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INMUNOCITOQUIMICA

Método que permite la identifi-
caciéon de un antigeno especifico en
un determinado tejido normal o
patoldgico, para lo cual se aplica un
anticuerpo el cual ha sido generado
en reaccion a ese antigeno y luego es
marcado con fluorescentes quimicos
0 enzimas (inmunoperoxidasas) y
usado como tincion tisular en
presencia de un cromogeno
(diaminobencidina o ethil carbazol), el
cual precipitara dando color a la
reaccion en caso de que el anticuerpo
identifique el antigeno buscado. Son
mucho mas especificos y mas
sensibles que los meétodos
histoquimicos convencionales.

La técnica de inmunoperoxidasa
usa como marcador la peroxidasa de
rdbano y comprende varios méto-
dos 20:21

1.- Directo: cuando el anticuerpo
primario (A-P) se marca con pe-

roxidasa. (A-P: se refiere al anti-

* Profesor Asociado, Facultad de
Ciencias de la Salud, Universidad
de Carabobo.

INMUNOCITOQUIMICA
MARCADORES EPITELIALES

a)

b)

cuerpo que rastrea el antigeno
estudiado).

Indirecto: no se marca el A-P
sino un segundo anticuerpo (A-
S), lo cual aumenta la sensibili-
dad de la reaccion.

Peroxidasa Antiperoxidasa:
el A-P y A-S no son marcados y
el tercer reagente es un complejo
peroxidasa-antiperoxidasa
(C.P.AP.); el A-S actia como un
puente entre A-P y el C.P.AP.
Este ultimo método ha tenido
gran aceptacion y uso.

Método del Complejo Auidina
Biotina (A.B.C.).

Método de la Fosfatasa
Alcalina-Antifosfatasa Alcalina
(A-P - AAAP)-

Las técnicas de inmunoperoxida-
sa ofrecen las siguientes
ventajas:

Se usan en tejidos previamente
fijados en formol e incluidos en

parafina, por lo tanto, permiten
hacer estudios retrospectivos.
No requieren equipos
técnicos

sofisticados para su realizacion;
una vez obtenida la tincién, la
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lamina puede ser visualizada con
microscopio convencional de luz.

c) Permite conocer la histogénesis
de una determinada lesion tumo-
ral indiferenciada; si se reconoce
la sustancia elaborada por una
célula (antigeno) se puede dedu-
cir qué tipo de célula es, aun
cuando esté desdiferenciada.

d) Debido a que permite en la gran
mayoria de los casos usar teji
dos fijados en formol e inluidos
en parafina, los detalles celulares
se conservan, de manera
que combina morfologia con
histogénesis.

e) La lamina obtenida puede archi-
varse como la procesada por la
rutina H x E y/o histoquimica.

f) Existen ya en el mercado nume-
rosisimos anticuerpos
policlonales o  monoclonales
usados en esta técnica.

Los anticuerpos monoclonales
son obtenidos mediante hibrido-
mas y los policlonales inmuni-
zando un animal (usualmente un
conejo) con un antigeno; el sue-
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ro del animal es recolectado y
purificado mediante  procesos
previamente establecidos.?

El uso de estos anticuerpos
mediante esta técnica ha permitido la
identificacion de antigenos marcadores
para las diferentes estructuras de la
piel y sus neoplasias derivadas,
benignas y malignas.

PROTEINA S-100

Es una proteina acida unida al
calcio. Fue detectada por primera vez
en el cerebro de mamiferos; su
nombre refleja la solubilidad en 100%
de sulfato de amonio.

Esta compuesta por dos subuni-
dades: S-100a y S-100b, las cuales
tienen un peso molecular de 20,907 y
21,014 Daltons respectivamente. Hoy
se conoce bien su estructura, pero
poco se sabe de su funcién.

Localizacién: melanocitos, células
de Langerhans, células de Schwann y
glandulas sudoriparas (porcién de
acinos - ecrinos) y las neoplasias
benignas de estas células. 1,12,20

Ha sido expresada por varias
neoplasias melanociticas. Con ex-
cepciodn del nevus azul todos los nevus
melanociticos y melanomas se tifien
positivamente. En melanomas es
positiva, tanto para los de células
poligonales como fusiformes y en
melanomas amelandéticos; de particular
importancia ha sido su demostracion
en melanomas desmoplasticos, donde
no sélo ha permitido identificar los
melanocitos atipicos dentro de un
estroma fibroso, sino también observar
la profundidad de la invasién del tumor
a la dermis vy tejido celular
subcutaneo." En histiocitosis X
(Enfermedad de Letterer, Siwe vy
Granuloma Multifocal Eosinofilico),
tanto las células mononucleares como
multinucleadas se tifien positivamente,
por lo que ha permitido saber que la
célula componente de esta neoplasia
es la célula de Langerhans;
posteriormente, esto ha sido
confirmado con la aplicacion OKT6
mas especifico para estas células.
1,20
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ANTIGENO
CARCINOEMBRIONARIO

