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RESUMEN:

En dermatologia, los procedimientos
inmunocitoquimicos han permitido avances en la
caracterizacién de la individualidad biolégica, la cual
incluye células tumorales de diferentes origenes,
agentes infecciosos, células inmunocompetentes, etc.
El desarrollo de mejores sondas inmunoquimicas y
procedimientos inmunocitoquimicos de alta
sensibilidad, permiten la caracterizacion celular en
tejidos procesados en forma convencional como lo
son los fijados en formol y embebidos en parafina; lo
cual ha dado mayor accesibilidad a estos métodos
auxiliares de diagnéstico histopatolégico. En este trabajo
se describen los marcadores mas usados en
inmunocitoquimica para la caracterizaciéon de
desdrdenes de dificil diagnéstico.

ABSTRACT

In dermatology, immunocytochemical procedures have allowed
great advances in the biological characterization of
different tumor cells, infectious agents, immunocompetent
cells, etc. The development of improved techniques and
procedures have made possible their application in formalin
fixed, paraffin embeded specimens. We decribe the most
used immunocytochemical methods for the
characterization of cutaneous disorders of diagnostic
difficulties.

INTRODUCCION

dad, permiten la caracterizacion
celular en tejidos procesados en
como son

males como alteradas. Estos
anticuerpos pueden utilizarse
como sondas para caracterizar

Los procedimientos  forma convencional
inmunocitoquimicos han sido de los tejidos fijados en formo) y
gran importancia en la embebidos en parafina.(l) La

caracterizacion celular en los ul-
timos afios. En dermatologia
esta metodologia ha permitido
grandes avances en la
caracterizacion de la individualidad
biolégica, que incluye células
tumorales, agentes infecciosos,
células inmunocompetentes, etc.

El desarrollo de mejores sondas
inmunoquimicas y
procedimientos
inmunocitoquimicos de alta
sensibili-
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tincién inmunocitoquimica es el
mejor apoyo para el diagnéstico
histopatolégico por su versatili-
dad, sensibilidad y
especificidad.®

En dermatologia estas nuevas
herramientas permiten la
cuantificacion de células vy
factores solubles de la piel, asi
como, los tumores derivados.

Para determinar el origen
celular de un desorden cutaneo,
los investigadores cuentan con
una serie de anticuerpos que
reconocen distintas moléculas
presentes tanto en células nor-
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los siguientes origenes celulares.

- Epitelial: citoqueratinas,
antigeno de membrana epitelial
(EMA), Lectina Ulex Europeus
(UEA).

- Neurona): proteina S-100,
Enolasa neurona) especifica
(NSE), proteina basica de la
mielina, cromogranina A.

- Neuroendocrino:  Enolasa
neurona) especifica (NSE),
cromogranina A, anticuerpos
dirigidos a neuropéptidos como:
sustancia P, bombesina, met-
encefalina, péptido vasoactivo
intes-
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tina) (VIP), péptido relacionado con
el gen de la calcitonina (CGRP).

- Glandular: antigeno carcinoem-
brionario (CEA), proteina del fluido
de la enfermedad quistica mamaria
(GCDFP).

- Linfocitario: antigeno comun
linfocitario (LCA-CD45), proteina
S-1 00, Vimentina. Y los
numerosos antigenos expresados
por células hematopoyéticas bajo
la denominacién CD para grupos
de diferenciacion, pudiendo
mencionar entre los mas comunes:
CD4, CD8, CD7, CD28, B7.1
(CD80), etc.

- Melanocitico: proteina S-1 00,
Enolasa  neurona)  especifica
(NSE), H M B-45.

Ademas de estos subgrupos, se
cuenta con el panel de filamentos
intermedios: Vimetina, desmina,
neurofilamento que permite
caracterizar células
mesenquimales, musculares vy
neuronales respectivamente; vy
panel de oncoproteinas o factores
de proliferacion como p53, p21 ras,
PCNA, bcl2, etc. Igualmente existe
un sinndmero de anticuerpos
dirigidos a moléculas de
importancia estructural y funcional
como hormonas, citocinas y sus
receptores, proteinas de choque
térmico y moléculas de stress que
permitirdn la caracterizacién de
ciertas condiciones asociadas a
desoérdenes patolégicos.

