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RESUMEN

Introduccion: Las técnicas de Inmuno-
histoquimica son hoy en dia una de las
herramientas mas importantes en el diag-
nostico histopatologico, sin embargo la
manipulacion de las muestras y el método
de procesamiento puede llevar a cambios
en la estructura de las proteinas que llevan a
enmascaramiento de antigenos, dificultan-
do la identificacion con anticuerpos. Entre
los diferentes métodos de recuperacion an-
tigénico propuestos en la literatura, el de
calor himedo con Vaporera ha tenido gran
aceptacion por su simplicidad, control y
bajo costo.

Objetivo: En el presente trabajo se propone
un protocolo de recuperacion antigénica
con calor himedo, en muestras de tejido
6seo que ya habian sido previamente fijadas
en formaldehido, decalcificadas con etilen-
diaminotetraacético (EDTA), ¢ incluidas
en parafina.

Materiales y método: Se utilizaron mues-
tras de tejido dseo de cerdo que habian sido
preparadas con técnicas convencionales,
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pertenecientes a la coleccion del laboratorio
de patologia de la Universidad del Valle.
Se realiz6 refijacion en glutaraldehido y
se empled una vaporera para intensificar
la exposicion de antigenos. Se utilizod
como anticuerpo primario el anti TRAP de
DEKO®, monoclonal, originado en ratén,
y como secundario el KIT UltraVision
LP Large Volume Detection System HRP
Polymer ®.

Resultados: En todas las muestras expues-
tas al anticuerpo primario en diluciones
1:20 y 1:40 se observé inmunotincion de
células mononucleares compatibles con
pre osteoclastos, y células gigantes mul-
tinucleadas compatibles con osteoclastos.
Conclusiones: La recuperacion antigénica
con calor himedo es un método confiable
en la recuperacion antigénica de muestras
oseas fijadas con formaldehido.

Palabras claves: Inmunohistoquimica,
recuperacion antigénica, anticuerpos, fos-
fatasa acido tartrato resistente, TRAP.

SUMMARY

Introduction: Nowadays, Immunohisto-
chemistry are one of the most important
techniques in the histopathological diagno-
sis. Despite of handling and processing cau-
tions, both of them may generate changes
in the protein structure, masking antigens,

preventing antibody identification. Among
different antigen retrieval methods propo-
sed by the literature, the humid heat with
Steamer has been widely accepted for its
simplicity, control and low cost.
Objective: In this paper a protocol for
humid heat antigen retrieval use in bone
tissue samples that had been previously
fixed in formaldehyde, decalcified with
ethylenediaminetetraacetic (EDTA ), and
embedded in paraffin is proposed.
Materials and methods: Samples of pig’s
bone that had been prepared with conven-
tional techniques, from the collection of
the pathology laboratory of the University
of Valle were used. New fixed process was
performed in glutaraldehyde and a steamer
was used to enhance antigen exposure. The
anti-TRAP DEKOs ®, mouse monoclonal
antibody was used as primary antibody,
and the KIT UltraVision LP Large Volume
Detection System HRP Polymer ® was
used as a secondary antibody.

Results: In all samples exposed to primary
antibody in 1:20 and 1:40 dilutions immu-
nostaining mononuclear cells compatible
with preosteoclasts were observed; im-
munostaining multinucleated giant cells
consistent with osteoclasts were described.
Conclusions: Humid heat for antigenic
recovery is a reliable method for the reco-
very of bone antigen samples fixed with
formaldehyde.
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INTRODUCCION

Las técnicas de Inmunohistoquimica se han
convertido en una herramienta de diagnosti-
co importante en histopatologia, sin embar-
go en proceso de fijacion, deshidratacion,
y embebido se producen modificaciones
moleculares que a menudo afectan la anti-
genicidad de las proteinas y pueden llevar
a resultados errados (1).

