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RESUMEN

La inmunofluorescencia en tejidos fijados y preservados en parafina (IF-P), al igual que la
inmunohistoquimica (IHQ) y la inmunofluorescencia (IF), tiene como objetivo localizar anti-
genos a través de la unién antigeno-anticuerpo. Esta técnica es poco conocida en la patologia
quirdrgica, su utilidad ha sido principalmente en estudios experimentales. El objetivo de este
articulo es revisar los conceptos bésicos de la IF-P, conocer sus ventajas y desventajas frente
alaIF ylaIHQ, al igual que las posibles aplicaciones en el campo de la patologia quirdrgica.
© 2017 Fundacién Universitaria de Ciencias de la Salud-FUCS. Publicado por Elsevier
Espana, S.L.U. Este es un articulo Open Access bajo la licencia CC BY-NC-ND (http://
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Immunofluorescence labelling of paraffin-fixed and embedded tissue
sections (IF-P). From the surgical pathology perspective

ABSTRACT

The objective of immunofluorescence labelling of paraffin-fixed and embedded tissue sec-
tions (IF-P), as well as of immunohistochemistry (IHC) and immunofluorescence (IF) staining,
is to detect the presence of antigens using the antigen-antibody interaction. This technique
is little- known in surgical pathology for it has primarily been used in experimental studies.
This article aims to review the basic concepts of IF-P, and identify its advantages and disad-
vantages compared with IF and IHC, and its possible applications in the surgical pathology
field.
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Introduccién

La inmunohistoquimica (IHQ) y la inmunofluorescencia (IF)
son técnicas fundamentales en el campo de la patologia qui-
rurgica, ya sea para el diagnéstico de multiples patologias o
para conocer la expresién de una determinada proteina en un
tumor especifico con impacto prondstico y/o terapéutico?.

Tradicionalmente en la patologia quirdrgica la utilidad
de la IF ha sido en tejidos criopreservados, mientras que
la IHQ ha sido utilizada en tejidos fijados e incrustados en
parafina. Sin embargo, existe otra técnica poco conocida en
la patologia quirtrgica, la cual es hibrida entre estas dos
y es conocida como inmunofluorescencia en tejidos fijados
y preservados en parafina (IF-P). Esta técnica ha sido des-
crita desde los afos 60 del sigloXX? vy, al igual que la IHQ
y la IF, el objetivo de la IF-P es localizar los antigenos a
través de la unién antigeno-anticuerpo en tejido fijado e
incrustado en parafina. Su utilidad ha sido principalmente en
estudios experimentales®. Por tal motivo, el objetivo de este
articulo es revisar los conceptos basicos de la IF-P, conocer
sus ventajas y desventajas frente a la IF y la IHQ, al igual
que las posibles aplicaciones en el campo de la patologia
quirtrgica.

Protocolos y factores que afectan la
interpretacion

A igual que en la IHQ y en la IF, en la IF-P existen dos
métodos de deteccién del antigeno*: ya sea con marcaje con-
jugado directo, en donde el anticuerpo primario esta marcado
con un fluorocromo con especificidad para el antigeno, o
con un método conjugado indirecto (sandwich), en donde
el anticuerpo primario reconoce el antigeno y el anticuerpo
secundario marcado con un fluorocromo reconoce el anti-
cuerpo primario. Para que exista una mejor especificidad en el
reconocimiento del anticuerpo primario con el secundario se
han implementado técnicas como la unién de proteinas como
la biotina y la avidina®.

En la literatura se han descrito una variedad de protocolos
para la IF-P, bien sea con marcaje conjugado directo, o bien
indirecto?>1°, En la tabla 1 mostramos los dos tipos de proto-
colos. Hasta la fecha no se conocen las ventajas de una técnica
frente a la otra en IF-P. En IHQ es conocido que el método
directo tiene la desventaja de tener mayor inespecificidad para
la deteccién de un antigeno especifico, ademas de necesitar
mayor concentracién de anticuerpo en comparacién con el
método indirecto?.