Es un antigeno oncofetal y un
complejo polisacarido proteico; nor-
malmente no es expresado por células
maduras, pero en ciertas circuns-
tancias los genes que controlan su
sintesis sufren una desrepresion,
siendo el antigeno entonces, produ-
cido nuevamente. Ha sido encontrado
en el plasma de pacientes con:
neoplasias derivadas del endodermo,
con diversas hepatopatias y cancer
hepatico, en fumadores y en tejidos
fetales. En piel se ha identificado en
glandulas ecrinas y aprocrinas, y sus
neoplasias; en estas estructuras se
dispone, en especial, hacias las
células que rodean el lumen y en los
ductos la cuticula o glicocalix lo
expresan intensamente."®

Pennys y co1." pudieron mostrar
lo anterior en un survey de neoplasias
benignas de  origen glandular
sudoriparo; estos autores reportan que
dichas neoplasias mostraron CEA en
las células adyacentes al lumen y en el
propio lumen. La tincion fue mas
intensa hacia la cuticula o glicocalix,
por lo tanto, siringoma neoplasia
originada de ductos fue
particularmente tefida de manera
prominente; las neoplasias relativa-
mente celulares, como espiradenoma,
cilindroma y poroma ecrino mostraron
un patrén de tinciéon disperso. Los
ductos que pasan a través de estos
tumores, frecuentemente, tienen la
morfologia de ductos ecrinos y
muestran un patrén de tincion parecida
a la de ductos normales, por lo que
hipotetizan que estos podrian pasar
por el tumor, pero sin que,
necesariamente, formaran parte de él.

Hidrocistoma, siringocistoadenoma
papilifero, siringoma condroide e
hidradenoma de células claras mos-
traron tincién prominente.15'19

Otro estudio interesante usando
CEA vy realizado también por Pennys
Col"""2"® ha sido su aplicacién en a
enfermedad de Paget, extramamario y
mamario. La hipotesis inicial que estos
investigadores  se

plantearon es que esta enfermedad
representaba un adenocarcinoma y
podria, en consecuencia, contener
CEA en las células claras ubicadas en
la epidermis, tanto en la variedad
mamaria como extramamaria; no asi
en el resto de los queratinocitos. Esto
fue confirmado en el estudio.

La funcion de CEA en glandulas
sudoriparas es desconocida. Ya que
CEA es una glicoproteina, deberia ser
Pas-Schiff positiva, como lo es
también la cuticula de los ductos que,
a su vez, expresa intensamente CEA;
por lo que cabe suponer que deberia
formar parte del glicocdlix. En
consecuencia los mencionados
autores concluyen que CEA, proba-
blemente, no sea un verdadero anti-
geno oncofetal, sino un componente
normal de glandulas sudoriparas y que
la sobreproduccion de CEA por una
neoplasia puede representar la
elaboracion de un constituyente celular
normal por las células neoplasicas
glandulares de forma aumentada y no
necesariamente la desrepresion de un
gen fetal.

En carcinomas sudoriparos el
estudio realizado por E. Riveiro Da
Gloriat® mostro que habia una positi-
vidad polar o difusa de una manera
inconstante. Otros anticuerpos mo-
noclonales diferentes a los que reco-
nocen CEA en glandulas sudoriparas
pueden mostrar parte excretora de
glandulas ecrinas (ASH-8) y apocrinas
(GCDFP-15-lisozima) y una porcién de
glandulas ecrinas (D-47; EKH-5); pero
se requieren otros estudios futuros
para confirmar su validez o no en el
diagnéstico diferencial entre
carcinomas sudoriparos y
adenocarcinomas metastasicos a piel.

QUERATINA/CITOQUERATINAS

Originalmente se pensé que eran
limitadas a epitelios queratinizados,
pero estudios inmunohistoquimicos
han demostrado su presencia en
células epiteliales no queratinizadas
como las células epiteliales de 6rganos
internos. Queratinas y citoqueratinas
se conocen como una gran familia de
relacionados polipéptidos,
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codificados por mudltiples genes; han
sido identificadas citoqueratinas en
todas las células epiteliales. La que-
ratina epidérmica forma un grupo
distinto, bioquimica e histoldgica-
mente, y las citoqueratinas de epitelio
no estratificado forman otro grupo pero
comparten determinantes antigénicos
con la epidermis. Diecinueve (19) tipos
de queratinas han sido identificadas,
cuyos pesos moleculares varian entre
40.000 y 68.000 daltons, y su
distribuciéon  varia en  diferentes
epitelios.

