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RESUMEN

La inmunohistoquimica consiste en un grupo de técnicas tintoriales en las que
se emplean anticuerpos marcados como reactivos, lo que permite identificar la
localizacidn exacta de una sustancia tisular o citoldgica. Esto hace posible la
visualizacion de células y estructuras que de forma habitual son muy dificiles de
observar a través del microscopio Optico convencional con el empleo las
coloraciones rutinarias, por lo que estas técnicas inmunotintoriales tienen una
utilidad muy grande no solo en el campo de la Oncologia y de la Anatomia
Patoldgica (donde son ampliamente utilizadas), sino también en el campo de la
Histologia. Aunque en la Universidad de Ciencias Médicas de Villa Clara se han
impartido en los ultimos afios algunos temas de inmunohistoquimica a los
residentes de la especialidad de Histologia, aun es necesario crear y perfeccionar
un programa de ensenanza sobre Inmunohistoquimica Basica con el fin de lograr
el desarrollo de habilidades en los residentes que les permitan identificar
estructuras histoldgicas en tejidos que han sido procesados con técnicas de
inmunoticion.

Palabras claves: inmunohistoquimica, Histologia, programa de ensefianza.

INTRODUCCION

El estudio de los cambios morfoldgicos, tanto histolégicos como citoldgicos
producidos por las enfermedades, ha permitido durante largo tiempo establecer
las causas, los mecanismos y las consecuencias de muchos procesos patoldgicos.
Han sido la Morfologia y la Anatomia Patoldgica las que han desarrollado esta
rama de la Patologia. )

Existen técnicas habituales o de rutina para el estudio de los tejidos las cuales
tienen como finalidad hacer visibles los distintos componentes de las células o
tejidos mediante el empleo de distintos colorantes que se escogen por su
habilidad para teiirlos. El ejemplo clasico de una coloracién de rutina es la
Hematoxilina y Eosina (H&E), pero también se utilizan otras coloraciones para
destacar con mayor especificidad los distintos componentes tisulares. Estas
técnicas de tincion son denominadas “coloraciones especiales”. ()

Las coloraciones especiales han sido utilizadas durante muchos afios para la
demostracion de distintas sustancias en los tejidos tales como: mucinas, lipidos,
tejido conectivo, aminas, melanina, hierro, cobre, microorganismos y otros
elementos, basandose estas técnicas en las propiedades quimicas de estas
sustancias y su interacciéon con los reactivos y los colorantes. A esto se le
denomina Histoquimica. (234>

Aunque es innegable la utilidad que han tenido las técnicas histoquimicas en el
estudio de los tejidos normales y patoldgicos, en la actualidad existen métodos
mas avanzados, que se utilizan ampliamente a nivel mundial en los diagndsticos



anatomopatoldgicos, siendo la inmunohistoquimica uno de los métodos
diagndsticos de mayor uso.

Se denomina inmunohistoquimica (IHQ) al grupo de técnicas de inmunotincion
que permiten demostrar una variedad de antigenos presentes en las células o los
tejidos utilizando anticuerpos marcados. ¢:7)

Los anticuerpos son inmunoglobulinas producidas por las células plasmaticas, las
cuales a su vez se originan a partir de la diferenciacion de los linfocitos B. (1:3:6)

En la inmunohistoquimica, se utilizan los anticuerpos como reactivos, los que son
capaces de reconocer y unirse a antigenos (proteinas) especificos de algun tejido
u organo. La reaccion Ag-Ac es fundamental, pues sin ella no es posible la IHQ.
Sin embargo, esta reaccion solo puede ser visible si el anticuerpo estd marcado
con una sustancia que absorbe o emite luz, o que produzca coloracion, lo cual se
conoce como marcaje del anticuerpo. 357

Estos anticuerpos pueden tener unida una enzima a su porcién Fc, o esta puede
encontrarse unida a un anticuerpo secundario que reconoce y se une al primario.
Aplicado a un tejido organico, el anticuerpo primario se une especificamente al
antigeno y se aprovecha la actividad enzimatica para visualizar la unidn. De esta
manera, inicialmente tiene lugar la formacion de un complejo antigeno-
anticuerpo-enzima en el lugar donde se encuentra el antigeno y luego, mediante
la activacién de la enzima con la adicidn de su sustrato, se genera un producto
identificable a nivel del complejo previamente formado, el cual es facilmente
visible en el estudio microscépico.