Como en la mayoria de técnicas de laboratorio, es nece-
sario estandarizar la prueba segin el anticuerpo. El protocolo
puede variar en tiempos de recuperacién de antigeno, en tiem-
pos de bloqueo, concentracién del anticuerpo y en tiempos
de conjugacién del anticuerpo primario. Por lo tanto, al igual
que en la IHQ, existen una serie de variables que hay que
considerar al momento de realizar e interpretar una IF-P. En
la tabla 2 se resumen estas posibles variables, y cada una
de ellas es fundamental para obtener el resultado esperado.
Hay que resaltar la relevancia que tiene la fase preanali-
tica. Dentro de ella se debe considerar el uso de un fijador

Tabla 1 - Protocolos de inmunofluorescencia en parafina
(IF-P)

Inmunofluorescencia directa
Cortes del blogue de parafina de 3 a 4 pm en laminas cargadas
Dejar toda la noche en el horno a 37°C (o a 60°C por 15 min)?
Desparafinar y rehidratar el tejido. Xylol, etanol y agua destilada
Realizar inmersién del tejido en Tris EDTA pH 9 por 30 min
en temperatura ambiente o realizar enjuague con EnVision
FlexWash Buffer (Dako)?
Digestion enzimatica con proteinasaK a temperatura ambiente
de 15 a 20min
Detener la digestién con Tris EDTA a 4°CP
Dejar en Tris EDTA a 4°C por 40 min®
Enjuagar en PBS durante 10 min®
Aplicar anticuerpos policlonales conjugados con FITC. Incubar
durante 2h® 0 30 min® en una cdmara huimeda en la oscuridad
Enjuagar en PBS 40 °C por 10 min?
Montar la ldmina con glicerina o con vectashield
Almacenar las laminas a 4°C y protegidas de la luz hasta su
visualizacién con microscopio confocal

Inmunofluorescencia indirecta
Realizar cortes del bloque de parafina de 3 a 4 pm en laminas
cargadas
Dejar toda la noche en el horno a 37°C (0 a 60°C por 15 min)
Desparafinar y rehidratar el tejido. Xylol, etanol y agua destilada
Recuperacién antigénica por calor a 92 °C aproximadamente
durante 25 min en buffer citrato de sodio 0,01 M pH6 en
vaporera (10 min con EDTA-borato pH 9,0°)
Bloquear con BSA 5% o caseina 0,25% en PBS 1x
Delinear cada corte histolégico con el lapiz hidréfobo
Incubar con el anticuerpo primario (uno o varios) en PBS 1x
a 4°C en una camara htimeda en la oscuridad?
Enjuagar 3 veces con PBS 1x por 5min
Incubar con el anticuerpo secundario (uno o varios) y DAPI
por 1h a temperatura ambiente y protegido de la luz
Enjuagar 3 veces con PBS 1x por 5min
Montar la lamina con glicerina o con vectashield

Protocolo®.

Protocolo®®.

Recomendaciones del protocolo®.

El tiempo de incubacién varia segin el anticuerpo. Puede ser
de1a24h.

n o

a

adecuado de tejidos con apropiadas concentracién y tiempo
de fijacién. Es fundamental evitar la sobrefijacién del tejido.
En la fase analitica es primordial utilizar un adecuado anti-
cuerpo primario, para lo cual se pueden utilizar bases de datos
online (tabla 3), literatura publicada y la informacién sumi-
nistrada por las industrias'?. Es primordial conocer el tipo de
clon que se estd utilizando en el anticuerpo primario (si es
el mismo de la literatura publicada), la especie del reactivo
(ratén, cabra, conejo, etc.), la dilucién de la concentracién, y
la localizacién del anticuerpo en el tejido. De esta forma se
logran disminuir los falsos positivos y negativos. Las bases
de datos online son de mucha utilidad para escoger los con-
troles positivo y negativo segin la expresién proteica a nivel
tisular.

