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1. INTRODUCCION

Uno de los retos principales de la ciencia meédica, es el conocimiento y la
integracién de los adelantos basicos de la inmunohistoguimica en los procedimientos de
diagnéstico y tratamiento de las enfermedades. Por otro lado, el andlisis cualitativo v
cuantitativo de diversas caracteristicas de la respuesta inmunitaria, ha conducido a un
mejor entendimiento de la patogénia de muchos trastornos clinicos. Por o tanto, este
entendimiento a estimulado 2 investigacion dentifica basica en inmunologia e
histoguimica.

La Inmunohistoquimica es la union de dos disciplinas Inmunologia e Histoguimica.
El conccimiento de esta técnica nos conduce a la conclusion de que la
Inmunohistoquimica es capaz de resolver la mayoria de los problemas gue se plantean
actualmente en e diagndstico dinico.

Los métodos inmunohistoquimicos se emplearon originalmente en los estudios
sobre las reacciones inmunoldgicas del organismo. Sin embargo, la importancia de la
inmunchitoquimica es mucho mayor. En principio, es posible determinar la localizacién de
cada proteina que se forma en el organismo. La palabra inmunogufmica fue empieada por
primera vez en 1903 por Arrhenius.

Estas técnicas se utilizan para identificar antigenos presentes en suspensiones
cejulares o en cortes de tejidos, su aplicacién mas comun estd orientada a la deteccidn de
antigenos. Los antigenos pueden ser propios de las células examinadas o corresponder a
microorganismos {0 sus productos) tocalizados dentro o en la superficie de las células.
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2. GENERALIDADES

Los métodos inmunochistoquimicos se basan en el empleo de un anticuerpo
especifico marcado por enlace quimico con una substancia que puede hacerse visible, sin
que se afecte la capacidad del anticuerpo de formar el complejo antigeno-anticuerpo. El
principio puede iustrarse con la denominada técnica de anticuerpo fluorescente, en la
cual se emplea la fluoresceina.

Los anticuerpos pueden tratarse con enzimas para poder localizar los complejos
antigeno-anticuerpo por determinacién enzimohistoquimica, Por 10 que desarrollaremos
las técnicas mas empleadas, asi como los factores y aspectos practicos que intervienen
durante el proceso, para obtener resultados positivos.

La especificidad del método depende de que el antigeno empleado pueda aislarse
sin mezclarse con otras substancias. Por lo tanto un tontrol importante del método es la
investigacién del grado de pureza del antigeno. Debe asegurarse la especificidad de la
reaccion inmunohistoguimica por medio del uso de tejido control.



TRABAJO TERMINAL

wn

3. CONCEPTOS BASICOS DE INMUNOLOGIA

Para ayudar a la comprension general de los métodos inmunchistoquimicos, es
necesario describir algunos términos que se emplearan a lo largo de este trabajo.

ANTIGENO.
E} antigeno es una molécula que genera como respuesta la produccion de un

anticuerpo o células sensibilizadas. La parte de antigeno que se une especificamente al
anticuerpo se llama determinante antigénico o epitope. Una molécula antigénica puede
tener varios epitopes, aunque el anticuerpo solo se unird a un epitope especifico. La gran
mayoria de ios antigenos son proteinas y su antigenicidad depende de s estructura
quimica que pueden ser carbohidratos y fosfodiesteres ©,

EPITOPE.
La porcion del antigeno que se combina con el sitio de enlace del anticuerpo se

llama determinante antigénico. Esta es una estructura quimica tridimensional presente en
el antigeno que determina la especificidad de Ia reaccién antigeno-anticuerpo @,

ANTIGENICIDAD,
La antigenicidad es la capacidad que tiene un antigeno para producir una

respuesta inmunitaria. La antigenicidad depende de la naturaleza fisicoguimica y de ia
estructura tridimensional del antigeno, ademas del procesado quimico vy fisico del tejido.
Un antigeno optimo debe retener Ia antigenicidad para ser reconocido faciimente por los

anticuerposa

La alteracion de la antigenicidad depende del antigeno en particular y de los
procedimientos en e manejo del tejido como: la autolisis, fijacién e inclusion @,

ANTICUERPOS.
Los anticuerpos forman parte de un grupo de proteinas con similitudes

estructurales, a las que se ha denominado inmunoglobulinas. La mayor parfe de las
inmunoglobulinas, o quizas todas son sintetizadas por las células plasmaticas, pasando al
suero y liquidos tisulares. Los anticuerpos o inmunoglobulinas son glucoproteinas que
tienen afinidad especifica por los antigenos, las cuales son producidas como respuesta a
la estimulacién  antigénica. Estos son clasificados de acuerdc a su movilidad
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electroforética, la cual depende de la composicion quimica. Las distintas clases de
inmunoglobulinas dependen de la estructura tridimensional, del porcentaje de
carbohidratos v de Ia funcidn de ofras sustancias. Estructura basica. La molécula de
inmumoglobulina utilizada en e método inmunohistoquimico es la subclase IgG.

La fraccidn variable {(Fab) tiene una especificidad diversa y tiene afinidad especifica
por los antigencs. La fraccion constante (Fc) contiene receptores para el sistema de
complemento, fraccidén o receptor para la proteina A y células inflamatorias (macrdéfagos,
mastocitos, linfocitos y al sincitiotrofoblasto placentario).

La unidad estructural basica de cada clase de inmunoglobulina consiste en dos
pares de cadenas polipeptidicas unidas por enlace de disulfuro. Estas cadenas
polipeptidicas corresponde a: dos cadenas ligeras (L) y dos cadenas pesadas (H).

