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INTRODUCCION

Si comparamos la inmunohistoquimica (THQ) con otras técnicas que se utilizan habitualmente en los labo-
ratorios de anatomia patolégica, nos damos cuenta de que es muy técnico-dependiente y es dificil con-
seguir una calidad adecuada y mantenida en el tiempo. La variabilidad de sus resultados ha sido la causa
de la pobre reproducibilidad tanto entre los laboratorios como en uno solo. ‘

El efecto no predecible de la fijacic’)n‘ en los epitopos tisulares es sin duda uno de los factores que mas
han contribuido al problema de la falta de reproducibilidad y dificil estandarizacién, pero debemos con-
siderar otros factores, como los relacionados con la calidad de anticuerpos (30) y reactivos y también
aquellos que se derivan de la interpretacion subjetiva por el patélogo de los diversos patrones de tincién
(49). A pesar de estos inconvenientes, la THQ ha crecido en los tltimos 20 afios hasta convertirse en parte
esencial de la anatomia patoldgica, no sélo en la rutina diagndstica sino también en la investigacion
morfoldgica. Por todo ello, en los tltimos diez afios se ha incrementado la atencién hacia la mejora de la
calidad de la THQ (9, 13, 22, 36, 43, 48, 58. 72, 79).

Sin duda, dos hechos han marcado el rdpido desarrollo de la IHQ: en primer lugar, el descubrimiento por
Shi y cols. (67), quienes demostraron que la mayoria de los antigenos afectados por la fijacién con formol
pueden ser recuperados para la IHQ con el simple calentamiento de los tejidos; y, en segundo lugar, el valor
clinico-terapéutico que ha cobrado la determinacién por IHQ de los receptores hormonales en el cancer de
mama (1, 2, 6, 17, 18-20, 21, 24-28, 37, 44, 45, 52, 61). La posibilidad de comparar los receptores estro-
génicos determinados por métodos bioquimicos cuantitativos con la determinacién inmunohistoquimica ha
permitido establecer los principios clave de aplicacién general para la estandarizacion de la IHQ.
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La validez de la IHQ en el diagndstico histopatolégico depende de la calidad de las inmunotinciones.
Ademis de la calidad de los anticuerpos y sistemas de deteccién, otros factores tienen un impacto impor-
tante en la inmunotincion: la fijacién y procesamiento de los tejidos, el desenmascaramiento de los epito-
pos, y la sensibilidad del sistema de deteccién.

En esta revisién, que es la primera de otras tres, discutimos los problemas causados en THQ por la fija-
cién y procesamiento de los tejidos y las soluciones que nos ofrecen los métodos de recuperacién antigénica.

EFECTOS DE LA FIJACION Y PROCESAMIENTO DE LOS TEJIDOS

No hay un fijador universal para la inmunohistoquimica. El formol tamponado neutro al 10% ha sido
reconocido durante muchos afios como el fijador universal en los laboratorios de anatomi{a patolégica en
todo el mundo. Explicado de una forma muy ;simple, el formol fija los tejidos produciendo enlaces inter-
moleculares, principalmente entre proteinas, en particular en cualquier grupo que contenga hidrégenos
activos, como los grupos quimicos amino, amido y guanidil. Esto trae como consecuencia la alteracién de
la antigenicidad de algunos epitopos de interés (34, 68. 71).

Recientemente se ha sugerido que los iones‘ de calcio tienen un papel importante en los enlaces interpro-
teicos inducidos por el formol (50, 51). Los grupos hidroximetileno pueden facilitar la unién entre iones de
calcio y atomos de oxigeno en residuos aspartato o glutamato de diferentes cadenas polipeptidicas.

El grado de alteracién de los epitopos producida por el formol es directamente proporcional a la duracién
de la fijacién (29, 68), de manera tal que para conseguir una optima fijacién y preservacién antigénica las
biopsias pequefias deberian fijarse no menos de cuatro horas ni méas de ocho horas, y las piezas grandes al
menos ocho horas y no méas de 24 horas. Pero lo que sf estd claro es que la fijacién ha de ser inmediata para
evitar los efectos de la protedlisis, los cuales no pueden solucionarse. Ademads, cuando sea posible y se tenga
la sospecha de estar ante una lesién tumoral o problematica, se recomienda fijar en alcohol una pequefia
porcion de tejido, ya que los fijadores coagulativos permiten una excelente preservacion antigénica, sobre
todo para filamentos intermedios y algunas otras proteinas, como p33 (74).

