado 

de la imagen 



Cuantificación automatizada de los Tils  en preparaciones 
digitalizadas 

Positive pixel count of whole slide image analysis.  

In cases of heterogeneous 
expression, an average of 
the areas with the highest 
and the lowest infiltration 
was obtained. 

Blue pixel value 

(stroma, range 

228,712-3,08,150 

pixels) 

Brown pixel value 

(immune cells,  

range  268-423,468 

pixels) 

Immune cells identified in 

selected field 

Stroma in the same selected field 

Average of ratio 

brown/blue pixel 

values was obtained 

Results were 

converted to 

percentage (%) 
240 µm=140,000-150,000 pixels 

Immune cell quantification Stromal quantification  

240

µm 

The 

parameters 

brown and blue 

pixel values 

were carried 

out.  

Idoate MA et al. 2018 
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Comparación de valores de cuantificación de ihq de células TILs en cáncer de mama pre/post 
tratamiento según tratamiento instaurado 
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Mann-Whitney U test, p<0.05 
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Cuantificación de la expresión ihq de TILs (CD8 y CD4) en el cáncer de mama.  
 

Cuantificación automatizada de los Tils  en 
preparaciones digitalizadas.  



Cuantificación de la expresión ihq de CD163 (macrófagos M2) en el cáncer de mama.   
La expresión fue significativamente mayor en las biopsias pretratamiento en los tumores triple negativos.  

Luminal A 

Luminal B 
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Cuantificación automatizada de los TIls  en preparaciones 
digitalizadas.  



Cuantificación automatizada de los TIls  en preparaciones 
digitalizadas.  

Cuantificación de la expresión inmunohistoquímica de 

biomarcadores tisulares realizado mediante diferentes 

tecnologías y su aplicación clínica  



Idoate MA 

Cuantificación expresión ihq TILs en el glioblastoma 

Cuantificación de la expresión inmunohistoquímica de 
biomarcadores tisulares realizado mediante diferentes 

tecnologías y su aplicación clínica  



Cuantificación de la expresión ihq de múltiples  biomarcadores  en el glioblastoma 

CD4 

CD16 Tia1 CD137 

CD3 CD8 

PDL1 CD163 PD1 

Idoate MA et al  



240µm 

CD8 - Area analyzed 

240µm 

CD163 - Area analyzed 

240µm 

PD1 - Area analyzed 

125µm 

PDL1 - Area analyzed 

Quantification by image analysis, ACIS III (DAKO). 

CD8, CD163 and PD1:  Hot Spots stained area 240μm of radium.  

 One parameter:    stained area/total area (% staining). 

PDL1: Hot Spots stained area 125μm  of radium 

            Two parameters:  stained area/total area (% staining). 

                   intensity of staining. 

 

A semi-quantitative assessment of the immunostained 

cells was performed by three observers in a blinded 

manner: 

The CD8 or PD1 infiltrating cell density was evaluated 

according to Dahlin AM et al. (Modern Pathol. 2011) and 

scored as:  

     grade 0 (no cells) 

     grade 1 (sporadic cells) 

     grade 2 (moderate numbers) 

     grade 3 (abundant occurrence) 

The extent of PD-L1 expression was scored as:  

     grade 0 (0% of staining in in non-necrotic areas) 

     grade 1 (isolated cells ) 

     grade 2 (groups, discontinuous membrane staining) 

     grade 3 (groups, continuous membrane staining) 

In the case of CD163, a combination of the phenotype and 

the density of the infiltrate was scored as:  

     grades 0 and 1: density of microglia phenotype 

     grades 2 and 3: density of macrophage phenotype   

 

CD163 grading 

Idoate MA et al. 

Cuantificación de la expresión de biomarcadores ihq in GBM mediante análisis de 
imagen  digitalizada.  



Idoate MA et al. 

Grading 

Digital 

Image 

Analysis 

Validation of the quantification of CD8 by digital image analysis in GBM 

Cuantificación de expresión ihq de biomarcadores  en el glioblastoma 



The quantified expression of PD1 does not correlate significantly with survival in a series of GBM 

Idoate M et al. 