El procesamiento normal para obtener
muestras tejido 6seo incluye la fijacion en
formaldehido al 5 %, y la decalcificacion
por largos periodos, en acido etilendiami-
notetraacético (EDTA), el cual al actuar
como quelante facilita el corte de las mis-
mas. El formaldehido ha sido reconocido
como uno de los principales causantes de
fallas en estudios inmuno histoquimicos
por alteracion en la estructura proteica, y
se ha propuesto la técnica de recuperacion
antigénica para revertir este proceso me-
diante la eliminacion de enlaces cruzados,
restauracion de epitopes, y eliminacion de
iones calcio (1,2).

La recuperacion antigénica puede incre-
mentar significativamente la sensibilidad
de la deteccion inmunoldgica, conservando
un buen detalle morfologico (1), y puede
obtenerse con métodos quimicos, fisicos
o combinaciéon de ambos. La mayoria de
los métodos fisicos se basan en la expo-
sicion de las muestras al calor, lo cual
puede conseguirse por calor seco (hornos
y microondas), o por calor himedo (bafios
serologicos, y vaporeras) (2,3).

Como fosfatasa acido tartrato resistente se
considera a una familia de isoenzimas que
son expresadas en diversos tejidos como
prostata, hueso, higado, riién, bazo, y
tonsila, entre otros. La mayor parte de las
fosfatasas acidas son inhibidas por L(+)-
tartrato, con excepcion de la banda 5 que se
denomina fosfatasa acida tartrato resistente
(TRAP) (4).
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Existen dos subtipos conocidos de TRAP,
la Say la 5b que se diferencian en que la
Sa contiene acido sialico, y la 5b No. 4.

El subtipo TRAP 5b, es especifica de los
osteoclastos y ha llegado a ser considerado
como uno de los mejores marcadores de
metabolismo 6seo, ya que no es afectado
por la disfuncién renal (5). Se cree que
el TRAP-5a podria ser expresado por los
macrofagos, en el proceso de osteoclas-
togenesis, y su nivel representaria mas el
numero y actividad de los osteoclastos que
el mismo nivel de degradacion dsea, aun
teniendo en cuenta que la concentracion
en suero aumenta en condiciones clinicas
en que el remodelamiento se encuentra
aumentado (4).

Los osteoclastos son las células encargadas
de la resorcion de la matriz extracelular, y
participan tanto en el proceso del reemplazo
de tejido 6seo en sus primeras etapas de
formacion, como en las etapas finales de
remodelado. El origen de los osteoclastos
es hematopoyético, son células grandes,
multi-nucleadas, formadas por la fusion de
células precursoras del linaje monocito-ma-
crofago (6). En el desarrollo de su funcion
de resorcion los osteoclastos degradan la
matriz extracelular mediante mecanismos
de decalcificacion acida y degradacion pro-
teolitica, en los que participan la fosfatasa
acido tartrato resistente, la catepsinak, y la
metaloproteinasa (9.7).

La fosfatasa acido tartrato resistente es
producida por el osteoclasto y trasportada
al espacio de resorcion para el desempeno
de su funcidn, pero también se ha propuesto
que podria encontrarse en las vesiculas
transcitoticas de resorcion osteoclastica,
donde podria realizar una funcion de de-
gradacion de los productos de la matriz (7).

En el presente trabajo se propone un
protocolo de recuperacion antigénico con
calor himedo (vaporera), que parte de una
refijacion inicial con glutaraldehido al 2,5
%, y se espera exponer los antigenos de la
fosfatasa acido tartrato resistente como un
método para identificar osteoclastos.

MATERIALES Y METODO

Anticuerpo primario

Se utilizo Tartrate - Resistant Acid Phospha-
tase mouse monoclonal antibody, produci-
do por Vector Laboratories®.

Anticuerpo secundario

Se utilizo el “Primary antibody enhancer”
del Kit UltraVision LP Large Volume De-
tection System HRP Polymer®.

Muestras

Las muestras utilizadas corresponden a seis
series de cinco cortes cada una de tejido
0seo de mandibula de cerdos, machos, de
dos meses de edad, los cuales fueron sumi-
nistrados por el Laboratorio de patologia
de la Escuela de Ciencias Basicas de la
Universidad del Valle, pertenecientes a la
coleccion de bloques sobrantes de investi-
gaciones anteriores.

