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y su Aplicacion en
Anatomia Patologica

INTRODUCCION

La inmunohistoquimica se ha desarro-
llado en los ultimos veinte afos, pero los
métodos se han aplicado s6lo en los ulti-
mos 5 a 6 anos al diagnodstico rutinario en
anatomia patologica.

La técnica de inmunoperoxidasa (IP) se
basa en el uso de la peroxidasa como mar-
cador bioquimico. Esta se detecta me-
diante la oxidacion de sustancias cromoge-
nas, resultando compuestos insolubles en
solventes organicos y visibles al microsco-
pio de luz. Se une esta enzima a una inmu-
noglobulina que actiia como anticuerpo
contra un antigeno especifico. Se la ha uti-
lizado en frotis, improntas, cultivos celula-
res, microscopia de luz y microscopia elec-
tronica.

Los métodos de la IP han demostrado
ser sensibles, especificos, rapidos y senci-
llos.

La necesidad creciente de este método
complementario en el diagnoéstico rutina-
rio y los ensayos experimentales que esta-
mos realizando en nuestro Departamento
nos han motivado a revisar sucintamente
sus aplicaciones, asi como sus ventajas y
desventajas.

METODOLOGIA

Con la IP es posible demostrar diferen-
tes antigenos tisulares o celulares. La pe-
roxidasa del rabano picante ofrece ciertas
ventajas por su alto peso molecular y gran
estabilidad. La oxidacion se realiza con la
diaminobenzidina, cuyos polimeros en
presencia de la peroxidasa producen un
complejo insoluble de color café, que se
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deposita en el sitio de la reaccion antige-
no-anticuerpo. Hasta ahora se han emplea-
do diversas enzimas como glucosa-oxidasa,
fosfatasa alcalina y 4acida, citocromos, etc.,
pero la peroxidasa ha demostrado ser mas
util.

Los métodos empleados pueden ser di-
rectos (solamente antisuero primario) o
indirectos (antisuero secundario), los que
a su vez pueden ser conjugados 0 no con-
jugados, segun si la union es quimica o in-
munologica (P-1g), respectivamente.

a) Método directo: el anticuerpo conjuga-
do con peroxidasa se une directamente
con el antigeno en estudio. Su inconve-
niente principal radica en que el antige-
no debe ser conocido y hay una gran
cantidad de tincion inespecifica.

b) Método indirecto (sandwich): en éste se
emplean dos anticuerpos, el primario
contra el antigeno, y el secundario con-
jugado con peroxidasa contra el prime-
ro. Es de mayor sensibilidad y requiere
bajas concentraciones del antisuero se-
cundario.

¢ Método del puente enzimadtico (triple
sandwich): se diferencia del indirecto
en que el antisuero secundario debe
unirse a la peroxidasa mediante la anti-
genicidad de ésta, que se agrega a satu-
racion. Sus inconvenientes son su larga
duracion y el gran numero de etapas.

d) Método de la peroxidasa-antiperoxidasa
(PAP) (Figura 1): el antisuero primario
(generalmente de conejo) se une al anti-
geno y contra éste un antisuero secun-
dario antiinmunoglobulina de conejo
(generalmente cabra o cerdo); finalmen-
te se aplica un complejo inmune peroxi-
dasa-antiperoxidasa, cuya inmunoglo-
bulina ha de ser del mismo tipo del an-
tisuero primario, en este caso conejo.
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Fig. 1. Método Peroxidasa Anti-Peroxidasa.
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La tincion de la peroxidasa se realiza
con diaminobenzidina, que ademas de pre-
cipitar con ésta, también puede hacerlo
con OsO4 y usarse para microscopia elec-
tronica.

Para una optima tincidén debe bloquear-
se la actividad peroxidasa endogena de los
tejidos normales y neoplasicos; ello se lo-
gra con una incubacién en agua oxigenada
(0,039/0) con metanol, antes de la aplica-
cion del antisuero primario.

Ventajas y desventajas de la técnica.

La necesidad de este método surgio por
algunas desventajas de la inmunofluores-
cencia (IF). La IF requiere de microscopia
especializada, la tincidon no es permanente,
su precision morfologica es pobre, requie-
re tejido fresco y en algunos casos hay in-
munofluorescencia inespecifica que inter-
fiere.