Hay diferentes escenarios que pueden surgir al momento
de estandarizar un anticuerpo en IF-P, como lo son obtener
una senal fuerte o débil, o no obtenerla; y cada uno de estos
asociados a presencia fuerte o débil de fondo (background),
o ausencia de fondo. En la tabla 4 mostramos las posibles
soluciones!?.
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Tabla 2 - Protocolo de estandarizacién

Fase preanalitica
Retraso en poner las muestras en fijador
Tipo de fijador
Tiempo de fijacién
Tipo y tiempo de descalcificacion
Tipo de parafina
Tiempos y concentraciones de los reactivos del procesador
de tejidos
Tiempo y temperatura al montar el tejido en la lamina
Seleccién de los anticuerpos primarios (clon, monoclonal o
policlonalidad), la especie del reactivo (ratén, cabra, conejo, etc.),
ademads de conocer si tiene utilidad para la IF-P indirecta (segin
las indicaciones de la casa industrial)
Seleccién del anticuerpo secundario (la especie del reactivo debe
ser la misma del primario)
Conocer el color que emite el anticuerpo secundario (segin el
espectro de onda)
Optimizacién de los anticuerpos (cada anticuerpo tiene
diferente concentracién y diferente tiempo de incubacién)
Concentraciones de las soluciones para la recuperacién del
antigeno y del bloqueo

Fase analitica
Conocer la localizacién del anticuerpo a nivel tisular y de esta
manera evitar los falsos positivos y negativos
Utilizar controles positivos y negativos en cada prueba
Tener conocimiento del uso de microscopia con fluorescencia
y de los softwares para evitar la autofluorescencia

Tabla 3 - Datos online

http://www.proteinatlas.org

http://www.antibodyregistry.org

http://www.biocompare.com/antibodies (South San Francisco,
California)

http://www.antibodyresource.com (Cambridgeshire, Reino Unido)

http://www.antibodypedia.com (Solna, Suecia)

Fuente: tabla modificada de Gown!?.

Ventajas y desventajas de la
inmunofluorescencia en tejidos fijados
y preservados en parafina (IF-P) frente
a la inmunohistoquimica (IHQ) y la
inmunofluorescencia (IF)

Las ventajas que tiene la IF-P frente a la IHQ son: i) mejor
visualizacién de la localizacién del antigeno a nivel intrace-
lular; ii) realizar tincién con dos o més colores en una misma
muestra, cabe destacar que con la IHQ se puede realizar tin-
cién dual en tejido parafinado’?, sin embargo, su visualizacién
no es tan precisa a nivel intracelular como la IF-P, y iii) reali-
zar co-localizacién en un mismo componente intracelular, de
esta manera se pueden visualizar marcadores multiples en un
mismo tejido realizando reconstrucciones tridimensionales y
evitando imagenes contaminadas por la luz emitida fuera de
foco, las cuales ocasionan falsos negativos.

Las ventajas que tiene la IF-P frente a la IF son: i) los tejidos
preservados en parafina conservan su arquitectura morfolé-
gica, lo cual permite una mejor visualizacién ultraestructural;
ii) los tejidos utilizados para IF deben estar criopreservados, lo
cual causa dificultad para orientar la pieza; iii) existen algunos
tejidos como el adiposo, hueso, y cartilago que son difici-

les de manipular al momento de realizar crioseccién, y iv) la
preservacion del tejido en IF-P debe ser con un fijador y no
criopreservado; esto permite una mejor accesibilidad al tejido,
tanto para el cirujano como para el laboratorio de patologia.

Las desventajas que tiene la IF-P frente a las otras dos
técnicas convencionales son: i) la disponibilidad de tener un
microscopio de fluorescencia, preferiblemente confocal; ii) la
intensidad de la fluorescencia es menor en la IF-P en compa-
racién con la IF convencional®, y iii) la autofluorescencia no
especifica del tejido, la cual podria tener errores diagnésti-
cos; esta es secundaria a la reaccién cruzada que tienen los
aldehidos de la solucién de fijacién (formaldehido o glutaral-
dehido) con las proteinas derivadas del tejido y aminoéacidos™.
En donde mas se ha observado autofluorescencia es en aque-
llos tejidos ricos en flavinas y flavoproteinas enddgenas, en
aquellos con abundante nicotinamida adenina dinucleétido
fosfato (NADPH abreviada en su forma oxidada y NADPH+
en la reducida), y con pirofirinas y lipofuscina. Estos tejidos
son principalmente el coldgeno, la elastina y la mucina. Esta
fluorescencia se reconoce principalmente a nivel intracelu-
lar en los lisosomas y en la mitocondrial®!. Para evitar esta
autofluorescencia se ha propuesto utilizar sudan black B1-16,
fotoblanqueo o citrato ctprico'; otros autores recomiendan
usar sudan black B con dosis bajas de luz ultravioleta’®. Otras
formas de evitar la autofluorescencia es el uso de diferentes
softwares computacionales, asociados con la visualizacién en
microscopios confocales?”.