AFINIDAD
La fuerza del enlace entre un determinante antigénico de un antigeno o hapteno y

el sitio de enlace de un anticuerpo se denomina afinidad del anticuerpo. La afinidad es la
suma de las fuerzas de atraccién y repulsion entre el anticuerpo y su antigeno
correspondiente®”

4. METODOS INMUNOHISTOQUIMICOS

Los métodos inmunochistoquimicos son métodos de inmunoiocalizacion que utilizan
una enzima como trazador del marcaje. La reaccién antigeno-anticuerpo se observa
afadiendo al final de la reaccién el substrato de la enzima més una sustancia lfamada
cromégeno. El cromdgeno da lugar a un precipitado insoluble y coloreado. Las enzimas
més utilizadas como trazadoras del marcaje son: peroxidasa, fosfatasa alcalina y glucosa
oxidasa (ocasionalmente usada)®.
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ENZIMAS UTILIZADAS EN LOS METCDOS INMINOHISTOQUIMICOS

Las enzimas son proteinas que disminuyen la cantidad de energla gue se requiere
para llevar a cabo una reaccidn; esta actividad catalitica es especifica. Para realizar su
funcidn, se unen a las moléculas por catalizar o substratos®?,

Peroxidasa. {enzima que interviene en el proceso de reduccion y oxidacion)

La peroxidasa utiliza el peréxido de hidrégeno o un perdxido organico como
substrato, se encuentran presente en la leche, vegetales, leucocitos, plaquetas vy
eritrocitos. Es fa enzima utilizada mds facilmente como marcador. Consiste en méas de 20
isoenzimas que tienen un punto isoelétrico diferente. La peroxidasa ideal deberia tener un
punto isoeléctrico, a un pH casi fisioldgico, el cual es optimo para la reaccidn antigeno-
anticuerpot,

La peroxidasa demuestra la habilidad de reducir el perdxido de hidrdgeno a agua
en presencia de un electrén donador. Existen miitiples substratos para fa peroxidasa. Los
siguientes factores influyen para ia seleccién del substrato:

1- Color- El color podria contrastar con otros colores existentes en el tejido. Ejemplo. Un
cromaégeno café claro podria contrastar con la melanina. Un segundo cromdgeno de color
diferente podria ser seleccionado para una doble tincidn inmunochistoguimica.

2~ Solubilidad. Unicamente DAB forma un precipitado inscluble en las preparaciones
tisulares, las cuales pueden permanecer almacenadas por fargo tiempo. Los otros
cromégenos son solubles en solventes orgénicos

3- Sensibilidad®.

Fosfatasa alcalina. En 1969, fue utilizada por primera vez por Avrameas., su
substrato incluye sales de naftol, como agentes de unidn (naftol AS-MX ¢ fosfato AS-Bl)y
sales de diazonio como cromégeno®,

Glucosa oxidasa. La glucosa oxidasa no es muy utilizada por que el substrato que
requiere no es estable®®,
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Clasificacion de los métodos inmunohistoquimicos:

Inmunofluorescencia: directa e indirecta

Inmunohistoenzimatica: métode de la peroxidass, método peroxidasa-antiperoxidasa
{PAP), método avidina-biotina {ABC) y método de estreptavidina-bictina (SAP).

INMUNOFLUORESCENCIA

La inmonofluorescencia se puede aplicar como una técnica inmunohistoquimica o
inmunocitoquimica para deteccidn y focalizacion de antigenos en células o tejidos. El
anticuerpo especifico se conjuga con compuestos fluorescentes, dando como resultado un
trazador sensible para antigenos del tejido. El anticuerpo conjugado reacciona con los
antigenos de las células o tejidos forméndose asi un compleio inmune estable. El
anticuerpo no fijado se elimina por lavado y la preparacion resultante se observa en un
microscopio de flucrescencia @,

El fendmeno de fluorescencia es la emision de luz con diferente longitud de onda,
a la longitud de onda excitatoria o incidente. Los fluocrocromos como la rodamina o
fluoresceina utilizados en los laboratorios clinicos, tienen espectros caracteristicos de
emision y absorcion. El isotiocianato de fluoresceina (FITC) se unen con rapidez covalente
a fas proteinas en un pH alcalino y emite un color caracteristico verde-amaritlento. El
isotiocianato de tetrametit rodamina, emite su color caracteristico anaranjado-rojizo®.

ta técnica de inmunofluorescencia wtiliza preferentemente tefido fijados por
congelacién, ya que de esta manera se asegura la preservacion de la antigenicidad de los
antigenos presentes en las células y/o tejidos.

Las desventajas del marcador con inmunofluorescencia son: 1) El marcador puede
por si misma apagar graduaimente el proceso que es activado por la incidencia de luz. Por
lc que los marcadores fluorescentes no son permanentes. Aungue este proceso se apague
puede ser acelerado. 2} La eliminacion no puede ser deshidratada la eliminacion de la
cubierta compromete 12 tincidn. La deshidratacion para ia eliminacion de la cubierta y un
pancrama Optimo soluciona fa inactivacidn y solubilidad de fos compuestos fiuorescentes.
3) Se requiere la filtracidn de luz para evitar la incandescencia de Ia luz a una longitud de
onda de amptio espectro, por que la luz flucrescente no se observa en la luz blanca.
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Los sistemas de deteccion para la técnica de fluoresceina pueden ser directos o
indirectos

Metodo directo. £n este método el anticuerpo conjugado se afiade directo a la seleccién
de tejido o suspension de células viables.

Metodo indirecto. Este método permite la deteccidn de anticuerpo en el suero. Elimina la
necesidad de purificar y conjugar individuaimente cada muestra de suerc.

TECNICA DE INMUNOPEROXIDASA

La peroxidasa es una enzima obtenida del rabano picante, es e trazador de
marcaje enzimatico mas utilizado. La peroxidasa puede emplearse de la siguiente forma:
+ Técnicas con anticuerpos marcados: técnica directas o indirectas

+ Técnicas con anticuerpos sin marcar:  técnicas de peroxidasa-
antiperoxidasa (PAP).

En esta téenica e anticuerpo va unido al trazador, pudiendo procederse por el
meétodo directo o indirecto, similares en su fundamento a los aplicados a la
inmunofiuorescencia.

