ANALISIS INMUNOHISTOQUIMICO DE LA PIEL NORMAL DE

TORTUGAS Y DURANTE LA CICATRIZACION EXPERIMENTAL
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INTRODUCCION

Las técnicas inmunohistoquimicas son ampliamente utilizadas
para estudiar enfermedades neoplasicas y no neoplasicas en
mamiferos. Conocer las caracteristicas inmunohistoquimicas de
los tejidos--normales es esencial para la interpretacion de
iInmunoreactividad en condiciones patologicas.

El objetivo de ‘este ‘estudio fue evaluar la utilidad: de 15
anticuerpos comerciales dirigidos frente a diferentes filamentos
Intermedios y marcadores de celulas inflamatorias en la piel
blanda normal y durante el proceso de cicatrizacion por segunda
Intencidn en tortugas de la especie Trachemys scripta.

RESULTADOS

Los resultados muestran que el anticuerpo AE1/AE3 da una excelente
Inmunoreaccion cruzada en la epidermis. Los anticuerpos frente a
desmina y actina-a de fibra muscular lisa dan reaccion cruzada con las
células musculares y el ultimo con fibroangioblastos del tejido de
granulacion; CD3 reacciona con los linfocitos y algunos fibroblastos vy
endotelios activos en el tejido de granulacion; Factor VIl reacciona con
las células endoteliales de piel normal, las yemas vasculares vy
fibroangioblastos del tejido de granulacion; MAC 387 y lisozima muestran
una excelente reaccion con células macrofagicas, algunas de morfologia
fibroblastica, y con endotelios de yemas vasculares.

CONCLUSION

De los 15 anticuerpos ensayados, 7 son Uutiles para la
caracterizacion de células en la piel normal de tortugas y durante el
proceso de cicatrizacion. Estos anticuerpos permitiran una mejor
Interpretacion de la cicatrizacion y de las enfermedades cutaneas
en tortugas.

Trabajo financiado por los Grupos de Investigacion PAIDI AGR262 y BIO307. Junta de Andalucia. Espafna
Fundacion CAPES — Ministerio de Educacion, Brasil

MATERIAL Y METODOS

El estudio inmunohistoquimico se realizd en biopsias cutaneas fijadas en formaldehido al
10%, durante 24 horas y utilizando la técnica del complejo Avidina-Biotina-Peroxidasa
(ABC), los anticuerpos ensayados, las tecnicas utilizadas y los resultados se resumen en
la tabla 1. La intensidad de las reacciones cruzadas para cada anticuerpo fue evaluada
subjetivamente como negativa, débil, moderada o fuerte por tres observadores.

|*|x‘k

Tabla 1: Anticuerpos ensayados en la piel blanda de tortugas de la especie Trachemys scripta.

Anticuerpo Especificidad Pre-tratamiento/ Resultados
(Clon) Incubacion

Reaccion citoplasmatica moderada a intensa en queratinocitos del estrato basal y espinoso

Citoqueratinas *
(AE1-AE3)

CK 5/6 *
(D5/16B4)

Anti-human cytokeratin *
(MNF 116)

Desmina *
(D33)

Vimentina *
(Vim 3B4)

NCL-MSA **
(HHF35)

Factor VIII *

Lisozima *

Myeloid/ Histiocyte Antigen

*

(MAC 387)
a-1 antitripsina *

CD3 **
(LN 10)

CD 14 ***
(CAM36A)

CD 21 ***
(GB25A)

CD31*
(JC70A)

CD 68 **
(514H12);

Notas: * Dako Denmark A/S;

Epitelio simple y estratificado

Citoqueratinas 5y 6

Células epiteliales

Células musculares lisas y
estriadas

Células mesenquimales

Musculo liso

Células endoteliales

Lisozima

Macrdéfagos/ histiocitos

Leucocitos
polimorfonucleares,
monocitos
Linfocitos

Macroéfagos

Células dendriticas foliculares
y células B maduras

Células endoteliales/vasos
sanguineos

Macréfagos

1:100

1:50

1:50

(1:50-1:100)
1:50

(1:50-1:100)
1:100

(1:100-1:200)
1:200

(1:800)

1:100

(1:200-1:400)
1:200

(1:200-1:400)
1:100

(1:200-1:400)

1:75

(1:800-1:1600)

1:200

(1:500)

1:50

(1:10-1:20)
1:50

(1:25-1:50)
1:20

(1:20-1:40)

