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1.PRESENTACION
1.1 FECHA DE REVISION DE VERSION:

1.2 PROPOSITO

El formaldehido es un fijador economico y de facil acceso, con caracteristica
bioguimica reductora para tejidos, evitando el choque osmatico, autolisis por auto
digestion enzimatica y la putrefaccion del tejido, es altamente toxico e irritante para
0j0s, nariz y garganta, (a partir de concentraciones de entre 0,4 y 3 ppm), también
puede producirse degeneracion y necrosis de las capas mucosas Yy epiteliales de
las células, posee propiedades genotéxicas en humanos y en animales de
laboratorio produciendo aberraciones en los Cromosomas. (6). Se utiliza al 10%, pH
7,0 (10ml de la solucién de formol a 90 ml de solucion tamponada de fosfato de

Soresen) apH 7.

Por esto se han realizado estudios con el &nimo de cambiar el formol por el sustituto
FINE-FIX (Milestone), que cumple con las mismas caracteristicas de fijacion,
conservacion celular y excelente calidad del material genético sin ser toxico,
esta constituido por Alcohol de polivinilo + Glicol de polipropileno + D-Sorbitol +

etanol.

El propdsito de este proyecto es sustituir el formol, se pretende demostrar la utilidad
y caracteristicas fisicoquimicas del sustituto FINE-FIX® (Milestone), en la toxico
determinacién de marcadores antigénicos y proteinas especificas, reflejadas en la

claridad y sensibilidad de la técnica, para cada tejido. Estos pardmetros seran
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evaluados en forma paralela con los resultados obtenidos en tejidos fijados con

formol y procesados bajo las mismas condiciones, demostrando asi la viabilidad del

sustituto utilizado. (3).

2. TABLA DE CONTENIDO:

3. Resumen del proyecto.

4. Palabras claves.

5. Descripcion del proyecto.

6. Marco tedrico.

3. RESUMEN DEL PROYECTO

La técnica de Inmunohistoquimica naci6 en el afio 1940,a lo largo de los afios, ha

adquirido un gran valor en el diagndstico, prondstico y tratamiento de diversas

patologias, por identificar detalladamente inmunofenotipos de las alteraciones

moleculares hasta su morfologia; esta facilidad, para visualizar in-situ estos

cambios a nivel genético, permite identificar estructuras celulares, proteinas

receptoras en la superficie de las células cancerosas, facilitando un diagndstico

utilizando marcadores prondstico y predictivos en circunstancias como :

Clasificacion de carcinomas, linfomas, de acuerdo a su linaje u origen.
Diferenciacion de un tumor maligno o benigno.

Establecer si el tumor es primario o si son secundarios metastasicos.
Tipificacién de tumores en su estirpe: epitelial (carcinomas), tejidos blandos
(sarcomas), hemolinfoides (linfomas).

Determinar si una lesion esta localizada o es invasora.
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La Inmunohistoquimica comprende técnicas histologicas e inmunoldgicas, se basa
en el uso de anticuerpos primarios, especificos, monoclonales (Reconocen y se
ligan a un unico epitopo del antigeno en el tejido) y secundarios o policlonales
(Reconocen y se unen a diferentes epitopos de un mismo antigeno en la reaccion),
ésta reaccion antigeno-anticuerpo es revelada por medio de un sistema de
deteccidn enzimatica, permitiendo identificar proteinas o0 marcadores antigénicos en
tejidos en fresco o fijados e incluidos en parafina, para luego ser observados como
precipitados coloreados en el microscopio optico. (7)

Generalmente en esta técnica, los anticuerpos monoclonales o policlonales
utilizados son clase 1gG, por medio de sus paratopos se ligan a los epitopos por
medio de enlaces no covalentes (Cargas electrostaticas positivas presentes en el
anticuerpo y cargas negativas presentes en el antigeno), fuerzas de Vander Waals,
puentes de Hidrogeno e interacciones hidrofébicas, también durante el
procedimiento se ligan entre si los mismos anticuerpos utilizados, esta union se
realiza con el paratope del primer anticuerpo al Fc del segundo, es de tipo reversible
y durante el desarrollo de la técnica estas uniones se pueden disociar al realizar los

procesos indispensables de lavado.

Es un procedimiento complejo, en el cual influyen mdultiples pardmetros para la

obtencion de resultados 6ptimos, a continuacion, se mencionan algunos de ellos:

e Obtencion 6ptima de la muestra o tejido.

e Tiempo de isquemia: es el tiempo que transcurre entre la interrupcion del flujo
sanguineo al inicio de la fijacion, si este tiempo se prologa el tejido se acidifica,

disminuyendo su inmunoreaccion. (7).
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Fijacion: proceso utilizado para preservar tejidos de la autolisis y putrefaccion al
inactivar las enzimas lisosomales e inhibir el crecimiento de bacterias y hongos,
de esta forma permite conservar la morfologia celular, pero este proceso altera
la composicion quimica y fisica de los tejidos, el formol, puede producir aldehidos
que enmascaran el sitio de reaccion Ag-Ac, si esta fijacion con formol es muy
prologada al tratar los tejidos con enzimas proteoliticas como tripsina o pepsina
se puede evidenciar los sitios antigénicos. El FINE-FIX es un fijador que preserva
determinantes antigénicos. (7)

Tiempos, temperaturas, pH, son factores relacionados con la calidad de los
reactivos durante su almacenamiento y durante el desarrollo del proceso.
Recuperacion antigénica: durante la fijacion, ocurre la reticulacion intramolecular
con formacion de complejos de calcio que enmascaran los epitopos, al colocar
el tejido en buffer de citrato y a temperaturas entre 95-120°C se rompen las
cadenas de calcio y se desenmascara el antigeno permitiendo su localizacién
con los anticuerpos especificos. (13)

Bloqueo de enzimas enddgenas utilizando Peréxido de Hidrégeno.

Deteccion antigénica: por método directo se utilizan anticuerpos monoclonales y
en la indirecta se utilizan anticuerpos monoclonales y secundarios conjugados,
dependiendo de su seleccién y concentracion inadecuada, por exceso 0 por
defecto, pueden mostrar una variabilidad en el resultado en el rango de negativo

a positivo o a la inversa, falseando la determinacién del antigeno especifico. (1).
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Durante el proceso de fijacion dependiendo del fijador que se emplee, se puede
evidenciar la pérdida de proteinas, material genético o conservacion de las mismas

segun se utilice Formol o FINE-FIX.

Se ha observado que el formol al 10% y a un pH 7-7.4, es un fijador de tipo
reticulante, que desnaturaliza las proteinas al romper los puentes de hidrogeno,
creando uniones o0 puentes entrecruzados “cross-linking” al reaccionar con grupos
funcionales (amino, sulfridilos, guaridilos, hidroxilos alifaticos, etc.) de los
aminodcidos, en especial lisina, tirosina, arginina, fenilalanina y triptéfano, ademas
los grupos hidroximetileno reaccionan con grupos funcionales de otra o de la misma
proteina formando puentes cruzados de metileno, dando origen a una red que
enmascara los epitopos, también hidroliza los enlaces fosfodiéster del ADN,
disminuyendo su cantidad y calidad y finalmente por su alto contenido de &cido
férmico aumenta la fuerza y acelera la velocidad de fijacion, brindando resistencia

a la accion del calor, enzimas, 4cidos y alcalis, dificultando su extraccion. (4).

El FINE-FIX es un fijador constituido por Alcohol de Polivinilo, Glicol de
Polipropileno, D-Sorbitol y Etanol, su accion coagulante desnaturaliza de forma
reversible las proteinas, manteniendo la morfologia citoplasmatica, permitiendo la
recuperacion de antigenos tisulares, nucleares e incluso se obtiene excelentes
resultados desde el punto de vista morfologico al disminuir la vacuolizacion y

picnosis nuclear. (2).
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Se puede concluir, que para la realizacion exitosa de estudios histologicos y
moleculares, basados en técnicas de biologia molecular utilizando tejidos incluidos
en bloques de parafina, es fundamental el proceso de fijacion, por esta razén, en
este proyecto se quiere realizar la comparacion del fijador FINE-FIX con el Formol
en la realizacion de la técnica de Inmunohistoquimica, identificando cuél es mas
eficaz para la conservacion de las proteinas y material genético, utilizados para el

diagnéstico de diferentes patologias.

4. PALABRAS CLAVES

Inmunohistoquimica, sustrato - cromoégeno, enzima, marcador tumoral, Formol,
FINE- FIX.

5. DESCRIPCION DEL PROYECTO:

Formulacion del problema de investigacion:

Se ha observado que al realizar esta técnica en tejidos fijados con formol el grupo
aldehido del formol se combina con el nitrégeno presente en las proteinas, formando
un puente de metileno o “Cross Licking”, (Feldman,1973), enlaces cruzados con la
citosina, removiendo los atomos de hidrogeno de la proteina, haciéndola mas
resistente a la accién del calor, enzimas, quimicos y alcalis, dificultando la extraccion
del ADN, sin dejar de lado que los carbohidratos, lipidos y acidos nucleicos son
inmovilizados en la matriz proteica quedando insolubilizados y dificultando estudios
genéticos y moleculares, ademas hidroliza los enlaces fosfodiéster del ADN
(Douglas y Rogers,1998), disminuyendo la cantidad y calidad del ADN, sin dejar de
lado que el acido férmico contenido en el formol (aumenta la fuerza y acelera la

velocidad de fijacion) contribuye a la desnaturalizacion de las proteinas y el ADN,
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esto genera hipoxia prolongada del tejido, reduciendo el pH y disminuyendo el
rendimiento en la extraccion de los acidos nucleicos, (Tokuda y cols.,1990),
interfiriendo asi con el estudio molecular, necesario para el diagnéstico, seguimiento
y prevencion de una patologia, (4), lo observado en los tejidos fijados con FINE FIX
es una desnaturalizacion reversible de las proteinas, permitiendo la recuperacion
del antigenos tisulares, nucleares, la morfologia citoplasmatica y de membrana,

indispensables para el montaje de las técnicas de inmunohistoquimica. (7).

Con el desarrollo de este proyecto se quiere sustituir el formol, se pretende
demostrar la utilidad y caracteristicas fisicoquimicas del sustituto FINE-FIX®
(Milestone), en la realizacidn de la técnica Inmunohistoquimica, observar la calidad
en la determinacion de marcadores antigénicos y proteinas especificas, reflejadas
en la claridad y sensibilidad de la técnica para cada tejido. Estos parametros seran
evaluados en forma paralela con los resultados obtenidos en tejidos fijados con
formol y procesados bajo las mismas condiciones, demostrando asi la viabilidad del

sustituto utilizad

De acuerdo con lo anterior surge la siguiente pregunta de investigacion:

¢, Cual la efectividad del FINE-FIX comparado con el formol para el procesamiento

de la técnica de Inmunohistoquimica?

6. MARCO TEORICO

En el afio 1940, se observa que los agentes tisulares, pueden identificarse a través

de un anticuerpo; en 1941, realizan el montaje de la prueba con un fluorocromo
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unido a un anticuerpo primario y por medio de un microscopio de
inmunofluorescencia, se observé esta reaccion de Ag-Ac; en 1954, Weller y Coons
introducen la técnica de Inmunohistoquimica indirecta brindando mayor
especificidad y avidez en las reacciones de Ag-Ac, permitiendo asi identificar
diferentes estructuras celulares especificas; en 1969, Mason introduce el método
anticuerpo puente entre el anticuerpo primario y el anticuerpo anti-peroxidasa,

juntos anticuerpos obtenidos en animales de la misma especie animal.

A partir de 1970 Stern Berger, introduce la utilidad de la enzima peroxidasa en el
desarrollo su técnica Peroxidasa anti peroxidasa (PAP), en 1971 Engvall y Perlman,
hablan del marcaje de anticuerpos con la enzima fosfatasa alcalina, en 1984
Cordellet describe esta técnica utilizando Fosfatasa alcalina en el marcaje (APAAP).
En 1977 Heggeness, Ash introduce el uso de la Avidina y biotina, reemplazandose
en 1981 por Estreptavidina-biotina, convirtiendose en la técnica Gold-estandar.

Por mucho tiempo, durante la ejecucion de la técnica se observo pérdida de los
epitopos a detectar en el tejido, debido a su enmascaramiento durante el proceso
de fijacion, por ello, se introduce en la técnica un paso en el que se recuperan estos
antigenos, por diferentes métodos como: Calor con buffer Citrato pH 6.0, Tris HCI

pH 8.0, EDTA pH 8.0, observandose una excelente recuperacién antigénica.

Otro gran avance en la técnica, fue el observar que la peroxidasa endogena
presente en las células, intervenia indirectamente en el desarrollo exitoso de la
técnica, al brindar reacciones cruzadas o falsamente positivas, siendo asi

indispensable su bloqueo utilizando perdxido de Hidrégeno al 3%. (7, 13).
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Durante este recorrido historico de la técnica de la Inmunohistoquimica, también

identifica la formacion de puentes con anticuerpos especificos, generando mayores

sitios de union, aumentando de esta forma su sensibilidad y especificidad.