La inmunohistoquimica permite identificar la localizacion exacta de una sustancia
tisular o citoldgica, identificando los marcadores antigénicos caracteristicos de
una linea celular, células que secretan una proteina, receptores de membrana,
gradientes de concentracion tisulares o células que han respondido a una
hormona (con anticuerpos especificos para las vias de sefalizacion intracelular).

Algunos ejemplos de antigenos tisulares son: G:7:8)

« Citoqueratinas(CK): filamentos intermedios presentes en el citoplasma de
las células epiteliales. Algunas de las mas utilizadas en la practica clinica
son CKAE1/AE3, CK5/6, CK7, CK8, CK18, CK20.

« Vimentina: presente en las células mesenquimales (musculares,
adipocitos, condrocitos, fibroblastos)

- Desmina: presente en el citoplasma de las células musculares.
« Proteina acida fibrilar de la glia: en las células gliales del sistema nervioso.

« CD20: proteina transmembranal presente en los linfocitos B, util en el
estudio morfoldégico de los o6rganos linfoides y en el diagndstico de
linfomas.


zim://A/Tejido_%28biolog%C3%ADa%29.html
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« CD3: proteina transductora de sefial presente en la superficie de los
linfocitos T, util para distinguir este tipo de linfocito en los 6rganos
linfoides.

Dada la posibilidad que ofrece la inmunohistoquimica de localizar componentes
tisulares “in situ”, es especialmente util en el campo de la Oncologia y la
Anatomia Patoldgica donde es ampliamente utilizada,”"® sin embargo, este
medio diagndstico puede también tener una utilidad muy grande dentro del
campo de la Histologia, pues a través de los diferentes anticuerpos se pueden
identificar células o componentes tisulares que habitualmente son muy dificiles
de identificar a través de la microscopia éptica convencional con el empleo de las
técnicas de tincion rutinarias.

Aunque en la Universidad de Ciencias Médicas “Serafin Ruiz de Zarate Ruiz”, en
Villa Clara, se ha impartido en los ultimos anos algunos temas relacionados con
la inmunohistoquimica a los residentes de Histologia, aln es necesario crear y
perfeccionar un programa de ensefianza de esta materia, en aras de lograr el
desarrollo de habilidades en los residentes que les permitan identificar
estructuras histoldgicas en tejidos que han sido procesados con técnicas
inmunotintoriales.

Este curso de Inmunohistoquimica Basica pretende brindar a los residentes de
la especialidad de Histologia un conocimiento tedrico bdsico acerca de esta
importante técnica y posteriormente aplicar estos conocimientos tedricos en el
desarrollo de habilidades practicas a través de la identificacion de células y
estructuras tisulares marcadas con anticuerpos mediante el uso de ldminas
histoldgicas convencionales y microfotografias digitales, lo que permite aplicar y
reforzar el conocimiento obtenido a través del estudio tedrico haciendo el
proceso enseflanza-aprendizaje mas objetivo y eficiente.

DESARROLLO

El colectivo de profesores de la catedra de Histologia se propuso disefiar un
programa de ensefanza de la Inmunohistoquimica Basica enfocado en la
formacion de futuros especialistas en esta especialidad. Los aspectos mas
importantes de este programa son referidos a continuacion.

Programa de Inmunohistoquimica Basica para residentes de Histologia
Ao académico: Segundo afio

No. de semanas: 10

Total de horas: 28 horas

Objetivos generales:

- Brindar una informacién basica con respecto a los fundamentos bioldgicos
de la Inmunohistoquimica, los aspectos mas importantes de su



procesamiento, sus principales aplicaciones y los anticuerpos mas
utilizados en el estudio de los diferentes tejidos y érganos.

- Desarrollo de habilidades en los residentes de Histologia a través de
actividades practicas que permitan aplicar los conocimientos teodricos
previamente impartidos.

