TABLA DE CONTENIDO

INDICE DE CUADROS........cccomriirriimreiireeseeesssessseeessessssesssssssssessssesssssssssssssnessssasssens 8
INDICE DE FIGURAS......ctvtuiimiireiieiiesiesie st 8
1. INTRODUCCION .....coesriimritreiiereireseseseseesessesssee st ssse st ssses s 10
1. PREGUNTA DE INVESTIGACION .......cocoooimiierieeeeeieeeeeeeeeeeeeeeeesesesesenes e 12
2. OBIETIVOS ..ottt ettt sttt e st e aeesaesseeseensessseseensaeneeseenes 13
2.1 ODBJetiVO GENETAL......eiuiiiieiiiiieiieteee ettt ettt 13
2.2 ODbjetivos ESPECIfICOS. ....ceuiiiiiiiiiiiiiiieeie et 13
3. REVISION BIBLIOGRAFICA .....cocoosrviurrirriieniisseisessesssesssessssesssesesssesssssssssens 14
3.1 BIOPSIA cutiiiiieiiecie ettt et ettt ettt e et e et b e e baeeaaeebeaenbeetaeenbeenneennnas 14
K N b {103 10 ) DO USSR RPRRRPR 15
3.2.1  Formalina 10% tamponada...........ccceevieriiiiiieeiiienie et 17
3.2.1.2 Formalina 10% tamponada y macromoléculas..........cc.ccecueveenirienienenniennenne. 19

3.3 Proteinas y su utilidad diag@nostiCa.........c.eeveieiiieriieiiieiiieie e 20
3.3.1 Citoqueratinas 5/6 como marcador epitelial ............cccooviiriiiriiieiiiniieeeee e 25
3.4 InMUNOhISTOQUIMICA. ....cuviiiiiieeiiieeiie e ettt ete et e e et e et e e eteeesaaeeessaeeesreeensaeeesseeenns 27
341 ANTICUCTPOS .eeentieiieeite ettt ettt ettt e et e stteeteeette e bt e seteebeessbeesseessseenseessseanseensnas 29
342  Inmunohistoquimica dir€Cta ........cccueeiuieiiieniieiiieiie e 31
343  Inmunohistoquimica INAITECta ........c.cevieriiinieeiierie et 32
3.4.3.1 INMUNOPETOXIAASA ...eeevvieeiiieeiieeeiiie ettt e eite e et e e eteeesteeesreeessaeeessseeesseeensseens 33

3.5  Procesamiento hiStOIOZICO ......cccuiiiiiiiiiiiieiiie et 35
3.5.1  Técnica inmunohistoquimica indirecta método estreptavidina-biotina. ............ 36
3.6  Inmunohistoquimica y formalina ...........ccoecieriiiiiiiiiiiiee e 38
3.7  Analisis en iNMUNONISTOQUIMICA ........ueeruieriieriieeiieiieeteerire et esiee e seeeeaeeseeeesseenenas 41
4. MATERIALES Y METODOS ........ooiiiiieoeeeeeeeeeeeeeeseeeeess s sesess s 43



4.1 IMLUESTTAS et e e et e e e e et e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e naaeeeeaeaeeeeranaaens 43

4.2 BULANASIA .e.eeeniieiieieieieeee ettt sttt e n e bt et et e naeenne e 43
4.3 DiseNo eXPerimeNtal..........ccceccuiieiiieeiiieeiiieeiieeeieeeeeeeetee e e e e e ae e e sar e e e b e e eaaeas 44
4.4  Tincion inmunohistoquimica para citoquerating 5/6...........ccoeevereeerieencieeneenieenieenns 46
4.5  Analisis de 1as MUESIIAS ......cecueriiriiiiieieiieie ettt 47
4.6 ANALISIS @STAAISTICO . .cuviieiiieeiiiie et e et e ettt et e et e et e e e e e e beeesabeeeeabee e saeeesseeenseeenneeas 50
5. RESULTADOS ...ttt ettt sttt et sttt st ne s 51

5.1  Determinacion de la expresion de citoqueratina 5/6 en lenguas de ratones Balb-c
mediante INMUNONISTOQUIMICA .......cccviieiiieeiiieeiee ettt et e e e e s e e eteeesaraeeseaeeessseeesaeeas 51

5.2 Cuantificacion de la expresion de citoqueratina 5/6 en lenguas de ratones Balb-c
mediante SOftware IMaGE J........coocuiiiiiiiiiiieciiee ettt 52

