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Resumen

El objetivo de esta investigacion fue estandarizar y crear un protocolo para una técnica de inmunocitoquimica en liquidos

pleural y peritoneal, procedimiento de gran utilidad como ayuda diagnéstica cuando no se sabe con certeza donde se en-

cuentra el tumor primario. Incluye la obtencién del liquido para determinar mediante el procedimiento tradicional si es

positivo para malignidad, el método de procesamiento y el desarrollo de la técnica inmunocitoquimica.

Palabras clave: inmunohistoquimica, anticuerpos, antigenos, derrames pleurales y peritoneales.

Abreviaturas: Ac, anticuerpos; Ag, antigenos; DAB, diaminobenzidina; CEA, antigeno carcinoembrionario; TTF-1, factor

de transcripcion tiroidea; CK7, queratina.

Introduccion

El origen de la técnica de inmunocitoquimica se
debe al trabajo de Albert Conns llevado a cabo en
1941, cuando describié como marcar los anticuerpos
directamente con isotiocianato de fluoresceina. Desde
entonces los métodos inmunologicos son bastantes
empleados en los laboratorios de histologia, pero solo
a finales de los afios 80 se empez06 a utilizar en los de
citologia. El fundamento de la técnica consiste en una
prueba de inmunolocalizacién en la que se utiliza un
Ac especifico para localizar Ag quimicos, también
especificos, en las células. Este procedimiento ayuda
a detectar y clasificar las células cancerosas.

La inmunocitoquimica es un método auxiliar im-
portante para el diagnostico citologico, de tal manera
que no se puede catalogar como un procedimiento
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unico de prescripcion. Esta es una técnica muy
util asistiendo los diagnosticos diferenciales de los
tumores de mayores categorias. La interpretacion
cuidadosa de los resultados con un panel pequefio
de Ac monoclonales junto con la morfologia y la
informacion clinica, pueden ayudar a alcanzar el
diagnostico especifico.

Para la estandarizacion de la técnica de inmu-
nocitoquimica fueron analizadas las siguientes
variables:

1. Procesamiento del liquido.

2. Fijacién del material obtenido.

3. Extension en lamina tratada con novobond
o histogrip.

4. Recuperacion antigénica.
5. Uso de bloqueadores.
6. Tiempo de uso de DAB.

7. Contraste.
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Materiales y métodos

Se realiz6 un estudio descriptivo ya que se
manipuléd cada uno de los procedimientos estable-
cidos en un protocolo guia de inmunohistoquimica
proveniente de la casa comercial Novocastra y por
medio de la metodologia ensayo—error se logro
estandarizar y crear un protocolo adecuado para
la técnica de inmunocitoquimica.

Se escogieron muestras liquidas de peritoneo
y pleura sospechosas de malignidad que llegaron
a los laboratorios de patologia del Hospital de
San José y a otros hospitales, las cuales se es-
tudiaron con coloraciéon de hematoxilina—eosina
para comprobar la presencia de malignidad en las
muestras. Teniendo en cuenta que fueron liquidos
de pleura y peritoneo, se escogio el siguiente panel
de anticuerpos que es muy sensible para muestras
de estos sitios y se encontraban disponibles en el
servicio de patologia del Hospital de San José:
antigeno carcinoembrionario (CEA), factor de
transcripcion tiroidea (TTF-1), queratina (CK7),
mesotelin y calretinin.

Hallazgos

En cuanto al procesamiento de la muestra, se
realiz6 por medio de citocentrifuga, se trabajo por
cinco minutos a 1.500 rpm para obtener material
adecuado y morfologia celular 6ptima. El mejor
método para procesar el material liquido es en el
citospin, pues asi las células no muestran altera-
ciones morfologicas y hay ahorro de reactivos en
comparacidén con un extendido. En cuanto a la fi-
jacion, se probaron cuatro procedimientos: alcohol
al 96%, acetona, aire y calor. Se concluye que el
primero es un buen medio fijador a pesar de que
el nimero de Ag puede ser menor pero la preser-
vacion morfoldgica es adecuada. Para la técnica
inmunoenzimatica la acetona da buen resultado,
pues a pesar de ser muy volatil es una sustancia
inmunorreactiva, lo que ayuda a preservar los Ag
y el nimero de los mismos.

Resultados

Se elaboraron 100 laminas, de las cuales 70 fueron
ensayos y en 30 encontramos resultados favorables
para la estandarizacion de la técnica de inmunocito-
quimica, trabajando las variables que se representan
en la Tabla 1.