I. Habilidades:

- Identificar estructuras tisulares correspondientes a diferentes 6rganos y
aparatos a través de laminas histoldgicas convencionales procesadas con
técnicas inmunohistoquimicas.

- Identificar estructuras tisulares correspondientes a diferentes érganos y
aparatos mediante el uso de microfotografias en formato digital.

Plan tematico: Distribucién del tiempo

SemanalTema lc icp E Total
1 [-Generalidades de laf
Inmunohistoquimica 2 - - 2
2 II- Inmunohistoquimica en
|Ios sistemas respiratorio,|2 - - 2
3 digestivo y urinario.
- 2 2 4
4 III- Inmunohistoquimica en
|Ios sistemas nervioso y|2 - - 2
5 endocrino
- 2 2 4
6 IV-Inmunohistoquimica en
los sistemas reproductor V|
hemolinfopoyético 2 - - 2
7
- 2 2 4
8 V- Inmunohistoquimica en
Ipiel y tejidos blandos 2 - - 2
9
- 2 2 4
10 Evaluacién Final 2 2
Total de horas 10 8 10 28




Leyenda de las formas principales de Organizacion de la Enseianza:
C: Conferencia orientadora, CP: Clase practica, E: Evaluacion (seminario tedrico-
practico)

II. Objetivos y contenidos por temas:

Tema I: Generalidades de la Inmunohistoquimica

Objetivos:

Describir los aspectos generales de la inmunohistoquimica, su terminologia y sus
principales aplicaciones.

Contenidos:

La Inmunohistoquimica como método diagndstico. Definicidon. Relacion con la
Inmunologia. Antigeno vy anticuerpo. Técnicas de inmunohistoquimica:
inmunoflorescencia e inmunohistoquimica enzimatica. Ventajas y desventajas de
cada una. Aspectos basicos del procesamiento inmunohistoquimico. Aplicaciones
de la inmunohistoquimica.

Tema II: Inmunohistoquimica en los sistemas respiratorio, digestivo y urinario.

Objetivos:

- Conocer los anticuerpos mas utilizados en el estudio histolégico de los
sistemas respiratorio, digestivo y renal.

- Identificar estructuras histoldgicas correspondientes a los sistemas
respiratorio, digestivo y renal en laminas histoldgicas y microfotografias
de tejidos procesados con técnicas inmunohistoquimicas.

Contenidos:

- Sistema respiratorio. Aspectos morfoldgicos. Anticuerpos mas utilizados
en el estudio histoldgico este sistema: citoqueratina (CK) AE1/AE3,
CK5/6, CK7, cromogranina A, enolasa neuro-especifica (NSE),
sinaptofisina, calretinina, Ki67.

- Sistema digestivo. Aspectos morfoldgicos del tubo digestivo y de las
glandulas anexas. Anticuerpos empleados en el estudio histologico del
sistema digestivo. Tracto digestivo: CK5/6, p63, CK20, Villina, CK7, CD20,
CD3, actina antimusculo-especifica (SMA), comogranina A, defensina HD5,
S100, CD117. Anticuerpos empleados en el estudio histolédgico de las
glandulas anexas. Higado: Hepar-1, alfafeto-proteina (AFP), CD10.
Pancreas: CK8/18 (CAM 5.2), tripsina, anhidrasa carbdnica, cromogranina
A, Dpc4.



Sistema urinario. Aspectos morfoldgicos. Anticuerpos empleados para
identificar estructuras histoldgicas en sistema urinario. Rinén: CK7, CK20,
CD10, Wims tumor-1 (WT-1), CD34, Factor VIII, CAM 5.2, lectina Arachis
hypogaea, vimentina. Vejiga: uroplaquinas, CK7, CK20, p63.

Propuesta de actividad evaluativa: seminario tedrico-practico

Tema III: Inmunohistoquimica de los sistemas nerviosos y endocrino

._Objetivos:

Conocer los anticuerpos mas utilizados en el estudio histolégico de los
sistemas nervioso y endocrino.