Aplicacién en el campo de la patologia
quirdrgica

Hasta el momento no se conoce cudl es la indicacién de la IF-P
en el campo de la patologia quirdrgica. Se ha propuesto que
esta técnica podria tener implicaciones diagnésticas en dos
contextos.

El primero de ellos en nefropatologia, en donde la IF es
fundamental para el diagnéstico definitivo histopatolégico.
Este campo de la patologia, a diferencia de las otras, requiere
una adecuada correlacién entre los hallazgos observados en
la microscopia de luz, en la electrénica y en la IF. Para tal
motivo, es fundamental obtener tres biopsias con adecuado
material. Sin embargo, en algunas ocasiones, el diagnéstico no
se logra realizar por falta de material (ausencia de unidades
glomerulares o la posibilidad de tener una biopsia pequena
la cual no es suficiente para enviar a los tres métodos diag-
nésticos). En estos casos es posible utilizar la muestra de luz
(muestra incrustada en parafina) con presencia de unidades
glomerulares para el estudio de IF. Para esto se ha propuesto la
IF-P como método de salvamento diagnéstico y también se ha
considerado como método para desenmascarar antigenos®1°.
Messias et al.? evaluaron 304 biopsias renales incrustadas en
parafina, y utilizaron un método de IF-P directa con los diferen-
tes anticuerpos utilizados en biopsias renales (IgA, IgG, IgM,
C3, C4, Clq, fibrinégeno, y cadenas livianas kappa y lambda),
observando que la IF-P fue util como técnica de salvamento
con contribucién diagnéstica en el 11,6% de los pacientes con
nefropatia, y que en el 30,4% esta técnica contribuyo en el diag-
néstico. Ademas encontraron que esta IF-P asociada a diges-
tién con pronasa puede ser Util para desenmascarar antigenos,
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Tabla 4 - Escenarios al estandarizar un anticuerpo en inmunofluorescencia en parafina (IF-P)

Intensidad de
senal/intensidad de
fondo (background)

Solucién

=

. Senal fuerte/sin fondo Obtener la dilucién mas alta de los anticuerpos con el mejor resultado, para guardar el anticuerpo primario
y reducir el costo

Reducir la concentracién del anticuerpo primario

Acortar el tiempo de incubacién del anticuerpo primario

Aumentar el tiempo de bloqueo

Utilizar la herramienta del software

Reducir la concentracién del anticuerpo primario

Acortar el tiempo de incubacién del anticuerpo primario

Aumentar el tiempo de bloqueo

Cambiar el tiempo de recuperacién del antigeno

Utilizar sudan black B y herramientas de los softwares

Aumentar la concentracién del anticuerpo primario

Aumentar el tiempo de incubacién para el anticuerpo primario

Aumentar el tiempo de incubacién para el segundo anticuerpo

Cambiar el tiempo de recuperacién del antigeno

Aumentar la concentracién del anticuerpo primario y reducir el tiempo de incubacién
Cambiar el tiempo de bloqueo

Cambiar el tiempo de recuperacién del antigeno

Usar otro anticuerpo primario

Cambiar el tiempo de bloqueo

Cambiar el tiempo de recuperacién del antigeno

Usar otro anticuerpo primario

Utilizar sudan black B y herramientas de los softwares

Revisar paso a paso el protocolo

Aumentar la concentracién de los anticuerpos y el tiempo de incubacién primaria
Cambiar el tiempo de recuperacion del antigeno

Usar un anticuerpo primario diferente

Verificar que se esté utilizando el tejido adecuado

Ponerse en contacto con el departamento técnico del proveedor del anticuerpo primario para obtener ayuda
Revisar paso a paso el protocolo