En la siguiente gréfica, se muestran los principales avances en la técnica de

Inmunohistoquimica.

&940: Acs-Epitope.

1941:
Inmunofluorescencia

directa.

Inmunohistoquimica
indirecta.

GRAFICA N°1: HISTORIA DE LA INMUNOHISTOQUIMICA
REF: ATLAS DE INMUNOHISTOQUIMICA (13)
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En la realizacion de la Inmunohistoquimica, juega un papel primordial el uso de
anticuerpos monoclonales y policlonales (Glucoproteinas), brindando mayor
especificidad o seleccidn hacia un unico o diferentes epitopos de un unico antigeno.
Los anticuerpos monoclonales se han convertido en herramientas indispensables
en el diagnodstico y tratamiento de diferentes enfermedades infecciosas,
inmunolégicas, neoplasicas, identificacion fenotipica, diagndstico y tratamiento de

tumores especificos. (7, 13, 15).

Para la obtencion de estos anticuerpos se han descrito técnicas como la hibridacion,
quimerizacion, humanizacion y produccion de anticuerpos monoclonales totalmente
humanos. (13, 14, 15). Una de las técnicas mas utilizadas para la produccion de
estos anticuerpos monoclonales, consiste en realizar una fusién celular entre un
Linfocito B especifico y una célula tumoral, (Célula del mieloma mdultiple no
secretor), obteniendo una célula hibrida inmortal o hibridoma, encargada de

secretar grandes cantidades de anticuerpos especificos.

6.1 ANTICUERPOS MONOCLONALES
Esta técnica fue desarrollada por George Kohler y César Milstein, los pasos

especificos para generar estos anticuerpos son: (13, 14, 15)
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1. Inmunizacién
repetida al
animal.

[ 7- Obtencidndel } [ 2 Obtenf:londel J
) bazo u érgano
anticuerpo

linfoide.

) 3. Generacion del
{ 6. Cultivode un ] [ hibridomas. }
clon concreto.

monoclonal.

5. Identificacion .
del hibrido 4. Cultivo del
hibridoma
productor del Ac o
especifico.

CUADRO N°1: GENERACION DE ANTICUERPOS MONOCLONALES (REF: 3-14)

CREACION DEL AUTOR

6.1.1 Inmunizacién repetida al ratén:

Al repetir una inmunizacién con un epitopo especifico, emulsionado en

adyuvante de Freud generalmente y en diferentes ocasiones con intervalos

de 3 a 4 semanas, se activa el sistema inmunitario del ratén, obteniendo

anticuerpos que reconozcan con mayor fuerza (afinidad) al epitopo

inmunizante.
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VvV o

IMAGEN N°1: Epitopo especifico IMAGEN N°2: Inoculacién intraperitoneal

e REF: https://www.freepik.es/vector-premium/secuencia-codigo-adn-celulas-virus-
infeccion-covid-19-coronavirus-2019-ncov-resumen-novela-bacterias-
coronavirus_8408427.htm

e REF: https://www.ibyme.org.ar/archivos/laboratorios/adjuntos/poe-vias-de-
inoculacion.pdf

6.1. 2 Obtencion del bazo u otro érgano linfoide: Se sacrifica al ratéon y se

extrae su bazo, se separan las células plasmaticas productoras de los

anticuerpos especificos.

E Respuesta primaria

Infeccidm
e

Linfocito
B inactivo

&

e =S B Celula de
Celulas plamaticas

mermoria

m Respuesta secundaria

Infeccidan

posterior : '

.

Celula de
memoria

IMAGEN N°3: Activacion de linfocitos B por un antigeno y posterior diferenciacion
a células plasmaticas
REF: http://www7.uc.cl/sw_educ/biologia/bio100/html/portadaMIval9.2.html
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6.1.3 Generacion del hibridoma por la fusién de las células plasmaticas con
células tumorales del mieloma mdultiple no secretor de anticuerpos, (célula
inmortal), generalmente de la linea celular SP2/0 Ag14 ATCC deficiente en
la enzima hipoxantina-guanina-fosforribosil transferasa (HGPRT), por su
capacidad semiadherente y de facil crecimiento o division ilimitada para los
hibridomas o secretora de anticuerpos.

6.1.4 Selecciony cultivo del hibridoma especifico utilizando un medio selectivo
(HAT) con hipoxantina (Precursor para la sintesis de guanina y adenina),
amino pterina (Accién similar a la del &cido folico, inhibidor de la sintesis de
Novo de guanina y adenina) y timidina (Nucledsido enlazado a un anillo de
desoxirribosa mediante un enlace glucosidico B-Ns), este medio permite la
supervivencia de las células hibridas, las células que no se fusionan mueren
a los pocos dias. La célula hibrida posee las caracteristicas de las células

parentales: una célula productora de anticuerpos especificos e inmortales.

6.1.5 Obtencién del hibrido especifico productor del anticuerpo monoclonal
especifico, por medio de técnicas como ELISA, Inmunofluorescencia,
Western Blot se analiza el sobrenadante del cultivo del hibrido especifico que

secreta los anticuerpos con la especificidad que se requiere.

6.1.6 Cultivo de un clon concreto en un pocillo mediante la dilucién limite o
clonacion en agar, con el fin de asegurar la progenie celular secretora

idéntica, estas células se deben mantener en medio de cultivo y congeladas.

DIVISION DE INVESTIGACIONES
Pagina
23 de 97




VERSION 02

FUNDACION UNIVERSITARIA DE CIENCIAS DE LA SALUD

FORMULACION Y EJECUCION DE PROYECTOS DE
. CODIGO: F-PI-FEP-03
INVESTIGACION

GUIA PARA LA ELABORACION DE PROYECTOS DE
FECHA 02-05-2019

GRUPOS DE INVESTIGACION

6.1.7 Obtencion de los anticuerpos monoclonales después de 48 a 72 horas,
tiempo suficiente para que las células produzcan anticuerpos clase IgG,

suficientes en una proporcion de 100 pg/mL a 2 mg/mL. dispuestos en el

sobrenadante de los hibridomas. (13, 14, 15).

En la siguiente imagen se observa la inoculacion antigénica, la extraccion de células
plasmaticas y su fusidn con las células del mieloma multiple hasta la proliferacion

celular y obtencion de anticuerpos monoclonales.

&)@y ;,f-*r ‘-
2 e @ w :.u< (&) l.. @ 'I'
2ol ) & ey
— —— //
ll 'y ',‘\\‘ \
v ¥
| 4 \
28 b\::",;‘._ - .7

IMAGEN N°4: GENERACION DE ANTICUERPOS MONOCLONALES
REF: https://es.wikipedia.org/wiki/Hibridoma
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6.2 ANTICUERPOS POLICLONALES:
Los anticuerpos policlonales son producidos por diferentes clones de células B
en plasma y se unen a los diferentes epilogos en el mismo antigeno.
Para la obtencion de anticuerpos policlonales se requieren diferentes pasos:
(13, 14, 15)

6.2.1 Preparacion del antigeno:
Para inducir una respuesta inmune se requiere de proteinas, azucares, lisados
celulares de algas, de larvas, etc., de un determinado tamafo, si es pequefio,
debe conjugar a una proteina o adyuvante de Freud, la dosis del antigeno
purificado debe ser adecuada, sin impurezas que estimulen la produccion fallida

de anticuerpos no deseados.

| COVID-19 |

IMAGEN N°5: EJEMPLO DE ANTIGENO A UTILIZAR: VIRUS COVID-19
Una plataforma gratuita con las zonas de mayor riesgo de coronavirus | CNN

6.2.2 Seleccionar el animal a inmunizar: suele emplearse cabras, ovejos,
conejos, caballos por su gran tamaiio, facilidad de manejo y capacidad para
producir titulos altos de anticuerpos de alta afinidad, tUltimamente se utilizan
gallinas ponedoras, lo que permite la obtencién de anticuerpos a partir de los
huevos, permitiendo eludir la etapa de sangrado.
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Es importante tener en cuenta la distancia filogénica entre el animal que se
inmunizay la fuente del antigeno, entre mayor sea la respuesta inmune sera

mas optima la produccion de anticuerpos.

6.2.3 Via de inoculacion: depende del tipo de antigeno que se inocule, las
vias utilizadas son subcutanea, intradérmica, intramuscular, intraperitoneal e

intravenosa. (13)

6.2.4 Protocolo deinmunizacién: depende del tipo de Anticuerpo policlonal

gue se requiera:

AC POLICLONAL DIAS DOSIS
Anti-proteina 51 4 inyecciones
Anti-péptido 70 5 inyecciones
Anti-proteina 28 Adyuvante

TABLA N°1: PROTOCOLO DE INMUNIZACION CREACION PROPIA DEL AUTOR
FUENTE: Inés Martin, La cave Tomas Garcia, Caballero. Atlas de Inmunohistoquimica

La siguiente imagen muestra los pasos consecutivos necesarios para la obtencion
de anticuerpos policlonales.
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polyclonal
5 antibodies

Y Clone of memory B

J

f from the
animal's
bodies

Polyclonal antibodies
from different B cells are

IMAGEN N°6: GENERACION DE ANTICUERPOS POLICLONALES
REF: https://es.sawakinome.com/articles/science/difference-between-monoclonal-and-polyclonal-antibodies.html

6.3 VENTAJAS-INCONVENIENTES DE ANTICUERPOS MONOCLONALES (15)

INCONVENIENTES

VENTAJAS
Especificidad: reconoce un Unico
epitopo, reduciendo reacciones

cruzadas y ruido de fondo en los ensayos

Produccion: tecnologia compleja que
implica personal especializado y mayor
costo.

Reproducibilidad: si las condiciones de
los ensayos son constantes, los
resultados son reproducibles.

Intolerancia a cambios en el antigeno: si
hay modificacidon en la muestra, se pierde el
reconocimiento de la proteina diana.

Cantidad: al ser sus lineas celulares
inmortales, se obtienen grandes
cantidades de anticuerpos.

Especificidad: no permite reconocer
diferentes proteinas asi su homologia sea
similar.

TABLA N°2: VENTAJAS E INCONVENIENTES DE LOS ANTICUERPOS MONOCLONALES
REF:https://mww.abyntek.com/diferencias-anticuerpos-monoclonales-y-policlonales/
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6.4 VENTAJAS E INCONVENIENTES DE ANTICUERPOS POLICLONALES (15)

VENTAJAS INCONVENIENTES

Afinidad: al ser una mezcla de | Reproducibilidad: el uso de diferentes
anticuerpos que reconocen diferentes | animales en la produccion de lotes puede
epitopos de una misma proteina, | generar variabilidad que se evidencia en la
permite amplificar la sefial, reproducibilidad de los ensayos.

Tolerancia: a cambios en el antigeno | Especificidad: al ser menos especificos,
por polimorfismo, desnaturalizacion. generan reacciones cruzadas e incremento en
la sefial de fondo

Robustez: por su capacidad para
unirse a diferentes epitopos de la
proteina diana.

Produccién: este proceso es mas
rapido, sencillo y econémico.

TABLA N°3: VENTAJAS E INCONVENIENTES DE LOS ANTICUERPOS POLICLONALES

REF: https://www.abyntek.com/diferencias-anticuerpos-monoclonales-y-policlonales/

6.5 TECNICA DE LA INMUNOHISTOQUIMICA

Para su realizacion, se utilizan anticuerpos monoclonales o policlonales, marcados
con enzimas, que reaccionan con los epitopos de un antigeno especifico presente
en el tejido en parafina o en cortes por congelacion, evidenciando esta reaccion
antigeno-anticuerpo al revelarlo con su sustrato-cromogénico especifico para la
enzima, produciendo un precipitado insoluble de color definido, al observar una
oxidacion en el sitio donde se encuentran presentes los antigenos gque se estan
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detectando, esta actividad enzimatica puede alterarse al modificar su temperatura,

pH, concentracion enzimética o del sustrato, pH y luz.

La reaccion general cuando interviene una enzima es:

Enzima (E) + Substrato (S) = Complejo ES S —E + Producto (P)

La enzima que se escoge para la realizaciéon de esta técnica debe cumplir los

siguientes parametros:

Estar disponible en una forma altamente purificada.

Ligada por unién no covalente al anticuerpo o a la biotina.

No debe alterar la actividad enzimatica, es decir ser estable.

No debe estar presente de forma enddgena en el tejido en estudio.

Los productos obtenidos deben detectables y estables. (36)

Las enzimas mas utilizadas para ligarlas a los anticuerpos especificos y formar el

conjugado son:

6.5.1 PEROXIDASA

Enzima extraida de la membrana celular de la raiz del rdabano, cataliza la

oxidacion de ciertos compuestos dadores de hidrogeno, su sitio activo es el HRP

gue le proporciona el color al desnaturalizarse por la activacién del peréxido de

hidrégeno.