Meétodo directo

En este método el anticuerpo primario se conjuga directamente con {a enzima peroxidasa
(en desuso). Es el métoda mas sencillo, pero el menos sensible para la deteccidn de
antigenos.
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Método indirecto

En este procedimiento el anticuerpo primario sin conjugar se une en un primer
paso con el antigeno presente en la seccidén de tejido. Posteriormente se afiade un
anticuerpo secundario, marcado con el trazador enzimatico ef cual es obtenido en un
animal diferente al anticuerpo primario. El anticuerpo secundario se produce
especificamente contra la clase de inmunoglobulina que constituye el anticuerpo primario.

Ventajas del método indirecto:

a) es mas sensible que la técnica directa v,
b) el anticuerpo secundario puede utilizarse para todos los anticuerpos primarics posibles
obtenidos de una misma especie.

Caracteristicas de los métodos directo e indirecto:

1. Enlos dos existe una sola molécula de peroxidasa por cada una de anticuerpo y

2. La sensibilidad de ambos métodos es superior a la de la inmunofluorescencia, debido
a que cada molecula de peroxidasa es capaz de desdoblar muitiples moléculas de
substrato.

Los métodos de marcaje con peroxidasa, encierran dos inconvenientes principales:

1. Enlos tejidos existe normalmente peroxidasa enddgena gue puede dar lugar a falsos-
positivos. Por esta razdn como fase previa a la realizacion de la técnica, es necesario
inhibir {a actividad endégena de la peroxidasa sobre el tejido de estudio.

2. El cromdgeno utilizado para revelar la reaccidn, es la diamincbenzidina (DAB) que
posee una gran toxicidad carcinogénica por lo que debe ser manipulada con
precaucién.
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Técnicas con anticuerpos no marcados. Metodo de k2 Peroxidasa-Anbiperoxidasa (PAP)

En esta téenica en lugar de usar anticuernpos marcados con una enzima, utiliza
como trazadores de marcaje inmunocompiejos formados por la enzima peroxidasa y
anticuerpos especificos contra ella.

El complejo se obtiene, al entrar en contacto "in vitro” los anticuerpos con la
peroxidasa formando el complejo peroxidasa-antiperoxidasa o complejo (PAP) a través de
una reaccidn de precipitacion. El complejo PAP estd formado por tres moléculas de
peroxidasa y dos de anticuerpo antiperoxidasa‘®.

Para este procedimiento de inmunotincidn se utilizan sucesivamente tres reactivos
inmunes diferentes:
1. Anticuerpo primario, semejante a los empleados para los métodos de
inmunoperoxidasa directa e indirecta.
2. Anticuerpo puente o secundario, que unira el anticuerpo primario al complejo PAP.
3. Complejo PAP, que contiene la enzima que actuard como trazador de la reaccion
inmune,

Este procedimiento de inmunolocalizacion es de 100 a 1000 veces mas eficaz
que las técnicas indirectas que emplean anticuerpos marcados con fluorocromos o
peroxidasa; y 20 veces mas sensible que las técnicas en que el anticuerpo antiperoxidasa
y la peroxidasa se aplican como soluciones separadas®.

Procedimiento técnico

1. Desparafinar e hidratar.

2. Inhibir la peréxidasa enddgena.

3. Incubar con suero de cerdo (o del animal del que se haya obtenido el anticuerpo
puente) normal o diluido en TBS at 1/20 durante 20 a 30 minutos.

4, Drenar el exceso de suero y secar alrededor del circulo.
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5. Incubar con el anticuerpo primario de conejo a la dilucion dptima, usando como
diluyente suero normal de cerdo al 1:20 o TBS. Incubar 30 minutos en camara
himeda 2 temperstura ambiente ¢ toda la noche en camara himeda a 4°¢.

6. Eliminar el exceso de anticuerpo con TBS y aplicar tres lavados en TBS de 3 minutos
cada uno. ’

7. Incubar con e anticuerpo secundario (habitualmente, suero de cerdo anti-IgG de
conejo), usando para diluirlo el mismo solvente que para el anticuerpo primario. La
incubacion se realiza en cdmara hiimeda por 30 minutos,

8. Proceder comoen el paso 6

9. Incubar en camara humeda, de 30 a 60 minutos con e complejo perdxidasa-
antiperéxidasa en la dilucion éptima.

10.Proceder como en el paso 6.

11.Revelar con DAB aproximadamente 10 minutos bajo control microscopico.

12.Lavar con agua corriente.

13. Contrastar con hematoxilina, deshidratar, aclarar y montar ¢,

TECNICAS CON FOSFATASA ALCALINA 'Y GLUCOSA OXIDASA COMO ENZIMAS
TRAZADORAS

El método que utiliza a la enzima fosfatasa alcaling, es menos empleada que ia
peroxidasa, debido a la mayor dificultad de su manejo.

La fosfatasa alcalina es una enzima capaz de hidrolizar los ésteres de fosfato en un
medio alcalino. Para visualizar la actividad de la enzima se procede al revelado empleando
naftol-AS-fosfato como substrato y sales de diazonio tipo rojo rapido (fast red) o azul
répido (fast blue) como agente de unidn, manifestandose de un color azoico rojo ¢ azul.
Ef principal inconveniente de los métodos que utilizan la fosfatasa alcalina como trazador,
es la necesidad de utilizar un medio de montaje acuoso para la confeccion definitiva de las
preparaciones. '

La mayor ventaja para la utilizacion de la fosfatasa alcalina como trazador es que
debido a la escasa proporcion presente en los tejidos normales, no suele ser necesario
inhibir su actividad enddgena. Los tejidos que presentan fosfatasa y que son de
importancia en nuestra area son; dentina, tejido oseo, cemento radicular y cartilago.
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La glucosa oxidasa es una enzima gque histoquimicamente, se manifiesta por
oxidacién de la glucosa con reduccidn simultdnea de una sal de tetrazoilo incolora que se
transforma en un azul formazan estable y no degradable. La enzima es aislada del
“Aspergillus niger” y de la que no existe actividad enddgena en los mamiferost”,

Procedimiento téchico

Se procede igual que para la técnica de PAP, aunque usando un complejo de
fosfatasa alcalina anti-fosfatasa alcalina.

