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INTRODUCCION

Desde la aparicién de las técnicas 1nmunohlstoqu1m1cas (IHQ) es bien conocido el efecto negativo que tiene en el
&mbito molecular la fijacién en formol y la inclusion del tejido en parafma Concretamente, el formol, el fijador mds
universal, parece ser el principal causante de la pérdida de inmunorreactividad del tejido por el entrecruzamiento pro-
teico que se produce; por ello, en un principio, las técnicas IHQ se realizaban en secciones de tejido congelado. Con
el tiempo se han desarrollado diferentes técnicas encaminadas a romper las uniones quimicas (intraproteicas e inter-
proteicas) inducidas por el formol y asi desbloguear el acceso de los anticuerpos a los epitopos de los antigenos. Una
de las primeras fue el tratamiento con diferentes enzimas proteoliticas (tripsina, pronaéa, pepsina, etc.) (1), que es util
en muchos tejidos, pero la estandarizacion del método es dificil, debido a que el tiempo de incubacién y concentra-
cién de la enzima depende del proceso de fijacion del tejido, asi como del antigeno estudiado, lo que tiene como con-
secuencia una gran variabilidad y una escasa reproducibilidad en los resultados.

El gran avance en el desenmascarannento antigénico fue la introduccién del calor. Shi y cols. (2) fueron los pri-
meros en utilizar el horno microondas como fuente de calor. A partir de aqui, fueron surgiendo métodos alternativos,
tanto por lo que respecta a las fuentes de calor como en lo que se refiere a las soluciones en las que se sumergen los
tejidos (3-7), con resultados espectaculares, que permitieron observar mejor la inmunotincion, reducir el fondo yuti-
lizar diluciones mas altas de anticuerpo (Ac).
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Sin embargo, sigue habiendo antigenos dificiles de detectar, a pesar de que existen buenos Ac que funcionan en
formol-parafina.

En este trabajo hemos seleccionado un grupo de Ac en los que la inmunotincién en nuestro laboratorio es nula o
débil en diferentes tipos de tejido. Para su estudio hemos combinado distintas fuentes de desenmascaramiento ant1ge—
nico por calor, varios tipos de tampoén y variaciones del pH de éste.

Nuestros resultados muestran que no hay unas condiciones ideales de trabajo aplicables a todos los Ac y que es
preciso individualizarlas para cada uno de ellos.

MATERIAL Y METODOS

Se elaboraron tres bloques multitejido, todos ellos fijados en formol entre 12 y 24 horas e incluidos en parafina. que fue-
ron utilizados para todos los Ac a analizar (8): Laeleccion de los tejidos se hizo siguiendo las recomendaciones del fabri-
cante del Ac en cuanto al tejido positivo y negativo al control de cada uno de ellos. Los bloques multitejido fueron:

— Bloque I, formado por fragmentos de amigdala,‘cerebro. ganglio con linfoma de Hodgkin y timo.

— Bloque II, formado por fragmentos de adenocarcinoma de préstata, carcinoma ductal infiltrante de mama, piel nor-
mal, adenocarcinoma de colon, rifién normal, colon normal, palenqmma mamario normal y melanoma maligno.

— Bloque III, formado por fragmentos de placenta prostata normal, higado fetal pancreas normal, tiroides normal y
epitelio exocervical con infeccién por HPV.

En cuanto a los diferentes métodos de desenmascaramiento, se seleccionaron las siguientes opciones:

— Fuente de calor: horno microondas (MO) (Moulinex Optimo, 900 W, con plato giratorio) y olla a presién (Fagor).

— Tiempo: !

¢ Tres tandas de cinco minutos en MO a la méxima potencia.

* Diez minutos. En el MO a la mdxima potencia hasta que erhpieza a hervir y bajandola después, sin que se inte-
rrumpa el hervor, durante diez minutos.

+ Tres minutos. En la olla se pone la solucién de desenmascaramiento a calentar y cuando empieza a hervir se intro-
ducen los portaobjetos sobre una gradilla adecuada (de pldstico, resistente a temperaturas altas), de manera que
queden bien sumergidos. Se tapa la olla y cuando se alcanza la presién mdxima se cierra el fuego, se deja sobre
la placa caliente durante tres minutos y se pone bajo el grifo del agua corriente, para que baje la presion y se pueda
abrir la tapa. :

* Nueve minutos. Se vierte agua en la olla hasta el nivel del accesorio encima del cual se ponen los contenedores
termorresistentes con la solucién de desenmascaramiento y los portaobjetos. Se tapa y cuando llega a la presién
maéxima se baja la intensidad de la placa caliente v se deja hervir durante nueve minutos. Se enfria bajo el grifo
del agua corriente para poder abrir la tapa.