Aumentar la concentracién de anticuerpos y el tiempo de incubacién primaria
Cambiar el tiempo de recuperacién del antigeno

Usar un anticuerpo primario diferente

Verificar que se esté utilizando el tejido adecuado

Ponerse en contacto con el departamento técnico del proveedor del anticuerpo primario para obtener ayuda
Revisar paso a paso el protocolo

Cambiar el tiempo de recuperacién del antigeno

Usar un anticuerpo primario diferente

Verificar que se esté utilizando el tejido adecuado

Ponerse en contacto con el departamento técnico del proveedor del anticuerpo primario para obtener ayuda
Utilizar sudan black B y herramientas de los softwares

2. Senal fuerte/fondo débil

w

. Senal fuerte/fondo fuerte

4. Senal débil/sin fondo

w

. Senal débil/fondo débil

6. Senal débil/fondo fuerte

~N

. No hay senal/sin fondo

8. No hay senal/fondo débil

9. No hay senal/fondo
fuerte

Fuente: tabla modificada de Lin y Chen'?.

observando que en el 26,2% de los casos el diagnéstico cambid
después de aplicar esta técnica. Este procedimiento de desen-
mascarar antigenos a través de enzimas de digestién podria
tener utilidad en las biopsias renales, cutdneas e incluso en
casos de amiloidosis'®. Sin embargo, son necesarios més estu-
dios para conocer las indicaciones para utilizar esta técnica y
los posibles falsos positivos y negativos en la interpretacién.
La segunda utilidad con posible implicacién clinica que
se le ha atribuido a la IF-P es realizar un diagnéstico y un

dad silalocalizacién celular tiene importancia diagnéstica y/o
pronéstica®. De esta manera se lograria diferenciar subfenoti-
pos de enfermedades. Por ejemplo, en un determinado tumor
con expresion basolateral tiene peor prondstico y/o se asocia
con alguna anormalidad genética determinada, o un deter-
minado tumor con expresién apical tiene mejor respuesta al
tratamiento dirigido.

tratamiento individualizado. Es conocido que en oncologia
la localizacién a nivel celular tiene importancia diagnéstica,
como por ejemplo con el HER-2181°, Con la ventaja que tiene
la IF-P indirecta para lograr realizar multiples epitopes en un
mismo corte y en varios compartimentos celulares (ntcleo,
citoplasma o membrana), ademas de una mejor visualizacién
ultraestructural, se podria conocer en una determinada enti-

Conclusion

Este método diagnéstico poco conocido por los patélogos
puede tener utilidades diagndsticas. Es poco conocida la posi-
bilidad que existe de realizar IF en tejido preservado en
parafina, sin embargo, hay que recordar que la hibridacién
fluorescente in situ (FISH) se realiza en tejido preservado en



206

REPERT MED CIR.2017;26(4):202-207

parafina para la deteccién de alteraciones genéticas; de hecho,
en la actualidad se estd combinando la FISH con otras técnicas
citogenéticas?®.

La IF-P tiene algunas ventajas y desventajas, como lo
mencionamos antes. Hay que considerar que la IF-P tiene
las ventajas de las dos técnicas (IF e IHQ), como lo son:
mayor accesibilidad a la muestra, preservacién de las carac-
teristicas estructurales, realizar una tincién multicolor con
multiples anticuerpos en un mismo corte y en varios compar-
timentos de una misma célula de interés, asociados con una
mejor visualizacién ultraestructural. Sin embargo, es necesa-
rio estandarizar estas pruebas en cada laboratorio de patologia
y realizar més estudios para conocer cudl es el contexto mas
favorable para realizar la IF-P frente a la IHQ y la IF.

Es conocido que la patologia en los Giltimos anos ha cobrado
una gran importancia en la patologia personalizada, y por
ende en la patologia molecular. Por lo tanto, el patélogo
moderno debe tener la capacidad de realizar diagnésticos con
pruebas moleculares en el contexto de la morfologia?!. Asi,
estas ayudas diagndsticas, como las pruebas de inmunotin-
cién (IHQ, IF, IF-P), tienen que ir en conjunto con las pruebas
moleculares para llegar a un diagnéstico adecuado con impli-

caciones pronésticas??.
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