La identificacion celular y distribucion
de los antigenos, asi como los buenos de-
talles morfologicos son sus mayores venta-
jas, ademas la tincidn es permanente y
permite el estudio de piezas fijadas en for-
malina y pueden durante afios identificar-
se hasta 2 antigenos simultineamente. Es-
ta técnica tiene buena correlacion con in-
munofluorescencia y la misma sensibilidad
que RIA e IF. Sus mayores desventajas
son la dificil estandarizacion y control de
los métodos, lo que muchas veces dificulta
la interpretacion por tincién inespecifica;
ademas, requiere de antisueros de gran pu-
reza y especificidad.

APLICACIONES

Esta técnica permite al patdlogo exa-
minar la presencia de productos celulares
especificos o material extracelular, en cor-
tes histologicos habituales. Sus principales
aplicaciones son:

a) identificacion de las células de origen
del antigeno (ej. neoplasias endocrinas),
b) distribucion anormal de células que pro-

ducen el antigeno (ej. hipoplasia o hi-
perplasia de células endocrinas),

c) pérdida de antigenos normales en una
neoplasia (ej. antigenos de grupos san-
guineos en neoplasias de mama y veji-
ga)

d) identificacion de antigenos oncofetales
en neoplasias (ej. alfafetoproteina, anti-
geno carcinoembrionario)

e) histogénesis de una lesion (ej. tumores
de partes blandas)

f) deteccion de microorganismos (ej. virus
papiloma)

g) deteccidon de autoanticuerpos (ej. test
de banda lupica,enfermedades cutaneas
bulosas).

A continuacion se enumeraran algunas
de las aplicaciones de esta técnica compro-
badas e informadas en la literatura.

Sistema linforreticular

Puede distinguirse un linfoma de células
B de una proliferacion reactiva por la de-
terminacion de un solo tipo de cadena li-
viana o Ig completa (monoclonal), en con-
traste con el caracter policlonal de la ul-
tima. También, por deteccion de Ig cito-
plasmaticas se logra diferenciar un linfoma
de células B de células grandes (centro-
blastico, inmunoblastico) de metastasis de
carcinoma indiferenciado (melanoma).

Tracto gastrointestinal

Los linfomas pueden estudiarse de ma-
nera similar. En las enfermedades inflama-
torias se observan alteraciones del patron
predominante de células linfoides de la
lamina propia y que contienen IgA. En ca-
sos de alergia a la leche aumentan las célu-
las productoras de IgE; en la enfermedad
celiaca aumentan las productoras de IgG.
En la colitis ulcerosa, aumentan las células
de la mucosa rectal productoras de 1gG;
las células que contienen IgA se reducen y
se distribuyen s6lo focalmente y se detec-
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ta C3 en la membrana basal de epitelio. El
epitelio rectal neopldsico contiene menos
IgG y componente secretor de IgA (IgA-
SC). Este disminuye en forma paralela con
la mayor desdiferenciacion (estudio en po-
liposis familiar).

Hormonas

La deteccion de hormonas en neopla-
‘sias nos informa acerca de su probable his-
togénesis. Actualmente hay evidencias de
que la mayoria de las neoplasias endocri-
nas contiene multiples hormonas. Permite
el estudio de adenomas hipofisiarios y la
correlacion de los sindromes clinicos co-
rrespondientes: adenomas productores de
ACTH con sindrome de Cushing, secreto-
res de gonadotropinas con infertilidad y
panhipopituitarismo, productores de hor-
mona del crecimiento con acromegalia o
gigantismo. Sc ha determinado que la ma-
yoria de los adenomas clinicamente no
funcionantes contienen hormonas y se ha
confirmado la rareza de los verdaderos
adenomas cromofobos. Las células con
hialina de Crooke (en pacientes con hiper-
cortisolismo endogeno o exdgeno) contie-
nen ACTH.

Han podido identificarse tiroglobulina,
tiroxina y triyodotironina en tiroides nor-
mal y en carcinomas tiroideos, primitivos
o metastasicos, asi como tirocalcitonina
en el carcinoma medular y en la hiperpla-
sia de células parafoliculares.

En el pancreas se ha podido determinar
la distribucion de las hormonas de los islo-
tes: insulina en células B, glucagon y poli-
péptido inhibidor gastrico en células A,
somatostatina en células D y también en
sus respectivas neoplasias; incluso se ha
identificado polipéptido intestinal vasoac-
tivo (VIP) en pacientes con tumores de los
islotes no-B con sindrome de Verner-Mo-
rrison.

