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DESARROLLG DE LAS TECNICAS HQ

La caracterizacién morfolégica de las
neoplasias por parte del anatomopatdlogo,
como intento de establecer un “marcador”
que nos permitiese identificar y tipificar la
transformacion neopladsica maligna, me-
diante el estudio de cortes tisulares o de cé-
lulas aisladas, se ha visto potenciada por la
aportacién de datos objetivables obtenidos
gracias a la aplicacién de técnicas histoqui-
micas de alta afinidad vy especificidad.

Estas técnicas se basan en el estableci-
miento de uniones altamente especificas y
afines entre dos moléculas bien definidas
desde el punto de vista bioguimico, con el
unico propdsito de identificar y focalizar en
el seno de los tejidos v de las células la pre-
sencia y distribucion de determinados com-
ponentes bioguimicos (6,55}, De entre ellas
las mas importantes serfan aquellas que se
basan en la alta especificidad y afinidad de-
mostrada por el anticuerpo frente al antige-
no correspondiente.

Este principio fue utilizado por COONS y
cols. {13} en 1942 para detectar antigenos
pneumocécicos en tejidos mediante el con-
curso de un anticuerpo especifico, Para que
éste fuese visible al microscopio lo marcé
previamente con un flucrocromo (Fluores-
ceina). Asi se iniciaba una nueva tecnologia
gue a pesar de brindar enormes posibilida-
des de estudio, quedé restringida a la inves-
tigacién de parcelas muy concretas de la
Anatomia Patolégica como puede ser la pa-
tologia glomerular renal, en las gque demos-
trdé la transcendental importancia de este
procedimiento diagndstico.

No seria hasta un cuarto de siglo mas tar-
de cuando gracias a las decisivas aportacio-
nes de GRAHAM vy KARNOVSKY (1966)
(46), de NAKANE y PIERCE {1966) (51), de
ABRAMEAS y URIEL (1966) (2} y de MA-
SON {1969) (42}, cuando STERNBERGER
{1970) (64) pudo desarrollar su célebre mé-
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~todo PAP de ia peroxidasa antiperoxidasa.

Procedimiento que ha supuesto una masiva
generalizacion de la utilizacién de las técni-
cas inmunohistoquimicas {IHQ) en los labo-
ratorios de Anatomia Patolégica (18, 19,
50).

Mas recientemente GUESDON y cols.
(1979) (20} y HSU (1981} (26, 27} han intro-
ducido la técnica de la Avidina-Biotina
come alternativa al método PAP. basandose
en la alta especificidad v afinidad demostra-
da por la Avidina o la Estreptavidina por la
Biotina (Tabla 1}. Los procedimientos inmu-
nocoloidales, (HOLGATE, 1983) {24, 25,
41) en los que se utiliza un coloide metilico
de oro o plata como identificader microscé-
pico al final de {a cadena de uniones Antig-
Antic o de Avi-Bio, representarian los mas
recientes perfeccionamientos de estas téc-
nicas.

También otra posibilidad de explorar las
modificaciones expresadas por las células
necpldsicas a nivel de los glicoconjugados
cefufares es la utilizacion de Lectings espe-
cificas para grupos oligosacaridicos inte-
grantes de las cadenas glicidicas de las gli-
coproteinas vy de los glicolipidas {1, 7,9, 61).
También cabe la posibilidad de detectar la
presencia de receptores hormonales y su
variabilidad.

CAMPO DE APLICACIONES DE LAS
TECNICAS IHQ '

El campo de aplicacién de las técnicas
IHQ comprende tres aspectos fundamenta-
les: a) Deteccion de la expresion fenotipica
celular como intento de caracterizacion ce-
fular tanto en las fases de desarrollo embrio-
nario v fetal como en el seno de tejidos y cé-
lulas en estados de normalidad o patoldgi-
cos {Fig. 1). b} Identificacién de sustancias
que intervienen en las reacciones de hiper-
sensibilidad como pueden ser Igs, fraccio-
nes del complemento, fibrindgeno, etc.; vy
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CAMPO DE APLICACION DE LAS TIHQ