Una corta fijacidn interrumpe el proceso que se completard con una fijacién con alcohol en el proceso de
deshidratacion. Por ello los cortes pueden variar en intensidad de tincién desde el centro a la periferia, tifién-
dose con diferentes intensidades dependiendo del tipo de antisuero utilizado. Si deshacemos el bloque de
parafina e intentamos una nueva fijacién en formol, en algunos casos pueden solucionarse estos problemaé.
Por el contrario, cuando la fijacion es muy prolongada, una recuperacion antigénica més intensa puede ser la
solucién. El empleo de otros fijadores comerciales (57) “de nueva generacién” podria favorecer buenos re-
sultados de las tinciones inmunohistoqufmica‘s, pero todavia se tiene poca experiencia.

~ En hematopatologia es frecuente la utilizacién de BS o Bouin, que, como sabemos, proporciona un muy
buen detalle morfoldgico celular. Este ﬁjador‘ muestra resultados paralelos al formol cuando se practica pos-
teriormente recuperacion antigénica, salvo en algunos nuevos marcadores linfoides, como ciclina DI, CD5 y
Bcl-6, los cuales muestran menor sensibilidad en tejidos preservados en este fijador (32, 42, 56, 69, 70). ‘

Las médulas 6seas necesitan un proceso de decalcificacién una vez fijadas. La fijacién suele realizarse
también con B5. En nuestra experiencia y en la de otros muchos, la decalcificacién permite la utilizacién
de la practica totalidad de los antisueros de empleo diagndstico mds comunes salvo excepciones, como, por
ejemplo, BerEP4 (glicoproteina epitelial) (4, 11, 23, 32).

Esta claro que todos los intentos de mejorar los resultados iniciales de la IHQ se han centrado en tejidos
incluidos en parafina y fijados en formol. Por ello la denominada recuperacién antigénica se ha fundamen-
tado en este fijador. Podemos diferenciar dos grandes tipos de recuperacion antigénica: la enzimética y la
no enzimatica.
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Recuperacion antigénica enzimatica

La digestién enzimética como método de recuperacién antigénica para la IHQ fue introducida por Huang
y cols. (38). El tratamiento de las secciones con enzimas proteoliticas no s6lo digiere los enlaces causados
por la fijacién, sino que también rompe uniones normales en protefnas nativas y puede causar la reduccion
de la intensidad o la pérdida de la inmunorreactividad (76).

Se han utilizado enzimas que incluyen tripsina, proteinasa K, pronasa, ficina y pepsina, entre otras.
Algunas de éstas proporcionan una digestién intensa, como es el caso de la pepsina (35); otras, una
digestién mucho mas débil, como la ficina (3) y la proteinasa K; y, por fin, algunas, como la tripsina y la
pronasa, producen una digestién intermedia. El uso de una enzima particular, su concentracién y el tiempo
de incubacién vienen determinados por las condiciones de la fijacién. En general, el tiempo de digestion
es proporcional a la longitud de la fijacién (34).

Cada epitopo muestra propiedades individuales que deben ser estudiadas de forma particular, lo que,
afiadido a las numerosas variables que intervienen
en la digestién enzimatica, hace muy dificil la nor-
malizacién de este procedimiento. Nosotros recomen-
damos que ante un nuevo anticuerpo se establezca.

Tabla 1. Protocolo de digestién enzimatica.

con el empleo de los controles tisulares adecuados, un * Pepsina: ‘
tiempo de incubacion de diez minutos para tres enzi- ~ — 0:4% de pepsina (p7012 Sigma) en solucién de dcido

clorhidrico 2N
— 10 m en estufa de 60 °C
— Inmersién en agua destilada

mas de diferente intensidad de digestién, como pue-
den ser ficina (débil), tripsina (moderada) y pepsina

(fuerte). .+ Proteinasa K (S 2019 Dako):
En nuestro laboratorio se emplea de manera ruti- | — Una gota en 2 ml de diluyente (S 2032 Dako)

— 15 m a temperatura ambiente

naria proteinasa K (débil) y pepsina (fuerte) (Tabla 1).