La queratina aislada de epitelios
queratinizados, tales como callos
plantares y casco de ganado ha sido
utilizada para elaborar anticuerpos
antiqueratina; el resultante es un an-
ticuerpo policlonal que ha demostrado
una amplia reactividad en inmu-
nohistologia y reconoce epitelios
escamosos, mioepitelio y algunos
epitelios glandulares, por ejemplo del
tracto gastrointestinal.  Anticuerpos
elaborados contra queratina epidér-
mica tienen una reactividad limitada;
ellos reconocen solamente células
basales y suprabasales, pero no de-
tectan hepatocitos, células tubulares
renales, células acinares de glandulas
salivales y pancreas. La tincion
negativa de estas células, considera-
das como epiteliales, ha inducido a
que se aislen polipéptidos queratoides
de los residuos del citoesqueleto de
estas células y elaborar anticuerpos
contra ellos, lo cual ha revelado que
hepatocitos, células tubulares renales,
acinos salivares y pancreas tengan un
patrén distinto de citoqueratina.

Anticuerpos  monoclonales con
diferentes especificidades han sido
ampliamente usados en inmunohisto-
quimica. Estos anticuerpos pueden
tener una amplia reactividad con
muchos polipéptidos de queratina o
pueden reconocer una sola clase de
polipéptidos. La diversidad de poli-
péptidos de queratina expresados en
diferentes epitelios hace necesario que
anticuerpos antiqueratinas, con un
amplio espectro de reactividad, o un
set de diferentes tipos de anticuerpos,
deban ser usados para la evaluacion
de la naturaleza epitelial

en neoplasias. Por otra parte, deberian
lograrse  anticuerpos con  una
especificidad mas estricta para la
subtipificacion de carcinomas.

Hasta ahora el carcinoma espino-
celular demuestra una constante
positividad cuando se usa antiquera-
tina epidérmica en inmunohistoquimi-
ca, pero otros anticuerpos como los
anticitoqueratinas no reaccionan con
células epidérmicas, por lo tanto, no
marcan carcinomas escamosos; estos
anticuerpos anticitoqueratinas
reaccionan con epitelios simples. En
conclusion, existen varios tipos de
anticuerpos antiqueratina: los que
marcan epitelio escamoso (anticuerpos
antiqueratina epidérmica) y los que
marcan epitelios simples (anticuerpos
anticitoqueratinas). La queratina
epidérmica (sus polipéptidos) ha sido
evaluada en cancer escamoso de la
piel (invasivos y no invasivos),
encontrandose diferencias en cuanto
al peso molecular; seria de sumo
interés la  evaluacion  inmuno-
histoquimica de los polipéptidos de
queratina para conocer el grado de
invasion.® Los carcinomas escamosos
de piel algunas veces, exhiben un
aspecto fusiforme haciendo dificil
evaluar su naturaleza epitelial; la
demostracion de queratina mediante
inmunohistoquimica ha sido de gran
valor para diferenciarlos de melanoma
de células fusiformes y sarcomas, los
cuales se marcan con S100 vy
vimentina, respectivamente.9 En
cuanto se refiere a epitelios glan-
dulares, estudios realizados en glan-
dulas sudoriparas ecrinas y apocrinas,
la tincion fue difusa en las células
ductales, incrementandose hacia la
zona del lumen pero expresandose
poca tincién en cuticula o glicocalix. En
neoplasias de las glandulas
sudoriparas se observé una tincion
difusa en espiroadenoma, poroma
ecrino, hidroadenoma y adenoma
pleomorfico. En siringoma y cilindroma
la tincién fue intensa pero parcial; los
depositos hialinos de cilindroma no
contienen queratina. Cuando la
neoplasia mostraba muchos espacios
quisticos ductales la tincién se mostro
mas intensa hacia el espacio ductal, tal
como se obser-
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vé en hidrocistoma %/ siringocistoa-
denoma papilifero.®%*°

Las queratinas / citoqueratinas
forman parte de los filamentos intra-
citoplasmaticos los cuales mantienen
la forma del citoesqueleto celular; son
clasificados de acuerdo a su tamafio
en cortos, largos e intermedios. Los
filamentos intermedios son los mas
prevalentes en dermatopatologia vy
comprenden ademas de queratina:
vimentina, desmina, neurofilamentos y
proteina acida fibrilar glial.