* DETECCION DE LA EXPRESION
FENOTIPICA CELULAR

* |IDENTIFICACION DE SUSTANCIAS QUE
INTERVIENEN EN LAS REACCIONES DE
HIPERSENSIBILIDAD

* IDENTIFICACION DE AGENTES
BIOLOGICOS CAUSANTES DE PROCESOS
PATOLOGICOS



“marcadores tumorales” no son mas gue
moléculas proteicas o no, presentes en las
células tumorales, pero que también pue-
den identificarse en células normales en la
vida postnatal o en alguna fase del desarro-
llo embrionaric o fetal. Por consiguiente no
son en absoluto exclusivas ni caracteristicas
del proceso neoplasico, si bien en éste sus
cifras de produccion son mds elevadas y
por ello sus valores en el suero del paciente
se incrementan notoriamente, y de ahi su
indudable valor clinico, especiaimente en
el seguimiento de pacientes neoplasicos.

Por estas consideraciones y desde el pun-
to de vista IHQ, serfa mas preciso al referir-
nos a ellos denominarlos marcadores mole-
culares de la diferenciacion y especializa-
cion celular, como manifestacién de la ex-
presién fenotipica celular.

La deteccién de una sustancia por métg-
dos IHQ en céluias determinadas, no quie-
re significar necesariamente que sea produ-
cida por ella; puede haber sido incorpora-
da a la célula por un proceso de endocito-
sis. $i no se tiene en cuenta esta posibilidad
podemos caer en errores de interpretacion.

Para asegurar que una sustancia determi-
nada ubicada en el seno de una célula es
producida por ella deberemos recurrir a
otras técnicas como pueden ser la incorpo-
racién de precursares radioactivos in vitro o
in vivo, la presencia de dicha sustanciaen el
medio de cultivo o bien la identificacién del
RNAm responsable de su sintesis, mediante
técnicas de Hibridizacign DNAC-RNAmM “in
situ”.

UTILIDAD CLINICA DE LA DETECCION
IHQ DE MARCADORES TUMORALES

Aparte de la utilidad propiamente diag-
nostica en el campo de la Anatomia Patold-
gica, como légica de la identificacién de los
“MT" en células y tejidos, ésta complemen-
ta los datos aportados por las técnicas Bio-
quimicas, las cuales no pueden establecer
ura relacidon precisa entre los niveles de
“MT” determinados en el suero vy su distri-
bucién en los diferentes clonos celulares
identificables en el tumor.

La contribucion, que la determinacién
IHQ de los “MT" ha aportado, en un intento
de proporcionar datos objetives que nos
permitan llegar a un diagndstico més preci-
so los podemos resumir en cinco apartados

(22). {Tabla IIt):

TABLA 1N

UTILIDAD DE LA DETECCION IHQ DE
MARCADORES TUMORALES

¢ |IDENTIFICACION TUMOR PRIMARIO

* D.D. DE LESIONES MORFOLOGICAS
SIMILARES O COMPLEJAS

» CLASIFICACIONES MORFOFUNCIONALES
* ORIENTACION PRONOSTICA

¢ PREDICCION DE MARCADGRES
TUMORALES

1} Identificacién de la localizacién pri-
maria del tumor cuando la primera expre-
sidn de éste es una metdstasis de origen des-
conocido. Es el caso de las metdstasis 6seas
o ganglionares del cancer de préstata como
primer hallazgo. La demostracion del anti-
geno prostatico especifico {APE) o de la fos-
fatasa &cida prostatica {FAP) nos permiten
asegurar que el tumor primario se ubica en
la préstata {49). Es decir identificamos 1a es-
tirpe celular pero no la condicién de neo-
plasia maligna, la cual inferimos del hecho
de encontrarnos ante una metdstasis. Tanto
el APE como la FAP se pueden detectar en
epitelio prostitico normal, hiperplasico o
neoplasico (48). (Fig. 3).

Figura 3.
Adenacarcinoma de préstata. ldentificacion
del antigeno prostatico especifica. Antisuerc

frente a APE, DAKQ AS562,
BIO:PR/DAB/H.

1:1000, AVI-
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1) Diagndstico diferencial de neoplasias
morfolégicamente similares, En aquellas
neoplasias en las que los aspectos puramen-
te morfoldgicos son insuficientes para filiar
su histogénesis, las técnicas IHQ pueden
aportar datos objetivos de expresion fenoti-
pica que nos permiten superar las limitacio-
nes de los marcadores morfolégicos v tipifi-
carlas adecuadamente.