La reaccion puede mejorarse repitiendo una o dos veces todos los pasos a partir
de la incubacion con el anticuerpo secundario o puente.

METODOS DE AVIDINA-BIOTINA

Es un método altamente sansible, en el cual se emplean anticuerpos marcados, fa
reaccion se basa en la gran afinidad que poseen entre si las moléculas de avidina v
bictina generando un fuerte enlace no inmune.

Avidina. Es una glicoproteina de alto peso molecular. Se encuentra en ia clara del huevo y
en el Streptomyces avidinii {estreptoavidina). Esté formada por cuatro subunidades que
configuran una estructura terciaria con cuatro regiones hidrofdbicas que sirven de enlace
con la biotina. La avidina puede unirse con enlaces covalentes, con una gran variedad de
proteinas, glicoproteinas y polisacaridos®™.

Biotina. Es una proteina de bajo peso melecular, perteneciente al complejo B. Se
encuentra presente en la yema de huevo. Se une facilmente con anticuerpos y proteinas
trazadoras mediante enlace covalente, a cadenas laterales aminos 0 carboxilo de residuos
de aminoéacidos, o residuos de azicares, de proteinas y glicoproteinas, Pueden unirse
hasta 150 moléculas de biotina a una sola molécula de anticuerpo ™,

Los métodos inmunoenzimaticos gue utilizan la avidina-biotina (para ser visible la
reaccion antigeno-anticuerpo) puede realizar por medio de dos métodos:
Técnica directa. El anticuerpo primario es marcado con la biotina.
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Técnica indirecta. Es la més habitual, el anticuerpo secundario es marcado con fa bictina.

Dependiendo del desarrolic de la fase no inmunoidgica del proceso se obtienen dos
métodos:

Meétodo puente avidina-biotina.

Se une el anticuerpo bictinilado con avidina sin marcar para ligar a continuacion el
complejo con una enzima biotinilada.

Procedimiento:

Los pasos 1 al 6 son iguales que en la técnica del complejo avidina-biotina.
Después se procede a incubar ia avidina marcada con la enzima durante 30 minutos. Los
pasos 8 al 11 son asi mismos iguales.

A continuacion se describira la técnica del complejo ABC como técnica de mayor
relevancia,

Meétodo de complejo avidina-biotina o ABC

Se aplica un compleio de avidina y un trazador enzimédtico biotinilado que
contengan lugares libres en la avidina para que se produzca la fijacién sobre al anticuerpo
primario o secundario biotinilado

Procedimiento:

1. Incubar con suero normal de cerdo (SNC), diluido 1:20 en solucién amortiguadora
Trisfsalina (TBS) durante 20 minutos.

2. Drenar el exceso de SNC.

3. Incubar con el anticuerpo primario en la dilucion dptima, usando como solvente SNC
en ditucidn 1:20, durante 30 a 45 min. A temperatura ambiente o toda la noche a 4°C.

4, Eliminar el exceso de anticuerpo primario v lavar en TBS, tres cambios de cinco
minutos cada uno.

5. Incubar con el anticuerpo secundario bictinilado (dilucion dptima), disuelto en SNC
con una concentracion 1:20, de 40 a 45 minutos.

6. Proceder como en ef paso cuatro.



TRABAJO TERMINAL 15

7. Incubar el complejo avidina-biotina (dilucién Sptima), disuelta en SNC 2 1:20 de 30 a
60 minutos.

8. Proceder comoen los pases 4y 6.

8, Incubar con la solucion correspondiente de revelado segin se haya elegido el marcaje
con peroxidasa o fosfatasa alcalina.

10. Lavar en agua corriente.

11. Contrastar con hematoxilina (de preferencia hematoxilina de Mayer), y montart®,

Ventajas de la técnica avidina-biotina '

+ E métpdo tiene muy alta sensibilidad ya que muchas moléculas de biotina se pueden
unir a un solo anticuerpo.

¢+ Permite que el anticuerpo se pueda emplear muy diluido, debido a la gran cantidad de
unién de bictina a un solo anticuerpo.

Observaciones:

Algunos tejidos tienen la capacidad de atrapar la avidina (ya sea por afinidad
molecular o por su alto contenido en biotina enddgena), lo cual puede determinar la
aparicidn de falsos positivos.

CROMOGENOS
Las enzimas utilizadas en los métodos inmunochistoguimicos tienen la capacidad de
interaccionar con una tercera substancia, que dé iugar al producto opaco o insoluble
preciso.
Como cromdgenos se emplean los siguientes:
3,3 "diaminobencidina (DAB) pars la peroxidasa
3-amino-9-etil~carbazol, para fa peroxidasa
4-cloro~-1-naftol, para la peroxidasa.
Fenilendiaminapirocatecol, para la peroxidasa.
Nitroazul de tetrazolio, para la glucosa-oxidasa.
Fosfato de naftanol, para la fosfatasa aicaiina®.

e * & & & @
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5. ASPECTOS PRACTICOS DEL DESARROLLO DE LAS TECNICAS
INMUNOHISTOQUIMICAS
Es conveniente mencionar v detaliar los factores que repercuten en el resultado de
las técnicas inmunohistoquimicas y de las inmunotinciones para preservar el tejido

AUTOLISIS,
La isquemia y muerte celular pueden ocurrir después de la desvitalizacion del

tejido. La reaccion es iniciada por enzimas proteoliticas, metabolizando los componentes
celulares. Estas enzimas alteran irreversiblemente la estructura molecular y por lo tanto
la antigenicidad. Una autolisis minima por enzimas protecliticas enddgenas provoca un
marcado cambio en la antigenicidad @,

FIJACION.
Las pautas de fijacidn en inmunohistoquimica seran distintas segin el antigeno

que se desee estudiar.