1.- Vimentina: se encuentra en célu-
las mesenquimales y sus neopla-
sias. También se expresa en
melanocitos y células de Langer-
hans; conjuntamente con quera-
tina ha permitido diferenciar, en
algunos casos, sarcoma epiteloide
de granuloma anular.

2.- Desmina: se expresa en musculo
esquelético, cardiaco y mus-
culatura lisa.2?°

3.- Neurofilamentos: son expresa-
dos por células y neoplasias con
diferenciacion neuroectodérmica y
neuroendocrina. Se encuentran en
tumor de Merkel.

4.- Proteina acida fibrilar glial
(G.F.A.P.): en astrocitos y células
ependimarias.

ANTIGENOS DE MEMBRANA

Ciertos antigenos son expresados
en la superficie de células normales y
neoplasicas; ellos son, ademas del
ANTIGENO CARCINOEMBRIONARIO
(CEA) ya comentado, el ANTIGENO
DE MEMBRANA EPITELIAL (EMA), el
MARCADOR LEUCOCITARIO (LEU7
y LEU-M1) y el ANTIGENO
LEUCOCITARIO COMUN (LCA).

1.- Antigeno de Membrana Epitelial
(EMA): Se encuentra en la
superficie epitelial de varios epi-
telios glandulares y sus neoplasias.
El carcinoma escamoso expresa
EMA, pero no asi el epitelio
€scamoso normal.® Marca
glandulas sudoriparas y sebaceas
en el polo apical19 y células de
enfermedad de Paget extra-
mamaria.’

85



2.- Antigeno Leucocitario Comun
(LCA): es un marcador para cé-
lulas hematopoyéticas. Existe un
anticuerpo  monoclonal comer-
cialmente disponible que permite
diferenciar infiltrados linfoides que
expresan LCA de infiltrados
epiteliales que no se marcan.®

MARCADORES LEUCOCITARIOS
(LEU7 - LEU M1)

1.- LEU-7: Se encuentran en leuco-
citos. Antigeno de superficie en
células "asesinas naturales”
(HNK-1). Reaccionan también con
células de Schawann, con
glandulas sudoriparas ecrinas,
apocrinas y sus neoplasias deri-
vadas como hidradenoma papili-
fero, siringocistoadenoma papili-
fero y siringoma condréide. Se ti-
fien de manera difusa, tanto en la
parte ductal como acinar.®"

2.- LEU M-1: Glicoproteina encon-
trada en granulocitos, monoci-tos,
células de Red-Stemberg,
algunas células epiteliales, glan-
dulas sudoriparas y sus neopla-
sias.®

LECTINAS

Son glicoproteinas animales y
vegetales que se unen a carbohidra-
tos especificos en las membranas
plasmaticas de células endoteliales y
epiteliales. Comprenden:

1- ULEX EUROPEUS AGGLUTININ
-1 (UEA-1): Reacciona con -L
fucosa que se encuentra en la
membrana plasmatica de células
endoteliales y queratinocitos, por
lo tanto, es un marcador para
células endoteliales 'y sus
neoplasias benignas, pero no para
las malignas. Se une también a
los antigenos de grupo sanguineo
A-B y H expresados en varias
células epitelia1les.8'20

2.- PEANUT AGGLUTININ (PNA):
Reacciona con galactosa B(1-3)N
acetil galactosamina presente en
la membrana plasmatica de
queratinocitos normales y com-
ponentes de neoplasias escamo-
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sas benignas,como  queratoa-
cantoma. Nose expresa en
Bowens ni encarcinoma  esca-
moso.2?°

LISOZIMAS

Es un elemento bacteriolitico con
una estructura estable. Se encuentra
en células monohistiociticas, neutro-
filos y algunas células epiteliales, y en
los infiltrados histiociticos cuando
tienen una funcién fundamentalmente
macrofagica. Otros marcadores
monohistiociticos incluyen el alfa-
antitripsina, alfa-antiquimiotripsina y
lectinas. Recientemente alfa-antiqui-
miotripsina y lectinas se han estudiado
como marcadores confiables para
histiocitos neoplasicos malignos.8

BACTERIAS, VIRUS Y
PARASITOS

Antigenos contra papiloma virus,
herpes virus citomegalovirus y hepa-
titis (superficie y core) han sido
usados en la Universidad de Mineso-
ta, U.S.A., Polin y col."® reportan una
lista de anticuerpos disponibles contra
microorganismos.

PROCEDIMIENTO PARA LA
TECNICA PEROXIDASA
ANTIPEROXIDASA

1.- Secciones de parafina a 3 mieras
del tejido a estudiar.