Un ejemplo muy demostrativo podria ser
el diagndstico diferencial de un carcinoma
indiferenciado géstrico frente a un linfoma
primitivo de dicha localizacion. Agotados
los estudios morfolégicos sin podernos de-
cantar hacia uno u otro diagnéstico nos
cabe el recurso de indagar la posible mani-
festacion de dos grupos antigénicos. Uno
correspondiente a células epiteliales: anti-
geno de membrana epitelial (EMA) (62), an-
tigeno polipeptidico tisutar {TPA) (4,52) (Fig.
4) y queratinas de bajo peso maolecular
40,45y 52 KD =MQOLL 19,18 y 8} (14,45) y
el otro a células linfoides: antigeo comiin
leucocitario (ACL). La positividad de uno u
otro grupo nos llevard a un diagndstico co-
rrecto.

" Figura 4.
Carcinoma lobuliffar de mama. !denrff.'cacron
de células neopldsicas aisladas que infiltran ef
estroma. Antisuero frente a antigeno polipepti-
dico tisular. Santeg TPA:B1; AVI-BIO:PR/DAB/
H.

Una situacidn similar se presenta cuando
en un ganglio linfitico se alberga una neo-
plasia indiferenciada. El establecer una pau-
ta de investigacién de diversos grupos anti-
génicos, siguiendo un algoritmo preestable-
cido nos va a permitir, descartando sucesi-
vamente determinadas neoplasias, alcan-
zar el diagnéstico histogenético preciso en
muchos casos. (Tabla V),
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Otro ejemplo puede ser el diagndstico di-
ferencial entre un adenocarcinoma de prés-
tata y un carcinoma transicional de vejiga o
bien con un adenocarcinoma de recto en
determinadas situaciones (39}.

I Formulacidn de clasificaciones mor-
fofuncionales. En estos casos la tipificacion
morfologica, a veces poco elocuente, se ve
enriquecida por la aportacién de datos que
ahaden una dimensidn funcional. Es el caso
de las neoplasias que asientan en drganos
endocrinos y cuyo exponente mas evidente
seria la clasificacién de los adenomas hipo-
fisarios, no en cuanto a sus apetencias tinto-
riales sino en funcién a las hormonas que
producen: HGH, PrLH, ACTH, FSH, etc.
{15). {Fig. 5). La identificacidn de neoplasias
con secreciones hormonales inadecuadas
0 ectépicas constituye otro ejemplo.

La clasificacion inmunomorfoldgica de
los linfomas no hodquinianos, basada en
los aspectos morfolégicos tisulares y citol6-
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Adenoma hipofisaric en el que se detecta la pre-
sencia de prolactina. Antisuero frente a profacti-
na DAKQ A569, 1:100; AVI-BNO:PR/DAB/H.

gicos, asi como en la caracterizacion de di-
ferentes marcadores fenotipicos expresa-
dos a nivel de la membrana celular o bien
en localizacién intracitopldsmica (lgs),
constituye un claro exponente de los avan-
ces realizados en este campo durante los Gl-
timos anos (23).

1V) Orientacién prondstica. La detec-
cién IHQ de diversos “MT” como base para
establecer una orientacién prondstica ha
sido descrita si bien con resultados dispa-
res. No debemos olvidar que cuanto mas
diferenciado es un tumor mavores la posibi-
lidad de que se expresen determinados
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“MT”. Lo contrario, para las neoplasias indi-
ferenciadas también es vélido. La deteccién
de HCG a nivel de las células epiteliales del
carcinoma de colon (8) o la desaparicion
del antigeno de grupo sanguineo corres-
pondiente en las células de los carcinomas
uroteliales deben interpretarse como he-
chos que comportan un mal prondstico
(12,40).

V) Prediccion de “marcadores tumora-
les”. Las técnicas IHQ pueden identificar
en el seno de las células tumorales aquellos
“MT” que pueden pasar a los liquidos cor-
porales donde pueden ser detectados por
procedimientos bioguimicos, con el fin de
reconocer agquellos mas Utiles para estable-
cer un seguimiento del curso bioidgico del
proceso necpldsico. Cabe asi constatar la
respuesta favorable o desfavarable a la tera-
péutica, desarrollar los métodos de inmu-
nodeteccidn de recidivas o metastasis e in-
cluso poder aplicar una inmunoterapia
efectiva al paciente. (Fig. 6).