El propésito de ia fijacion es: 1) Inactivar €l mecanismo autolitico, con retencién de
la arquitectura celular, 2) Inmovilizar fas moléculas para evitar la relocalizacion en otra
parte de la célula, o para prevenir la difusidn, 3) Incrementa la rigidez tisular que facilita
el corte.

La precisidn de la localizacién de las moléculas ya fijadas depende del antigeno,
del fijador y de las condiciones de fijacion.

La finalidad de la fijacidén es disminuir la pérdida de proteinas. Los antigenos mas
pequefios estan sujetos a una mayor movilizacién. La fijacidén es acelerada por e calor y
la agitacidén que optimizan la localizacién de antigenos.

A consecuencia de Ias reacciones quimica durante la fijacidon la antigenicidad es
alterada. El formaldehido altera considerablemente la antigenicidad de los filamentos
intermedios de queratina, en contraste, el formaldehido vy e etanol no modifican la
antigenicidad de hormonas péptidas. El beneficio de la alteracidn de la estructura proteica
es la inactivacion de las enzimas enddgenas que son las responsables de un falso positivo
(14

Las condiciones del fijador también afectan la antigenicidad; El fijador debe ser
una solucion isoténica y con un pH neutro para obtener una optima retencién de la
antigenicidad.
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Aspectos importantes que debemos tomar en cuenta durante e desarrollo de ia fijacion:

1. Los fijadores que actiian por precipitacion de proteinas, como los fijadores acidos
{solucion de Bouin o solucion de Carnoy), el alcohol etilico y los compuestos a base de
metales pesados (BS o Zenker), suelen producir mejores resultados que los fijadores
por reticulacion (formalina) o los que contienen oxidantes, como la solucion de Helly.

2. Para preservar la antigenicidad es necesario confrolar el tiempo de fijacion.
Dependiendo de la localizacién histoldgica vy anatdmica del antigeno a examinar el
fijador actuara de diferente manera.

3. Cuando se va a fijar una muestra de gran volumen, la fijacién por inmersién en la
solucion filadora proporciona resultados variables en cuanto a la positividad
inmunohistoquimica, va que las zonas mejor fijadas se tefiirdan mas que las mas
profundas.

4, La fijacion debe ser inmediata para evitar la autolisis.

Los agentes fijadores mas comunes son:

Congelacion. El método por congelado da una buena retencion y conserva la antigenicidad

natural. Hace mas rapida y precisa 'a iocalizacion de las moléculas antigénicas. Las

desventajas de ta congelacion de tejidos son los siguientes:

1. Posible difusién de los antigenos, principaimente de moléculas pequefias, a los
diferentes comportamientos celulares o fuera del tejido.

2. Inactivacion irreversible de las proteinas(enzimas) enddgenas

3. Distorsidn considerable de la estructura celular por la formacidn de cristales de hielo.
Un congelado con deshidratacian ultra rapida puede corregir este problema.

4. La congelacion hace que las secciones se desprendan mas faciimente del tejido.

Afcohol y acetona. La fijacion de los antigenos con alcohol y acetona es por
desnaturalizacidn de las enzimas. Provoca una minima alteracion de la antigenicidad, Su
desventaja es similar a la fijacién por congelacion, es decir, es posible la traslocacion de
antigenos y no previene la autolisis de los tejidos ¥ en ocasiones provoca una mala
preservacion estructural.



TRABAJO TERMINAL i8

Los fijadores alcohdlicos se recomienda para la determinacidn de filamentos intermedios
tales como vimenting, desmina, citoqueratinas, proteina acidica glial fibrilar vy
neurcfilamentos, La acetona altera la preservacion morfoldgica perc conserva muy bien

los antigenos de superficie celular.

Aldehidos. El més cominmente utilizado es el formaldehido vy e glutaraldehido, ambos
fijadores tienen enlaces covalentes con ios grupos amino de las proteinas.

Formaldehido. E formaldehido puede ser combinado con otros acidos como, ef acido
picrico, lo cual mejora la fijacidn de proteinas basicas y de histonas, o con acido
peryodico (los grupos de carbohidrato son oxidados para el aldehido) y complejo
polimérico de lisina y formaldehido @,

Glutaraldehido. La preservacién ultraestructural es mucho mejor con el glutaraldehido,
por que sus dos grupos aldehidos proveen entaces fuertes. Sin embargo la penetracion al
tejido es minima (p.e. 0.35 mm/hr. in vivo). En contraste con el formaidehido forma un
enlace débil, pero la penetracion es mas rapida, ya que contiene un sélo grupo aldehido,
ocasionando  alteracidn de la antigenicidad. La combinacidn de estos dos aldehidos
maximiza la preservacion ultraestructural v retencién de la antigenicidad natural.

Paraformaldehidp. Se utiliza en casos especiales, en general proporciona buenos
resultados inmunohistogquimicos. Para los tejidos incluidos en plastico puede ser eficaz la
fijacion en paraformaldehido vehicutado en buffer cacodilato 0.1 M (pH 7.2) con cloruro
calcico 50 Mm. Para la identificacién de enzimas y proteinas de gran tamafio se
recomienda el paraformaldehido al 4%, ya sea solo ¢ con glutaraldehido al 50 por 100 en
buffer fosfato 0.1 M(pH 7.227.4) ©.

Osmio, El tetradxido de osmio es un compuesto tetrapolar que interactua con los lipidos y
proteinas por medio de quelacidn en mdltiples sitios. Causa gran alteracion de Ia
antigenicidad debido al cambio de la forma nativa de estas moléculas, permitiendo
mltiples uniones cruzadas, asi como corte de las proteinas.
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Compuestos de mercurio. Microscépicamente las sales de mercurio proveen buena
fijacion, pero con mala conservacion de la estructura celular, con retencion de
antigenicidad, por que el cloruro de mercurio penetra al tejido lentamente. Muchas veces
es combinado con otro fijador.