2.- Circule el tejido en la lamina con
lapiz de diamante.

3.- Se colocan las laminas en un
horno a 58°C por 30 minutos o a
37°C por 18 horas.

4.- Se desparafina en xilol-alcohol 2
veces por 2 minutos cada vez.

5.- Hidratar en alcohol en grados
decrecientes: absoluto; 95%, 90%
y 85%, 2 minutos por cada vez.

6.- Bloquear la peroxidasa enddgena
con peroxido de hidrégeno en
metanol (200 ce metanol) +50 ce
de perdxido de hidrégeno al 3%)
durante 30 minutos. Esta solucion
debe ser fresca.

7.- Enjuagar en agua de "chorro"
durante 5 minutos.

Lavar con PBS (solucion de buffer
fosfato) durante 5 minutos

Secar exceso de PBS; evitar
secar el circulo.

Colocar las laminas en una ca-
mara de humedad.

.- Cubrir los circulos con suero

normal de cerdo (diluido 1:20 en
PBS) durante 30 minutos para
reducir la tincion del "background"
no especifico.

Decantar el exceso de suero
normal y secar las laminas
(excepto el circulo).

Agregar gotas de anticuerpo X de
conejo (X= es el antigeno
buscado) durante 30 minutos. La
diluciéon apropiada debe ser cal-
culada segun un tablero de
damas (ver figura anexa).

Lavar las laminas con PBS.

Colocar las laminas en tres
cambios de PBS, 10 minutos
cada vez.

.- Secar las laminas y colocar en

camara de humedad.

.- Agregar gotas de anticuerpo por-

cino anticonejo; dilucion 1:20 por
30 minutos.
Lavar las laminas con PBS vy

colocar en tres cambios de PBS,
por 10 minutos cada vez.

Secar las laminas y colocar en
camara de humedad.

.- Agregar gotas de complejo pero-

xidasa-antiperoxidasa de conejo.
La dilucién seré calculada segun
tablero (anexo).

Colocar las laminas en tres
cambios de PBS, por 10 minutos
cada vez.

Secar las laminas y colocarlas en
bandeja.

Agregar gotas de diaminobenci-
dina (DAB), soluciéon que contie-
ne perdéxido de hidrégeno (6 mg
DAB + 10 ml PBS + 4 gotas de
HO al 3%) durante 3-8 minutos.
La solucién debe ser preparada
fresca. (Debe usarse tapaboca y
guantes ya que emite vapores
carcindgenos).
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X= Antigeno estudiado
HRP= Peroxidasa de rabano

=RP 3 [t 2191
HRP HP iy v Thwrgridata Anli Parosidase
Saluble Compler?
« HABBT
ANTIHRP

8 C )

METODOS DE INMUNOPEROXIDASA
A= Directo Nota: El anticuerpo X de conejo y el
B= Indirecto complejo antiperoxidasa de conejo-
D= Peroxidasa-Antiperoxidasa peroxidasa son elaborados en la

RiSLT HREANT)-HRP

>,._q SOAT ANTI-RASIT Ig6

4 MENT ARTI-T

FXEIWXTE  F X(T188UE BOUND aNTIGEN:

misma especie de animal (conejo). El
anticuerpo de cabra anticonejo es
elaborado en una especie de animal
diferente al conejo (cabra) para que
pueda ocurrir la unién entre ellos.

24.-Lavar las laminas

corriente.

con agua

25.-Lavar con agua de "chorro" por 5
minutos.

26.- Contratefiir con hematoxilina de
Meyer por 10-15 minutos.

27.-Lavar con agua de "chorro" por 5
minutos.

28.-Deshidratar con etanol en
solucién creciente: 85%; 90%;
95% y absoluto, durante 2 minu-
tos por vez.

29.- Aclarar con xilol 2 veces, duran-te
2 minutos por vez.

30.-Montar con DPX (medio de mon-
taje).

Todos los lavados y diluciones
son hechos con buffer fosfato salino
(PBS) a un pH de 7,4 a 7,6. La técni-
ca debe ser realizada a temperatura
ambiente (22°C) y usar camara de
humedad para evitar la evaporacion
de los reagentes. Debera llevar un

testigo negativo y/o positivo; el ne-
gativo puede obtenerse sustituyendo
el anticuerpo anti-X de coneg’o por
suero normal del mismo animal *'
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TABLERO PARA DILUCIONES ANTI-X*

1:10
1:50 1
PAP 1.200 5
1:800 9

1:50

1:200 1:800
3 4
6 7 8
10 11 12
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