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RESUMEN

Nuestro objetivo ha sido elaborar un sencillo resumen de
los conceptos bésicos de la inmunohistoquimica y su apli-
cacion practica en la clinica diaria, asi como de la patolo-
gia genética asociada al carcinoma de laringe. Evaluamos,
la expresion inmunohistoquimica de algunos marcadores
relacionados con este carcinoma.
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Conceptos Bésicos

La capacidad de los anticuerpos para unirse de manera
especifica con su antigeno se ha utilizado en el campo de
la histopatologia para detectar diversas sustancias.

Inicialmente, la primera técnica basada en estas pro-
piedades de los anticuerpos fue la inmunofluorescencia.
Los inconvenientes de este método son varios: es preciso
un microscopio especial de elevado costo, no es posible uti-
lizar grandes aumentos, puesto que disminuye la defini-
cion, ciertos tejidos presentan autofluorescencia, la emi-
sion de fluorescencia es pasajera, lo cual impide la revision
de las piezas, y por Gltimo, es necesario que el tejido sea
fresco, por lo que no es posible llevar a cabo estudios
retrospectivos (1).

Las técnicas inmunohistoquimicas surgieron con el
objetivo de superar las trabas de la anterior. Estas se basan
en el reconocimiento de un tejido con capacidad antigéni-
ca por un anticuerpo primario, al cual se une una o varias
moléculas con actividad enzimatica, sobre todo la peroxi-
dasa de rdbano -técnica de inmunoperoxidasa-.
Finalmente, se debe afiadir al tejido una solucién con el
sustrato de la enzima empleada, a la vez que una sustancia
cromégena, que cambiara el color al producirse la reaccion
entre el sustrato y el enzima. Por ejemplo, el agua oxige-
nada es el sustrato que reacciona con la peroxidasa en las
técnicas de inmunoperoxidasa. Ademas de agua, en esta
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reaccion se libera oxigeno, el cual oxida sustancias como la
diaminobencidina o el 3-amino9-etilcarbazol que se trans-
forman en insolubles y coloreadas. Este color se visualiza
facilmente con el microscopio Optico convencional, y sirve
para identificar las areas tisulares donde se ha producido la
reaccion antigeno-anticuerpo.

Varias son las técnicas inmunohistoquimicas desarrolla-
das con el fin de aumentar la calidad del marcaje, al mismo
tiempo que se intenta disminuir las tinciones inespecificas
y de fondo. A continuacién se describen algunos de los
métodos mas comunes.

Método directo

Es la técnica mas sencilla ya que la reaccion se produce
entre el antigeno que se desea detectar, y el anticuerpo
especifico unido a la molécula de peroxidasa. La mala cali-
dad del marcaje y la necesidad de unir cada uno de los anti-
cuerpos a la peroxidasa, lo cual es caro y laborioso, son
algunos de los inconvenientes de esta técnica.

Método indirecto

En un primer paso se produce la reaccion entre el anti-
geno que se desea detectar y el anticuerpo primario; la
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siguiente se da entre éste y un anticuerpo secundario liga-
do a una molécula de peroxidasa. Esta técnica es mas sen-
sible que la anterior pero posée el inconveniente de pre-
sentar una abundante tincion inespecifica de fondo.

Método peroxidasa-antiperoxidasa

Este método es superior a los anteriores. Consta de tres
fases. En la primera, se incuba el tejido con el anticuerpo
primario. Posteriormente, se aplica un anticuerpo secunda-
rio contra el primario. En la tercera y Gltima fase, se afiade
a la preparaciéon un complejo estable constituido por dos
moléculas de un anticuerpo de la misma especie que el pri-
mario, unidos a tres moléculas de peroxidasa, con lo cual se
consiguen tres moléculas de enzima por locus antigénico.

Método de Avidina-Biotina-Peroxidasa

Esta técnica inmunoenzimatica se basa en la alta afini-
dad que tiene la avidina, una glicoproteina basica, por la
vitamina biotina, que es mas de cien mil veces superior que
la de un anticuerpo por su antigeno (1). Esta propiedad
permite mejorar la intensidad del marcaje al amplificar la
reaccion. Después de la incubaciéon del tejido con el anti-
cuerpo primario, se aplica un anticuerpo secundario ligado
a una molécula de biotina. Posteriormente, se incuba con
un complejo constituido por moléculas de avidina y bioti-
na conjugadas con peroxidasa, en el cual debe predominar
la avidina (4:1) para que pueda unirse a las moléculas de
biotina que se encuentran ligadas al anticuerpo secunda-
rio. Asi, se obtienen varias moléculas de enzima por locus
antigénico, ofreciendo por lo tanto, una excelente calidad
de marcaje, superior en general al producido con las técni-
cas de peroxidasa-antiperoxidasa. Esta técnica es la mas
empleada y estandarizada en todos los estudios, por lo que
la hemos adoptado en nuestro estudio del carcinoma de
laringe.

Una variante de este método es la que utiliza estrepta-
vidina, una proteina formada por cuatro subunidades
idénticas que se pueden unir cada una a una biotina.
Algunos autores afirman que este cambio puede reducir el
marcaje inespecifico (2).