5.3  Determinacion del mayor tiempo de inmunoexpresion para CKs 5/6 en lenguas de

TATONES BaAID-Co.oooeeviiiieccc e e 54
6. DISCUSION ..ot e et sseenees 59
7. CONCLUSION.......ooimimiieieeeeee e eee s 67
8. RESUMEN ..o 68
9. BIBLIOGRAFTA ..ot 70



INDICE DE CUADROS

CUADRO 1. CONSENSO EN GRADOS DE INMUNORREACTIVIDAD PARA CADA
ANTICUERPO Y CADA TIEMPO. ADAPTADO DE WEBSTER ET AL., 2009. CK:

CITOQUERATINA; SEM: SEMANA. .....otteeeteeeeeeeeeeeeeeeeee et seeeeeeeeeseeeee s eeeseeeeseeeeesees 40
CUADRO 2: TIEMPOS DE FIJACION EN FORMALINA 10% TAMPONADA DE LAS
MUESTRAS DE LENGUA DE RATONES BALB-C. ....oovoeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeererenenne 45
CONTINUACION CUADRO 2: TIEMPOS DE FIJACION EN FORMALINA 10%
TAMPONADA DE LAS MUESTRAS DE LENGUA DE RATONES BALB-C.............. 46
CUADRO 3. DATOS DE DENSIDAD Y AREA DE LAS MUESTRAS ANALIZADAS,
CON SU CORRESPONDIENTE INDICE. ..o oo 53
CONTINUACION CUADRO 3. DATOS DE DENSIDAD Y AREA DE LAS
MUESTRAS ANALIZADAS, CON SU CORRESPONDIENTE INDICE. ........cocou......... 54
CUADRO 4. COMPARACIONES POSTERIORES. TEST ESTADISTICO KRUSKAL
W A LIS oo e e 55
CUADRO 5. MEDIAS Y DESVIACION ESTANDAR SEGUN TIEMPO DE FIJACION.
.............................................................................................................................................. 56
INDICE DE FIGURAS
FIGURA 1. FORMACION DE PUENTES METILENO ENTRE PROTEINAS Y
FORMALINA . ..o e e s e e e e e s e e et s e 18
FIGURA 2. ALGORITMO INMUNOHISTOQUIMICO DE TUMORES MALIGNOS
INDIFERENCIADOS DE CELULAS GRANDES. ADAPTADO DE WICK 2008 ......... 22



FIGURA 3. ALGORITMO INMUNOHISTOQUIMICO DE NEOPLASIAS
INDIFERENCIADAS DE CELULAS FUSIFORMES. ADAPTADO DE WICK 2008.... 23

FIGURA 4. ALGORITMO INMUNOHISTOQUIMICO DE TUMORES
INDIFERENCIADOS CON CARACTERISTICAS SUPERPUESTAS. ADAPTADO DE
CARBONE, ET AL., 2008. ....c..eiitiieiieiieteteteeret ettt st 24

FIGURA 5. INMUNOHISTOQUIMICA INDIRECTA CON METODO
ESTREPTAVIDINA-BIOTINA-PEROXIDASA. ADAPTADO TAYLOR ET AL., 2013.

FIGURA 6. FORMACION DE POLIGONO DE ESTUDIO EN SOFTWARE
AXIONVS40X604 V 4.8.3.0. .ottt 48

FIGURA 7. MUESTRA PROCESADA A PARTIR DE SOFTWARE IMAGE J 1.501, A
PARTIR DE EXTENSION DECONVOLUCION DE COLOR. ........cccooerererrreercanne. 49

FIGURA 8. COMPARACION ENTRE MUESTRAS INMUNOTENIDAS LUEGO DE 7
HORAS DE FIJACION EN FORMALINA 10% TAMPONADA (A) Y DE 2 DIAS DE
FITACION (B)...ee ettt s e s e e e eeseseee s seeseeeeeeseeeeean. 52

FIGURA 9. GRAFICO CON COMPARACIONES POSTERIORES POR RANGOS
UTILIZANDO EL TEST ESTADISTICO KRUSKAL WALLIS. .......cooovirvirvereeeeeeereen 57

FIGURA 10. DESPRENDIMIENTO PARCIAL DE MUESTRAS TRAS 2 MESES DE
FIJACION CON FORMALINA 10% TAMPONADA........c.cooovvoeveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee s 58

FIGURA 11: FRECUENCIA DE RUPTURA DE MUESTRA HISTOLOGICA
DURANTE PROCESAMIENTO HISTOLOGICO............ccoviiiiiiiiiiieaeiiieeeeee 65