Figura 6. :

Carcinoma de colon. Células neapldsicas posi-
tivas af antisuero frente a Ca 19.9 CiIS AB1, AVI-
BIQ:PR/DAB/H. '

CONDICIONANTES QUE REPERCUTEN
EN LA FIABILIDAD DE LOS
RESULTADOS [HQ

Tres aspectos fundamentales van a influir
decisivamente en la valoracién y rendi-
miento de los resultados obtenidos como
consecuencia de la aplicacién de las técni-
cas IHQ} para la deteccidn de “MT”. A ellas

nos referiremos seguidamente comentando

aguellos hechos que pueden influir decisi-
vamente en los resultados,

Preservacion de la reactividad de los
grupos antigénicos

No es necesario insistir que si queremaos
demostrar en una célula o tejids un deter-
minado antigenc éste debe conservar la
reactividad inmunolégica frente al anticuer-
po correspondiente. No todos los grupos
antigénicos son igualmente resistentes a la
accién de los diversos agentes fisicos y qui-
micos a los que va a ser sometida la muestra
tisular durante el proceso de fijacion e inclu-
sidn. Asi nos hallaremos desde antigenos
que resisten todo tipo de manipulaciones,
fijacién, inclusién en parafingd, hasta otros
que tan sélo seran verificables si el tejido ha
sido preservado por procedimientos de
congelacién. Por elle en cada caso en parti-
cular deberemos utilizar aquellas técnicas
de fijacién e inclusién que mas garanticen la
inmunoreactividad de los grupos antigéni-
cos que investigamos (27,34,58). (Tabla v).
El tratamiento encimdtico con tripsina o
pepsina de ios cortes, previamente a la apli-
cacién del anticuerpo primario, tiene por
objeto contrarrrestar los efectos nocivos
que la fijacion ocasiona en algunos casos,
ocultando los grupos reactivos de los anti-
genos, los cuales serian desenmascarados
por dicho tratamiento (3,29,44).

Utilizacién de anticuerpos primarios
especificos

La identificacién de un grupe antigénico,
tisular o celular, requiere laaplicacién de un
anticuerpo primario  especifico frente a
aquél.

De la selectividad de este primer paso
ineiudible, depende en gran parte el éxito
de la técnica IHQ. Podemaos recurrir a dos
posibilidades o bien utilizar anticuerpos po-
liclonales o bien monoclonales (5,63).

En el primer supuesto, el contar con anti-
cuerpos altamente especificos es dificil ya
que a pesar de los procedimientos de purifi-
cacidn podemos detectar en ellos peque-
fias proporciones de anticuerpos dirigidos
frente a otros antigenos, La utilizacién de
elevadas dilucicnes del anticuerpo prima-
rio nos obviarad dicho inconveniente al re-
ducir a proporciones practicamente insigni-
ficantes dichos anticuerpos contaminantes.

Los anticuerpos monoclonales al ir dirigi-
dos frente a epitopos determinados de la



malécula antigénica serdn absolutamente
especificas frente a dichos epitopos, pero
debemos tener presente, a la hora de valo-
rar los resultados, que antigenos diferentes
pueden compartir epitopas comunes. La
utilizacion de anticuerpos monoclonales
nos obligard a ser mas exigentes en la pre-
servacion de los antigenos asf como de sus
diferentes epitopos (47).

En algunos casos para evitar la falta de
unién del anticuerpo manoclonal con su
epitopo correspondiente, por pérdida de
reactividad de éste dftimo como conse-
cuencia de las manipulaciones tisulares pre-
vias, y por lo tanto la imposibilidad de de-
teccidn del antigeno, podemos recurrir a
utilizar una mezcla de varios anticuerpos
monoclonales dirigidos frente a diferentes
epitopos del mismo antigeno, lo cual con-
trarrestaria la posibilidad de que algunes
epitopos hayar sido destruidos o alterados.

Con el fin de optimizar los resultados ob-
tenidos con las técnicas IHQ, generalmente
utilizamos aquellos procedimientos en gue
el anticuerpo primario no se halla marcado
con hinguna sustancia directa o indirecta-
mente visible al microscopio, con &l fin de
preservar al maximo su reactividad. Es decir
aplicamos técnicas indirectas que por otro
lado al amplificar la reaccidn antigeno anti-
cuerpo san mas sensibles. (Tabla V).