MATERIAL Y METODOS:

En el Servicio de
Dermatopatologia del Instituto de
Biomedicina, utilizamos la
inmunocitoquimica para la
caracterizacion de deso6rdenes
cutaneos de dificil diagnéstico por
los métodos convencionales. En
muchos de los casos este
procedimiento serd determinante
para el tipo de terapéutica a
utilizar.
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Los marcadores usados mas
frecuentemente son:
1. Citoqueratinas:

Su expresibn es comin en
tumores epiteliales. En la piel
tienen un peso molecular que
incluye desde 40 a 68 Kd y se
subdividen en grupos acidicos y
basicos. Los diferentes tipos de
queratinas se ubican dentro de las
capas de la epidermis segln su
peso molecular. Ejemplo:
queratinas de 50 y 58 Kd se
localizan en la capa basa) y
queratinas de  mayor peso
molecular se localizan en las
capas superiores de la
epidermis. La expresion de las
gueratinas varia con la injuria
tisular, diferentes enfermedades y
tumorigénesis. Los marcadores
mas comunmente usados para la
expresion de la citoqueratina en el
diagndstico dermatopatolégico
incluyen AE-1 y CAM 5.2; AE-1 es
un anticuerpo monoclonal que se
prepara de queratina humana y
reacciona con queratinas de 40,
48, 50, 54 y 56.5 Kd. CAM 5.2 se
prepara usando la linea celular HT
29 del carcinoma colorrectal
humano como inmunégeno vy
reconoce las queratinas de 39,43 y
50 Kd. En la piel normal AE-1 tifie
los queratinocitos de la capa basa)
y ductos sudoriparos, mientras que
CAM 5.2 tifie solamente ductos
sudoriparos. Los anticuerpos de
citoqueratinas CAM 5.2 y AE-1 se
utilizan para caracterizar lesiones
epiteliales pobremente di-
ferenciadas .

2. Antigeno Carcinoembrionario:

Antigeno carcinoembrionario
(CEA) es una proteina glicosilada
de un peso molecular de 200
Kd.(s) CEA es producto de las
células "globet" del intestino
delgado y de células columnares y
células globet de colon. CEA fue
considerado especifico para carci-
noma de colon pero
posteriormente se encontrd dentro
de tumores epiteliales derivados
del endodermo (pul-
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mones, pancreas) y mama.
Formas mono y policlonales
existen pero el anticuerpo
monoclonal se  utiliza mas

frecuentemente en el diagnostico
patolégico por lo que se han
identificado reacciones cruzadas
con el anticuerpo policlonal.(®’ CEA
es positivo en muchas neoplasias
cutaneas tales como: carcinoma
espinocelular, carcinoma anexial

microquistico, carcinoma
adenoideo quistico, carcinoma
ecrino, espiradenoma maligno,
tumor mixto maligno,

adenocarcinoma apocrino, tumores
apocrinos y ecrinos benignos y se
encuentra presente en glandulas
sudoriparas apocrinas y ecrinas
pero ausente en glandulas seba-
ceas. CEA puede ser util en el
diagnéstico de la enfermedad de
Paget extramamaria y en tumores
de diferenciacion ecrina, asi como
en algunas lesiones de
adenocarcinoma metastasico.

3. Vimentina:

Es miembro de los filamentos
intracelulares de clase intermedia;
consiste  en una subunidad
proteica de 57 Kd la cual se aisla
de material de citoesqueleto de
células 3T3 de raton.() Es un
constituyente normal de fibro-
blastos células endoteliales,
células de musculo liso,
melanocitos, cartilago, lipocitos,
macréfagos 'y células mioe-
piteliales de glandulas salivales.($)
En piel sana el anticuerpo no
reconoce el epitelio escamoso
pero reacciona con el endotelio
capilar fibroblastos dérmicos vy
melanocitos de la uniéon dermo
epidérmica.(’) La Vimentina se usa
en dermatopatologia para reco-
nocer diferenciacion mesenquimal
como por ejemplo: melanoma
maligno, fibroxantoma  atipico,
leiomiosarcoma y linfomas.

4. Desmina:

Es un filamento intermedio con un
peso molecular de 53 Kd que se
en



cuentra presente en células de
origen miogénica. Normalmente se
encuentra en los discos
intercalares y lineas Z de musculo
cardiaco y en lineas Z de musculo
esquelético,"® también en algunos
tipos de mdasculo liso vascular.
Desmina se utiliza para evidenciar
diferenciacion muscular y es
especialmente util en diferenciar
leiomiomas y leiomiosarcomas de
otras neoplasias cutaneas de
células fusiformes.