Identificar estructuras histoldgicas correspondientes a los sistemas
nervioso y endocrino en laminas histoldgicas y microfotografias de tejidos
procesados con técnicas inmunohistoquimicas.

Contenidos:

Sistema nervioso. Aspectos morfoldgicos. Anticuerpos mas utilizados en el
estudio histoldgico del sistema nervioso: neurofilamentos, S-100, proteina
acida fibrilar de la glia (GFAP), CD34.

Sistema endocrino. Aspectos morfoldgicos de las glandulas endocrinas del
organismo. Anticuerpos empleados para el estudio de estructuras
histoldgicas del sistema endocrino. Hipofisis: prolactina (PRL), ACTH, GH,
FSH, LH, TSH. Tiroides: Tiroglobulina, triyodotironina (T3), tiroxina (T4),
factor de transferencia tiroideo 1 (TTF-1), calcitonina. Paratiroides:
patatohormona (PTH), parafibromina, cromogranina A. Suprarrenal:
calretinina, Melan A, inhibina, S100. Pancreas endocrino: cromogranina A,
insulina, glucagon, somatostatina.

Propuesta de actividad evaluativa: seminario tedrico-practico

Tema IV: Inmunohistoquimica en sistema reproductor.

Objetivos:

Conocer los anticuerpos mas utilizados en el estudio histolégico del
sistema reproductor.

Identificar células y elementos tisulares correspondientes a los sistemas
reproductor en l|daminas histolégicas y microfotografias de tejidos
procesados con técnicas inmunohistoquimicas.



Contenidos:

- Sistema reproductor masculino. Aspectos morfolégicos. Anticuerpos mas
utilizados en el estudio histoldgico del sistema reproductor masculino.
Testiculo: inhibina alfa, OCT4, CD117. Prostata: antigeno prostatico
especifico (PSA), lactoferrina, alfametil-CoA racemasa (AMACR), p63

- Sistema reproductor femenino. Aspectos morfoldgicos. Anticuerpos mas
utilizados en el estudio histolégico del sistema reproductor femenino.
Vagina y cérvix: p63, CK7, CKAE1/AE3, Ki67. Cuerpo uterino: vimentina,
CK7, receptor de estrogeno (RE), receptor de progesterona (RP), CA125,
miogenina, SMA. Ovario: CK7, WT-1, RE, inhibina alfa. Mama: RE, RP,
colageno tipo 1V, CK7, CK14, CK18, CK19.

- Propuesta de actividad evaluativa: seminario tedrico-practico
Tema V: Inmunohistoquimica de la piel y sistema hemolinfopoyético

Objetivos:

- Conocer los anticuerpos mas utilizados en el estudio histoldgico de la piel
y sistema hemolinfopoyético

- Identificar estructuras histoldgicas correspondientes a la piel y sistema
hemolinfopoyético en laminas histoldgicas y microfotografias de tejidos
procesados con técnicas inmunohistoquimicas.

Contenidos:

- Piel. Estructura histoldégica. Células que componen la epidermis.
Anticuerpos mas utilizados para el estudio de las células de la piel.
CKAE1/AE3, CK5/6, HMB45, S100, CD117, p63, Ki67, CD1a.

- Sistema hemolinfopoyético. Organos linfoides centrales y periféricos.
Células del sistema inmune: Linfocitos B y T, macréfagos, células
plasmaticas, células presentadoras de antigeno. Anticuerpos mas
utilizados en el estudio histologico del sistema hemolinfopoyético: CD3,
CD4, CD5, CD8, CD20, CD23, CD35, Cb43, CD45R0O CD68, CD38, CD48,
CD10, CD56, CD138.

- Propuesta de las siguientes actividades evaluativas: seminario teodrico-
practico y evaluacion final.

III. Aspectos metodoldgicos

El curso de Inmunohistoquimica Basica dispondra de 28 horas presenciales
distribuidas en 10 semanas, con una frecuencia de 2 horas en la primera



semana correspondiente al tema de Generalidades. Posteriormente, a partir del
tema II, serd impartido cada uno de los temas correspondientes en un periodo
de 2 semanas, en las que se impartird una conferencia en la primera semana y
se realizaran 2 actividades evaluadas en la segunda (clase practica y seminario).
El examen final se realizard en la semana 10 y tendra una duracién de 2 horas.