The quantified expression of PD-L1 does not correlate significantly with survival in a series of GBM 

The quantified CD163 (M2 macrophages) expression correlates significantly with survival in a series of GBM 

The quantified expression of CD8 correlates with significantly with survival in a series GBM 

Cuantificación de expresión ihq de biomarcadores  en el glioblastoma 



Idoate M et al. 

The higher CD8 cell infiltration is, the greater is the expression of inhibitory immune mechanisms (M2 

macrophages, PD1/PDL1) in GBM. 

Cuantificación de la expresión inmunohistoquímica de los biomarcadores 

tisulares realizado mediante diferentes tecnologías y su aplicación clínica. 

 

Cuantificación  TILs en el glioblastoma 

GREEN ZONE = 
Better prognosis 
60% of patients in 
this zone belong to 
the 75th-100th 
percentile of Overall 
Survival 

RED ZONE= Worse 
prognosis 
14% of patients in this 
zone belong to the 75th-

100th percentile of 
Overall Survival 



Cuantificación de la expresión inmunohistoquímica de 
biomarcadores tisulares realizado mediante diferentes 

tecnologías y su aplicación clínica  

 

Cuantificación mediante 
“multiplex quantitative 
immunofluorescence/ 
immunohistochemical assay” 
basado en el análisis de imagen 
multiespectral. Ejemplos y su 
aplicación clínica. 

 

 

 

Idoate M et al. 



Inmunohistoquímica cuantitativa en cortes de 
bloques de parafina: “Multiplex quantitative 

immunohistochemistry/immunofluorescence Assay”  

• Combinación de detección de 
múltiples anticuerpos en un 
único corte histológico de 
bloque de parafina. 

• Mantiene la relación de los 
marcadores entre sí y con las 
células marcadas (relación 
espacial multiparamétrica). 

• Análisis automático y 
cuantificación de los resultados 
de los anticuerpos comerciales 
en miles de células estudiadas. 

• Posibilidad de obtención de 
“immunoscores” en cáncer. 

Multiplexed immunohistochemistry  TILs  in prostatic cancer 



Schalper K. USCAP. 2018 









Cuantificación inmunohistoquímica de biomarcadores: 
Immunoscores precisos, reproducibles y con aplicación clínica. 

Schalper K. USCAP. 2018 

Análisis multiespectral de TILs estromales en el carcinoma no microcítico de pulmón 



• Se puede aplicar sobre 
tejido fijado en formol e 
incluido en parafina. 

• Capacidad de los 
fluoróforos de ser 
excitados por una 
longitud de onda y emitir 
a una longitud de onda 
específica más larga. 

• Hay múltiples fluoróforos 
comerciales disponibles. 

• Se puede aplicar sobre 
anticuerpos comerciales. 

Cuantificación mediante “multiplex quantitative 
immunofluorescence/ immunohistochemical assay” 

basado en análisis multiespectral. 



Cuantificación de la expresión inmunohistoquímica de 
biomarcadores tisulares realizado mediante diferentes 

tecnologías y su aplicación clínica  

Cuantificación mediante “multiplex quantitative immunofluorescence/ immunohistochemical assay”  
basado en análisis multiespectral. 
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PD-L1 (28-8); CD3; CD8; DAPI  

Se trata de una solución integral: 

 

• Método de inmunotinción avanzada (técnica Opal). 

• Análisis multiespectral. 

• Sistema de análisis de imagen 



• Los casos se escanearon mediante Vectra 
(PerkinElmer). 

• Vectra capturó los espectros fluorescentes a 
intervalos de longitud de onda de 20 nm y 
combinó estas capturas para crear una imagen 
única. 

• Para el análisis de los espectros de los 
fluoróforos  se utilizó el software de análisis 
de imágenes InForm (PerkinElmer). 

• El sistema generó un registro de intensidad 
para todos los marcadores estudiados de cada 
célula tumoral analizada. 

• Para cada marcador se determinó la 
intensidad fluorescente media basada en la 
intensidad de píxeles para cada célula. 

 

Cuantificación mediante “multiplex quantitative 
immunofluorescence/ immunohistochemical assay” basado en 

multiespectral análisis. 



• Desparafinazación de los cortes histológicos. 

• Recuperación antigénica. 

