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SUMMARY

Background: In order to observe tissues microscopically, it is essential to use a proper fixation process. In this paper, we report on a
preliminary study about the application of Gomplucad® in routine pathology practice compared with standard fixation in formol 10%
(buffered). Material and methods: Simultaneously, samples from various human organs (1 cm in size) were fixed in 10% neutral-buff-
ered formalin and Complucad®. Results: In general, we found that the microscopic images of the slides stained by hematoxylin-eosin
after being fixed by Complucad® had the same quality as those fixed by formol, in short periods of time (2 hours), intermediate (24 hours)
or longer/storage (1 week and 1 month). Moreover, we observed that in tissues fixed by Complucad® there is the possibility of carrying
out special techniques that are now of relevance to pathology, such as immunohistochemistry, DNA analytical and biomolecular methods
(PCR), with similar results (even better for defining some immunohistochemical epitopes) to those achieved with formaldehyde fixa- .
tion. Conclusion: Further to our preliminary studies, Complucad® has shown that it is a very useful fixative product in human histo-
pathology as it does not have the toxic effects of formaldehyde. Rev Esp Patol 1999; 32(4): 535-541.
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RESUMEN

Planteamiento: En el procesamiento de los tejidos y para hacer posible su visualizacion microscopica es esencial una correcta fijacion
de los mismos. En este trabajo comunicamos las primeras observaciones sobre la capacidad fijadora de Complucad® en los estudios
anatomopatoldgicos rutinarios, compardndola con la fijacién en formol tamponado al 10%. Material y métodos: Se procesaron simultd-- :
neamente muestras, de aproximadamente 1 cm, en formol tamponado al 10% y Complucad®. Resultados: Observamos que las imd-
genes microscdpicas de las preparaciones tefidas con hematoxilina-eosina, después de una fijacion con Complucad®, tienen, en.
general, la misma calidad que las fijadas en formol, bien sea en tiempos cortos (dos horas). intermedios (24 horas) o largos (una sema-
na y un mes). Ademds, hemos comprobado que en los tejidos fijados con Complucad® se pueden llevar a cabo las técnicas especia-
les de mayor relevancia en la patologia actual (inmunohistoquimica, cifometria de ADN y PCR) con resuftados muy similares (a veces
mejores, en inmunohistoquimica) que cuando se efectua.fijacion en formol. Conclusiones: Nuestros estudios preliminares demuestran
gue Complucad® es un producto fijador (til en el campo de la histopatologia humana sin los efectos toxicos del formol. Rev Esp Patol
1999; 32(4): 535-541.

Palabras clave: Fijacion - Formol - Complucad®

ur
o
311



M. Alvarez. J. Rubio. J. Jiménez. A. Mirquez y A. Matilla

INTRODUCCION

En el procesamiento de los tejidos y para hacer posible su
visualizacion microscépica es esencial una correcta fija-
cién de los mismos. Esta consiste basicamente en la inte-
rrupcion de los procesos de degradacién tisular que apa-
recen tras la muerte celular. Para que sea eficaz debe cum-
plir —por lo menos— dos requisitos: que se conserve la ar-
quitectura tisular de manera tal que las imagenes equiva-
lentes resultantes se observen de forma idéntica, indepen-
dientemente del individuo y del proceso empleadoj. Vv que
se conserve la composicion tisular para que pu{adan efec-
tuarse, ademds de la interpretacion de las imdgenes con-
vencionales' tefiidas con hematoxilina-eosina, técnicas
especiales (histoquimicas, microscopia electrénica, inmu-
nohistoquimicas, biomoleculares, etc.) (1-5).

En la actualidad el fijador mds utilizado es, con dife-
rencia, el formol tamponado al 10%, pues ademds de
cumplir los requisitos previamente expuestos constituye
un elemento sencillo y barato (5, 6). Sin embargo, se han
atribuido una serie de inconvenientes para el usuario,
como alta toxicidad, efectos nocivos para el sistema
nervioso y mutagénicos y, sobre todo, accién irritativa
sobre la piel y mucosas: conjuntiva, orofaringe y tracto
respiratorio. Ademas, su eficacia perecedera en el tiem-
po (porque se consume durante el proceso y porque el
efecto de la luz y del oxigeno lo transforman en 4cido
férmico) crea problemas de almacenamiento de los teji-
dos fijados en formol (7-9).