En todos los casos se dejan atemperar 20 minutos. tras los cuales se introducen en PBS.
~ Solucién de desenmascaramiento: tamp6n de citrato (0,01 M, pH 6.0) y EDTA (0,001 M, pH 8).

Con la combinacién de estas tres variables se obtuvieron los diferentes métodos a seguir, que quedan reflejados en
la Tabla 1. Ademds, para todos los Ac y en todos los bloques multitejido, se realizé el método estdndar que se utiliza
normalmente en nuestro laboratorio y que se indica en [a Tabla 2.

Las caracteristicas de los Ac primarios analizados (casas comerciales, clon, diluciones, tipo de tincidn y tipo de
control positivo aconsejado por la casa comercial) quedan asimismo reflejadas en la Tabla 2. Todos fueron seleccio-
nados entre aquéllos que ofrecen mayores dificultades de deteccion, excepto la vimentina (citoplasmatico), el CD45
(membrana) y los receptores de progesterona (nucleares) que, no ofreciendo dificultades, se han utilizado como con-
trol adicional.
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i Tabla 1 Metodos de desenmascaramlento utlllzados

e A T S AL N T S < s ] S 1 O ARSI 1 TR S Wk L i LA b A St Ui e - ek

Método A Método B Metodo C Metodo D‘ ‘\/Ietodo E Metodo F Metodo G Metodo H
Fuente de calor MO MO MO‘ MO Olla Olla ‘ O]la Olla
Tiempo 3x5. 10° 3xs 10° 3 9’ 3 9 !
Solucién Citrato Citrato EDTA EDTA Citrato Citrato EDTA EDTA :
‘ (MO horno rmcnoondas) E

P

De los bloques multitejido se obtuvieron secciones de entre 2 y 3 miicras que se montaron en portaobjetos trata-
dos con adhesivo tisular, para evitar la pérdida de tejido con los diferentes métodos de desenmascaramiento anti(;é—
nico. Tras incubar los cortes a 60 °C durante toda la noche. se desparafinaron en xilol, se hidrataron en alcoholes
decrecientes, se introdujeron en agua destilada y por tltimo en PBS, tras lo cual se distribuyeron segtn los d1fe1en-
tes métodos de desenmascaramiento antigénico descritos anteriormente. Se procedio a su realizacion junto con el méto-
do estdndar para cada Ac. Después del desenmascaramiento antigénico particular se procedié a la inmunotincion
automdatica con Horizon TechMate, en el cual se incuba el tejido durante 30 minutos con anticuerpo primario, y el
resto del proceso se realizé con Envision (Dako) y el revelado con DAB plus (Dako). Se contratifieron con hemato-
xilina, se deshidrataron y se montaron en un medlo pe1manente

RESULTADOS

Se obtuvieron un total de 378 secciones temdas mmunohlstoqunmcamente (14 antlcuerpos x 9 métodos x 3 bloques
multltejldos)

Las laminillas inmunotefiidas fueron evaluadas 1ndependlentemente por dos de nosotros considerando tres Varla-
bles: la cantidad de celulas tefiidas, la intensidad de la tincién especifica y la tincién de fondo Se contrastaron los

Tabla 2. Antlcuerpos casa comermal clon dllucmn tlpo de tlnclon tedeO control y metodo estandar en nues-
tro Iaboratorlo

bcl-6

© Ciclina D1

Ki 67

pS3

R. progesterona
CDla

CDh4

CD7

CD8

. CDI0
. CD45 -

(MO = horno microondas; tampoén citrato pH=7.3)..