5. Proteina S-100:

Es una proteina acidica,
altamente soluble de 21 a 24 Kd
que se sintetiza en células gliales
(astrocitos 'y oligodendrocitos).
También esta presente en células
de Schwann y células satélites del
sistema nervioso periférico.*? Se
ha identificado en melanocitos,
células de Langerhans y ductos
sudoriparos. Proteina S-100 esta
presente en schwannomas,
condroblastomas,condrosarcomas,
osteosarcomas, gliomas, tumores
de células de Langerhans, algunos
carcinomas y tumores
melanociticos. La proteina S-100
se expresa en proliferaciones
melanociticas benignas (nevus
azul, nevus comun adquiridos,
nevus congénitos, nevus
pigmentados de células fusiformes,
nevus displasicos.*®  Lesiones
metastasicas se tifien con baja fre-
cuencia y melanomas
desmoplasicos y  neutropicos
pueden tener una baja
sensibilidad, aunque en
dermatopatologia se usa para
identificar células de origen
melanocitico.

6. HMB-45:

Anticuerpo monoclonal dirigido
contra una glicoproteina
citoplasmatica de 10 Kd que se
cree que es un componente del
complejo premelanosoma.”®) Este
anticuerpo reacciona con lesiones
melanociticas como nevus
celulares fusiformes y epitelioides,
nevus azul, nevus de Spitz, nevus
con

génitos, nevus displasicos vy
melanoma maligno."” Se ha
demostrado que es un marcador
sensible en el 98% de los casos de
melanoma,®® aunque no
discrimina lesiones melanociticas
benignas de las malignas y se
limita a confirmar la naturaleza
melanocitica de las células.

7. Antigeno comun leucocitario:
LCA o CD45

CD45 o LCA constituye un
grupo de 5 a 8 glicoproteinas con
pesos moleculares que varian de
180 a 220 Kd. Esta presente en
todas las lineas  celulares
hematopoyéticas, ademas existen
otros dos anticuerpos mono-
clonales que reaccionan en tejidos
fijiados en formalina y embebidos
en parafina que son CD45RO
(UCHL-1) el cual detecta una
subpoblacion de células CD4 + vy
CD8 + y CD45RA (MTR2) marca la
mayoria de células T y B normales;
también identifica linfomas de
células B pero no linfomas de
células T. El LCA se utiliza para
demostrar diferenciacion
hematolinfoide con tincion
citoplasmatica indicando un
resultado positivo.

8. CD30 (Ki-1):

El anticuerpo contra el antigeno
Kil detecta una molécula de
superficie celular de 120 Kd vy
reacciona con una molécula
separada con un peso molecular
de 57 Kd (Ki-1 /57 que se en-
cuentra en el ndcleo y citoplasma
pero no en la superficie celular).
CD30 se localiza en la enfermedad
de Hodgkin, linfoma de células
grandes, linfoma anaplasico de
células grandes y papulosis
linfomatoide. La expresion de Ki-1
/120 parece ser independiente de
la expresion de Ki-1 /57, ambas se
expresan en células de Reed
Sternberg pero solo el Kil157 se
expresa en células de mieloma.™®
El anticuerpo monoclonal con-
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tra Ki-1 (CD30) requiere tejido
fresco o congelado, pero el
anticuerpo BerH2 es equivalente al
CD30 y reacciona con tejido fijado
en formalina y embebidos en
parafinas.””

9. Enolasa:

Enolasa neurona) especifica (NSE)
se encuentra en  neuronas
normales y ha sido reportada en
meduloblastomas,
retinoblastomas,'glioblastomas,
astrocitomas, oligodendrogliomas,
ependimomas, pineocitomas,
papilomas de plexus coroideos,

adenomas pituitarios,
meningiomas, neurilemomas,
melanomas, tumores neu-

roendocrinos, algunos carcinomas,
fibroadenomas y linfomas. Aunque
algunos melanomas contienen
NSE inmunorreactiva, unos pocos
gue aparecen como negativos
podrian contener una forma de
enolasa antigénicamente
alterada.®

10. Marcadores de
linfocitica:

superficie

CD1 a requiere tejido fresco y se
encuentra presente en células de
Langerhans cutaneas y nodales,
asi como en timocitos corticales.
La reactividad de CD1 a se
encuentra en histiocitosis X,
leucemias de células T vy
ocasionalmente en células
dérmicas comprometidas en la
presentacion antigénica.”>
También se requiere de tejido
fresco o congelado para CD4 y
CD8 pues los anticuerpos en-
contrados comercialmente no reac-
cionan con tejidos fijados en
formalina y embebidos en parafina.
En la piel, todas las células
linfociticas reaccionan con CD4 o
con CD8. La expresion de ambos
CD4 y CD8 es anormal y se asocia
a proliferacion

maligna.(*°)