1. B5. Es una mezcla de formalina y cloruro merclrico, neutralizado con acetato de
sodio.

2. Zenker's. Es una solucion de cloruro de mercurio, dicromato de potasio y &cido
acético, el mercuric negro precipitado puede ser removido, ya que, puede confundir la
interpretacién de la inmunotincién .

En el diagndstico, la eficiencia y la preservacion de la ligera morfologla
microscopica son consideraciones doﬁwinantes. Por lo tanto el formaldehido es el fijador
mas comin.

£l formaldehido es el fijador mas com{nmente utilizado para fines diagnésticos, va
que es eficaz en preservar la morfologia microscopica de los tejidos. Sin embargo cuando
el objetivo es la localizacién precisa de antigenos, se usa un fijador especial y el método
de fijacion debe ser cuidadosamente evaluado.

INCLUSION

los medios de inclusién y las condiciones de ia inciusion intervienen
considerablemente en la aiteracion de la antigenicidad. El método habitual de inclusion,
tanto en parafina como en algunas de las resinas sintéticas, puede afectar a los resultados
inmunchistoquimicos. El uso de acetona en lugar de etanol v el de cloroformo o benzoato
de metileno en lugar del xileno mejoran notablemente la inmunotincién. Los métodos

mas comunes de inciusion son los siguientes:

Congelacion. El método de inclusion por congelacién provee suficiente rigidez estructural
del tejido que facilita los cortes del mismo. Una ventajas sobre los otros medio de
inclusién es que provoca una minima alteracion de la antigenicidad.

Parafina. La parafina son compuestos de hidrocarburos. Las principales ventajas de la
parafina son: facilita el corte en muchas secciones y no causa una alteracion significativa
de la antigenicidad.
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Pldsticos. Son metacrilatos y resinas epdxicas, causan profundo efecto en la antigenicidad,
el uso de metacritato de glicol favorece a la retencidn de la antigenicidad natural

En cuanto al medio de inclusion, la tincidn inespecifica de fondo es mayor en el
material embebido en parafina que en las secciones por congelado.

DECALCIFICACION

La inmunorreactividad de las inmunogiobulinas, polipéptidos, hormonas,
filamentos intermedios, antigenos tumorales y proteina $-100 se conserva bien tras la
aplicacion de algunos procedimientos rutinarios de decalcificacion (EDTA 0.5 M, &cido
acético acuoso al 10% o 4cido férmico al 5%) 99

PRETRATAMIENTO DEL TEJIDO.

La secuencia antigénica constituida por muitiples antigenos diferentes es detectada
mas facilmente que un solo epitope. La sensibilidad puede ser aumentada por exposicion
de mayor nimeros de sitios antigenicos, a través de enzimas digestivas. La antigenicidad
es alterada por la fijacidn, pero puede ser restablecida parcialmente dependiendo del
antigeno en particular incubandolo en las siguientes soluciones proteicas:

1. Tripsina. Incubar al 0.1 % una sol7ucidén de tripsina, en 0.05 de solucion buffer de
Tris-HCL con 0.1 % CaCl2 a pH 7.8 por 15 minutos.

2. DNasa. Incubar con varias gotas 5mg/mi de solucion de DNasa en 0.05 M Tris HCL
buffer con 0.1 M de MgS0O4 a pH 7.4

3. Pronasa. Incubar en una solucion de 0.12 -0.25 mg/mi de pronasa a 37°] por 1 hora o
en 0.1 % de pronasa en 0.5 de solucidon buffer de Tris HCL pH 7.5 por 2 horas en
tejidos con hidroxietil-metacrilato.

4. Pepsina Incubar 4mg/mi pepsina en 0.0 N HCL, a 37°C.

5. Papaina. Incubar papaina al 0.1 % en 0.05N Tris HCL a pH 7.5, por 2 horas a 37 °C.

6. Proteina V. Fijar con xilol la porcidn de glicol metacrilato del tejido para incubar en 0.25
mg/mi |2 proteina V a pH 7.4, por dos horas.

7. Guanidina o urea. La antigenicidad puede ser restablecida por desnaturalizacién en una
solucion 6M de guanidina ¢ urea en 0.1 M Tris-HCL buffer a pH10.2, durante fa noche.
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Nota: el tiempo de incubacién para las soluciones proteicas podria requerir un incremento,
nara fijar e tejido por un Hempo prolongado ¢ sumergirio en glicol metacrilate. Eiemplo.
Fijar un tejido por 6 semanas en formaldehido requerira incubarlo por arriba de 2 horas.

BLOQUEO DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA ENDOGENA

Algunas enzimas utilizadas como trazadores del marcaje, se encuentran en los
tejidos normales a examinar, por fo que debe inhibirse su actividad enddgena antes de la
inmunotincién; de no ser asl, la enzima enddgena reaccionara con el substrato empleado
para localizar la enzima marcadora, dando lugar a faiso-positive.

La peroxidasa y otras sustancias que originan reacciones similares a ella (como la
hemogiobina), se encuentran en tejidos normales y en fumores; se encuentran
principalmente en leucoditos y hematies. El método mas empleado para inhibir la actividad
enddgena de la peroxidasa es la incubacién de las secciones, antes del procedimiento
inmunoidgico, con metanol absohito al que se afade perdxido de hidrégeno (metanol
absoluto que contenga agua oxigenada al 0.3 %, durante 10 a 30 minutos a temperatura
ambiente).

iy i ~ { Ervrndreosdems,
La actividad de la fosfatas

sa alcaiing, a excepcion de la de Uipo intestinal, puede
bloguearse con levamisol InM. La fosfatasa alcalina de tipo intestinal es sensible al
tratamiento con Acide acético al 20 %, perdxido de hidrégenc al 0.3 % vy al &acido

peryodico al 2.5 %.