LMPT
Colageno TV
Vimentina

Antlcuerpos

DAKO
NOVOCASTRA
DAKO
DAKO
NOVOCASTRA
IMMUNOTECK
NOVOCASTRA
NOVOCASTRA
NOVOCASTRA
NOVOCASTRA
DAKO
DAKO
DAKO

DAKO

Casa comerc1a1

i Clon

PG- B6p
P2D11F11
Policlonal
DO7

1A6
JPM30
1IF6
CD7-272
1A5

56C6
1.22/4.14
CS11, CS2, CS3, CS4
CIV 22

V9 ‘

Dilucién

1:10°
1:10
1:40
1:25
1:50°
Prediluido
1:5
1:50
1:20
1:50 .
1:200
1:100

- 1:25
1:25
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Tipo tincion

Nuclear
Nuclear
Nuclear
Nuclear
Nuclear
Membrana
Membrana
Membrana
Membrana
Membrana
Membrana
Membrana
Citoplasma
Citoplasma

Control

Céancer mama
Amigdala
Céancer mama
Céancer mama
Piel
Amigdala
Amigdala
Amigdala
Rifién
Amigdala
Linf. Hodgkin
Rifién
Amigdala

Estandar

Ami gdala

r
L

ouaEDmAy
MO,2x 7
MO, 4x 15°
MO, 2 x 15°
MO, 2x5
MO, 2x5" "
MO.4x5
MO,
MO.3x5 ! °
MO.2x 5
MO,
MO,
MO,
MO.

2x5

2x5
2x5
2x5

2x5
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' Tabla 3. Resultados.

- TR RN TS aetraen - - s

; Método A Método B Método C Método D Método E Método G

; MO citrato MO citrato MO EDTA MO EDTA Ollacitrato  Olla EDTA  Estindar !
l

! Anticuerpos 3x5 10 IXY 10 3 3 (Tabla 2)

§

" bel-6 i

Ciclina DI ++ +++
Kie7 ++ 1+
. p53 +++
. R. Progesterona 4+
' CDla ‘ it s
| CD4 -+ +
CD7 +{ ++ ‘ +++ ++
© CD8 = "t
e | . T "

. CD45 4t : ‘ ‘ ++ ++
. LMP1 | | ‘ et o
Coldgeno IV ++ +++

Vimentina ++ ++ +++

MO = microondas]

. [+++ = inmunotincién excelente; ++ = inmunotincién aceptable:

resultados y las divergencias se solucionaron por consenso tras revisar los casos. No se observé inmunotincién o ésta
fue escasa tanto con el método F como con el H, ambos en 1a olla durante nueve minutos. La Tabla 3 muestra 1os mejo-
res resultados obtenidos para cada uno de los métodos. En la valoracién se ha seleccionado el mejor resultado obte-
nido sobre el control especifico de cada Ac. |

En cuanto a la fuente de calor, doce Ac funcionaron mejor en el horno microondas y dos con la olla a presién. En cuan-
to a la solucion tampdn, seis funcionaron bien con tampén de citrato pH 6.0, tres con tampén de citrato pH 7.3 y cinco con
EDTA. Con este tltimo se observé una mejora de la inmunotincién, pero con un incremento de la tincién de fondo que no
llegaba a alterar o dificultar la interpretacién del resultado. En concreto, es espectacular el resultado obtenido con el EDTA
en el caso de los receptores de progesterona, que se incluyeron en el estudio como control, en los que tanto la intensidad
como el nimero de c€lulas positivas aumentaron considerablemente en comparacion con el método estandar.

DISCUSION

Nuestros hallazgos demuestran que cada Ac o grupo de Ac se beneficia de un método de desenmascaramiento antigé—
nico idéneo y que no diéponemos en la actualidad de un inico método aplicable sisteméticamente y capaz de obte-
ner resultados ptimos de forma generalizada. Esto mismo se desprende de multitud de estudios con enfoques diver-
sos, variando la fuente de calor, el tiempo, el tipo de solucién desenmascaradora. el pH de la misma o la temperatu-
ra de fijacion de los tejidos (4, 6, 7, 9, 10, 15. 16, 18, 19). ‘
Ya en 1996 (9) observamos que en algunos antigenos era mejor el desenmascaramiento con horno microondas, en
otros era mejor con olla a presi6n y en otros, por tltimo, los dos métodos eran igual de efectivos. En general, cada
laboratorio utiliza uno u otro tipo de fuente de calor con resultados 6ptimos y, de hecho, los diferentes métodos para
el desenmascaramiento antigénico pueden dar intensidades de inmunotincién similares si los tiempos de calor se ajus-
tan apropiadamente (10-12). En este estudio, los mejores resultados se han obtenido con microondas (excepto para
el LMP1 y la vimentina), pero quizds se podrian conseguir los mismos resultados con la olla variando el tiempo de
coccién. En cambio, los métodos Fy H han sido los peores. Tal vez, debido a que no existe en ellos un contacto direc-