Se han detectado varias hormonas pep-
tidicas gastrointestinales en el encéfalo,
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especialmente hipotdlamo: VIP, somatos-
tatina, leucoencefalina, neurotensina,
bombesina, colecistoquinina y sustancia P.
Se supone que cumplen un papel neuro-
transmisor.

Se han estudiado adenomas e hiperpla-
sias de células secretoras de gastrina en el
estomago y duodeno, que pueden produ-
cir un cuadro similar al sindrome de Zo-
llinger-Ellison.

Gonadotropina corionica humana
(HCG), lactogeno placentario humano
(HPL) y glicoproteina-1l-beta especifica
del embarazo se han detectado en placen-
ta normal y en tumores del trofoblasto.
La mas usada es HCG como marcador de
diferenciacion trofobldstica en tumores de
células germinales. Se ha precisado que en
tumores como el coriocarcinoma hay célu-
las productoras de HCG. Tanto el semi-
noma como el carcinoma embrionario
pueden tener células de sinciciotrofoblas-
to sin citotrofoblasto asociado.

Puede confirmarse la produccion ecto-
pica de hormonas en tumores tales como
el carcinoma de células pequenas del pul-
mon, carcinoides, feocromocitoma, carci-
noma medular del tiroides, neuroendocri-
noma de la piel, carcinoma basocelular de
la piel y varios otros mesenquimaticos.

Enzimas

La presencia de lisozima (muramidasa)
puede usarse para confirmar el origen mie-
loide o monocitico de leucemias, histioci-
tosis maligna, linfoma histiocitico verdade-
ro e histiocitoma fibroso de partes blandas
(Fig. 2).

La presencia de fosfatasa dcida permite
distinguir el carcinoma prostdtico metasta-
tico de otros adenocarcinomas.

Las alfa-fetoproteinas permiten distin-
guir el hepatoma y los tumores de saco vi-
telino.



Figura 2.- Tinsion positiva para lizozima en histiositoma
fibroso de la piel. (Aumento original x 500)

Marcadores tisulares especificos

Estdn presentes s6lo en uno o muy po-
cos tejidos y permiten asi indicar un ori-
gen probable y su diferenciacion predomi-
nante.

Mioglobina en rabdomiosarcomas, tu-
mores Millerianos mixtos del tracto geni-
tal femenino, tumor de Wilms, nefroblas-
tomas y timona sarcomatoide.

Antigeno relacionado al factor VIII en
hemangiomas, angiosarcomas y prolifera-
ciones vasculares atipicas (hemangioma
histiocitoide, proliferacion papilar atipica
intravascular).

Actina en tumores de musculo liso y

células mioepiteliales.
Proteina acida glial (GFA) en astroci-
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tos. Esta proteina se ha demostrado en
placas de esclerosis multiple, astrocitomas,
glioblastomas y ependimomas.

Recientemente se ha estudiado la dis-
tribucion de la isoenzima enolasa en cere-
bro humano y sus tumores. Se ha demos-
trado alfa-enolasa en astrocitomas, ependi-
momas, oligodendrogliomas, meningiomas
y neurinoma del acustico.

También se ha estudiado queratina in-
tracelular (queratina de estrato coérneo
humano y proteina de la queratina) en
mucosa bronquial normal y patologica, lo
cual ha permitido estudiar la diferencia-
cion epitelial anormal en los estados pre-
neopldsicos, en el diagnodstico de carcino-
ma epidermoide poco diferenciado y su
distincion de metdstasis pulmonares.

Microorganismos

Se han estudiado virus papiloma huma-
nos, Legionella pneumoniae, antigeno de
superficie y del corion de la hepatitis B
(HBsAg y HBcAg). Se han detectado virus
de herpes simple en encefalitis, antigenos
de sarampion en panencefalitis esclerosan-
te subaguda y antigenos asociados al virus
Epstein-Barr en casos de linfomas B.

Otro interesante antigeno viral es uno
con reaccion cruzada en carcinoma mama-
rio de rata y humano, que se ha observado
solo en carcinoma y no en lesiones benig-
nas. Actualmente estd en estudio y sus
proyecciones son innumerables.
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