Recuperacién antigénica no enzimatica

La recuperacién antigénica no enzimadtica estd basada en el calentamiento de los tejidos y se ha recomen-
dado como componente integral de la IHQ de rutina. La recuperacién antigénica con calor fue original-
mente descrita por Shi y cols. (67), quienes se basaron en los trabajos de Fraenkel-Conrat y Olcott (31) en
1948. Ellos formularon la hipétesis segtin la cual los enlaces proteicos en formol pueden ser revertidos por
alta temperatura o por fuerte hidrélisis con dlcali. Esta hipétesis fue confirmada por los trabajos de Masson
y O’Leary (47), quienes compararon la albiumina sérica, la ribonucleasa A y la hemoglobina con y sin
fijacién formdlica, y mostraron que la desnaturalizacién ocurria entre 70 °C y 90 °C en las proteinas no
fijadas, mientras las proteinas fijadas resistfan a la desnaturalizacién en el mismo rango de temperatura.‘ La
recuperacion antigénica puede tener la ventaja de esta proteccion de las estructuras primaria y secundaria
de las proteinas que ofrece la fijacion en formol, aunque es poco probable que éste sea el tinico mecanismo
que esté implicado (77, 78). ‘

De los 52 anticuerpos monoclonales y policlonales probados por Shi y cols. (67) en su trabajo original
empleando un microondas y una solucién buffer de tiocianato de plomo, en 39 los autores demostraron un
incremento significativo de la inmunotincidn, nueve no mostraron cambios y cuatro manifestaron reduc-
cidn de la tincidn.

El trabajo de Shi y cols. fue la base para acercar la IHQ a todos los laboratorios e introducirla de manera
definitiva en la rutina diagnéstica. Por ello todos aquellos resultados de IHQ publicados anteriormente
deben ser reevaluados. Muchos otros autores (14, 33, 76, 77) han estudiado el efecto de la recuperacién
antigénica con calor en diferentes condiciones, con resultados bastante similares (Tabla 2).

Las cuestiones referentes a la recuperacién antigénica no enzimdtica que se pueden plantear son las
siguientes: qué importancia tienen las diferentes fuentes de calor?, ;qué solucién buffer es la mas apropia-
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Tabla 2. Anticuerpos que mejoran con recuperacion antlgemca con calor y anticuerpos que no se benefician del
calentamiento, que aparecen en al menos dos trabajos publicados.

Antlcuelpos que mejoran con 1ecupera01on antlgemca con Calor

%ntlcuexpoa que no mejoran

AFP Bcl-2 Algunas citoqueratinas
CEA c-erb-B2 BerEp4

CD3 CD30 (BerH2) Calcitonina

CD31 CD34 Colageno IV

CD43 CD57 Lewis Y (Bg8)

CAM 5.2 Receptores estrogénicos

Insulina Ki-67

Queratina 18
Queratina 7

Queratina 19
Queratina 33BE12

p33 ‘ PCNA
PLAP (P) Tdt
Vimentina VIP (P)

da?, ;cudles son los efectos adversos?, ;qué ocurre si combinamos digestién enzimatica y y recuperacion no
enzimatica? Si queremos estandarizar la recuperacidén antigénica no enzimatica debemos resolver los pro-
blemas relacionados con: la solucién buffer 6ptima v el pH; las condiciones de calentamiento para cada
antisuero y el tiempo necesario; la seleccién del método de calentamiento; la interpretacion de los resul-
tados obtenidos basados en la variacién de la sensibilidad y especificidad de los anticuerpos.

Partiendo de la premisa de que no existen métodos universales que puedan ser aplicados a todos los
antisueros, podemos apuntaf, no obstante, algunas recomendaciones de orden practico basadas en nuestra
experiencia y en los resultados que se observan en la literatura. La fuente de calor (7,8, 10, 12, 39, 53, 55)
no tiene mayor importancia ni incide en la recuperacién antigénica (76) (Tabla 3). Si tenemos en cuenta la
sencillez, el bajo coste, el tiempo empleado, la cantidad de muestras vy la reproducibilidad de los resultados,
nosotros recomendamos el empleo de la olla a presion.

Cattoretti y cols. (16) utilizaron por primera vez el buffer citrato a pH 6 en la recuperacion antigénica
no enzimadtica. Lo emplearon para el Ki-67, obteniendo excelentes resultados. A partir de este trabajo han
sido numerosos los estudios que demuestran que el buffer citrato a pH 6 es una solucidn 1til para la gran
mayoria de los antisueros empleados en la rutina diagnéstica (Tablas 4 y 3). Ademds, con el empleo de esta
solucidn se obvian los problemas derivados de la presencia de metales pesados en las soluciones utilizadas
inicialmente (5, 35). Algunos autores demuestran que otras soluciones a diferentes pH (29, 62, 64, 66) pue-
den mejorar los resultados en algunos anticuerpos. Asi se han utilizado soluciones de tris-HCL con urea y
glicina (50, 65, 70) (sustancias caotrépas) v EDTA (40, 56) (4cido detilendiamino tetracético), bdsica-
mente. En nuestra experiencia muy pocos antisueros se benefician de manera significativa del empleo de
soluciones buffer distintas al buffer citrato.