Otras técnicas

La introduccion de variaciones en los métodos descritos
puede permitir mejorar distintos aspectos de las técnicas
inmunohistoquimicas.

e Enzimas.

Ademas de la peroxidasa del rabano, que es la enzima
mas utilizada en estas técnicas, también se pueden
emplear otras enzimas, como la fosfatasa alcalina o la
glucosa-oxidasa. La ventaja de estos sistemas enzimati-
cos radica en la disminucion del marcaje inespecifico por
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dos motivos, segun el caso: en cuanto a la fosfatasa alca-
lina, al utilizarse la de origen animal no interfiere con la
fosfatasa alcalina presente en los vasos sanguineos de la
piel; y en el caso de la glucosa-oxidasa, debido a que los
mamiferos carecen de ella.

e Doble o multiple marcaje

Mediante esta técnica se pretende la determinacion
simultanea de dos o mas estructuras antigénicas diferen-
tes en la misma preparacion. Para su realizacion, se
requiere el empleo, para cada uno de los antigenos
investigados, de un sistema sustrato/cromoégeno distinto
-si se utiliza como sistema enzimatico sélo la peroxidasa-
o sistemas enzimaticos diferentes como pueden ser las
dos anteriormente citadas. Con esta técnica se consigue
un color distinto para cada uno de los antigenos detec-
tados, lo que permite individualizarlos adecuadamente.

Conceptos de Biologia Molecular
relativos al Carcicoma de Laringe

Desde hace afios, sabemos que el cancer es el resultado
de alteraciones genéticas a nivel del ADN. Al principio se
pensé que estaban producidas por agentes carcinégenos
fisicos o quimicos (3). Posteriormente se verifico la partici-
pacién de virus oncogénicos insertados en el material
genético (4, 5), y en los ultimos afios se han demostrado
alteraciones cromosémicas que reflejan anormalidades en
el reordenamiento genético. El desarrollo de la tecnologia
recombinante de los acidos nucléicos, ha permitido descu-
brir la base molecular del cancer, identificando estos genes
alterados. Surge asi el concepto de oncogén: gen celular
normal que adquiere el potencial de transformarse
mediante alteraciones en su estructura, modificaciones en
la regulacion de su expresion o variaciones en la funcion de
la proteina que codifica.

Bajo la denominacién de oncogenes se reune, por
tanto, un grupo heterogéneo de genes involucrados en el
control de la proliferacion y diferenciacion celular, cuyo
Unico punto en comun es el estar asociados a la transfor-
macion maligna, siendo por lo tanto un concepto mas ope-
rativo que molecular, que indica activacion o alteracion.
Las investigaciones sobre citogenética han permitido cono-
cer la localizaciéon cromosémica de muchos de estos genes,
permitiendo establecer una relacion causa-efecto entre la
activacion de un oncogén, la alteracion cromosémica, y la
enfermedad. Los protooncogenes son, por lo tanto, ene-
migos potenciales dentro de cada célula.

Los carcinomas del tracto aerodigestivo superior se
encuadran entre las neoplasias mas frecuentes, y a pesar
del progreso de la cirugia, farmacologia y radioterapia en
el manejo de estos pacientes, alrededor del 50 % de los
mismos no sobreviven a los 5 afios del diagnéstico.

Por ello se impone la necesidad de identificar marcado-
res capaces de distinguir a los pacientes con buen pronés-
tico en su evolucién, de los pacientes que posiblemente
padeceran una recidiva tumoral, como via a optimizar su
estrategia terapeutica.
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La inmunohistoquimica ha aportado importantes datos
en el diagnéstico complementario de los carcinomas esca-
mosos. En particular, el estudio de los marcadores de prolife-
racién celular, asi como de los genes implicados en la carci-
nogénesis pueden representar un importante complemento
en la valoracién del carcinoma escamoso de laringe. Dentro
de los genes mas frecuentemente implicados en la carcino-
génesis, se encuentran el p53y el Rb (Retinoblastoma) como
genes supresores del crecimiento tumoral; y el Bcl-2 (B-cell
Leukemia Lymphoma) como gen regulador de la inhibicién
de la muerte celular programada o apoptosis.

Podemos destacar a estos genes supresores en un apar-
tado singular, ya que controlan la proliferacién celular por
supresion de genes especificos que estimulan la respuesta
proliferativa. Algunas lineas de investigacion sugieren que
la pérdida o alteracién de estos genes especificos contribu-
yen en la induccion del cancer. Estas pérdidas de material
genético tienen lugar en los carcinomas de laringe de
forma muy frecuente (6, 7). A menudo, la funcién de estos
genes no se limita a prevenir el cancer, algunos de ellos
controlan negativamente el crecimiento celular fisiolégico,
como hemos apuntado anteriormente.

Podemos decir que la mutacién del gen p53 condiciona
la acumulacién de su proteina por aumento de su vida
media, y que la elevada concentracion de la misma es anor-
mal en tejidos sanos, presentdndose como un aconteci-
miento tumoral precoz dentro de las alteraciones implica-
das en la patologia neoplasica.