El sustrato de la peroxidasa es el peroxido de hidrogeno y su cromégeno es el
Diaminobenzidina (DAB). (13).
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IMAGEN N°7: ENZIMA PEROXIDASA GRAFICA N°2: REACCION PEROXIDASA-PEROXIDO
REF: https://es.wikipedia.org/wlkl/Peroxidsa REF: https://www.google.com/
searchfosfatasaalcalina&tbm=isch searchfosfatasaalcalina&tbm=isc

6.5.2 FOSFATASA ALCALINA

Enzima hidrolitica, pertenece al grupo de las fosfomonoesterasas, actia sobre
los mono ésteres del acido fosférico, hidrolizandolos, produciendo hidrdlisis de
substratos y liberando productos intermedios. Su sustrato es el p-Nitrofenil-
fosfato, por su grupo fosfato y su cromégeno 5-bromo-4-cloro-3-indolil

fosfato/nitro azul de tetrazolium (BCP/NBT). (13).

o
I
HO— p —OH o
OH
FAl |
+ HO — + HO—P—OH + W*
M, l
o
ON _o QN _O‘
Il |
o o

GRAFICA N*3: FOSFATASA ALCALINA
https://www.google.com/search?q=fosfatasa+alcalina&tbms=isch&chips=q:fosfatasa+aicalina
| hteps//es wikipedia arg/wiki/Fosfatasa_akalina 1:estructura: D6mxbib19ks%30&hi=es&sa=X&ved=2ahUKEwjUxZuwypfwAhWECDABHX-

' 3 3 3 2AkkQ4IYOB30ECAEQIWaDbIW=1884&bih=050/imgrc=YLrFRp2HCONL-M
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Para esta técnica, pueda ser de méxima utilidad y el resultado sea sensible,
reproducible y confiable, es imprescindible la estandarizacion de cada una de las
etapas del proceso, iniciando por la 6ptima obtencion de la muestra, fijacion de los
tejidos, recuperacion antigénica, bloqueo, realizacion de la técnica, lectura y
correlacion de los resultados obtenidos, sin dejar de lado la importancia de la

visualizacion e interpretacion de los controles de calidad internos y externos.

Esta técnica tiene un protocolo estandarizado, sin embargo, contiene pasos que
requieren una optimizacion inicial para asegurar que el anticuerpo se ligue al

antigeno de forma especifica, al eliminar factores que lo imposibiliten. (2, 13)

El siguiente cuadro indica la secuencia de los pasos a seguir en un tejido, (Técnica

Histologica) antes de realizar la técnica de inmunohistoquimica.

( N\ 4 N\ ( N\
» Corte en micrétomo L
Muestra relaciéon 2-3 micras Desparafinacion

1:10 . L Horno 37°C
Montaje en ldmina.

\ J . J \ J

4 \ ( ) 4 \

Fijacion: penetracion ., .
Inclusién en parafina

24-72 horas liquida: 58-60°C. Rehidratacién
promedio
. J \ J/ . J
4 N\ 4 N\ 4 N\
Deshidratacién en Aclarar en Xilol TECNICA INMUNO
alcoholes graduados ’ HISTOQUIMICA

(& J \ J (& J

CUADRO N°2: TECNICA HISTOLOGICA
CREACION DEL AUTOR
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6.6 PASOS CLAVE A SEGUIR EN LA TECNICA DE INMUNOHISTOQUIMICA

6.6.1 PREPARACION DE LA MUESTRA

Antes de realizar la técnica de Inmunohistoquimica los tejidos de un paciente,
deben ser fijados con FINE-FIX o formol, para detener la auto digestion enzimatica
celular, los cambios proteinicos y microbiol6gicos relacionados con la putrefaccion
garantizando la conservacion o estabilidad de las proteinas tisulares, ya fijados se
deshidratan para retirar los excesos del agua no miscible con el medio de inclusion,
se aclaran para generar una interaccion quimica entre los espacios desprovistos de
liquidos y el medio de inclusién quedando ocupados, finalmente se incluyen en
parafina la cual ocupa los espacios intracelulares y el material extracelular del tejido
conservando la morfologia celular y brindando firmeza y homogeneidad durante el
corte en el micro6tomo, (2-3 micras de espesor). Latemperatura de la parafina debe

ser de 60°C para evitar la desnaturalizacion de los epitopos. (2), (13).

Los cortes se dejan a 45°C, durante la noche para secar el tejido y evitar su
desprendimiento durante la recuperacion antigénica, se des parafina con dos pases
de xilol, cada uno de cinco minutos, se deben hidrata en etanol en concentraciones
de 100°, 96° y 70° cada uno tres minutos. (2), (13)

6.6.2 RECUPERACION DEL EPITOPO

En la fijacibn con formaldehido se observa el proceso de reticulacion de las
proteinas y calcio en el tejido, brindando como ventaja mantener la estructura del

tejido para su visualizacion, pero a la vez disminuye la reactividad de los epitopos
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presentes en las células del tejido, dificultando asi su reconocimiento por los

anticuerpos especificos, por esto es indispensable efectuar la recuperacion de este

antigeno, antes de realizar su deteccion; existen basicamente dos formas para esta

fase: la primera es aumentar la temperatura colocando el tejido en buffer Citrato pH

6.0, Tris HCI pH 8.0 o EDTA pH 8.0, y la segunda es hacer un tratamiento

enzimatico.

De esta manera, se dispone de diferentes tratamientos, se escoge el que permita

mayor disponibilidad de los epitopos del antigeno, para asegurar una mayor

deteccién por el anticuerpo especifico. (2), (13)

TEMPERATURA
EQUIPO VENTAJAS INCONVENIENTES ¥ TIEMPO
Recuperacién desigual, Inherente al
MICROONDAS Comodidad. No hay que estar principio de calentamiento del MO. 100°C. 20
pendentedel TnilaT, Recuperacion variable segun el modelo | minutos.
de MO y el nimero de vidrios.
Rapider. Se toma el T a partic del | Alteracidn morfoldgica. Hay que estar 120°C. 26
OWA APRESION | momento en que la vilvula muy pendiente de tiempo. s
: minutos.
alcanza |a segunda marca. Manipulacién de |3 olla peligrosa,
Ao Ténmco | Protucbidad. Condciones | e BRI B | 95,99 2040
facilmente estandarizables. minutos.
permanentemente.
Fiabilidad. Pardmetros de presion
CAMARA DE y calor controlados Posible desprendimiento y/o roturade | 125°C 15
PRESION PASCAL | sutométicamente y confirmables | los cortes. minutos.
mediante bandas reactivas,

CUADRO N°3: METODOS RECUPERACION ANTIGENICA
REF: ATLAS DE INMUNOHISTOQUIMICA (13)
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Las siguientes son gréficas comparativas de un tejido con sus epitopos
enmascarados con un tejido libre de proteinas que dificultan la deteccion del

epitopo.

GRAFICAN®4
Al recuperar se rompe la red
: red tras la fid-ion - permitiendo que los janticueS_ms
| Ref.Aflas de Inmunohistoquimica - - - - | . ,accedan al epitopo especifico.
(13) Ref. Atlas de Inmunohistoquimica
. . ; : (13) . .

GRAFICAN3 -
Epitopos enmascarados con una

En la siguiente imagen, se comparan los resultados de la técnica de
Inmunohistoquimica en un tejido sin el proceso de recuperacion antigénica (A) vs
tejido con recuperacion antigénica (B), en el que se aprecia alta definicion de los

epitopos.

IMAGEN N°9 LINFOMA CUTANEO
A: tejido sin recuperacion B: tejido con recuperacion antigénica
ref. Atlas de inmunohistoquimica (13)
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Durante el desarrollo de la técnica los buffers como el TBS, pH 7.0 - 7.2, y con
albumina sérica bovina al 1% son utilizadas para evitar reacciones inespecificas al
unirse con la fraccion C1q del complemento, con ellas se diluyen los anticuerpos
primarios y secundarios y los buffers de lavado como el fosfato salino, el buffer Tris
salino o el Tween 20, se utilizan para eliminar los residuos de moléculas que no
intervienen positivamente en las reacciones pero que si pueden falsear los

resultados o la calidad de la técnica. (7)

6.6.3 PERMEABILIZACION

Considerando que la técnica de Inmunohistoquimica permite detectar proteinas
individuales ubicadas en la superficie celular, en el citoplasma, en el nlcleo o en un
mismo proceso detectar diferentes proteinas de membrana y citoplasma o
citoplasma, membrana y nucleo, conviene agregar sobre el tejido en estudio, un
detergente quimico como el Triton-X100 o Digitonina a bajas concentraciones, para
producir permeabilizacion en las membranas celulares y asi facilitar el paso de los

anticuerpos primarios y secundarios a través de ellas. (2), (13).

La siguiente gréfica sefiala la permeabilizacion.

4 —_— Sl
% % {/* * X
» @) @
- -
Unpermeabilized Digitonin Triton X-100

GRAFICA N°6: PERMEABILIZACION CELULAR
Ref.:
https://www.google.com/search?g=permeabilizacion+inmunohistoquimica&sxsrf=ALeKk02ZiDCuOPmgVSwhNm_GcQriBkKr
0:1619304531884&source=Inms&tm=isch&sa=X&ved=2ahUKEwiGrZ75fwAhXQneAKHRONDWkQ_AU0AXoECAEQAW&biI
w=1920&bih=969#imgrc=vmC7xWxjHVI1nM&imgdii=krsVVr8VoY-YdM
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6.6.4 BLOQUEO

Es importante mencionar qué existen factores que generan positividad de fondo, en
las tinciones citoplasmaticas pueden observarse falsos positivos por la presencia de
biotina enddgena (neutralizada si se coloca avidina después del anticuerpo
primario), fosfatasas enddgenas (bloqueadas con levamisol).

Los tejidos por naturaleza, presentan peroxidasa enddégena, enzima propia de los
eritrocitos, es importante eliminarla antes de realizar la unién de los epitopos del

tejido con los anticuerpos especificos, para evitar reacciones cruzadas.

En este paso, se coloca perdxido de Hidrogeno 1/10, sobre los cortes del tejido, una
cantidad suficiente que cubra todo el tejido, durante 15 minutos, tiempo suficiente
para que reaccione con la peroxidasa presente en las células tisulares y la bloquee.
(2), (13).

También se utiliza soluciones de bloqueo proteicas con albamina AL 3% (BSA), para

prevenir uniones no especificas de los anticuerpos primarios o0 secundarios.

La siguiente grafica muestra el resultado de la técnica realizada en un tejido no
blogueado vs técnica realizada en un tejido bloqueado.
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° Presencia de globulos rojos
o %o

66 ® L,J Peroxido de Hidrogeno

....................... ~ Técnica con
endogena - seudoperoxidasa en
hematies

5 'y
[ APV RPN
A
Pt X e
BB P PA T s
. ..\.-°0F..',~" "v’:'_'.".
Tt

Reaccidn del sustrato solamente C TN

Técnica con peroxidasa
endogena bloqueada
[ ) : .

GRAFICA N°7 PROCESO BLOQUEO PEROXIDASA ENDOGENA
REF: ATLAS DE INMUNOHISTOQUIMICA (13)
Fotos: https://www.labclinics.com/decalogo-para-principiantes-en-inmunohistoquimica/

6.7 ESCOGER EL ANTICUERPO PRIMARIO

Al escoger el anticuerpo mas especifico y sensible para la deteccion de epitopos en
la muestra, se debe tener en cuenta factores muy importantes como:

e Los niveles de concentracion y expresion de la proteina de interés en el

tejido.
El origen de los anticuerpos secundarios debe ser de diferente especie
animal, en relacion con los anticuerpos primarios.
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e Escoger el anticuerpo monoclonal o policlonal, segun las caracteristicas y
necesidades del tejido y procedimiento.

o Utilizar tejidos control para verificar la especificidad del anticuerpo primario,
se requiere de un tejido que no contenga la proteina de interés, es decir la
que se quiere detectar en el corte problema, como, por ejemplo, el tejido de
un raton.

e La especificidad del anticuerpo se puede observar mediante la pre-
incubacion del anticuerpo primario con el péptido antigénico del tejido (test
de adsorcion).

e Dilucion del anticuerpo: la concentracion del anticuerpo primario se expresa
en mg/ml, la dilucion éptima de este anticuerpo sera aquella que muestre la
maxima tincién especifica y la minima tincién inespecifica, se realizan
diluciones que son aplicadas sobre los tejidos control, se elige la dilucién del
anticuerpo, en la que el control negativo se evidencie totalmente negativo y
el control positivo marque Unicamente los antigenos solicitados, la dilucion
escogida serd la utilizada en los ensayos venideros, realizados con este
mismo reactivo. (2), (13).