Controles de especificidad.

Con el fin de que los resultados obteni-
dos por la aplicacién de las técnicas IHQ
sean fiables, tenemos que efectuar rigure-
s0s controles de la especificidad de la técni-
ca. No basta con utilizar anticuerpos alta-
mente especificos, sino que debemaos tam-
bién estar seguros de que no se han produ-
cido uniones inespecificas de dichos anti-
cuerpos con diversos componentes tisula-
res y celulares, los cuales falsearfan los re-
sultados (17,65).

Con estos propdsitos utilizamos contro-
[es negativos, en cortes seriados, en los que
se interrumpe a diferentes niveles la cadena
de uniones antigeno-anticuerpo, aplicando
anticuerpos primarios absorhidos con su
antigeno correspondiente o sustituyendo
anticuerpos por sueros no inmunes o tam-
pon fosfato salino (PBS).

Para los controles positivos utilizamos
muestras tisulares en las que tenemos abso-

TABLA VI

AMPLIFICACION Dt LAS REACCIONES
AG-AC MEDIANTE LA UTILIZACION
DEL COMPLEJO AVIZINA-BIOTINA-PR.

luta certeza de que se halla presente el anti-
geno a detectar y que ademads su reactivi-
dad inmunoldgica se halla conservada.

OTROS PROCEDIMIENTOS DE
INVESTIGACION MORFOFUNCIONAL
DE LAS NEOPLASIAS

Otros campos de investigacién morfofun-
cional, dentro de los procesos neopldsicos,
pueden ser desarrollados para un mejor co-
nocimiento e interpretacion de la biologia
tumoral. Especialmente dos nuevos aspec-
tos son muy prometedores.

El primero de ellos hace referencia a la
posibilidad de reconocer las modificacio-
nes acaecidas en los grupos oligosacaridi-
cos de los gliconjugados celulares en el pro-
ceso de transformacion neopldsica por me-
diacién de las lectinas. (53).

Estas son proteinas obtenidas fundamental-
mente de semillas vegetales pero que tam-
hién podemos aislar de otros seres vivos (Ta-
blas VIl y VIII). Tienen la propiedad de unir-
se selectivamente con determinados oligo-
sacaridos, mostrando incluso especificidad
para la localizacién terminal o interna del
oligosacaride en la fraccién carbohidrato.
Estas propiedades particulares de las lecti-



TABLA VIt y VIII

RELACION DE LAS LECITINAS MAS
UTILIZADAS SENALANDO EL GRUPQ
OLIGOSACARIDO PARA EL QUE ES MAS
ESPECIFICA CADA UNA DE ELLAS.

nas nos permiten anticipar una sdtil modifi-
cacidn en cuanto a la estructura bioquimica
y al compartamiento bioldgico celular, pre-
vio a un camhbio en la morfologia. (28, 32,
33, 35, 60).

Otro aspecto no menos interesante es la
determinacion a nivel celular de la presen-
cia de receptores hormonales como primer
eslabon de la actuacion hormonal, lo cual
condiciona de algin modo los procesas de
sintesis proteica citopldsmica y de prolifera-
cién celular neopldsica. (43) Especialmente
han sido investigados los receptores para
estrogenos (ER} y para progesterona (PgR)

en el cancer de mama. Se han desarroliado
técnicas por LEE y por PERTSCHUK (36, 37,
38, 56, 57) en las que se utiliza un ligando,
estrogena o progestageno, marcado conun
fluorocromo.

Mas recientemente se han desarrollado
anticuerpos monocionales frente a la molé-
cula del receptor para estrogenos, pudién-
dose localizar ésta exclusivamente a nivel
nuclear mediante un procedimiento PAP
{16, 31, 59), o bien frente a la proteina D5
asociada ala molécula de ER y que muestra
una ubicacion citoplasmica. (10, 11, 30).

Esta determinacién IHQ de receptores
hormonales constituye una aportacion mas
al conocimiento de la biologia tumoral,
complementando los datos aportados por
la investigacion bioquimica, al poder deslin-
dar las diferentes poblaciones necplasicas
en cuanto al contenidoe en dichos recepto-
res.
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pital Clinico de Barcelona por la realizacién de las técnicas Inmunohistoquimicas.