Tabla 3. Ventajas e inconvenientes de diferentes fuentes de calor para recuperacion antigénica.

. Fuente de ca101 Ventdjas Des‘\fentajas Tiempo
| Microondas Simple y barato Control del nivel de buffer, 25 min
pocos cristales ;
Microondas + olla a presién - Simple, barato, muchos cristales Necesita precalentamiento 35 min
: Olla a presién -Simple, barato. muchos cristales Necesira precalentamiento 30 min °
- Vaporizador de verduras Compatible con sistemas automaticos. Necesita precalentamiento 35 min ¢
3 poca solucién buffer.
Autoclave Muchos cristales, control de tiempo v temperatura Costoso, requiere un cuidadoso manejo 45 min 3

Gt
=l
o))
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Tabla 4. Comparacién entre diferentes métodos de desenmascaramiento antigénico (Hospital Valle del Nalén).

Tratamiento
Anticuerpo Origen Clon Dilucién PC/BC PC/TRIS ED N
Actina Dako HHEF33 1:30 + + +++ +++
BCL-2 Dako 124 1:10 +++ ++ - -
BerH2 Dako BERH2 1:15 +++ + + +

BerEP4 Dako BerEP4 1:100 ++ - +++ +

. C. Kappa Dako Policlonal 1:12.000 ++ - - +
C. Lambda Dako Policlonal 1:12.000 ++ - - -
CD3 Dako Policlonal 1:100 +++ ++ ++ -

- CDs Novocastr 4C7 1:5 ++ ++ - -

. CD15 BD MMA 1:50 ++ ++ ++ ++

| CD20 Dako 126 1:50 - . ++ ++

. CD23 Novocastr 1B12 1:10 +++ ++ - -

: CD31 Dako JC/T0A 1:20 +H+ ++ - -
CD34 Biogenex QBEND/10 1:20 +++ +++ ++ ++
CD43 Dako DF-T1 1:50 +++ ++ ++ ++
CD45RO Dako UCHLL 1:100 ++ +H+ ++ ++
CD45RB Dako PD726+2B11  1:230 +++ o+ ++ ++
CD56 Zymed 123C3 1:20 +++ +++
CD68 "~ Dako KP1 1:100 ++ +H+ ++ ++

: CD79a Dako HM57 1:10 +++ + - -

 CEA Dako 117 . 1:200 N ++ - -
Coldgeno IV Dako CLV22 1:50 +++ ++ - -

* Cromogranina BD LK2H10 1:200 ++ + - L+

- CKP Biotek MEZCLA Prediluido - ++ +t +

CK7  Dako OV-TL12/30  1:50 ++ ot +t ++

[ CK 8 ' Dako 35BH11 1:25 ++ + e +
CK 20 Biogenex ITKS20.8 1:40 ++ ++ N NI
CK AE1-AE3 " Dako AE1-AE3 1:50 | +H ++ + +
CK (CAM 5.2) Becton Dic CAM 5.2 Prediluido ++ + 4+ ++
Queratina MA-903 Enzo 34BEI12 Prediluido ++ +++ - -
Desmina . Dako D33 1:25 -+ ++ - +

EMA . Dako E29 1:200 +++ +++ ++ ++

- ENS BD SE2 12 +H + - -+
Factor VIII Dako F8/86 1:100 ++ - ++ ++
Helicobacter pylori Dako Policlonal 1:100 + +++ - - |
HMB45 Dako HMB45 1:200 -+ o+ - o
KI-67 . Biogenex MIB1 1:10 -+ - - -
Mieloperoxidasa Dako Policlonal 1:1000 = + + ++
ps53 Novocastr DO7 1:10 ++ ++ - -
PCNA Dako PC10 1:10 - ++ - +
PSA Biogenex ERPRS 1:200 +H+ -+ ++
Receptores de estrégenos Novocastr 16 1:10 +++ + - +
Receptores de progesterona Novocastr 6F11 1:50 ++ - -~ -
S-100 :  Dako Policlonal 1:200 +H+ ++ +++ +++
Trombomodulina Dako 1009 1:10 ++ - ++ +++
DT Dako Policlonal 1:10 +H+ ++ + +
Vimentina Dako Vo 1:50 e +H+ - ++

: PC/BC: olla, buffer citrato; PC/TRIS: olla, buffer Tris; ED: proteinasa K: N: ningtin tipo de desenmascaramiento; +++: muy bien;

‘ ++: bien; +: regular; —: mal.
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Tabla 5. Anticuerpos que no mejoran con PC/BC (olla, buffer citrato).