La glucosa Oxidasa y otras enzimas como la alfa-2-galactosidasa no tienen
actividad en los tejidos humanos.
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BLOQUEO DE TINCION DE FONDO

£n las técnicas de inmunohistoguimica, la tincién de fonde o background puede
ser especifica o inespecifica. La tincion de fondo especifica es debida a varias causas.

1. A la presencia del antigeno objeto de estudio en lugares distintos a aquel en que se
quiere detectar.

2. A la existencia en ef antisuero primario de anticuerpos frente a antigenos distintos al
que guiere determinarse.

3. Al atrapamiento pasivo del antigeno o a su difusion a lugares donde habitualmente
na se encuentra.

La causa mas frecuente de tincidn de fondo inespecifica es la unidn no
imnunoidgica del anticuerpo a ciertos componentes de los tejidos, sobre todo coldgena y
reticuting, debido a fuerzas hidrofobas y electrostdticas. Por io comin es el anticuerpo
primario el que proporciona los niveles mas aitos de tincidon de fondo inespecifica. La
tincién de fondo inespecifica puede reducirse usando el anticuerpo primario en diluciones
muy altas, afladiendo grandes concentraciones de sal (25% de NaCL) al amortiguador,
empleando de preferencia. Por gjemplo, al Tris buffer se le agrega un detergente tal como
el Tritdn X-100. La digestidn enzimatica, reduce igualmente ia tincidn de fondo
inespecifica.

La coloracion de fondo puede reducirse blogueando los lugares con afinidad no
inmune por fas inmunogiobilinas
CONTROLES

Una tincidn inmunohistoquimica es especifica si se demuestra lo siguiente:
1. No ocurre tincidn si se omite el anticuerpo primario.
2. Se inhibe la tincidn si se adsorbe el anticuerpo primario con el antigeno frente al
cuat se ha obtenido, pero no con otros antigenos.
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Controles que se deben realizar para un buen desarrollo de la técnica:

Control negative. Se omite el anticuerpo primario o se sustituye por suero no inmune o buffer,
utilizando el mismo tejido que para el control positivo.

Control positivo. Se utiliza una seccion de tejido del que se tenga certeza absoluta de que
contiene el antigeno por determinar.

Controf de adsorcion. El control negativo ideal consiste en demostrar que desaparece la
inmunoreacctividad si ef antigeno primario es preadsorbido por el antigeno, pero no si es
preadsorbido por moléculas similares.

Causas de falscs-negativos
1. Enmascaramiento de los antigenos.

2. Desnaturalizacion de los antigenos por calor, lo que impide que los anticuerpos los
reconozcan.

Cauisas de falso-positivos
1. Presencia de perdxidasa endégena, por una mala inhibicién.
2. Reacciones cruzadas inespecificas entre antigenos y anticuerpos @
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6. PRODUCCION DE ANTICUERPOS

Los anticuerpos producidos en empresas comerciales, ofrecen una entrega eficaz y
es predecible aprovechar la habifidad del amplic rango de anticuerpos. Una de las
desventajas es la incertidumbre particular que poseen los anticuerpos en la habilidad y
especificidad de detectar antigenos en tejidos procesados y fijados de diferente manera.

Las empresas comerciales en ocasiones no incluyen informacion detaliada acerca
de las especificaciones del anticuerpo que ellos proporcionan, en contraste a los
anticuerpos producidos y purificados en los laboratorios de investigacion. Esta informacion
detallada del anticuerpo es importante tenerla en consideracion cuando existen fallas en el
proceso de inmunotincidn o cuando existan resultados inesperados.

ANTICUERPOS POLICLONALES

La inmunizacion adecuada de un animal produce una variedad de anticuerpos con
diferente especificidad y afinidad. Bl antisuero policlonal consta de una mezcla de
anticuerpos dirigidos contra varios epitopes del antigeno y contra cuaiquier otra molécula
en la preparacidn de inmunizacion, es decir conbra inmunoglobulinas de! animal
inmunizado. Los anticuerpos policionales se obtienen mas rapido y facilmente que los
anticuerpos monocionales. Una desventaja significativa es la amplia heterogenicidad de
anticuerpos. Para minimizar la contaminacion del anticuerpo, & inmundgeno debe ser lo
mas puro posible.

ANTICUERPOS MONOCLONALES

Para obtener anticuerpos especificos puros de un antigenc determinado consiste
en producir anticuerpos monocionales mediante ef cultivo de células. La produccién se
puede mantener indefinidamente generando una clona inmortal de células productoras
de un Gnico anticuerpo con una especificidad bien definida. Los anticuerpos
monocionales son inmunoglobulinas que provienen de una clona de células hibridas®,
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La mayoria de los anticuerpos monoclonales se obtienen mediante la fusidn de
esplenocitos de raton con una célula B de mieloma de ratones de la misma cepa, que no
secrete anticuerpos (fig. 1). También es posible producir células hibridas entre cepas

diferentes e incluso entre especies diferentes, pero estos hibridos suelen ser inestables.

Inmunizacion Pasos

¥ @: Células del misloma

Células B ; e \ %ﬁ w7 {Sensible a HAT) i
{Resist. a HAT} R - g e

. B

éa.,j

Crecimiento en cultivo HAT
Fusian celujar Célglas fusionadas )
{PEG} &
L. de ndeloma:Musren en HAT
Andlisis de los anticuarpos
que se desean obtener Células B o
5:5 Muaren de manera natural

Clona &

Figura 5
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Ventaja de ios anticuerpos monocionales sobre los anticuerpos policlonales:

1. Monoespecificidad (reconoce a un solo epitope)
2. Inmortalidad. Debido a la fusién de una clona de células plasmaticas productoras
de IgG y fa progente de células del mieloma muitiple, la cual genera células hibridas
capaces de profiferar y producir ef anticuerpo indefinido.