Antisuero policlonal: se recomendaria diluciones 1:100-1:20.000

Anticuerpo monoclonal obtenido de cultivos celulares: 1:10-1:1.000. (36)

La siguiente grafica muestra un tejido procesado con una dilucion inadecuada de
los anticuerpos primarios, con abundante ruido de fondo, vs un corte procesado con

la dilucion ideal, observando claramente el antigeno o proteina identificada.
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Serie de diluciones

0,5 mL 0,5 mL 0,5 mL 0,5 mL 0,5 mL

H

TITULACION DE ANTICUERPOS

DILUCION CON EXCESO ACS DILUCION DE ACS APROPIADA

GRAFICA N° 8 TITULACION DE ANTICUERPOS
PROPIA DEL AUTOR

REF FOTOS: http://ve.scielo.org/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1690-32932015000100009

6.8 DETECCION

Para la deteccion del anticuerpo primario ligado al epitopo, se utilizan anticuerpos
secundarios dirigidos contra los anticuerpos primarios.
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Estos anticuerpos secundarios se obtienen en especies diferentes a las utilizadas
en la fabricacién de los anticuerpos primarios, ejemplo si el primario se fabricd en
conejo, el anticuerpo secundario sera fabricado en cabra, es decir, serd un
anticuerpo anti conejo, estos anticuerpos secundarios estdn conjugados a las
enzimas mencionadas anteriormente o con complejos Avidina-Biotina. (2), (13).

Existen diferentes métodos indirectos de deteccidn, entre los principales estan:

6.8.1.Método indirecto Peroxidasa-Antiperoxidasa (PAP).
Se utiliza un anticuerpo primario especifico que se liga al antigeno del tejido,
un anticuerpo secundario contra la especie del anticuerpo primario, por esto
hace puente entre el primario y el complejo peroxidasa antiperoxidasa,

obtenido en la misma especie del anticuerpo primario. (7-36)

Método indirecto Peroxidasa-Antiperoxidasa (PAP)
7\
@

[ ]
Y
A: Anficuerpo primario

A Jk\ B: Complejo Peroxidasa-Anfiperoxidasa
D
FAVAS

C: Anticuerpo secundarno
0 Antigeno tisular

B

C

GRAFICA N°9 COMPLEJO DE DETECCION
Ref. https://docplayer.es/90378124-Inmunohistoquimica-avanzada.html (36)
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6.8.2 Sistema ABC: Avidina-Biotina.
En la clara del huevo se encuentra una glucoproteina de alto peso molecular,
con regiones hidrofobicas llamada avidina, con afinidad hacia la vitamina del
complejo B la Biotina cuya caracteristica primordial es su facil conjugacién
con anticuerpos y enzimas,
Este sistema implica un anticuerpo primario sin marcar ligado al antigeno,
un anticuerpo secundario biotinilado y el complejo de avidina o
estreptoavidina unido a la enzima (peroxidasa (HRP) o fosfatasa alcalina
(AP)) y finalmente para su visualizaion el cromdgeno.
La presencia de biotina endbégena en el tejido puede brindar tincion
inespecifica de fondo. (7-36)

e © oo

\/ \/ Complejo Avidina Biotina (ABC)

XoxXe c

A A

Q 0

K« (3 )

A —
) L\ A: Anticuerpo secundario biotiniado
D B: Anticuerpo primario
A " C: Complejo Avidina-Biotina (*preparar 30min antes de usar)

D: Antigeno tisular

GRAFICA N°10 COMPLEJO DE DETECCION
Ref. https://docplayer.es/90378124-Inmunohistoquimica-avanzada.html (36)
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6.8.3

6.8.4

Sistema LSAB (labeled streptavidin-biotin).

Utiliza un anticuerpo primario que se liga al antigeno, un anticuerpo

secundario biotinilado acoplado a un complejo streptavidina-peroxidasa,

(streptavidina carece de dominios carbohidrato, brindando uniones mas

especificas al tejido). (7-36)

Complejo Streptavidina-Biotina (LSAB)
W — C
s
A =
—_—
B~k
/ \ A Anticuerpo secundario biotiniado Ratorn/Conejo
B: Anticuerpo primario
A A S— D C: Complejo Streptavidina-enzima

D: Antigeno tisular

GRAFICA N°11 COMPLEJO DE DETECCION

Ref. https://docplayer.es/90378124-Inmunohistoquimica-avanzada.html (36)

Sistemas con la aplicacién de polimeros de dextrano libres de biotina.

Se utiliza polimero conjugado a anticuerpos secundarios (10 moléculas) mas

enzimas (70 moléculas).

Se utiliza un anticuerpo primario que se liga al antigeno, anticuerpos

secundarios ligados a un polimero de dextrano marcado con el enzima y el

sustrato-cromogeno, este polimero aumenta la sensibilidad y disminuye el

fondo.
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— A Sistema de revelado basado en polimero de dextrano

~» Antigeno tisular

" Anticuerpo primano

Anticuerpo secundario

* Enzimas (4P 0 HRP) C
= Polimero dextrano

A: Enzimas (AF o HRF)
B: Polimero de dextrana
C: Anficuerpo secundario
/Jk JL D Anficuerpo primario

7% Jﬂf E: Antigeno tisular
FAVA'S E JAVA

:pm

GRAFICA N°12 COMPLEJO DE DETECCION
Ref. https://docplayer.es/90378124-Inmunohistoquimica-avanzada.html (36)

6.9 CONTROLES

Existen diferentes factores que interfieren en los resultados de la técnica, algunos
de ellos son:

e Clase de fijador y tiempo de fijacion.

e Temperatura y humedad.

e Pérdida de la reactividad.
Para verificar la calidad del montaje, especialidad y sensibilidad de los resultados,
se procesan tejidos control y reactivo control
Reactivo control: al sintetizar un anticuerpo primario se confirma su especificidad
por técnicas como electroforesis, Western Blot y su reactividad cruzada con células
transgénicas y al ser utilizado en la técnica se analiza su reactividad teniendo en
cuenta diluciones, reactivos tiempos de incubacion, lavados que siempre seran

constantes.
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e Control positivo: casos control estandarizado con resultados positivos para antigenos
especificos, para evaluar los procedimientos, se corre paralelamente e igual con los tejidos
muestra.

e El mejor control positivo es el control interno, células o componentes del
tejido normal/no patoldgico, en el que se evidencia el antigeno a estudiar.

e Control negativo: su proceso asegura la ausencia de reacciones
inespecificas o contaminacion de reactivos, se coloca suero no inmunizado
o tampdn de lavado, al leerlo no debe presentar precipitados coloreados.

e Control para los anticuerpos monoclonales: puede usarse anticuerpos del
mismo isotipo a la misma concentracién y con el mismo diluyente o se puede
utilizar una mezcla de subtipos de 1gG.

¢ Indicador control de procesamiento: puede realizarse con la vimentina como
indicador que refleja un excelente procesamiento/fijacién del tejido, reconoce
al epitopo sensible a la fijacion adecuada brinda una tincion uniforme, si se

observa tincidn heterogénea la fijacion no es o6ptima. (36).

El siguiente cuadro identifica el paso a paso que se realizan durante el proceso

de la técnica de Inmunohistoquimica.
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4 N 4 i I 4 N
Anticuerpos
Preparacion de la secundario- Deteccion con
muestra conjugado: 10-20 cromoégeno
minutos
N\ J - / N\ J
4 I 4 N 4 ™
Recuperacion de Anticuerpo N
P . cuerpe Contra tincion: 3-5
epitopos: 50-60 primario diluido: .
. : minutos
minutos 60 minutos
- / - / - /
N
r (  Bloqueode ) 4 )
ilizacié peroxidasa Solucién de
Permeabilizacion endégena y sitios :
. e montaje-Lectura
inespecificos: 10-
N / \__15 minutosc/u \ J

CUADRO N°4: TECNICA INMUNOHISTOQUIMICA
PROPIA DEL AUTOR

Es importante, resaltar que los tejidos con marcaje positivo muestran células de tono
marrén, si como marcador se utiliza la enzima peroxidasa, pero si se utiliza la
enzima fosfatasa alcalina se observa un tono rojizo, como se ilustra en la siguiente

imagen.
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IMAGEN N°10

REF: https://www.actasdermo.org/es-inmunohistoquimica-dermatopatologia-revision-los-anticuerpos-articulo-resumen-
S0001731012002773
A Detalle sustancia amiloide en dermis papilar con positividad de la citoqueratina 903 (x200), y marcador peroxidasa

B. Positividad para la citoqueratina CAMS5.2 de las células neopléasicas, con marcador fosfatasa alcalina.

6.10 SISTEMA DE LECTURA

6.10.1 Sistema de puntuacion y evaluacién por el estado de HER2

e Puntuacion (de los marcadores de HercepTest™)

e (0) - una o poca tincién en < 10% de células

e (1+) - tincion débil, parcial en > 10% de células

e (2+) - débil a moderada, tincion completa en > 10% de células

e (3+4) - fuerte, tincion completa en la membrana > 10% de células

DIVISION DE INVESTIGACIONES
Pagina
46 de 97




FUNDACION UNIVERSITARIA DE CIENCIAS DE LA SALUD | VERSION 02

FORMULACION Y EJECUCION DE PROYECTOS DE

p CODIGO: F-PI-FEP-03
INVESTIGACION

GUIA PARA LA ELABORACION DE PROYECTOS DE

p FECHA 02-05-2019
GRUPOS DE INVESTIGACION

o Evaluacién de tincién (De acuerdo con el NCCN)
e Muestras con 3+ (No 2+/3+ limitrofe) son elegibles por Herceptin™
e Muestras con resultado de 2+ deben ser reevaluados con FISH

e Muestras con resultado de 0/1+ son negativos por HER2

6.10.2 Sistema de puntacion y evaluacion por estado de ER, PR

Evaluacion de la tincién

Método de puntuacién de J-puntuacion
e (0) - sin células tefidas

o (1+) - células tefiidas < 1%

o (24) - 1% < células tefnidas < 10%

o (3+) - células tefidas = 10%

o Negativo - puntuaciéon de 0

e Indeterminado - puntuacion de 1 0 2

« Positivo - puntuacién de 3

o Método de tincion Alfred

e (0) - sin células tefidas

e (1) - células tefiidas <1/100

e (2)-1/100 < células tefiidas < 1/10

e (3)-1/10 < células tenidas< 1/3

e (4) - células tefiidas= 1/3 < 2/3

e (5) - células tefiidas> 2/3

e Intensidad

e 0 =ningun
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e 1 =débil
e 2 =intermedio
e 3 =fuerte

e Puntuacion

o Para obtener la puntuacion complete suma la puntuacién de tincién y la

puntuacion de intensidad. Cualquier puntuacion entre 0-2 es considerado

negativo por ER o PR, cualquier puntuacion sobre 2 es considerado positivo

por ER o PR. (33).

Segun J Histoch 2005; 28:89, se cuantifica el resultado en los que los

porcentajes y su significado pueden variar:

e Negativo (-): total negatividad o menos del 50% de las células “diana” con

menor intensidad que el control.

e Positividad débil (+/-): mas del 50% de las células “diana” con menor

intensidad que el control.

e Positivo (+): mas del 50% de las células “diana” con igual o mayor intensidad

que el control.

El limite de intensidades entre negativo y positividad debil o positivo se hace

por comparacion con un control interno existente u otro externo. (33)
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MARCADORES EN LA INMUNOHISTOQUIMICA

Los marcadores tumorales son moléculas generalmente de naturaleza
glucoproteina, pueden estar presentes en células normales o hacerse evidentes en
algunos procesos y se manifiestan o incrementan sus niveles como respuesta del

huésped o como producto propio del proceso patoldgico o benigno.

Los marcadores tumorales pueden encontrarse en fluidos biolégicos sangre,
liquidos corporales y en tejidos, teniendo en cuenta que un mismo tipo de tumor no
siempre expresa los mismos marcadores, también se ha observado que los niveles

de un mismo marcador varian en un mismo cancer.

En la inmunohistoquimica los marcadores tumorales se utilizan para poder detectar,
diagnosticar, estadificar o clasificar patologias como el cancer, linfomas, neoplasias,
enfermedades dérmicas, identificacion de marcadores hormonales, deteccién de
agentes infecciosos en las células o tejidos, se utiliza en el prondstico y seguimiento

de diferentes patologias, en la eleccion de tratamientos adecuados, etc.

Para detectar su presencia en los tejidos se utilizan anticuerpos monoclonales o
policlonales, su utilidad es determinada por la sensibilidad y especificidad de cada
uno, es importante aclarar que los marcadores tumorales de forma aislada no son

Gtiles en el diagnéstico precoz de neoplasias en poblaciones asintomaticas. (30)

6.11.1 CLASIFICACION DE LOS MARCADORES TUMORALES

Los marcadores tumorales se agrupan por los siguientes criterios:
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e Por su origen.

e Por su utilidad clinica expresada segun la sensibilidad y especificidad.
Segun epidemiologia se define como Sensibilidad el porcentaje de pacientes
portadores de un determinado tumor, con valores patoldgicos, superiores a
la normalidad, de un determinado marcador (su opuesto serian los falsos
negativos). (30).