Estas muestras habian sido fijadas en gluta-
raldehido al 2,5 %, decalcificadas en EDTA
por 30 dias, incluidas en parafina, cortadas
a 5 micrometros, y fijados al portaobjetos
con Poli-L-Lisina.

Control positivo

Se contd con una muestra de tejido de ton-
sila, también perteneciente a la coleccion
del laboratorio de patologia.

Control negativo

Se dejaron dos muestras del mismo tejido
6seo, las cuales no fueron expuestas al
anticuerpo primario.

Preparacién de las muestras para recu-
peracion antigénica

Desparafinado, eliminacion del Xilol e
hidratacion:

Las muestras fueron tratados dos veces
con Xilol por 5 minutos, lavadas con agua
destilada, e hidratadas con alcohole al 100
%, 955,y 70 %, por 5 minutos cada vez.



Técnica de recuperacion antigénica con
calor hiimedo:

Se utilizé una Vaporera, precalentada a
95 grados centigrados, como solucion de
recuperacion se empled Tris- EDTA, Se
permitié que las muestras permanecieran
expuestas al calor por 20 minutos.

Inhibicion de la peroxidasa endégena:
Se lavaron las muestras cuatro veces por
tres minutos con bufer PBS. Se incubaron
por 10 minutos con bloqueador de peroxi-
dasa. Se lavé nuevamente cuatro veces por
tres minutos con bufer PBS

Bloqueo de uniones no especificas:

Se utiliz6 el componente “Ultra Block™ del
kit UltraVision LP Large Volume Detection
System HRP Polymer ®, por cinco minu-
tos, seguido de lavado con PBS.

Aplicacion del anticuerpo primario:

Se secaron suavemente las placas, se de-
marcaron las 4reas a exponer con el mar-
cador hidrofébico PAN PEN ®, y se aplico
en la placa de control, y en dos cortes el
anticuerpo primario en dilucion 1:20, y en
otros 2 cortes en dilucion 1:40.

Se dejaron dos cortes sin aplicacion, los
cuales actuaron como control negativo.

Se dejo incubar el anticuerpo primario por
20 horas en camara humidificadora, a 4
grados centigrados.

Aplicacion del anticuerpo secundario:
Se utiliz6 el componente “Primary antibody
enhancer” del Kit UltraVision LP Large Vo-
lume Detection System HRP Polymer ®. Se
incuba por 10 minutos y se lava con PBS.
A continuacién se aplicé el componente
“HRP Polymer” del mismo kit, incubando
por 15 minutos en camara oscura, para
posteriormente lavar con PBS, tres veces
por cinco minutos cada vez.

Aplicacion del cromégeno (DAB):

Se llevaron las placas al microscopio dptico
y se aplicé la Diamino bencidina, (prepa-
rada a partir del componente “DAB plus
substrate” del Kit UltraVision LP Large Vo-
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Figura 1. Control positivo. Tonsila humana. Inmunotincion para TRAP. Imagen a 40 X. Se observan
numerosas células positivas a TRAP que podrian corresponder a Linfocitos y Macrofagos.

Figura 2. Células positivas a TRAP dilucion 1
izquierda a 10 X, Imagen derecha 40X.

lume Detection System HRP Polymer ®),
evidenciandose reaccion a los tres minutos.
Se lavé con PBS tres veces por 5 minutos.

Aplicacion del contraste:
Se contrasté con hematoxilina de Harris
por un minuto y se lavo con agua corriente.

Montaje de las placas:

Se montan las placas con Consul- mount ®,
y se revisan al microscopio optico
RESULTADOS

Placa de control positivo

Se tomo como control positivo el tejido de
tonsila, ya que presenta alta expresion de

fosfatasa acida tartrato resistente.

En las imagenes de inmunohistoquimica,
se aprecia fuerte inmunotincion (Figura 1).

:20. Tejido 6seo cerdo. Anti TRAP 1:20. Imagen

Muestras positivas a TRAP, en diluciéon
1:20 y 1:40

Se aplico el anticuerpo en dilucion 1:20 y
1:40 se observa numerosas células positivas
a TRAP (Figuras 2 y 3).