Los objetivos de cada unidad tematica estan elaborados en relacion con las
habilidades intelectuales y practicas propuestas a desarrollar por los residentes
durante el estudio de la materia. El trabajo docente combina distintas formas de
organizacion de la ensefanza, pero el mayor peso recaerd en actividades
interactivas y practicas desarrolladas durante las clases.

El profesor que impartird los temas correspondientes al curso sera responsable
de brindar una docencia de calidad y de garantizar la adecuada participacién de
los residentes en el proceso de ensefianza-aprendizaje, mediante la correcta
planificacidon, organizacién, ejecucidn y evaluacidon de todas las actividades
previstas en el Programa.

Los residentes deberan conocer desde el inicio del curso, la estructura del
programa, la planificacién y la organizacién del mismo, las formas, métodos vy
medios que se utilizardn en el proceso docente, asi como el sistema de
evaluacion que regird (técnica de encuadre), todo lo cual serd informado por el
profesor en la primera actividad. Por consiguiente, deben brindarse a los
residentes las orientaciones metodoldgicas para la ejecucion de las tareas
docentes junto a la bibliografia, con vistas a garantizar una adecuada
participacion y una mejor calidad de la actividad.

Cada tematica constard de una conferencia, una clase practica y un seminario
teorico-practico, excepto el primer tema sobre las generalidades de Ia
inmunohistoquimica, que solo consta de una conferencia tedrica.

En las conferencias se impartiran los aspectos tedricos mas importantes de la
tematica a tratar. Siempre que se comience a tratar una tematica sobre el uso
de la inmunohistoquimica en el estudio de un determinado sistema de 6rganos,
se hara un breve recuento de los aspectos morfoldgicos mas importantes de ese
sistema de érganos con el fin de facilitar la comprensién del tema.

Durante la actividad, se podran efectuar preguntas tedricas o practicas sobre el
tema tratado. Para las preguntas practicas podran emplearse imagenes
microscopicas, seleccionadas de los medios de ensefianza disponibles y con los
cuales ya se han relacionado los estudiantes previamente.

Para las clases practicas (CP) de cada tematica, los residentes tendran las
orientaciones pertinentes orientadas en las conferencias. Se realizaran
fundamentalmente en los laboratorios de Histologia, donde existen suficientes
microscopios disponibles. Siempre que se dispongan ldminas histolégicas de
tejidos procesados con técnicas inmunohistoquimicas, seran utilizadas con el



objetivo de que el residente pueda identificar células y estructuras tisulares de
los érganos y aparatos que se estén tratando en el tema correspondiente,
llevando asi a la practica los conocimientos tedricos adquiridos.

Una buena alternativa, ante la imposibilidad de disponer de ldaminas histoldgicas
de un determinado dérgano o tejido, sera realizar similar ejercicio a partir de
imagenes computarizadas o microfotografias en formato digital (ANEXOS).

Las evaluaciones seran tedrico-practicas con el fin de de integrar el contenido
del tema. Son el marco apropiado para la ampliacion y consolidacion de los
conocimientos. Las evaluaciones se podran realizar en cualquier escenario donde
existan los medios.

Los medios de ensefanza fundamentales seran la pizarra, las tizas, el borrador,
la computadora, el televisor, el video, el retroproyector, las diapositivas, el
proyector de diapositivas, los microscopios 6pticos y las laminas histoldgicas.

Este programa puede tener modificaciones posteriores en aras de lograr su
continuo perfeccionamiento.