Y como Especificidad el porcentaje de pacientes sin un tumor maligno, con
valores normales de un determinado marcador (su opuesto serian los falsos

positivos). (30).

6.11.1.1 Clasificacion segun su origen:

e Producidos por las células tumorales, denominados "derivados del tumor”,
algunos de estos marcadores son: antigeno carcinoembrionario (CEA), alfa-
feto proteina (AFP), antigeno prostatico especifico (PSA), la subunidad beta
de la hormona gonadotrofina coridnica humana (beta-HCG). (31)

e Inducidos por la presencia del mismo y producidos por el huésped,
denominados "asociados al tumor”, algunos de estos marcadores son:

proteinas de fase aguda (PCR, ferritina). (31).

6.11.1.2 Por su utilidad clinica expresada segun la sensibilidad vy
especificidad: (30-31).

e Marcadores tumorales de muy elevada especificidad y sensibilidad: se
presentan en situaciones fisioldgicas o en tumores malignos, como ejemplo
la beta-HCG vy la calcitonina.
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Marcadores tumorales de especificidad y sensibilidad variable: son bajas en

los estadios iniciales, se incrementan en estadios avanzados, utilizados en el

diagnéstico de tumores malignos. Algunos de estos marcadores son: PSA,
AFP, CEA, CA 125, CA 15.3, la enolasa neuronal especifica (NSE) entre

otros

Marcadores tumorales de baja especificidad con una sensibilidad

dependiente del estadio, su especificidad es baja, incluso en fases

avanzadas de la enfermedad. Algunos de estos marcadores son: lactato

deshidrogenasa (LDH), cito queratina 19 (CYFRA 21).

Las siguientes tablas hacen referencia a algunos anticuerpos relacionado su

presencia en tejidos y sitio especifico de localizacion
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Anticuerpos Tejidos Localizacion
Actina musculo-especifica |Colon, bazo Citoplasma
AE1/AE3 Colon, piel, pancreas Citoplasma
AFP Higado fetal Citoplasma
ALK Linforna anaplasico Variable nuclear/citopl
Beta amiloide Cerebro Alzheimer Citoplasma
Beta Catenina Ductos,dlctulos biliares  |Nicleos
BerEP4 Mama, colon Citoplasma
CD (varios), bcl-2/bcl-6 |Amigdala Membrana
CD15 Hodgkin Membrana-Golgi
CD30 Hodgkin, pancreas Membrana/Golgi
CD99 Timo Membrana
CD117 Piel, cerebro, pulmon,

bazo
CEA (monoclonal) Colon Membrana/citoplasma
CK AE1-AE3 Colon, piel, pancreas Citoplasma
CK7 Mama, pulmon Citoplasma
CK20 Colon, pancreas Citoplasma
Caldesmon Musculo liso Citoplasma
Calretinina Mesotelio, timo teste, Nucleo-citoplasma
cerebelo
COX2 Colon, rinon
Cromogranina A Pancreas, adrenal, ovario |Granular citoplasma
Desmina Colon, bazo Citoplasma
E-Cadherina Mama Citoplasma
EGF R Placenta Membrana
EMA Amigdala, rindn Membrana
Estrogeno R Mama, utero Nuclear
Fosfatasa alc placentaria |Placenta Citoplasma
Hepar 1 Higado normal Citoplasma
hCG Placenta Citoplasma
HMB-45 Melanoma Citoplasma
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hCG Placenta Citoplasma
HMB-45 Melanoma Citoplasma
Inmunoglobulinas Amigdala Citoplasma
Inhibina Ovario Citoplasma
Ki-67 (MIB1) Piel, timo, amigdala Muclear
Lactogeno placentario  |Placenta, amigdala
Melan A Melanoma Citoplasma
Mieloperoxidasa Médula dsea Citoplasma granular
Anticuerpos Tejidos Localizacion
Pax-5 Hodgkin nodular linf Nucleo
p53 Ca seroso, Ca mama Nuclear
p63 Mama Huclear
PDGF R Mama Membrana
Progesterona R Mama, Utero Muclear
Proteina Glial fibrilar Cerebelo citoplasma
PSA Prostata Citoplasma
Racemasa Prostata Citoplasma
S-100 Piel Nucleo + citoplasma
Sinaptofisina Cerebro, adrenal Citoplasma
Tau Alzheimer Citoplasma
TdT Timo Nucleo
Tiroglobulina Tiroides Citoplasma
TTF-1 Tiroides Muclear
Triptasa Médula osea Citoplasma
Vimentina Ca de colon Citoplasma
WT-1 Rinon Nuclear

TABLA N°4 Anticuerpos —tejidos y su localizacion.

REF. (36)

A continuacion, se hard un enfoque de los marcadores que se utilizaran para la

realizacién de este trabajo.
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6.12 ACL -CD45

Marcador glicoproteico de membrana de los leucocitos, util en el diagnéstico
diferencial de tumores de células pequefias o polimorficas puede estar en
neoplasias hematologicas como la leucemia linfocitica cronica y linfoma maligno,
asi como neoplasias viscerales como colon rectal, renal, pancreatico, meningiomas
etc. (16)

LECTURA POSITIVA LECTURA NEGATIVA
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IMAGEN N°11 IMAGEN N°12
https://docplayer.es/21487134-Linfoma-primario-de-celulas-t-del-pancreas-presentacion-de-un-caso-clinico.html
http://www.conganat.org/6congreso/index-324.htm#Fig_1

6.13 AE1/AE3

Identifica dos epitopos presentes en la mayoria de cito queratinas epiteliales, es una
mezcla de dos anticuerpos monoclonales obtenidos en ratones por inmunizaciones
con queratinas callosas humanas, por lo que, puede ser usado como herramienta
para la identificacion IHC positiva de células de origen epitelial estratificado y simple.
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RESULTADO POSITIVO RESULTADO NEGATIVO

-

IMAGEN N°13 IMAGEN N°14
file:///C:/Users/mvari/Downloads/66336_Fuertes_de_Veg%C3%A1%20 _Laura%20(10).pdf

https://www.researchgate.net/figure/Figura-3-Marcadores-inmunohistoquimicos-negativos-en-EAML-A-ACE-40-B-AE1-
AE3 fig3 312148742

6.14 TTF1

Proteina de transcripcion nuclear, se expresa selectivamente durante la
embriogénesis en tiroides, di encéfalo y epitelio respiratorio, donde juega un
importante papel en la activacion transcripcional, se ha utilizado con fines
diagnésticos en carcinomas de la tiroides y del pulmén, hiperplasias, asi como en la
mayoria de carcinomas medulares derivados de éstas, determina el tiempo de
muerte del tejido en estado de putrefaccion. (18)

RESULTADO POSITIVO RESULTADO NEGATIVO
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IMAGEN N°15 IMAGEN N°16
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https://www.scielo.sa.cr/img/revistas/mlicr/v28n2/art4i2.jpg
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0210480617300098

6.15 CD20

Es un receptor de membrana que los linfocitos B adquieren en su desarrollo
fisiolégico, empleado en el diagndstico de los linfomas B, también es una diana
molecular del anticuerpo monoclonal rituximab y del radio inmunoisétopos utilizados
en el tratamiento de los linfomas B, es un tipo de marcador tumoral en ciertos tipos
de linfomas y leucemias de células, igualmente puede ayudar a diagnosticar el
cancer o planificar el tratamiento de cancer. (3-19)

RESULTADO POSITIVO RESULTADO NEGATIVO
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IMAGEN N°17 IMAGEN N°18

https://www.elsevier.es/es-revista-revista-colombiana-cancerologia-361-avance-resumen-linfoma-zona-gris-con-
caracteristicas-S0123901518300386
http://www.conganat.org/linfo.tortosa/8curso/CD3/S5C2.htm

6.16 CD3

Es una glicoproteina componente del complejo receptor antigénico. La estructura

del este consiste en 3-5 cadenas peptidicas con una porcion, extendida dentro del
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citoplasma, a la que se une la tirosina quinasa, es un antigeno de membrana
expresado en los linfocitos T maduros. Inicialmente expresado en citoplasma,
Adicionalmente puede encontrarse en algunos casos de histiocitosis maligna y
enfermedad de Hodgkin.

Transmite las sefiales recibidas del antigeno al interior celular para finalmente se
desencadene una cascada de reacciones en el citoplasma de la célula. (20-35)

RESULTADO POSITIVO RESULTADO NEGATIVO
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IMAGEN N°19 IMAGEN N°20

https://www.researchgate.net/figure/figura-4-Por-inmunohistoquimica-los-LACG-son-positivos-a-CD30-a-y-EMA-B-y-
a_figd_321584032

6.17 Ki67

Marcador de proliferacién celular cuya expresion en tumores mamarios se ha
relacionado con uno de los peores prondstico y buena respuesta al tratamiento con
guimioterapia, es una proteina de las células cuyo nivel aumenta a medida que
estas se preparan para dividirse y formar células nuevas. Mediante un
procedimiento de coloracion es posible medir el porcentaje de células tumorales que
contienen, es una manera de medir qué tan rapido crecen y se dividen las células

cancerosas. (20-34).
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RESULTADO POSITIVO RESULTADO NEGATIVO
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IMAGEN N°21 IMAGEN N°22

http://www.scielo.org.co/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0120-55522014000300002
https://www.researchgate.net/figure/Figura-7-Tincion-de-inmunohistoquimica-Ki-67-negativo_figs_275954211

6.18 ACTINA

Marcador proteico constituyen microfilamentos de 6 nm de diametro, esta presente
en todas las células (Lazarides y Weber, 1984), presentes en las células
musculares, las beta que estan presentes en las células no musculares y las gamma
gue pueden presentarse en ambas, su expresion en células musculares estriadas y
lisas es diferente, se utiliza para diagnosticar tumores de tipo muscular sino también
para especificar si es de fibras estriadas o lisas (Tsukada y col., 1987a; Tsukada y
col., 1987Db).

Estas células se pueden identificar en la pared de los vasos, muscular y mucosa y
propia de pared intestinal y en células estromales de diferentes tejidos, es la primera
qgue da positividad en las células redondas y fusiformes indiferenciadas, reacciona

con las células mioepiteliales de diferentes glandulas, sobre todo con las salivares
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y mama, la mayora de publicaciones se ha hecho sobre la diferencia entre tumores

de tipo basal o de tipo no basal. (21)
Dentro de las principales actinas se encuentran las actinas alfa.

RESULTADO POSITIVO CONTROL NEGATIVO

IMAGEN N°23 IMAGEN N° 24

https://www.researchgate.net/figure/Figura-2-Marcadores-inmunohistoquimicos-positivos-en-EAML-A-B-Actina-de-musculo-
liso_fig2_312148742

6.19 DESMINA

Marcador proteico de 53 Kd, forma el cito esqueleto de las células musculares lisas
no vascular y en musculo estriado esquelético y cardiaco permitiendo la insercion
e integracién mecénica de las proteinas contractiles (Osborn y Weber, 1983; Fawcett,
1992), se utiliza como marcador en el diagnostico de los rabdomiosarcomas, aunque
su especificidad se observa disminuida por la presencia el acto miosina presente en el cito

esqueleto de las células. (22).
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RESULTADO POSITIVO RESULTADO NEGATIVO
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MAGEN N°25 IMAGEN N°26
http://www.conganat.org/6congreso/index-324.htm http://www.scielo.org.pe/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1022-
51292016000100010
6.20 S100

Marcador tumoral de naturaleza proteica fijadora de calcio, se expresa células del
sistema nervioso central y tejidos derivados de la cresta neural, utilizado en tumores
de melanocitos malignos y en el diagndstico precoz y marcador prondstico de dafio

cerebral (hipoxia, traumatismo), tumores indiferenciados. (23)

RESULTADO POSITIVO RESULTADO NEGATIVO

MAGEN N°27 IMAGEN N°28

REF: http://www.cresa.cat/blogs/sesc/tumor-de-beina-nerviosa-al-cor-duna-vedella/?lang=es
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6.21 PAXS8

Este es un factor de transcripcion y sirve como marcador sensible y especifico para

los tumores de origen tiroideo, renal y milleriano por lo tanto los primarios como

metastasicos. La expresion de PAX8 en la metastasis es importante para la

determinacion del linaje celular especialmente en aquellos con tumor primario

desconocido o en el contexto de multiples tumores primarios, se caracteriza por ser

un marcado en la inmunohistoquimica (24).

RESULTADO POSITIVO
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IMAGEN N°29 IMAGEN N°30

RESULTADO NEGATIVO

https://www.histopat.es/2013/07/paired-box-gene-8-protein-pax8/
https://www.histopat.es/2013/07/paired-box-gene-8-protein-pax8/
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7 OBJETIVO GENERAL

Determinar la efectividad, sensibilidad y viabilidad del FINE FIX, comparado con el

Formol, para el procesamiento de tejidos en la técnica de Inmunohistoquimica.