El fijador Complucad®. combinacién de peréxidos v
alcoholes diluidos en alcohol al 70% (patente P9500471.
Universidad Complutense de Madrid), carece de los efec-
tos secundarios antes mencionados con el formol (10).
habiéndose probado su utilidad como método de preser-
vacion de estructuras organicas, por su poder bactericida,
trombolitico y lipolitico, con aplicaciones directas en el
campo de la anatomia humana (por ejemplo, preservacién
de cadéveres) y la medicina legal (11-13).

Como estudio preliminar para conocer si es posible
aplicar este producto como fijador general en patologia
humana, nos hemos propuesto efectuar una valoracién
comparativa de la habitual fijacién con formol fampona—
do al 10% con Complucad® en los siguientes aspectos:

— Evaluacién comparativa (formol tamponado frente a
Complucad®) de la calidad de la imagen citohistologi-
ca convencional en distintos tipos de tejido.
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— Valoracién comparativa (formol tamponado frente a
Complucad®) de las muestras tisulares después de
diferentes tiempos de fijacién: cortos (dos horas), mas
habituales (24 horas) y en condiciones de reserva/al-
macenamiento (durante una semana y un mes).

— Conocer la posibilidad de realizar técnicas especiales
(inmunohistoquimica, microscopia electrénica, cito-
metria del ADN y técnicas biomoleculares) tras la fija-
cion de los tejidos en Complucad® y, en su caso, saber
si puede beneficiar alguna de estas metodologias (en
concreto valorar la posibilidad de eliminar en las téc-
nicas inmunohistoquimicas el proceso de recuperacién
antigénica, indispensable con la fijacién en formol).

MATERIAL Y METODOS

El material utilizado se obtuvo de diez muestras de teji-
do en' fresco (no fijado) de piezas quirtrgicas y tres
autopsias llegadas rutinariamente al Servicio de Anato-
mia Patol6gica del Hospital Clinico Universitario de
Malaga. Para evaluar comparativamente los efectos de
la fijacion con Complucad® (Complucad Muiliz, Com-
plucad Internacional, S.A., Espafia) respecto al formol
tamponado. se procesaron muestras diferentes —~con am-
bos ﬁjadores— de tamaiio semejante (en torno a 1 cm),
en tejidos de distinta consistencia y localizacidn: aorta,
bazo, corazén. estdmago, higado, mama, pancreas, pros-
tata, pulmon, rifién y tiroides.

Fijacion e inclusion en parafina

También se procedié a la fijacién en paralelo de las mues-

tras en Complucad® y formol tamponado al 10% durante -
dos horas, un dfa, una semana y un mes. Tras este perio-

do todas fueron procesadas para su inclusién en parafina

seglin el protocolo automatizado convencional.

Estudio histolégico convencional

Para el estudio histologico convencional se realizaron
secciones de 4 um de grosor, que fueron tefiidas con
hematoxilina-eosina. En todas las preparaciones, dos pa-
télogos, de forma independiente, valoraron de una a tres
cruces los efectos de cada fijador en los diferentes tiem-
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pos de fijacion respecto a la arquitectura tisular, los deta-
lles celulares y el grado de retraccién.

Estudio inmunohistoquimico

Las técnicas inmunohistoquimicas se realizaron, en este
estudio preliminar, en las secciones de material fijado
con fijacién corta de dos horas (en Complucad® y for-
mol al 10%, tamponado), con equipo automatico Tech-
mate (proporcionado por Dako Diagndsticos, S.A.). Los
anticuerpos primarios probados fueron: vimentina/IM
(Dako, prediluido), actina (Dako, prediluido), desmina
(Dako, prediluido), antigeno epitelial de membrana/
EMA (Dako, prediluido), panqueratina/QT (Dako. pre-
diluido), 34BE-12/QT-AP (Dako, prediluido), antigeno
carcinoembrionario/CEA (Dako, prediluido), CD31
(Dako, prediluido), cromogranina/CR (Dako, predilui-
do), enolasa/ENO (Dako, prediluido), sinaptofisina
(Dako, prediluido), antigeno leucocitario comin/LEU-
CD45 (Dako, prediluido), antigeno prostitico especifi-
co/PSA (Dako, prediluido), tiroglobulina/TG (Dako,
prediluido). Las preparaciones fueron sometidas a desen-
mascaramiento de epitopos (antigénico) en olla a presion,
en una solucién de citrato a 1 mM y pH 6. Anticuerpos
como la tiroglobulina se utilizaron con y sin tratamiento
antigénico previo. El sistema de revelado empleado fue
un método de estreptavidina peroxidasa que utiliza como
cromogeno la diaminobencidina (LSAB, Dako).