A continuacion se mencionaran los pasos para la obtencidn de anticuerpos
monocionales (fig 1):
1. Seinmunizan animales (generalmente ratones ¢ ratas)con un antigenao.
2. Se fusionan las membranas de {as células de bazo (ratdn) con una linea celular de
mieloma mediante 1a adicién de polietilenglicot (PEG).
3. La mezcla obtenida tras el procedimiento de fusion se inocula en un medio de
cultivo que contenga “HAT”. HAT es una mezcla de hipoxantina, aminopterina y
timidina. La aminopterina es una potente toxina que bloguea una importante via
metabdlica. Esta via puede ser eludida a través de otra via de derivacion si se aporta a
las células hipoxantina y timidina. £l indculo contiene células de bazo, células de
mieloma y células fusionadas, Las células de bazo mueren de forma natural en el
medio de cultivo transcurridas una a dos semanas, mientras que las células de
mieloma son destruidas por el HAT. Las células fusionadas sobreviven, va que estan
dotadas de ia inmortalidad propia de las células de mieloma y, al mismo tiempo, de la
via metabdlica de derivacidn de las células de bazo.
4. Todos los crecimientos celulares son analizados para detectar la presencia del
anticuerpe que se pretende obtener; s el resultado es positivo, son clonadas
mediante cultivo en placas de tal manera que se pueda separa cada uno de los clones.
5. Asi obtienen clones procedentes de una Unica célula progenitora que son
inmortales y producen un anticuerpo monoclonat,
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7. APLICACION DIAGNOSTICA

Tal y como se ha expuesto anteriormente, mediante los métodos
inmunchistoguimicos se pueden demostrar antigenos localizados en la membrana celular,
niicleo, matriz extracelular, etc. E anatomopatdlogo cuenta hoy en dia con una serie de
marcadores inmunchistoquimicos que son de gran ayuda en e} diagnostico patolégico.
Muchos de estos se emplean sobre todo en el campo de la investigacion (Tabia 1).



TABLA 1. MARCADORES MAS USADOS EN PATOLOGIA

tos, osteocitos, osteoblastos, condrocitos, y células endote-
liales).

Marcador Tejidos que lo expresan en condiciones nonmnales Aplicacion diagndstica

Actina Tejido muscular Rabdomiosarcomas bien diferenciados

Citoqueratina Comprende 18 variedades separadas: Diferenciacion epitelial (endodérmico, neurcectodérmico,
Tipo |: (4cidas 10-19) epitelos simpies mesodérmico y germinal). Carcinoma epidermoide, carcino-
Tipo Il: (bésicas 1-9) epitelios estratificados ma faringeo, adenocarcinomas y carcinoma de células
Tipo | y Tipo II: epitelio transicional de vejiga y speudo- acinares (glandulas salivales).
estratificado pulmonar ) _

Desmina Células maduras del musculo estriado (esquelético y Tumores musculares estriados
cardiaco) y en musculo liso no vascuiar. Sarcoma alveolar de partes blandas

leiomioma y lelomiosarcoma.
Vimentina Presente en elementos de origen mesenquimatoso (fibroblas- |ldentificacion de tumores 6seos, linfornas, carcinoma epi-

dermoides, mesotelioma, ameloblastoma y adenoma pleo-
morfo.

{IProteina Acido glio-fibrilar

Presente en el drea perinuclear y en ios procesos cltoplasma-
ticos de los astrocitos, glia de Begmann, glia radial (cerebro
fetal), y en las células ependimarias y oligodendrogliares.

Gliomas, astrocitomas, adenoma de hipofisis.
ldentificacién de adenoma pleomorfico de
glandulas salivales.

Proteina $-100

Proteina especifica de las células de Schwann, melanocitos,
células de Langerhans y condrocitos.

Diferenciacién entre melanoma amelanético, linfomas y
carcinomas. Diferenciacion entre melanoma de células
fusiformes, carcinoma de células fusiformes e histiocitoma
fibroso maligno.

Antigeno epitelial de
nmembrana (EMA)

Proteina aislada de la secrecidn lactea humana.
Localizada en al membrana celular y en el borde apical
de la mayor parte de las células epiteliales glandulares.

Identificacién de adenocarcinoma (glandulas salivaies)
Carcinoma epidermoide, carcinora idiferenciado de pulmén

lAntigeno leucocitario
Hleomdin (LCA)

Glicoproteina de membrana caracteristica de los leucocitos
{CD45).

Identificacion de linfomas. Excepte el linfoma de Hodgkin

‘Antigeno carcinoembriona-
irio (CEA)

Glicoproteina abundante durante el desarrollo fetal.
Locafizada en el borde y giucocélix de las céluias epiteliates
{mucosecretoras fetales).

Identificacién de adenocarcinomas {giandulas salivales),
carcinoma epidermoide, carcinoma de células pequefias.

IHMB-45

Marcador especifico, presente en los nevus pigmento-
celulares, y en todos los casos de melanocarcinoma.

Diferenciacién con tumores indiferenciados metastésicos

IlNeurofiiamentos

Elementos principales de las neuronas.

Neoplasias de origen neural o con diferenciacién neuronal:
ganglioneuromés, neuroblastomas, meduloblastomas, etc.
e
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8. CONCLUSIONES

La inmunohistoquimica es un método awdliar en la investigacion, va que nos
ayuda a resolver los problemas en el diagnéstice patoldgico. Ademds las técnicas
inmunochistoquimicas tienen un papel esencial en la elaboracion de un plan de tratamiento
adecuado y especifico de cada padecimiento.

A pesar de que la inmunohistoguimica nos ayuda a determinar la expresién de un
antigeno especifico, existen muchos factores que influyen en ia obtencién de resultados
confiables, como son: la fijacién del tejido, el proceso de inclusion, ia naturaleza del

T o et § Er

antinenn al antirusrns emnleada (concentracidn. esnecificidad v sencibilidad) v al cictam
antigeno, el anticuerpo empleado (concentracion, especificidad v sensibilidad) y el s

de deteccion utilizado. La distribucidn del antigeno dentro de un tejido condiciona la
eleccion del sistema de deteccion.
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