Los antigenos CD2, CD3, CD5 y
CD7 se refieren como marcadores
de
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grupo de células T pues se
encuentran sobre la superficie
celular de los linfocitos T. En
neoplasias linfoides, estos
antigenos pueden no ser ex-
presados ejemplo en micosis
fungoi de, papulosis linfomatoide y
pitiriasis liquenoide et varioliforme
aguda existe ausencia de CD7.
Pero CD7 se expresa en un tipo de
células T precursoras de linfomas
linfoblasticos y ciertas neoplasias
de células T maduras. CD5 se
presenta normalmente en un
subtipo de célula B circulantes y en
linfomas tipo LCC-B pero esta
ausente en tejido linfoide asociado
a mucosa y en linfomas de células
foliculares. Podemos utilizar
secciones tefiidas con CD3 y CD5
para comparar la intensidad de
tincién y confirmar el diagndstico
de neoplasia de células B. Un
anticuerpo policlonal se encuentra
comercialmente para CD3 que
reacciona con el tejido fijado en
formalina y embebido en parafina,
sin embargo, debemos recordar
que loss marcadores de superficie
linfocitica requieren tejido fresco o
congelado.®

11. Epitopo alfa-galactosil:

En humanos, la alta expresion

de epitopos alfa-galactosil esta
asociada con respuesta a
situaciones de peligro como
infecciones, enfermedades

autoinmunes y senescencia. Se
denomina epitopo alfa-galactosil a
los anticuerpos dirigidos contra el
carbohidrato Gal alfal-3 Galbetal-4
Gl cNAcR (Gal: galactosa,
Galbetal-4G1 cNAc: N-acetil
lactosamina, R: cadena glico-
proteica o glicolipidica). Estudios
han permitido proponer que el gen
alfagalactosil y la subsecuente
sobre-expresion del epitopo en la
superficie celular, induce la pérdida
de la tolerancia inmunolégica que
conlleva a una  respuesta
autoinmune  por  parte  del
huésped.®
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12. Proteina p53:

El gen TP53 codifica una
fosfoproteina de 53 Kd,
denominada p53. El gen de p53
denominado TP53, se localiza en
el brazo corto del cromosoma 17
en una region llamada 17p13“%) y
constituye el blanco mas frecuente
de las mutaciones en cancer
humano.(**) Esta mutacién y la
pérdida alélica de uno de los
genes TP53 son los defectos
genéticos mas frecuentes en la
carcinogénesis humana .%® La
importancia de la proteina p53 es
tal, que se le ha considerado como
un guardian del genoma debido a
su papel en el control de la carci-
nogénesis. Cualquier dafio a nivel
del gen TP53 o su proteina puede
alterar la maquinaria de reparacion
del ADN y promover el desarrollo
tumoral.

13. Antigeno nuclear de
proliferacion celular: PCNA

El PCNA es una proteina de 36
Kd, que alcanza su maxima
sintesis durante la tercera fase del
ciclo celular. Anticuerpos dirigidos
contra PCNA  pueden  ser
utiizados en la deteccion de
células proliferantes en una gama
de tejidos normales y alterados.

Procedimiento
inmunocitoquimico:

Los procedimientos
inmunocitoquimicos pueden ser de
tres tipos, dependiendo del nivel
donde se incorpora la molécula
marcadora. Se denominan
procedimientos directos aquellos
gue utilizan al anticuerpo primario
detector unido a una molécula
marcadora, e indirectos cuando la
sonda inmunocitoquimica es el an-
ticuerpo secundario. El tercer tipo
de procedimientos son los
métodos en puente como la
avidina biotina inmunoperoxidasa
(ABC) y la peroxidasa anti-
peroxidasa (PAP), los cuales son
los més usados en la actualidad
por su alta sensibilidad.
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El procedimiento inmunocitoqui-
mico mas utilizado en este estudio
fue el de la avidina biotina
inmunoperoxidasa. El mismo se
realiza en cortes histolégicos de
5um de espesor obtenidos de
muestra fijadas en formo) e
incluidas en parafina, colocados en
laminas y desparafinados en xilol
durante 12 horas. Previo blogueo
de la peroxidasa enddgena y del
fondo con suero normal de cabra,
el procedimiento consistira en
forma breve en los siguiente: 1)
Incubacién con el anticuerpo
primario durante 1 hora; 2)
Incubacién con el anticuerpo se-
cundario durante 30 minutos; 3) In-
cubacién con el complejo avidina
biotina peroxidasa durante 30
minutos; 4) Revelado de Ia
peroxidasa con peroxido de
hidrégeno y el cromégeno elegido;
5) contraste con hematoxilina o
eosina segun el caso. Lavados con
PBS de 5 minutos de duracion
deben ser realizados entre cada
una de las incubaciones; los
controles consistiran en la omisién
del anticuerpo primario.
Dependiendo de la localizacién del
anticuerpo y del tipo del mismo, si
es soluble o particulado, se
pueden usar diferentes tinciones
de contraste.