8 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

e Comparar la afinidad del FINE FIX y del Formol, al observar estructuras
celulares, proteinas y/o marcadores especificos en la técnica de
Inmunohistoquimica.

e Observar la sensibilidad y especificidad en la técnica Inmunohistoquimica,
realizada en tejidos fijados con FINE-FIX, comparada con la observada en
los tejidos fijados con Formol.

e Concluir la efectividad, sensibilidad y viabilidad del FINE-FIX, conforme a la
evaluacion brindada por los pat6logos internos y externos del Hospital de San

José y el Hospital Infantil Universitario de San José.

9. METODOLOGIA PROPUESTA
Disefio de Investigacion: Estudio experimental.

Poblacion: Tejidos obtenidos a partir de necropsias realizadas en el Hospital de San
José y en el Hospital Infantil Universitario de San José.
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10. CRITERIOS DE SELECCION:
10.1 Criterios de inclusion:
Tejidos provenientes de cadaveres sometidos a necropsia clinica fijados
con FINE-FIX y con formol, provenientes de cadaveres sometidos a
necropsia clinica: piel, glandula salival, lengua, laringe, ganglio, mama,
es6fago, estobmago, higado, intestino, corazén, pulmon, rifién, testiculo,
préstata, Gtero, trompa, ovario, placenta, tejidos blandos, tiroides, timo,

bazo, paratiroides y hueso.

10.2 Criterios de exclusion:

e Necropsias realizadas en cadaveres con mas de 24 horas de muerte,
conlleva a la acidosis tisular, desnaturalizacion de enzimas y material
genético, produciendo alteracion en su Inmunoreactividad.

e Autopsias realizadas en cadaveres que han fallecido como consecuencia de
infecciones con alto riesgo o sepsis e intoxicaciones, evidencian agotamiento
del oxigeno produciendo en el cerebro una baja actividad, hipoperfusiéon e
hipoxia tisular, iniciandose un proceso de descomposiciéon y aumento del
diéxido de carbono y del pH en los tejidos, ocasionando lisis celular, sin dejar
de lado, que cerca de 100 billones de microorganismos y bacterias
anaerobias presentes en el tracto gastrointestinal, destruyen los érganos
abdominales.

e Cadaveres preservados en formol, por su accion al hidrolizar los enlaces
fosfodiéster del ADN (Douglas y Rogers 1998), ademas el acido férmico
contribuye a la desnaturalizacién de las proteinas y ADN, generando hipoxia

prolongada en el tejido y reduccion del pH, esto conlleva a obtener menor
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cantidad y calidad en su extraccion (Tokuda y cols., 1990), interfiriendo de
esta manera en los estudios moleculares, indispensables para el diagnéstico,

seguimiento o prevencion de una patologia.

o- ol
~o—+= -o—|=o
o [o}
B CIH
et >
4 1
Na 2/ \?_l/
| |
OH OH O OH
et Q_L=o + H,O
OH o

GRAFICA N°9: Enlace Fosfodiéster
http://mariadoloresbio.blogspot.com/2011/11/enlace-fosfodiester.html

R—CH,-CH,;NL, O=CH
ea— , ; R-CH,~CH,-NH-CH,-OH
Inital additon + ﬁ — m
Amine Formaldehyde N-hydroxymethyl adduct

R-CH,~CH,-NH-CH_-OH HN-CH-CH-R' R-CH-CH,  -NH-CH-NH-CH-CH-A"  HO
Reaction 2: .
Crosslinking T '

N-hydroxymethyl adduct Amine | Veienobridge Lo

GRAFICA N°10: Interaccién de la molécula de formol con los grupos amino de la célula.
http://mriuc.bc.uc.edu.ve/bitstream/handle/123456789/6410/lubrice%C3%B10.pdf?sequence=1
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11.MUESTREO:

En este estudio no se realizara un calculo del tamafo muestra, teniendo en cuenta

que es un estudio piloto, por lo cual los investigadores definieron hacer una

seleccion por conveniencia de tejidos para un total de 25 muestras, las cuales seran

recolectadas consecutivamente de acuerdo a la disponibilidad de la muestra

patolégica.

12.DEFINICION DE GRUPOS:

TEJIDOS FIJADOS CON FORMOL -

— Técnica histologica. — Técnica histoldgica.
L G GRS RN IEES S
B —— e P — — S
] ; Técnica ; | . Técnica ; . ;
| inmunohistoquimica. | = | inmunohistoquimica. | [
L _ ) ) y : : : ) _
e _ : - —
| Lectura e interpretacion | Lectura e interpretacion _ :
]..... .deresultados.......|. . . ... .|.....deresultados.: .. . ... ... .
S . . . . -/ ~ . . . . “

TABLA N°5 DEFINICION DE GRUPOS

Propia del autor
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13.ESTRATEGIA DE RECLUTAMIENTO:

Se obtendran los tejidos procedentes de necropsia, realizadas en la morgue del

Hospital de San José y Hospital Infantil Universitario de San Jose, realizando un

registro consecutivo

Ejemplo:

FORMOL: 1-001. (Para especificar el tejido piel fijada con formol)
FINE-FIX: 2-001. (Para especificar el tejido piel fijada con FINE-FIX)

Después de realizar correctamente la técnica histolégica, se realizara el proceso

de la técnica de Inmunohistoquimica con los diferentes marcadores.

1. Piel 9. Higado 17. Trompa

2. Glandula salival 10. Intestino 18. Ovario

3. Lengua 11. Corazon 19. Placenta

4. Laringe 12. Pulmoén 20. Tejidos blandos

5. Ganglio 13. Rifidn 21. Tiroides

6. Mama 14.Testiculo 22. Timo

7. Esoéfago 15. Prostata 23. Bazo

8. Estomago 16. Utero 24. Paratiroides
25. Hueso

TABLA N°6. TEJIDOS A PROCESAR
REF: CREADA POR EL AUTOR

DIVISION DE INVESTIGACIONES

Pagina
66 de 97




FUNDACION UNIVERSITARIA DE CIENCIAS DE LA SALUD | VERSION 02

FORMULACION Y EJECUCION DE PROYECTOS DE

p CODIGO: F-PI-FEP-03
INVESTIGACION

GUIA PARA LA ELABORACION DE PROYECTOS DE
GRUPOS DE INVESTIGACION

FECHA 02-05-2019

MARCADORES
TUMORALES

INMUNOTINCION

CA-125

Cancer de ovario

CA 15-3y CA 27-29

Céancer de prostata

CEA

Cancer color rectal, pulmén, estbmago, tiroides, pancreas, seno
y ovario

AFP

Céancer de higado, ovario y testiculos

EMA

Linfomas de grandes Linfocitos By T

PROTEINA S-100

Leucemias mieloides, algunos linfomas T, histiocitos, tumores
neurales, melanoma, sarcomas y carcinomas de mama

CITOKERATINAS

Carcinomas epidermoides, nasofaringeos, de tiroides, células
renales, embrionarias, adenocarcinomas, sarcomas epitelioide
y sinovial

DESMINA Tumores de partes blandas no musculares, 6seos, melanomas,
linfomas, adenocarcinomas de mama, pulmén, rifidn,
endometrio.

ACL Linfomas no Hodgkin

TABLA N°7 MARCADORES UTILIZADOS

Https: Medline plus, gov/spanish/pruebasdelaboratorio/marcadores-tumorales/

14.DEFINICION DE VARIABLES:
Obtencidn de los tejidos, seguimiento de los procesos de fijacion, técnica histolégica

y vigilancia del manejo y procesamiento en la técnica de inmunohistoquimica hasta

la entrega de los marcadores anteriormente relacionados a analizar (laminas

procesadas), recuperacion de los resultados y generacion de las conclusiones.
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Nombre Definicion Relacion Naturaleza, Nivel Operativo

Variable Operativa nivel de
medicion

Tejidos: Identificacion | Identificacion | Cualitativa Eséfago, ganglios

Con extraccion, de las | nominal. linfaticos, timo,

criterios de | separacion, variables bazo, intestino

inclusién, corte y | reconocibles (yeyuno, ileon,

identificaci | rotulado. entre los dos colon), corazon

on. procesos de vasos sanguineos,

fijacion a rifiébn y glandula

relacionar o suprarrenal, laringe,

comparar. (*) higado, vesicula

biliar, apéndice

cecal, pulmén,

ovario y trompa de
Falopio,  prostata,
glandulas salivales,
piel, tejidos blandos,
estdbmago, testigo,
tiroides y glandulas
paratiroides, utero y

placenta, hueso,
mama, sistema
nervioso.
Fijacion. Con formol *) Cuantitativa | Tiempo de fijacion:
Tiempo continua 1 hora por cada mm
de la muestra.
Calidad Cualitativa | Apreciacion
nominal macroscopica post
fijacion.
Con FINE- *) Cuantitativa | 1 hora por cada mm
FIX continua de la muestra
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Tiempo Apreciacién
Calidad Cualitativa | macroscopica post
nominal fijacion.
Volumen. Con formol *) Cuantitativo | 20 veces el volumen
continuo segun la masa del
tejido.
Con FINE- *) Cuantitativo | 20 veces el volumen
FIX continuo segun la masa del
tejido.
Calidad Con formol *) Cualitativa Proceso adecuado
nominal de inclusién, corte y
técnica de
Inmunohistoquimica
para la lectura con
criterios  abalados
por el patélogo.
Con FINE- *) Cualitativa Proceso adecuado
FIX nominal de inclusién, corte y
coloracién para la
lectura con criterios
abalados por el
patélogo.
Técnica Con formol *) Cualitativa Proceso adecuado
Histologica | Con FINE- nominal de inclusion, corte,
FIX desparafinar,
deshidratar, hidratar
cada tejido.
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Técnica Con formol *) Cualitativa Proceso adecuado
Inmuno Con FINE- Identificacion | nominal y | de la técnica como
histoquimi | FIX de las | cuantitativa | se describid
ca variables anteriormente,
reconocibles lectura con criterios
en la técnica abalados por el
de  Inmuno patologo, realizada
histoquimica, e interpretada por
relacionar o los patélogos.
comparatr.
Factores Fijacion,

Intrinsecos | procesamiento  de
tejidos, niveles de

expresion del
antigeno y
preservacion del
mismo.

Factores Recuperacion

Extrinsecos | antigénica, tipo vy
concentracion  del
buffer utilizado para
la dilucién y lavado
de las placas,

Anticuerpo y
dilucion, sistema de
deteccion y
cromogeno,
interpretacion y nivel
del umbral.

TABLA N8: VARIABLES
Creada por el autor
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15.CRITERIOS DE CALIDAD

Para validar la técnica de Inmunohistoquimica y hacer de sus resultados un soporte
valedero en el diagnostico de diferentes patologias, en este trabajo se tendra en
cuenta los siguientes criterios de calidad:

e (Calidad del corte.

e Relacion nucleo citoplasma.

¢ No visualizacion de artefactos de fijacion o proceso de Inmunohistoquimica.

¢ Morfologia celular adecuada para el diagnostico.

e Diferenciacion, nitidez y contraste de la Hematoxilina de Harris.

e Ausencia de positividad o ruido de fondo causado por la presencia de
sustancias endoégenas como la peroxidasa, fosfatasa y biotina.

¢ Identificacién de los patrones de inmunotincién:

e Patrones celulares: distribucion del antigeno dentro de las células, se
clasifican:

e Patrones nucleares, citoplasmaticos, de membrana, mixtos.

e Patrones de inmunotincién celular nuclear: Receptor de estrégeno (RE),
Receptor de progesterona (RP), Ki67, P53, entre otros. Leica Biosistema.
Advanced Staining Catalog. USA Edition. 2014.

e Patrones de inmunotincién celular Citoplasmatico: Filamentos
intermedios, vimentina, micro tdubulos, microfilamentos, entre otros. Leica
Biosystem. Advanced Staining Catalog. USA Edition. 2014.
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e Patrones de inmunotincion celular Membrana: CD4, CD8, CD20, HER-2,
entre otros. Leica Biosystem. Advanced Staining Catalog. USA Edition. 2014.

e (Catalog. USA Edition. 2014. Dabbs David MD. Diagnostic
Immunohistochemistry Theranostic

e Patrones tisulares: Permite analizar qué poblacion celular es positiva para
un determinado antigeno. Epitelios, células germinales, tejido conectivo, etc.

e Patrones de inmunotincion celular: Golgi (Patron puntiforme pan nuclear):
CD15, CD30. En algunas clases de tumores se pueden utilizar citoqueratinas
(Ej.: Ctk-20 para tumores neuroendocrinos de la piel) Leica Biosystem.
Advanced Staining Catalog. USA Edition. 2014.