2001: Vol. 34. N° 3 ‘Técnicas de desenmascarwmiento antigénico en inmunohistoquimica

to con la fuente de calor; el contenido del rec1plente eleva su temperatura a expensas de 1a atmosfera de vapor que se
crea en el interior de la olla a presién. _

Con la aproximacién experimental de nuestra investigacion, pbdemos observar que, de los once Ac con dificulta-
des, ocho mejoraron satisfactoriamente la inmunotincién, mientras que los tres restantes no se vieron beneficiados en
relacién con la técnica que ya se estaba utilizando (estandar). Cabe destacar que en nuestro laboratorio la introduc-
ci6én de cada nuevo Ac va acompafada de Qna‘ investigacion somera de las condiciones ideales de inmunotincion,
incluyendo el método de desenmascaramiento antigénico. Ello explica que Ac que pueden ofrecer dificultades de
inmunodeteccién como la ciclina D1, Ki-67 y CD1a, ofrezcan resultados éptimos con el método estdndar (ver Tabla
2), el cual ha sido sometido a un extenso estudio previo que incluye variables especificas como las condiciones de
incubacion, la concentracién de Ac primario, los cortes hlStOlOUILOS recientes, etc., que no han sido objeto de consi-
deracién en este trabajo.

Nos ha sorprendido observar que en los tres anticuerpos que incluimos como controles y cuya tincién considera-
bamos correcta, ésta ha mejorado con otros métodos diferentes al estandar. Ya hemos comentado mds arriba los recep-
tores de progesterona. Si observamos la vimentina, vemos que tanto con el método E como con el A y el B la inmu-
notincién es mejor que con el método estédndar. La diferencia entre el métode E y el estdndar radica en la fuente de
calor y entre los métodos A y B y el estdndar, en el tiempo de incubacién. Ademas, en ambos casos el pH del citrato
(6.0) es diferente al del estdndar (7.3). Algo similar ocurre con el CD45, cuya inmunotincién mejora tanto con el
método A como con los metodos EyG.Las umcas diferencias entre el método 6ptimo, que es el A,y el estdndar son
una tanda méds de MO y-el pH del tamp6n. ‘ ‘

De todo ello puede cq)nclmrse que los tlenipos de calor son muy importantes y. de hecho, se observa que al aumentar
los tiempos aumenta la intensidad de la tincién y el nimero de células tefiidas, aunque este dato debe tomarse con cautela
debido al riesgo de falsos positivos (13). Co

La solucién desenmascaradora mas utilizada por todos los laboratorios es el citrato sédico con pH 4cido o bisico,
seoun el anticuerpo (14), que en general es muy efectivo. Hay diversos estudios que lo comparan con otras solucio-
nes como el EDTA con pH 8 (15, 16) que hemos utilizado tamblen en este trabajo y que, en nuestro caso, ha sido muy
efectivo en la mayoria de los Ac (Tabla 3), ya que en nueve de ellos la inmunotincién ha sido excelente o aceptable,
con tincién de fondo en algin caso pero sin. que llegara a afectar su evaluacién. Esto supone una mejora notable de
los resultados en comparacion con el método estdndar en seis Ac, entre ellos bcl-6, CD4, CD7, CD8 y CD10, todos
de utilidad creciente en el diagnéstico de los sindromes linfoproliferativos. Pensamos que el efecto beneficioso no
estd sélo en la solucién desenmascaradora sino también en el pH, ya que algunos autores han obtenido resultados
similares sobre los mismos Ac con citrato sédico a pH bdsico (17). En nuestro estudio cabe destacar el alto rendi-
miento del método A (MO, citrato, 3 X 5°). que ha conseguido el mejor resultado de todo el estudio para p53 y resul-
tados Sptimos para CD4 y CD45.

En conclusién, nuestros hallazgos resaltan la necesidad, tal y como otros autores han sugerido (18) de someter
cada nuevo Ac que se incorpora a un laboratorio a una baterfa de diferentes tampones o soluciones desenmascarado-
ras a diferentes pH, fuentes y tiempos de calor para obtener el maximo rendimiento.
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