Sistema de evaluacion
La evaluacién adopta las formas siguientes:

Evaluaciones teodrico-practicos: Seran realizadas por el profesor al final de
cada una de las tematicas de estudio con excepcidén del tema I. Estan divididos
en 2 partes: en un primer tiempo el profesor realizard las preguntas a los
residentes con el fin de evaluar los aspectos tedricos mas importantes de la
tematica, en un segundo tiempo se utilizardn I|dminas histolégicas o
microfotografias en formato digital de tejidos procesados con técnicas
inmunohistoquimicas, el profesor le dard a conocer al residente el anticuerpo
utilizado en la preparacion de la muestra, y este debera identificar el tejido que
esta observando y el tipo de célula o estructura tisular que estd marcada con el
anticuerpo. Estas evaluaciones estan dirigidos a evaluar los objetivos y
habilidades tematicas de forma integrada, con consolidacién de los contenidos y
de las ideas rectoras, asi como un nivel mayor de aplicacion.

Evaluacion final: Consiste en un examen practico de toda la materia, dirigida a
evaluar los objetivos y habilidades de todas las tematicas. El mismo consistird en
10 microfotografias o laminas histoldgicas seleccionadas al azar. El profesor le
dara a conocer al residente el érgano o tejido y el anticuerpo empleado durante
la preparacion inmunohistoquimica en cada una de las laminas que va a
observar, y este deberd identificar las células o estructuras tisulares marcadas
con el anticuerpo.



Calificacion final: Se tendra en consideracion los resultados de los seminarios
tedrico-practicos y de la evaluacidén final. La nota final se emitira de forma
cualitativa:

Excelente: 5 Bien: 4 Regular: 3 Mal: 2

Literatura docente a emplear:

e Mills SE. Histogy for pathologist. 3rd Edition. Lippincott Williams & Wilkins;
2007

e Dabbs DJ. Diagnostic immunohistochemistry: theranostic and
genomic applications. 3rd. ed. Philadelphia: Saunders Elsevier;2010.

¢ QOien KA. Pathologic Evaluation of Unknown Primary Cancer. Semin Oncol.
2009 Feb; 36(1):8-37.

e Martin-Lacave I, Garcia Caballero T. Atlas de inmunohistoquimica.
Caracterizacién de células tejidos y drganos normales. Madrid: Ediciones
Diaz de Santos;2012

CONCLUSIONES

La inmunohistoquimica es un medio diagnodstico muy util que es también
aplicable a la ensefanza de la Histologia pues permite la facil identificacion de
células o estructural tisulares que son muy dificiles de visualizar con las técnicas
rutinarias de tincidn por lo que es necesario tener un conocimiento tedrico-
practico minimo sobre el uso de las técnicas inmunotintoriales por parte de los
especialistas en Histologia

El disefio de un programa de ensefianza de Inmunohistoquimica Basica permitira
a los residentes de Histologia ganar de una forma amena, dinamica y segura los
conocimientos tedricos y practicos necesarios para la adecuada interpretacion de
las muestras de tejido procesadas con técnicas de inmunotincion, lo cual es una
parte importante del sistema de habilidades que deben adquirir los especialistas
en formacién en aras de garantizar en el futuro un adecuado desempefio y una
mayor calidad en la actividad docente.

Los autores certifican la autenticidad de la autoria declarada, asi como la
originalidad del texto.

Conflicto de intereses

Los autores declaran que no existen conflictos de intereses.
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Anexos

Microfotografias de valor didactico que pueden ser utilizadas en el curso de
Inmunohistoquimica Basica.

Piel. Inmunotincién con CD1la especifica para células de Langerhans de la
epidermis. Se destacan con facilidad los procesos dendriticos, algunos han sido
sefialados con flechas.

Mucosa del colon. Inmunotincién con anticuerpo para actina antimusculo
especifica (SMA) resaltando las vainas miofibrobldstica pericripticas (flechas
finas), la muscularis mucosae (flechas gruesas) y los vasos sanguineos
submucosos (flechas dobles). (x100)



Higado. Inmunotincién con anticuerpo HepParl. Se aprecia tincién citoplasmatica
con patron granular a nivel de los hepatocitos, que excluye las células y
estructuras del tracto portal que se identifica hacia el centro de |la
fotomicrografia (flechas).

Pancreas. Tincion inmunohistoquimica con anticuerpo para tripsina que marca
intensamente el citoplasma de las células acinares, pero no las células ductales
(flecha gruesa), ni de los islotes de Langerhans (flecha fina).