Un resultado inmunohistoquimico positivo es indicativo
de mutacion, salvo en casos falsos positivos o falsos nega-
tivos, y al ser demostrada en las células neoplésicas y pre-
neoplasicas podemos considerar la evidencia de un marca-
dor tumoral.

En algunos trabajos se ha demostrado inmunorreactivi-
dad para p53 en capas basales del epitelio y en lesiones dis-
plasicas adyacentes al tumor, lo que nos sugiere que esta
acumulacién protéica es un acontecimiento precoz en la
patogénesis del carcinoma de laringe como ya hemos
comentado anteriormente.

Establecen una fuerte controversia los trabajos que
determinan por medio de secuenciacion de DNA la muta-
cion del p53 del carcinoma de laringe sin detectar acumu-
lo de su proteina por inmunohistoquimicay viceversa (8, 9).
La mayor parte de ellos manifiestan una buena correla-
cion entre la inmunohistoquimica y la mutacion para el
p53, lo que justifica el empleo de la primera en ausencia
de posibilidad de secuenciacion del DNA, o simplemente
por ser mas barato, facil e inmediato, ademas de posibili-
tar el posterior estudio del DNA por secuenciacion.
Melhem (10) comenta la alta sensibilidad de la inmuno-
histoquimica para p53 en la deteccién de su mutacion,
destacando también su baja especificidad. Los falsos posi-
tivos se explican por la estabilizacion de la proteina p53 al
ligarse a otros productos como el antigeno T del virus SV
40, el adenovirus E1B o la proteina mdm-2. Los falsos
negativos se producen al aparecer mutaciones que destru-
yen la proteina imposibilitando su inmunodeteccién (non-
sense mutations).

Estos trabajos refieren diferentes modelos de inmuno-
tincion de p53 segun el grado histolégico; asi, para los teji-

dos normales o con displasia leve o moderada, la inmuno-
rreactividad de p53 se localiza en las capas basales del epi-
telio, mientras que en la displasia grave, la inmunotincion
se distribuye de forma difusa en todas las capas del mismo
(11,12,13) (Fig. 2).

FIGURA 2: Expresion moderada de p53 en los nidos tumorales.

El gen supresor Retinoblastoma regula la proliferacion
celular a diferente nivel que el p53. En este sentido, su
expresion se encuentra mucho menos documentada que
en el caso anterior, y se advierte con mucha mayor fre-
cuencia en tejidos sanos, ya que forma parte de la fisiolo-
gia del ciclo celular durante mas tiempo. Asi, su expresion
nos da idea de la reaccion celular ante los estimulos inter-
pretados como patoldgicos, activando la sintesis de protei-
nas supresoras del crecimiento y desarrollo tumoral.

El gen Bcl-2 (B cell leukemia/lymphoma), representa el
primer miembro de una categoria de oncogenes cuya fun-
cion principal es la de aumentar la supervivencia celular,
participando asi en el proceso de carcinogénesis.
Constituido por tres exones estructurales, esta localizado
en la banda g21 del cromosoma 18 (14). Es el Gnico onco-
gén ubicado en la membrana celular.

La cantidad de células que hay en los tejidos se regula
por un equilibrio balanceado entre proliferacion, diferen-
ciacion y pérdida celular por apoptosis. Cuando este equi-
librio se pierde, aparecen alteraciones en los mecanismos
de apoptosis o de diferenciacion terminal, causantes de la
aparicion de atrofia, hiperplasia y cancer. La apoptosis es
un tipo particular de muerte celular programada que ocu-
rre frecuentemente durante el desarrollo embrionario, en
tejidos normales adultos, y en varias situaciones patologi-
cas. No es un fenémeno pasivo, pues normalmente requie-
re la expresion de genes concretos, sintesis proteica y con-
sumo de energia.

El mecanismo especifico por el cual la proteina Bcl-2
prolonga la supervivencia celular es todavia un enigma. Lo
que si se ha podido comprobar es que un alto nivel de pro-
teina Bcl-2 retarda o bloquea la muerte celular programa-
da. La sobreexpresion de Bcl-2 se ha asociado a multiples
cambios implicados en la apoptosis, entre ellos se incluye la
alteracion del estado celular redox (la cual lleva a deplec-
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FIGURA 3: Expresion de marcador Bcl-2. Obsérvese su positividad cito-
plasmética.

cion del glutation y generacién y accion de radicales de
oxigeno), cambios en la membrana, cambios en la distribu-
cion de iones subcelulares (Ca 2+,H+) y rotura de la mem-
brana mitocondrial (15) (Fig. 3).

Como vemos, la inmunohistoquimica no es la panacea
en el conocimiento del cancer, si bien nos aporta cierta
informacion sobre el comportamiento tumoral que no
debemos desestimar, ya que en ciertos carcinomas, algunos
marcadores (cada dia mas) se pueden emplear como mar-
cadores prondsticos de su comportamiento.
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