• Aplicación secuencial de anticuerpos primarios, seguido de 
sistema de detección (SuperPicture Polymer Detection HRP kit) y 
visualización mediante fluoróforo. Eliminación del anticuerpo 
primario entre cada aplicación. Visualización de los núcleos 
mediante DAPI (1:2000) y montaje. 

• Escaneo de las preparaciones mediante el “Vectra slide scanner 
(PerkinElmer)” en el entorno de evaluación de fluorescencia 
(captura de espectro de fluorescencia a intervalos de 20 nm de 
longitud de onda entre 420 nm y 720 nm) y obtención de una 
única “stack image” o “firma espectral” para cada marcador 
analizado. 

• Análisis de la imagen espectral de fluorescencia  para cada célula 
analizada mediante el programa “InForm image analysis “ de 
(PerkinElmer) y la obtención de la intensidad media de 
fluorescencia basado en los pixeles de fluorescencia. 

• Análisis de los datos de la intensidad media de fluorescencia para 
cada caso de acuerdo al umbral establecido.  

Cuantificación mediante “multiplex quantitative 
immunofluorescence/ immunohistochemical assay” basado en 

multiespectral análisis Procolo “Opal”. 



Cuantificación inmunohistoquímica de biomarcadores: 
Immunoscores precisos, reproducibles y con aplicación clínica. 

Efecto del tratamiento con Nivolumab (anti PD1 en el glioblastoma). Estudio 

pre/post en casos y controles. 

Estudio realizado por la Universidad de Navarra en colaboración con la Universidad de Yale. 



PATIENT 11 PATIENT 20 
PATIENT 12 

CLUSTER 1 CLUSTER 2 

DAPI/CD3/CD8 

DAPI/CD3/Granzb/
Ki67 

DAPI/CD11b/CD68/
HLA-DR 

DAPI/PDL1 

DAPI/CD3/CD8 

DAPI/CD3/Granzb/
Ki67 

DAPI/CD11b/CD68/
HLA-DR 

DAPI/PDL1 

PATIENT 3 

Schalper K & Idoate MA. Yale & Navarra Universities 



DAPI/CD3/Granzb/Ki67 DAPI/CD3/Granzb/Ki67 

PATIENT 11 PATIENT 20 
PATIENT 12 

CLUSTER 1 CLUSTER 2 

OS = 41 days OS = 191 
days 

PATIENT 3 

OS = 764 
days 
Still alive 

OS =313 
days 

Schalper & Idoate. Yale & Navarra Universities 



Cluster 1 

Cluster 2 
DAPI/CD11b/CD68/HLA-DR 

DAPI/CD11b/CD68/HLA-DR 

Schalper & Idoate. Yale & Navarra Universities 





Schalper & Idoate. Yale & Navarra Universities 

Cuantificación expresión ihq mediante multiplex quantitative immunofluorescence  



Schalper K &, Idoate MA. Yale & Navarra Universities. 

Cuantificación expresión ihq múltiples biomarcadores mediante “multiplex quantitative immunofluorescence” 

apoyado en el análisis multiespectral y facilitado por la moderna tecnología. 

Treatment with nivolumab was associated with a mild (non-significant) increase in tumor T-cell infiltration.  

Cuantificación de la expresión inmunohistoquímica de biomarcadores 
tisulares realizado mediante diferentes tecnologías y su aplicación clínica  



A LOS  luchaDORES POR  

lA digitalizacion 

INMUNOHISTOQUIMICA 

LA 

PATOLOGIA 

DIGITAL 



Conclusiones 
• La Patología y la Industria deben ir de la mano para un rápido 

avance en el paso de la Patología Cualitativa a una Patología 
Cuantitativa que se apoya en la evaluación de la 
inmunohistoquímica. 

• Es necesaria la concienciación por parte del patólogo y otros 
especialistas, además de las instituciones implicadas, 
especialmente en el área de la Oncología, en la necesidad de la 
evaluación precisa, reproducible y rápida de múltiples marcadores 
inmunohistoquímicos mediante la moderna tecnología de análisis 
automatizada de la imagen. 

• La nueva Patología Diagnóstica Cuantitativa permitirá disponer de 
valiosos datos de biomarcadores relevantes predictivos de 
respuesta a la terapia y de significado pronóstico para el bien de 
nuestros pacientes. 
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Paisaje Otoñal Pireinaico Navarro.  