IMAGEN 31: PATRONES DE INMUNOTINCION CELULAR EN LA TECNICA DE INMUNOHISTOQUIMICA
REF: https://es.slideshare.net/lhumbertocc/inmun
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16.CONTROL DE SESGOS

Los sesgos suelen ser resultados erroneos, los que pueden darse por efecto del
azar o de forma sistematica.es decir no aparece como un hecho aleatorio. Quizas
los de mayor relevancia son debidos al observador, a lo que se miray al microscopio
con el que se trabaja.

Por lo tanto, aunque su importancia es esencial en el desarrollo de una
investigacion, es bueno mencionar que ninguna esta exenta de ellos; y que lo
importante y lo que se quiere es conocerlos para evitarlos, minimizarlos o
corregirlos.

Lo que se quiere en esta investigacion es trabajar para evitar y corregir los sesgos
que en la recopilacion de los datos se puedan presentar confirmando los datos y
correlacionando todas las variables.

Todo lo anterior, se realizara con vigilancia y seguimiento por parte de los patélogos
y profesores encargaos del proceso de la necropsia, fijacion y procesamiento de los
Tejidos, asi como la lectura de las placas procesadas con cada uno de los fijadores.
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ACCION ADECUADA

CONSECUENCIAS NEGATIVAS

Vigilar el tiempo de fijacion de los

tejidos.

Mala fijacion: tiempo incorrecto (24-72 H).

Rectificar el lugar donde se dejaran

los tejidos

Dejar a altas temperaturas ambientales

Seguir los protocolos y pasos para

evitar un mal resultado

Manipulacion inadecuada de los materiales

y reactivos.

Verificar la limpieza y baterias

antes de procesar cada corte

Incorrecto procesamiento: contaminacion vy

baterias agotadas en el procesador.

Vigilar la técnica de inclusion,

colocar el tejido adecuadamente.

Mal procedimiento de inclusion.

Supervisar la temperatura: 58°C-
60°C.

Alteracion en la temperatura de la parafina

Por dafo en el dispensador.

Revisar el micrétomo: 2-3 micras.

Realizar cortes demasiado gruesos,

ocasiona desprendimiento del tejido durante

el proceso.

Vigilar temperatura y proceso de

recuperacion antigénica.

Incorrecto procedimiento, no facilita la
avidez de los anticuerpos frente a los

epitopos.

Realizar el proceso de bloqueo de
sustancias enddégenas como la
peroxidasa, fosfatasa alcalina y

biotina.

Produccioén de fondos o ruido inespecifico.
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Verificar diluciones de anticuerpos |Una inadecuada dilucién genera fenomenos

primarios y secundarios. de Pro-zona o post-zona en la reaccion.

Vigilar secuencia del procedimiento [Incorrecto  procedimiento  falsea los

de la técnica. resultados.

Controlar cantidad de resina sobre [Montaje inadecuado de lamina.
cada tejido, colocar la laminilla

evitando formacion de burbujas.

TABLA N°9: SESGOS
CREADA POR EL AUTOR

17.COMPARACION DE RIESGOS y BENEFICIOS

17.1 En caso de perder una muestra.

A lo largo de esta investigacion se tendran en cuenta los posibles riesgos que se
podrian identificar en su elaboracion, entre ellos se planted un escenario hipotético
en el cual un integrante del grupo tuviera un accidente de riesgo biolégico,
implementado de forma inmediata el protocolo de manejo y la activaciéon de la péliza
de cubrimiento que proporciona la Universidad a cada estudiante. (Ver anexos). Sin
embargo, para evitar la presencia de posibles riesgos anteriormente mencionados,
los integrantes del equipo fueron capacitados previamente en Normas de
Bioseguridad para el manejo de especimenes bioldgicos, manejo adecuado de

extintores e identificacion del riesgo quimico y reporte de eventos adversos

Se contemplé como riesgo para esta investigacion, la posible pérdida de una
muestra, para evitar que esto suceda se establecié un protocolo por medio del uso
de una lista de verificacién con los siguientes aspectos a tratar:
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a) Frascos recolectores marcados segun lista de los 25 tejidos, enumerados

FORMOL: 1.001 y FINE FIX: 2.001

b) Listas de verificacion de los tejidos que se van colocando en cada frasco, de

los tejidos a colocar en cada equipo procesador, del procesamiento de la

técnica de Inmunohistoquimica en los tejidos fijados con FINE-FIX y con

formol con cada uno de los anticuerpos elegidos, de la evaluaciéon de los

criterios por parte de los estudiantes, de las laminas entregadas a los

patélogos internos y externos para su lectura e interpretacion.

c) No se realizara identificacion de los cadaveres como fuente de los

especimenes, por lo cual se garantizara la confidencialidad.

17.2 En caso de realizar inadecuadamente la técnica Inmunohistoquimica.

Este es otro riesgo que se contempld, una medida preventiva es la elaboracién

de un plegable con el paso a paso de la técnica colocado en la zona de

procesamientos.

Los patdlogos contaran con sus propios formatos, en el que haran evidencia de

sus lecturas, bajo criterios y conocimientos establecidos por su amplia

experiencia en la microscopia (Anexos 1), los estudiantes la calidad y

sensibilidad de la técnica en sus formatos (Anexos 2).
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18.VENTAJAS Y DESVENTAJAS DE LA TECNICA INMUNOHISTOQUIMICA

VENTAJAS DESVENTAJAS

Estudiar diferentes epitopos en la | Calidad de los anticuerpos monoclonales.
misma proteina.

Alta sensibilidad. Presentar reactividad cruzada.
Alta especificidad. Ruido de fondo.
Disponibilidad en enzimas, Reactivos altamente cancerigenos.

sustratos y cromc’)genos.

Poco tiempo con equipos o Mucho tiempo manualmente.
automatizada.

Bajo costo. Estandarizacion precisa de los
marcadores en equipos

Excelente calidad y durabilidad de | Conservacion prolongada de los tejidos,
los reactivos. realizada la técnica

TABLA N°10; VENTAJAS Y DESVENTAJAS DE LA TECNICA INMUNOHISTOQUIMICA
REF: CREADA POR EL AUTOR

19. BENEFICIOS

e Apropiacion social del conocimiento: Articulo original.
e Demostrar la utilidad y caracteristicas fisicoquimicas FINE-FIX® (Milestone),
en la realizacién de la técnica Inmunohistoquimica.

e Garantizar material genético con mayor calidad y cantidad para realizar
estudios moleculares.
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Oobservar la calidad en la determinacion de marcadores antigénicos y
proteinas especificas, reflejadas en la claridad y sensibilidad de la técnica.
Esta sustitucién es una medida preventiva: eliminar un riesgo actuando en
el origen.

A futuro disminuir las estadisticas de riesgo de cancer.

Disminuir niveles ambientales (0.02-0.0 ppm), contaminacion del agua por

CODIGO: F-PI-FEP-03

FECHA 02-05-2019

derramamientos.

20. INSTRUMENTO DE MEDICION

Se estructura a partir de las variables definidas por los investigadores.

Formatos de seguimiento y verificacion en los que se incluya cada proceso:

obtencion de cortes histolégicos, realizacion de la técnica inmunohistoquimica,

lecturas previas realizadas por las estudiantes, lecturas definitivas realizadas por

los patdlogos, resultados y conclusiones.

21. PLAN DE ANALISIS

e Evaluacién de la estructura tisular y celular.

e Andlisis comparativo: estructuras celulares y afinidad en cada marcador

utilizado.

e Determinar las caracteristicas basicas de sensibilidad y especificidad del

sustituyente FINE-FIX en la técnica de Inmunohistoquimica, al comprarlo

con este mismo proceso realizado en tejidos fijados con formol.
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22.CONSIDERACIONES ETICAS

e DECLARACION DE HELSINKI
Establece la ética en el manejo de muestras como material de investigacion y de la
informacion, rescatando la privacidad de los datos y protegiendo la seguridad que
se requiere al manejar tejidos de seres humanos que serdn motivo de la

investigacion y el manejo ético de la informacion obtenida.

Para nuestra investigacion, las muestras seran obtenidas de un cadaver del cual no
se utilizaran datos de historia clinica ni personales ya que no son fundamentales en

este proceso.

La recolecciéon de las muestras, sera realizada por un profesional de la patologia,
con la preparacion idonea de lo que se busca investigar, utilizando para su
procedimiento todas las medidas de proteccién que para la ocasion implica, como
son, bata quirtrgica desechable, guantes de nitrilo, tapa bocas, gorro quirargico
desechable, botas de caucho y conservara el protocolo de necropsias en el contexto
de la recuperacién de tejidos tipo muestra, biopsia reseccion las cuales procedera
a depositar en frascos que como marcaje tendran lo que contienen como fijador y el
tipo de tejido que se colocara unicamente. Nuestras observaciones no incluyen
procesos investigativos que involucren seres humanos vivos, ni especie viva alguna,
sera una investigacion donde los resultados obtenidos podran ser aplicados a favor
de procesos investigativos cotidianos en los laboratorios de patologia donde la
conservacion celular y su contexto, nos ofrecera la posibilidad de determinar de
manera mas segura y oportuna sus cambios por la enfermedad y de esta manera
poder aportar a la ciencia médica un medio para actuar con mas prontitud en las
necesidades de la salud de nuestra sociedad. (25, 26)
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e Resolucion 8430 de 1993y ley 1581 de 2012
Con esta resolucién se busca tener en cuenta todas aquellas normas que son
reglamentarias para poner en marcha la investigaciéon en donde el objeto de esta
investigacion son tejidos humanos y su contexto ético.
Es por esto, que debemos reservarnos toda aquella informacion que sea
correspondiente a los datos del cadaver, ya que este trabajo lo realizaremos con un
cadaver NN de no més de 24 horas de deceso, donde seran obtenidas las muestras
por un profesional de patologia, afiliado a la Fundacién Universitaria Ciencias de la
Salud y al hospital de San José, conservando asi todas las medidas preventivas
para llevar a cabo este proceso.
El consentimiento informado no es necesario, como ya se menciond, se tomaran
muestras de un cadaver en su proceso de necropsia clinica, siguiendo las pautas

antes mencionadas. (25, 26)

e Ley 1581 de 2012
Disposiciones generales de proteccion de datos, es fundamental para nuestro
estudio tener en cuenta las horas de fallecimiento y que la causa de muerte no sea
por enfermedad infecciosa o contagiosa que ponga en riesgo la salud de las

personas colaboradoras en la realizacion de este trabajo. (25, 26)

e Resolucion 8430 de 1993
La investigacion con seres humanos, se clasifica como un estudio sin riesgo, ya que
la fuente de informacion son los especimenes que usualmente son estudiados por
patologia en un cadaver, como un procedimiento diario de una autopsia, se debera
ajustar a los principios cientificos y éticos que la justifiquen.
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En este proyecto, se manejaran quimicos que pueden afectar nocivamente nuestra
salud, por ello se realizd una investigacion de las normas del trabajo seguro para

trabajadores con riesgo de exposicion de materiales quimicos. (25, 26)

e Real Decreto 665/1997
Hace referencia a la proteccidon de los trabajadores frente a los riesgos derivados
de la exposicion a agentes cancerigenos y menciona o exige:

e La utilizacion del formaldehido no se debe llevar a cabo en un sistema
cerrado.

e Las sustancias deben ser colocadas en su lugar de almacenamiento tan
pronto como se terminen de utilizar; se debe evitar al maximo que los frascos
permanezcan en los mesones 0 que obstruyan la libre circulacién del
personal.

e Si se trabaja con acidos los vapores y calor producidos son peligrosos, por
tal motivo, se recomienda trabajar con estas sustancias en las cabinas de
extraccion y evitar el contacto con la piel y los ojos.

e Debe mantenerse un inventario de los reactivos del laboratorio en el que este
indicada la fecha de compra, la fecha de inicio de utilizacion, y el periodo de
vida media del reactivo.

e En el almacenamiento de los reactivos, deben tenerse en cuenta que no

deben colocarse juntos. (25).

e Ley 23 de 1982 modificado Plan Nacional de Desarrollo
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e Adicionalmente para el buen funcionamiento de nuestro trabajo debemos
tener en cuenta leyes y normas que nos ayuden a no cometer fraude y
mantener nuestros derechos de autor, en estas normas el articulo nimero
12, nos habla:

El autor de una obra protegida tendréa el derecho exclusivo de realizar o de autorizar
uno o cualquiera de los actos siguientes:

e Reproducir la obra.

e Efectuar una traduccion, una adaptacion, un arreglo o cualquier otra
transformacion de la obra.

e Comunicar la obra al publico mediante representacion, ejecucion,

radiodifusion o por cualquier otro medio. (26).

Para el desarrollo de nuestra investigacion, en el componente experimental o trabajo
en el laboratorio de histologia, utilizaremos alcoholes y derivados de hidrocarburos
como son el xilol y parafinas, los cuales se utilizan teniendo en cuenta las normas
internacionales de seguridad para el manejo correcto de estas sustancias, utilizando
equipos que limitan su exposicion al medio y los operarios del mismo, utilizan

elementos de proteccién que limitan su exposicion al componente toxico.