RESULTADOS:

Las citoqueratinas identifican
tumores  epidérmicos 'y  sus
apéndices, benignos y malignos,

como carcinoma espinocelular,
carcinoma sebaceo, carcinoma
anexial microquistico, carcinoma

ecrino, espiradenoma maligno.

El antigeno carcinoembrionario
(CEA) permite caracterizar
glandulas ecrinas y apocrinas y
sus tumores, adenocarcinoma
metastasico, enfermedad de Paget
mamaria y extramamaria de la piel.

El antigeno de membrana
epitelial (EMA) se utiliza para
identificar glandulas sudoriparas
ecrinas y glandulas sebaceas,
tumores apocrinos 'y ecrinos
benignos y carcinoma
espinocelular.



La proteina S-1 00 caracteriza
melanocitos, células de
Langerhans, glandulas ecrinas y
apocrinas y sus tumores, células de
Schwann, melanomas (Fig. 1) y
sarcomas de células claras de
partes blandas.

Enolasa neurona) especifica
(NSE) permite identificar células de
Merkel, carcinoma de células de
Merkel (Fig. 2), melanomas.

El HMB-45 identifica melanoma y
ciertas células nérvicas.
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Carcinoma espinocelular. Proteina p53

El antigeno leucocitario comun
(LCA) nos identifica los linfomas.

Con el p53 se identifican
mutaciones en neoplasias -
cutaneas, como enfermedad de
Bowen, carcinoma espinocelular

(Fig. 3).

El epitopo alfa-galactosil (GAL)
nos detecta situaciones de alarma
como infecciones, enfermedades

autoinmunes y senescencia y lo
utilizamos para identificar células
infectadas con el virus papiloma
humano en condilo

mas acuminados en vulva (Fig. 4).

El antigeno nuclear de
proliferacion celular (PCNA) permite
identificar células proliferantes en
tejidos normales y alterados.

DISCUSION:

Nuestra experiencia en la
utilizacion de procedimientos
inmunocitoquimicos para la
caracterizacion de células cutaneas
en piel sana y afectada nos permite
demostrar la importancia de

FIGURA 2

Carcinoma de células de Merkel, enolasa
FIGURA 4
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Condilomas acuminados en vulva. Epitopo alfa-galactosil
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esta metodologia en la practica
dermatoldégica.

Para lograr el diagndstico
definitivo, debemos evaluar una
serie de marcadores que
orientaran hacia el origen celular
de la patologia a estudiar, por lo
que es fundamental contar con
varios grupos de anticuerpos.
Estos grupos o paneles pueden
ser organizados en base a origen
embriolégico o funcional como en
el caso de los marcadores
linfocitarios o proteinas asociados
con la proliferacion celular.

La utilizacion de estas sondas
inmunocitoguimicas permiten
lograr el diagndstico de patologias
que tanto clinica como
histologicamente son de dificil
diagnoéstico, como  carcinoma
espinocelular vs carcinoma de
Merkel, carcinoma espinocelular vs
melanoma, leiomiosarcoma vs
dermatofibrosarcoma protuberans,

neoplasias intraepidérmicas tipo
enfermedad de  Bowen vs
enfermedad de Paget

extramamaria, etc.

La investigacion continda en la
bdsqueda de verdaderos
marcadores tumorales y moléculas
que permitan evidenciar estados
de alerta inmunoldgica, con la
finalidad de ir afinando el
diagnéstico y permita predecir la
patologia antes de su aparicion.

Es importante sefialar que el
uso del procedimiento
inmunocitoquimico no sustituye al
diagnéstico histopatolégico pero es
actualmente  una  herramienta
fundamental para la identificacion
de ciertos desordenes cutdneos
con un alto valor prondstico y de
implicaciones terapéuticas.
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