TABLA V1]

DENOMINACION LECTINAS

PROCECENCIA

CARBOHIDRATO AFIN

APA ABRUS PRECATORIUS JEQUIRTY BEAN B-D-Gal>a-D-Gal

AAA ANGUILAANGUILA a-L-Fucosa

PMNA ARACHISHYPOGEA PEANUT R-D-Gal-(1—»3),
D-GalNAc>D-GalNH,a-D-Gal

GSAlL BANDEIRAEA a-D-Gal> D-GalNACc

QO GRIFFONIA

GSALl SIMPLICIFOLIA R-D-GluNAc=a-D-GluNAC

BPA BAUHINIAFPURPUREA k-D-Galactopiranosil (1—»3)-
2-Acetamindo-2-deoxi-

_ D-Galactosil=>D-Gal

CONA CANAVALIAENSIFORMIS JACKBEAN a-D-Man >a-D-Glu
>oe-D-CluNAC

CSA CYTISUS SESSILIFOLIUS B-D-GluNAc (1—p4)-
R-D-GCluNAc

DSA DATURASTRAMONIUM  JIMSON WEED R-{1—4)-D-CluNAC

DBA DOLICHOS BIFLORUS HORSEGRAM a-D-GalNAc > D-Gal

ECA ERITRINACRISTAGALLI D-Gal-B-(1—»3)-GalNAc
> D-GalNAc

EEA EUONYMUS EUROPEUS a-D-Cal-{rv-D-Fuc {1—P2)-
{1—¥3)-R-D-Cal-

{1—¥3 6 4)-R-D-GluNAC



DENOMINACION LECTINAS PROCEDENCIA CARBOBIDRATOAFIN
SBA GLYCINE MAX SOYBEAN a-D-GalNAc=B-D-
GalNA¢e »a-D-Gal
HPA HELIX POMATIA EDIBLE SNAIL a-D-GatNAC > a-D-GluNAC
>a-D-Gat
LCA LENS CULINARIS LENTIL a-D-Man =>-D-Clu; a-D-CluNAc
LFA LIMAX FLAVUS SLUG Ac. Sidlico
{N-acetil Neuraminic acid)
LPA LIMULUS POLYPHEMUS HORSESHQOE CRAB Ac. Sidlico '
LOTUSA LOTUS ASPARAGUS PEA a-L-Fuc {1—P2)-e-D-Cal
TETRAGONQOLOBUS {1——»4) GalNACc
LEA LYCOPERSICON TOMATO C-GluNAC
ESCULENTUM
MPA MACLURA POMIFERA OSAGEORANCESEED o-D-Cal
TABLA VIII
LBA PHASEQLUS LIMENSIS LimMA BEAN a-D-GalNAC =a-D-Cal
PHA PHASEOLUSVULCARIS REDKIDNEY BEAN D-GalNAc; B-D-Gal (i—»3,4}
R-D-CluNAc (1—P2), D-Man
PWA, PHYTOLACCA POKEWEED B3-{1—b4)-D-GluNAC
AMERICANA
PSA PISUMSATIVUM PEABEAN a-D-Man =o-1D-Clu; a-D-CluNAC
PPA PTILOTAPLLUMOSA RED MARINE ALCAE a-D-Cal
RCAI RICINUS COMMUNIS CASTOR BEAN R-D-Gal »a-D-Gal
RCAII a0 R-Gaf=D-CalNAC
STA SOLANUMTUBERCGSUM  POTATO R-D-GluNAc [{1—P4)-
B-D-GluNAC-(1—P4)],
SIA SOPHQORA JAPONICA a-DB-GalNAc
WGA TRITICUMVULCGARIS WHEAT GERM B-D-CluNAc-(1—p4)CluNAC
WCAS GiuNACc
UEAI ULEX EURGPEUS GORSESEEDS a-L-Fu¢
UEAT) L-Fuc (—2)-D-Gal-
{1—p4), D-GluNAc (1—PB)
2-Fucosillactosa
VFA VICIAFABA BROAD BEAN a-D-Man >a-D-Giy
=a-D-GluNAC
VVA VICIAVILLOSA D-GalNAc
VAA VISCUMALBUML MISTLETOE D-Gal{1—¥4)
WFA WISTARIA FLORIBUNDA D-GalNAc
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