Los elementos de proteccion incluyen bata, guantes, mono gafas, mascarilla
antigases certificada, botas y el lugar donde se encuentran, cumple con las

especificaciones de ventilacién adecuada para el desarrollo del trabajo.

Una vez las soluciones usadas, para el procesamiento de las muestras estan
fatigadas o sucias, todas estas se depositan en galones marcados para el desecho

de las mismas y su destino estd en manos de una empresa de incineracién, quienes
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en su planta de tratamiento daran lugar al proceso de eliminacion de estos

elementos contaminantes.

De esta manera, protegemos nuestro medio ambiente del potencial contaminante,

gue estos elementos de desecho contienen. (25, 26)

23.CRITERIOS ETICOS DE LA INVESTIGACION

En este trabajo todas las decisiones y manejo de este protocolo de investigacion,
se basan en los principios, éticos y juicios de valor moral de las investigaciones
meédicas en los seres humanos y sus cambios morfolégicos presentados en la
declaracion de Helsinki de la Asociacion Médica Mundial; 52 Asamblea general,
Edimburgo,

Escocia Octubre del 2000. (25, 26)

24.RESULTADOS/PRODUCTOS ESPERADOS

24.1 PRODUCTOS

e Productos resultados de actividades de generaciobn de nuevo
conocimiento: segun Biosix import “FINE-FIX es el Sustituto del formol.
Concentrado patentado libre de formalina y a base de agua. Al diluirlo con
etanol su formulacion de aditivos de baja toxicidad supera los inconvenientes
asociados con el uso de etanol puro o fijadores a base de etanol” (27).

Segun PATOLOGIA revista Latinoamérica “La inmunohistoquimica es una técnica

que ha revolucionado la histopatologia® y “Algunos anticuerpos dirigidos contra
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antigenos de las membranas suelen producir marcacion perimetral, que puede estar
acompafiada de acentuacion citoplasmatica, para nuclear (aparato de Golgi) como
el CD30, CD15, el LMP-1” (28)

e Productos resultados de actividades de apropiacion social del
conocimiento:

Una propuesta para generar el conocimiento de las caracteristicas del FINE-FIX y

formol en la técnica de Inmunohistoquimica, generacién de contenidos impresos,

multimedia, virtuales y de audio; divulgacion de los resultados en eventos cientificos

del area e informes finales de investigacion.

e Productos de actividades relacionadas con la formacién de recurso

humano para trabajos de grado: manejo de bases de datos.

24.2 POTENCIALES BENEFICIARIOS

Comunidad cientifica, Organizaciones del sector salud comprometidas con el
bienestar de su comunidad de estudiantes, patdlogos, cito histdlogos y medio
ambiente.

e Académicos: Las teméticas abordadas fortaleceran los conocimientos de los
estudiantes en campos del saber relacionados con las areas de Cito histologia,
Patologia y disefio de proyectos, asi como las competencias requeridas para el
trabajo en equipos interdisciplinares.

La realizacion de un articulo.
e Sociales: generar un impacto a futuros estudiantes para que tengan un

conocimiento mas claro de la diferenciacion que se evidencia en tejidos
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fijados con FINE-FIX y con formol cuando se realiza la técnica de
Inmunohistoquimica, adicionalmente darles a entender la importancia de la

inmunohistoquimica en el ambito laboral.

25. IMPACTOS ESPERADOS A PARTIR DEL USO DE LOS RESULTADOS:

Demostrar la utilidad y caracteristicas fisicoquimicas del sustituto FINE-FIX®
(Milestone), en la realizacion de la técnica Inmunohistoquimica, al observar la
calidad en la determinacion de marcadores antigénicos y proteinas especificas,

reflejadas en la claridad y sensibilidad de la técnica, para cada ejemplar.

26.GRUPO Y LINEA DE INVESTIGACION AL QUE SE INSCRIBE LA
PROPUESTA

Los proyectos de investigacion que se desarrollan en la FUCS requieren ser

avalados por al menos uno de los grupos de investigacion institucionales, e

identificar la linea a la que corresponden. Para la presentacion del proyecto se

requiere que el investigador principal y sus con investigadores tengan actualizada su hoja

de vida en CVLAC, y estas sean incluidas en el proyecto.

27.CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES

Relacion de actividades a realizar en funcién del tiempo (meses), en el periodo de
ejecucion del proyecto, sin mencion de los meses precisos y de acuerdo al siguiente

esquema:
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Tabla 11. Cronograma de actividades y los responsables

Michelle Arias
Nicol Natalia Garcia

Responsable Mes | Mes | Mes | Mes | Mes | Mes
1- 4- 7- 10- | 12- | 10-11-
2-3 | 56 | 89| 11 13 12
Organizacion: Martha Patricia Isaza X
Pregunta problema, | José Fernando Polo
objetivo general, | Michelle Arias
especificos, Nicol Natalia Garcia
propésito e
introduccion
Recopilacién y Martha Patricia Isaza X X
organizacion dela | José Fernando Polo
informacion. Michelle Arias
Generacion del Nicol Natalia Garcia
protocolo.
Acompafiamiento | Martha Patricia Isaza X
en autopsias José Fernando Polo

criterios de calidad | José Fernando Polo

Verificacién del Martha Patricia Isaza X
cumplimiento de | José Fernando Polo
criterios escogidos | Michelle Arias
Nicol Natalia Garcia
Recoleccion, Martha Patricia Isaza X
fijacion y rotulacién | José Fernando Polo
de muestras Michelle Arias
Nicol Natalia Garcia
Procesamiento, Martha Patricia Isaza X
lncIL{SIor_\, cortes, | José Fernando Polo
realizacion de la Michelle Arias
técnicade | Njcol Natalia Garcia
Inmunohistoquimica
Verificacién de los | Martha Patricia Isaza X X
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de la técnica. Michelle Arias
Nicol Natalia Garcia
Lectura Pat6logos del Hospital X X
microscopica de San José y del
Hospital San  José
Infantil.
Resultados y Martha Patricia Isaza X
conclusiones José Fernando Polo
Michelle Arias
Nicol Natalia Garcia

28.PRESUPUESTO

26.1 Tabla 12. PRESUPUESTO GLOBAL

Presupuesto global de la propuesta por fuentes de financiacion

RUBROS FINANCIADO FUCS FINANCIADO TOTAL
CONTRAPARTIDA
Desembolsable No Desembolsable

PERSONAL NA 6.000.000 6.000.000
OTRO PERSONAL NA 2.000.000 2.000.000
EQUIPOS NA NA NA

SOFTWARE NA NA NA NA
MATERIALES 3'086.105 3’086.105

DIVISION DE INVESTIGACIONES
Pagina
87 de 97




FUNDACION UNIVERSITARIA DE CIENCIAS DE LA SALUD

VERSION 02

FORMULACION Y EJECUCION DE PROYECTOS DE
INVESTIGACION

CODIGO: F-PI-FEP-03

GRUPOS DE INVESTIGACION

GUIA PARA LA ELABORACION DE PROYECTOS DE

FECHA 02-05-2019

SERVICIOS TECNICOS | NA 1.160.000 NA 1.160.000
CAPACITACION NA NA NA NA
BIBLIOGRAFIA NA 2.000.000 NA 2.000.000
PUBLICACIONES Y | NA 1.500.000 NA 1.500.000
PATENTES

TOTAL 15'746.105

*Corresponde al 10 % de valor total del equipo (afo).

**Este rubro sera evaluado una vez se obtengan productos de difusion.

PRESUPUESTO DETALLADO POR RUBROS

Las tablas que aparecen a continuacion permiten conocer el detalle por rubros

presupuestales y deben ser diligenciadas de manera concordante con la tabla global.

Tabla 1 Personal

Recursos

Nombre Formacion

Funcion

Dedicacién Hora /

Semana

Financiado FUCS

Financiada
contrapartida

Valor n

Desembolsable

No Desembolsable
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Martha Patricia Isaza Cortes Profesional Investigador principal 3 2.000.000

Profesional Investigador principal 3 4.000.000

Tabla 2 Otro Personal

Recursos
Nombre | Formacio Funcio Dedicacion Financiado FUCS | Financiada Valor No meses Total
n n Hora/ contrapartid | mensual
Semana a
Desembol No
sable Dese
mbol
sable
4 Profesional | Evaluad | 2 2.000.
patélogo or 000
S: 2
internos
y dos
externos
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Tabla 3 Materiales y suministros

Materiales Justificacion Valor unitario |Cantidad Valor Total

Resma Formatos 11.900 1 11.900

Caja esferos Escribir resultados | 6.300 6 6.300
Barrera de

Gorros proteccion 13.000 Paquete de 50 13.000
Barrera de Caja de 50

Caja de guantes vinilo | proteccion 50.000 pares 50.000

Caja de tapabocas|Barrera de Caja de 50

desechable proteccion 8.000 unidades 8.000
Barrera de

Careta proteccion 4.000 4 16.000
Definicién de

Laminas procesadas |contenido 40.000 30 1.200.000

Formol Fijador 52.955 1 52.955

Etanol Diluyente 23.000 3,5 80.500

FINE-FIX Fijador sustituyente | 354.000 1 354.000

TOTAL $1.792.655
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« ANEXOS

28.1 LISTA DE CHEQUEO TOTAL

MICHEL NICOL PATRICIA | FERNANDO
ARIAS GARCIA ISAZA POLO

Marcaje de
frascos

Tejidos en
frascos

Tejidos en
procesadores

Laminas
procesadas

Criterios de
calidad por
estudiantes
Laminas
patélogos
internos

Laminas
patélogos
externos
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MARCADO | CD4 | AELV/AE | TTF | CD2 |CD | KI6 | ACTIN | DESMIN | S10 | PAX
R 5 3 1 0 3 7 A A 0 8

NOMBRE
DEL
PATOLOGO
1

FECHA

NOMBRE
DEL
PATOLOGO
2

FECHA

NOMBRE
DEL
PATOLOGO
3

FECHA

NOMBRE
DEL
PATOLOGO
4

FECHA

FORMOL
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MARCADO
R

CD4
5 3

AEL/AE

TTF

CD2

KI6

ACTIN

DESMIN
A

S10

PAX

NOMBRE
DEL
PATOLOGO
1

FECHA

NOMBRE
DEL
PATOLOGO
2

FECHA

NOMBRE
DEL
PATOLOGO
3

FECHA

NOMBRE
DEL
PATOLOGO
4

FECHA

FINE FIX

28.2 LISTA DE CHEQUEO PROCESO POR PROCESO

TEJIDOS

FORMOL

FINE-
FIX

MARCA
FRASCO

TEJIDO
FRASCO

PROCESO
FORMOL

PROCESO
FINE-FIX

LAMINA
PROCESADA

Piel

1-001

2-001

Hueso

1-002

2-002

Gl.salival

1-003

2-003

Lengua

g wiNE=

1-004

2-004

Laringe

1-005

2-005
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6. Ganglio 1-006 2-006
7. Mama 1-007 2-007
8. Eséfago 1-008 2-008
9. Estébmago 1-009 2-009
10. Higado 1-010 2-010
11. Intestino 1-011 2-011
12. Coraz6n 1-012 2-012
13. Pulmén 1-013 2-013
14. Rifi6n 1-014 2-014
15. Testiculo 1-015 2-015
16. Préstata 1-016 2-016
17. Utero 1-017 2-017
18. Trompa 1-018 2-018
19. Ovario 1-019 2-019
20. Placenta 1-020 2-020
21. T. blandos 1-021 2-021
22. Tiroides 1-022 2-022
23. Timo 1-023 2-023
24. Bazo 1-024 2-024
25. Paratiroides | 1-025 2-025

28.3 LISTA DE CHEQUEO DE ANTICUERPOS PRIMARIOS

TEJIDO | FORMOL | FINE- ACL [AEL/A [ TTF | CD | CD | Ki | ACT [ DESM | S [ PAX
FIX E3 1 20 3 67 | INA | INA | 100 | 8
1. [ 1001 2-001
2. | 1002 2-002
3. | 1-003 2-003
4. [ 1-004 2-004
5. | 1-005 2-005
6. | 1-006 2-006
7. | 1007 2-007
8. | 1-008 2-008
9. | 1-009 2-009
10. | 1-010 2-010
11. [ 1-011 2-011
12. [ 1-012 2-012
13. [ 1-013 2-013
14. | 1-014 2-014
15. | 1-015 2-015
16. | 1-016 2-016
17. [ 1-017 2-017
18. | 1-018 2-018
19. | 1-019 2-019
20. | 1-020 2-020
21. | 1-021 2-021
22. | 1-022 2-022
23. | 1-023 2-023
24. | 1-024 2-024
25. | 1-025 2-025
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