~ Tratamiento
| Anticuerpo Origen Clon Dilucién PC/BC PC/TRIS ED N :
~ Actina Dako HHF35 1:50 ++ + +H +++
| BerEP4 Dako BerEP4 1:100 ++ - -+ -
| CD68 Dako KP1 1:100 + ++ ++ ++
| CKP Biotek Mezcla Prediluido ++ ++ + +
1 CK7 Dako OV-TL12/30  1:50 ++ ++ +++ ++
i CK8 Dako 35BH11 1:25 ++ + +++ +
CK 20 Biogenex ITKS20.8 1:40 ++ ++ +H+ ++
. CK(CAM 5.2) Becton Dic CAM 52 Prediluido ++ + +++ ++
i Queratina MA-903 Enzo 34BE12 Prediluido ++ +++ - -
Helicobacter pylori Dako Policlonal 1:100 ++ +++ - -
{ PCNA Dako PC10 1:10 - ++ - +
' Trombomodulina Dako 1009 1:10 ++ - ++ i+

<PC/BC: olla, buffer citrato; PC/TRIS: olla, buffer Tris; ED: proteinasa K; N: ningtin tipo de desenmascaramiento; +++: muy bien;
[ ++: bien; +: regular; —: mal. g

Se ha publicado, y nosotros 1o hemos comprobado, que el empleo de recuperacién antigénica no enzi-
madtica con calor disminuye la tincién de fondo (46, 59, 75) e incluso, por ejemplo en el caso de algunos
anticuerpos, desaparece la tincién espurea que se observa de algunos elementos celulares, como las células
plasmaticas con el anticuerpo anti-CD30. Pero, como ya mencionamos, algunos antigenos empeoran y
otros no mejoran con la recuperacién antigénica. Uno de los efectos adversos mds importantes es la presencia
de artefacto en los tejidos en forma de roturas v dehiscencias, e incluso de despegamiento total por efecto de
la elevada temperatura. En nuestra experiencia no ha significado en ningin caso un grave problema, pero
hemos de tener en cuenta siempre el tamafio de la muestra (a menor tamafio mayor artefacto) y el tipo de
tejido (si contiene gran cantidad de tejido adiposo —como es el caso de muchas muestras de mama-, mayor
artefacto). Otro problema a tener en cuenta es la recuperacién de la biotina enddgena cuando se empleen
sistemas de deteccién del tipo complejo avidina-biotina y estreptavidina-peroxidasa (15). La recuperacion
antigénica restaura la actividad de la biotina enddégena, y esto es particularmente problemético en tejidos
como el higado, el rifién y el cértex adrenal, asf como en los tumores que tienen células oxifilicas, especial-
mente carcinomas del rifién. En los tumores de tiroides (41) este problema de reactividad citopldsmica de
biotina es marcado incluso con recuperacion de tipo enzimatico.

La combinacién de digestién enzimética y re-
cuperacién antigénica con calor es posible y reco-

Mismo proceso mendable solamente en inusuales ocasiones. Se han

- —
P Iguales condiciones . . .. .
P ¢ obtenido buenos resultados con la combinacién de
| . . . .
| a 33 §4% | Digestion enzimética — > Evaluacién ambos métodos y el empleo, ademds, de sonicacién
e NEES . .
i e para la ciclina D1, que nosotros también hemos re-
g it e s producido.
o g Recuperacion ~ Tris pH 1 , . [ .
i 3 #53 © antigénion Cilrato pH 6 | —» Evaluacisn El aumento det sen.51b111dad q}le se? obtlen§ con la
d Cs+x7 } concalor EDTAPHS | 't recuperacion antigénica no enzimética es sin duda
. una gran ventaja, pero supone algunos inconvenien-
} [ BT :}'}'}é‘;‘;ﬁ:rac“’“ > Evaluacion tes. El ndmero de células y la intensidad se incre-
c |__'+** & concalor © mentan, de manera que esto puede ser un problema,
a i .z 2
s £ 4 e P et e e - s wemed SObTE todo en la evaluacién de marcadores pronés-
Figura 1. Test para estandarizar la recuperacién antigénica. tico, como p33 (73), y en algunas situaciones espe-
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ciales, como puede ser el diagnéstico diferencial entre adenocarcinoma metastasico, pleural y mesotelioma

maligno epitelioide, en el cual la expresiéon de vimentina en adenocarcinomas aumenta de forma

espectacular hasta perder su significacién diagnéstica (60).

En conclusién, la optimizacién de la recuperacién antigénica debe incluir un test (63, 64) para cada an-

ticuerpo del tipo que se propone en la Fig. 1.

—
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