Discusion

En este trabajo se quiso resaltar la importancia
de estandarizar una técnica que hasta el momento
en el Hospital de San José solo era posible en cortes
histolégicos. El proceso es sencillo porque puede
efectuarse sobre la coloraciéon de rutina sin nece-
sidad de que el material se encuentre extendido
en una lamina preparada, condicion que hasta el
momento era indispensable para realizarlo sobre
un corte histologico. Para su ejecucion se es-
cogieron liquidos pleurales y peritoneales cuyo
diagndstico era positivo para malignidad. Como
la mayoria de adenocarcinomas encontrados en
estas muestras eran metastasicos, se escogieron
marcadores como: CEA, calretin, mesothelin,
CK7y TTF-1.

El uso de la técnica de inmunocitoquimica en
liquidos puede ser definitivamente concluyen-
te, pues es un arma diagndstica en los tumores
metastdsicos, como se ve en las Figuras 1,2 ,3
y 4. Ademas debe ser un procedimiento racional
que obedezca siempre al esclarecimiento de un
diagnéstico diferencial, planteado por el patdlogo
cuando se enfrenta a casos de dificil diagnostico.
Aunque el costo de técnicas como esta suele ser
elevado, no es posible descartar esta posibilidad
que es altamente sensible y especifica, pues sus
desventajas son muy pocas en comparacion con el
procedimiento realizado en cortes histoldgicos, ya
que en este caso €s necesario seguir unos parame-
tros especificos para obtener buenos resultados.

La tarea de los patologos es diagnosticar neo-
plasias correctas para asi poder escoger la terapia
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Tabla |. Variables para estandarizar el proceso técnico

VARIABLE ENSAYO RESULTADO RESULTADO
OPTIMO
Alcohol 95% Buen método, no altera epitopes pero su | Fijar con acetona durante
nimero puede ser limitado. 10 min es la mejor
Acetona Buen método por ser sustancia SREIoh Pty
o inmunorreactiva y ayudar a conservar es inmunorreactiva y
FIJACION epitopes. ayuda a la conservacién
Al aire No es recomendable para procesos elos e’pltopes Ve
inmunoenzimaticos. [meres
Al calor No es recomendable ya que altera la

morfologia.

PROCESAMIENTO

Citocentrifuga por 5 min a

El nimero de células puede ser limitado y

1.500 rpm el gasto de reactivos alto.
El material se retine en un punto con
Citospin el menor gasto de reactivo y rapida

evaluacién del material.

El procesamiento en
citospin es una muy
buena opcién, teniendo
en cuenta su uso
adecuado ya que errores
en el procesamiento
pueden dificultar la
técnica.

EXTENSION EN
LAMINA ADHESIVA

Extensién en ldmina adhesiva

El material no se desprendi6, pero no
influye en el proceso inmunoenzimatico.

Extensién en ldmina no adhesiva.

El material no se desprendié.

No es necesario
extender el material
liquido en ldmina
adhesiva. Usar un buen
medio de fijacién

SOLUCION
RECUPERADORA

Recuperacién antigénica.

El nimero de epitopes es alto y facilita la
marcacién inmune.

No recuperacién antigénica.

Se evidencian los epitopes y por tanto el
inmunomarcaje es adecuado.

La citologfa liquida no
requiere la recuperacién
antigénica, pero la
recuperacién o no de
epitopes no altera el
procedimiento.

USO DE
BLOQUEADORES

Peréxido de hidrégeno de 15 a 20

min

El peréxido ayuda a bloquear la peroxidasa
enddgena y evitar los falsos positivos

Uso de bloqueo secundario.

Bloqueadores como avidina-biotina,
cashblock u otros evitaron fondo sucio
que puede dar falsos positivos.

No uso de bloqueadores.

El fondo sucio puede ser abundante

Usar bloqueadores
primarios y secundarios
es importante en
inmunocitoquimica
pues evitan reacciones
cruzadas y fondo sucio
inadecuado.

DAB

DAB por 5 min. La DAB por 5 min es un tiempo excesivo
causando reacciones indeseadas.
DAB de | a 2 min. Es el tiempo adecuado con revelados

6ptimos.

El revelador es
importante teniendo en
cuenta su preparacion
y tiempo ya que es
adecuado de | a 2 min.
Si la DAB no muestra

CONTRASTE

Hematoxilina de Harris

Hematoxilina de Weigerth

Es la mas usada y su tiempo adecuado es
de 2 a 3 min para citologia liquida.

Esta hematoxilina puede dar contraste.

El contraste destaca los
detalles nucleares; el
verde brillante siendo

medio de contraste, no
ayuda a resaltar estas

caracteristicas.
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adecuada para el paciente. Es por ello que qui-
simos aportar la estandarizacion de esta técnica
para el mejoramiento no solo en la investigacion
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Figura I. CEA positivo.
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Figura 3. Mesotelin positivo sobre coloraciéon de Papanico-
laou.
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