Control negativo

Se dejaron algunos de los cortes del tejido
o6seo sin aplicacién del anticuerpo prima-
rio, se observa ausencia de inmunotincion
(Figura 4).

DISCUSION

La fijacion con formaldehido es una técni-
ca usada rutinariamente en la preparacion
de muestras histologicas, pero cuando se
desea utilizar estas muestras con fines In-
munohistoquimicas a menudo se observan
artefactos, siendo el principal de ellos el
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enmascaramiento de los epitopes lo que
puede llevar a falsos negativos (8).

En la literatura especializada se ha reporta-
do diferentes métodos como re- fijaciones,
digestion enzimatica y calor, entre otros,
que permiten romper los enlaces cruzados,
responsables del enmascaramiento buscan-
do que la porcion de interés (epitope) quede
expuesta a la accion del anticuerpo (9-16).
Sin embargo la recuperacion antigénica
por si misma también puede modificar
estructuras proteicas en los tejidos lo que
podria crear también otros artefactos, y
adicionalmente un sobre tratamiento puede
causar tincion inespecifica, causante de
falsos positivos (8,17,18).

Los métodos de recuperacion antigénica
basados en calor, solos o combinados
con otros métodos parece ser una técnica
apropiada, siempre y cuando se sigan las
recomendaciones establecidos para cada
variacion de la técnica (calor seco, calor
himedo, micro ondas, etc.), y se determi-
nen unos protocolos estandarizados (19).

La fosfatasa acida tartrato resistente es
expresada en el tejido 6seo por los os-
teoclastos como componente importante
de su actividad resortiva, todos los cortes
expuestos al anticuerpo primario muestran
fuerte inmunotincion en un patron difuso
que se localiza en el espacio citoplasmatico
y posiblemente en el espacio extracelular,
lo cual estaria dentro de lo esperado ya
que esta enzima se encuentra en lisosomas
citoplasmaticos, pero ademas es depositado
en el compartimento de resorcion dsea, y
en las vesiculas transcitoticas de resorcion
osteoclasticos, segin lo reportado por ka-
lervo et al (7).

Las muestras utilizadas corresponden a
mandibulas de cerdo de dos meses de edad,
y muestran un tejido 6seo en formacion,
(Figuras 2-4), los diferentes cortes estudia-
dos mostraron la presencia tanto de células
unicelulares como multicelulares que pre-
sentan fuerte inmunotincion, aunque esta
reportado en la literatura que en el tejido
oseo la fosfatasa acido tartrato resistente es
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Figura 3. Células positivas a TRAP. Dilucién 1:40. Tejido éseo de cerdo. Tincion anti TRAP 1:40.
Imagen a 20 X y 40X. Se observan Osteoblastos y Osteocitos (color azul), células multinucleadas
TRAP positivas compatibles con osteoclastos (tincion marrén, con nucleos azules en la periferia del
tejido), y células color marrén que podrian corresponder a pre osteoclastos).

Figura 4. Control negativo. Tejido 6seo cerdo. Imagen a 40 X. Se observan células compatibles con
osteoblastos y Osteocitos. No se aprecia tincion para TRAP.

considerado un marcador de osteoclastos,
la presencia de células mononucleares
positivas a TRAP, en muestras de tejido
o6seo correspondiente a hueso en formacion
podria corresponder a pre osteoclastos o
macrofagos activados, lo cual estaria de
acuerdo con la observacion de Reynaga et
al (4) que la TRAP 5b, podria expresarse
tempranamente en el proceso de Osteoclas-
togenesis. Las células gigantes multinu-
cleadas positivas a TRAP que se observan
en la imagen 3 tienen rasgos morfologicos
y ubicacion periférica compatibles con lo
esperado en osteoclastos.

CONCLUSIONES
El protocolo propuesto para recuperacion
antigénica e inmunotincidon permitio la

expresion de la proteina TRAP.

Se encuentra inmunoreaccion en diluciones

de 1:20 y de 1:40

Se observan células mononucleares TRAP
positivas que podrian corresponder a pre
osteoclastos

Se observan células gigantes multinuclea-
res TRAP positivas que podrian correspon-
der a osteoclastos.
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