Cuantificacion del ADN
mediante citometria de imagen

La cuantificacién del ADN se hizo en cortes de tejidos
de 4-5 um de grosor tefiidos con Feulgen, utilizando el
protocolo de Becton Dickinson (CAS DNA staining)
para la cuantificacién del ADN con el sistema de an4li-
sis de imagen CAS-200 (Becton Dickinson).

Extraccion del ADN para PCR

Se realizé simultdneamente la extraccion del ADN a par-
tir de dos a cuatro secciones, de 10 um de grosor, del
tejido fijado en Complucad® e incluido en parafina. Se
procedié siguiendo el protocolo de extraccién y amplifi-
cacién propuesto por Master Diagnéstica, S.A. (Vitro).

Complucad® como fijador frenre al formaldehido en histopatologia humana

RESULTADOS

La imagen histoldgica obtenida en diferentes tejidos es
buena (Figs. 1 a 4), tanto en los aspectos arquitecturales
como en los detalles celulares y el grado de retraccion
(Tabla 1). A partir de las 24 horas Complucad®, al igual
que el formol tamponado, mantiene la arquitectura tisu-
lar v los detalles celulares, mejorando las caracteristicas
nucleares aunque produciendo ciertos fendmenos de
retraccion celular (Tabla 2).

Con las técnicas inmunohistoquimicas, utilizando
distintos anticuerpos primarios se advierte que la fija-
cién con Complucad® mejora de manera evidente la
inmunorreactividad tisular (Figs. 5 a 8 y Tabla 3), aun-
que también en el material fijado en Complucad® se pre-
cisa realizar el desenmascaramiento antigénico previo a
la inmunotincién para mejorar la calidad.

Las técnicas biomoleculares (extraccién de ADN
para PCR y cuantificacién del ADN mediante citometria
de imagen) realizadas con tejidos fijados en Complu-
cad® muestran resultados satisfactorios, similares a los
obtenidos con fijacién formélica.

DISCUSION

Tras diferentes experiencias se ha comprobado que
Complucad®es un producto fijador de estructuras tisula-
res, muy Util en el campo de la anatomia y medicina
legal (por ejemplo, preservacién de cadédveres), con
poder bactericida, trombolitico y lipolitico legal (10-13).
Una variante del mismo (Complucad Mufiiz), diluido en
alcohol al 70%, se comporta como un fijador rdpido y
homogéneo de las muestras tisulares obtenidas en ani-
males de experimentacién, y no tiene los efectos t6xi-
cos/irritativos (en la conjuntiva ocular, piel, tracto respi-
ratorio...) del fijador universal: el formaldehido. En este
trabajo comunicamos las primeras observaciones sobre
la capacidad fijadora del Complucad® en los estudios
anatomopatolégicos rutinarios, comparandolo con la fi-
jacion en formol tamponado al 10%.

En las muestras tisulares pequefias (en torno a 1 cm)
estudiadas advertimos que las imdgenes microscopicas
de las preparaciones tefiidas con hematoxilina-eosina
después de una fijacién con Complucad® tienen, en ge-
neral, idéntica calidad que las de los mismos tejidos fija-
dos en formol, bien sea en tiempos cortos (dos horas),
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Figura 1. Tejido: tiroides; fijacion: formol tamponado; tiempo de fija- Figura 2. Tejido: tiroides; fijacion: Complucad?; tiempo de fijacion: dos
cién: dos horas; tincién con HE (original x20). horas; tincion con HE (original x20).

Figura 3. Tejido: rifion; fijacién: formol tamponado; tiempo de fijacion: Figura 4. Tejido: rifién; fijacién: Complucac®. Tiempo de fijacion: un
un mes; tincién con HE (original x20). mes; tincién con HE (original x20).
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Tabla 1. Valoraciéon comparativa en preparacmnes con hematoxilina-eosina de Ia fijacién corta (dos horas) con formol
i tamponado al 10% y Complucad®.