1:100

(1:100)

** |eika Biosystems/UK; *** Monoclonal Antibody Center/USA,;
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Pronasa/ 18 horasa 4°C

Pronasa/ 18 horas a 4°C

Citrato/ 18 horas a 4°C

Citrato/ 18 horas a 4°C

Citrato/1 8 horas a 4°C

Pronasa/ 18 horas a 4°C

Citrato/ 3 horas a temperatura

ambiente

Pronasa/ 3 horas a temperatura
ambiente

Pronasa/ 3 horas a temperatura
ambiente

Citrato/ 18 horas a 4°C

Pronasa/ 3 horas a temperatura
ambiente

Citrato/ 18 horas a 4°C

Citrato/ 18 horas a 4°C

Citrato/ 18 horas a 4°C

Citrato/ 18 horas a 4°C

No hay reaccidn cruzada

No hay reaccidn cruzada

Reaccion débil en fibra muscular lisa

No hay reaccidn cruzada

XXVII MMIIIH

REUNIONSEAPYV

Inmunoreaccion, preferentemente granulos citoplasmaticos de fibroblastos y angioblastos

Reaccidn citoplasmatica granular moderada a fuerte en células endoteliales y fusiformes

Reaccién moderada en membrana de glébulos rojos

Reaccién moderada a fuerte con patrdn granular en endotelio vascular
Reaccion citoplasmatica moderada en células de morfologia fibroblastica

Reaccidn citoplasmatica moderada a fuerte en células endoteliales, fibroblasticas y macréfagos

Reaccién débil en células macrofagicas

Reaccion moderada en linfocitos, fibroblastos y células endoteliales en tejido de granulacion

No hay reaccidn cruzada

No hay reaccidn cruzada

Reaccién débil en células fusiformes en tejido de granulacidn

Reaccidn débil en plasma y restos necrdticos

() Referencia de dilucién del fabricante para secciones de tejido humano incluidas en parafina

AE1/AE3

AE1/AE3

1.Microfotografia de la piel normal. Las hendiduras dermo-epidérmicas producen el efecto macroscopico de escama. Insertado: epitelio estratificado queratinizado (HE). 2.Epidermis con un estrato corneo bien desarrollado y la dermis con abundantes
fibras de colageno maduras, la red vascular es poco evidente al estar formada por vasos pequeinos (TM). 3. Piel normal con la inmunoreaccion del Ac AE1/AE3 en las células basales y en los primeros queratinocitos del estrato espinoso. 4. Alos 7 dias
de cicatrizacion se observa la inmunoreaccion del Ac AE1/AE3 en el nuevo epitelio al borde de la herida. 5. La inmunoreaccion con el Ac AE1/AE es muy intensa en las células proliferadas y permite identificar mas facilmente el nuevo epitelio del

fondo de la herida a los 42 dias de cicatrizacion. Insertado: Mismo periodo de cicatrizacion observado con HE.
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6. Microfotografia del tejido de granulacion a los 21 dias. 7. Inmunoreaccion del MAC con patron granular difuso en células fibroblasticas a los 21 dias de cicatrizacion. Insertado: en mayores aumentos observamos ceélulas con patréon macrofagico
8.. Patron de inmunoreaccion frente a la lisozima, preferentemente, granular. Zona de lecho de la herida a los 21 dias de cicatrizacion donde se observa numerosas ceélulas endoteliales con patron granular. 9. Microfotografia a los 21 dias de
cicatrizacion donde se observa el infiltrado perivascular. 10. Inmunoreaccion citoplasmatica del CD3 en linfocitos y reaccion cruzada con endotelio a los 21 dias de cicatrizacion.
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11. La epitelizacion es completa a los 28 dias y descansa en un lecho de tejido de granulacion con abundantes fibroblastos, colageno joven y yemas vasculares pequeias. 12. Inmunoreaccion frente a factor VIII, citoplasmatica granular en células
endoteliales y fusiformes en tejido de granulacion a los 28 dias de cicatrizacion. 13. El anticuerpo reacciona de forma cruzada con la proteina equivalente a el factor von Willebrand en los tejidos incluidos en parafina de estos animales. 14.
Inmunoreaccion del NCL-MSA en musculatura lisa de un vaso sanguineo 15. Inmunoreaccion del NCL-MSA tipo granular citoplasmatica en fibra muscular lisa y fibroangioblastos del tejido de granulacion a los 28 dias de cicatrizacion ..
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