Arquitectura " Detalle celular Retraccion celular
Formol tamponado 4+ ++ -
Complucad® 4+ ‘ +++ —/+

Tabla 2. Valoracién comparativa en preparaciones tefiidas con hematoxilina-eosina de la fijacion intermedia y larga o
almacenamiento (24 horas a un mes) con formol y Complucad®.

Arquitectura : Retraccién celular Detalle celular

Formol tamponado

24 horas +++ -

Mejores caracteristicas y

1 semana +++ - . L.
contornos citoplasmaticos
1 mes ++4+ -
Complucad®
24 horas +++ ‘ -

Mejores caracteristicas

1 semana +H+ ‘ -
. ‘ nucleares

1 mes +++ -

¥, o

< , ¢ " 27y 4% 1
B4 )
5§ "@ o {8
- )iﬁ k . |‘ .
Figura 5. Tejido: corazdn; fijacion: formol tamponado; tiempo de fija- Figura 6. Tejido: corazon; fijacion: Complucad®; tiempo de ﬁjacic’)h:
cién: dos horas; tincién inmunohistoquimica con desmina (originai dos horas; tincién inmunohistoquimica con desmina (original x20).
x20).
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Figura 7. Tejido: préstata; fijacion: formol tamponado; tiempo de fija-
cién: dos horas; tincién inmunohistoquimica con PSA (original x20).

intermedios (24 horas) o largos (una semana y un mes).
No obstante, quizds existen algunos matices diferencia-
dores entre ambos tipos de fijadores:

— Los tejidos fijados en formol tienden a presentar en las
preparaciones de hematoxilina-eosina mejores carac-
teristicas citoplasmicas (dibujandose de forma mds ni-
tida los contornos celulares), mientras que en las: pre-
paraciones de tejidos fijados en Complucad® se resal-
tan mejor las caracteristicas nucleares, siendo mas
apreciada tanto la envoltura nuclear como el nucléolo.

— Cuando los tiempos de fijacién quedan acoftados aun
periodo de dos horas, los tejidos fijados en Complu-
cad® se distorsionan ligeramente y algunos de ellos
(tiroides y rifién, especialmente) tienden a presentar
problemas de retraccion celular. ‘ 5

Otro punto objeto de estudio ha sido la conser\‘a;cién
de la composicién tisular y celular, lo cual ha sido lleva-
do a cabo mediante la realizacion, también en fejidos
fijados en formol tamponado y Complucad®, de distintas
técnicas especiales que requieren que los tejidos y célu-
las analizados conserven su composicién natural en pro-
teinas y ADN. En lo referente a las pruebas inmunohis-
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Figura 8. Tejido: prostata; fijacion: Complucad®; tiempo de fijacion: dos
horas; tincién inmunohistoquimica con PSA (original x20).

toquimicas, los casos procedentes de tejidos fijados con
Complucad® arrojaron resultados no inferiores (e inclu-
so mejores, véase la Tabla 3) a los fijados en formol, por
lo que se puede concluir que la fijacién en Complucad®
no altera la composicion proteica antigénica (epitopos)
de los tejidos. Por otro lado, la realizacién de técnicas de
citometria analitica y biomoleculares (PCR) también
demostrd la viabilidad de las mismas en tejidos fijados
en Complucad®, indicando que esta fijacién conserva lds
propiedades naturales del ADN. : i
En conclusién, el método de fijacién en Complucad®
cumple en lo esencial los requisitos universalmente esta-
blecidos para los fijadores tisulares en patologia, ofre-
Ciendb una buena calidad respecto a las imagenes histo-
patolégicas convencionales de hematoxilina-eosina,
tanto en muestras de procesamiento habitual (fijacién en
torno a 24 horas o menos) como en las que requieren.
fijaciones mds largas, o que corresponden a material de
reserva 0 almacenado (durante semanas o meses). Asi,
en los tejidos fijados con Complucad® se pueden efec-
tuar las técnicas especiales de mayor relevancia en la
patologfa actual, tales como inmunohistoquimica, cito-
metria analitica del ADN y biomoleculares (PCR), con
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