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1.- Introduccion

La informaci6n acerca de la cinética celular supone una valiosa aportacién a
las distintas clasificaciones tumorales, basadas fundamentalmente en la apariencia
microscépica (Almendral y col., 1992; Garcfa y col., 1989). Los distintos métodos
de estudio para la evaluacién de la proliferacion celular permiten determinar con
mejor exactitud la tasa de recambio celular en tejidos normales o conocer el por-
venir biolégico de los tumores (Carey y col. 1992).

Los estudios de proliferacién celular estuvieron durante mucho tiempo res-
tringidos al estudio de la divisién celular. Este era en un principio el tinico dato
objetivable de la actividad proliferativa en los estudios de microscopia dptica. Se
podia observar que una célula se dividia en dos células hijas repartiendo entre
ellas el material nuclear y el contenido citopldsmico. Los fenémenos previos a la
divisi6n celular, necesarios para que la célula duplique su dotacién genética, no se
acompafian de modificaciones de la morfologia celular, y por ello, estos fendme-
nos excedian los limites de las técnicas de microscopia convencional.

El desarrollo de las técnicas de autorradiografia (ver Howard y Pelc, 1951;
Steel, 1977) hizo posible la identificacién de las células en fase de sintesis de
ADN. Si la timidina, precursor que es utilizado de forma exclusiva para la sintesis
de ADN, se marca con un radioisétopo (generalmente tritio) y éste se administra
bien in vivo o in vitro, las secuencias de ADN neoformado lo incorporardn, que-
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dando marcadas con el radioisétopo. La energia emitida por estos radioisétopos
marcard su impronta en una pelfcula de emulsion fotografica, permitiendo la iden-
tificacioén de las células que est4n en fase S.

En la préctica, las técnicas de autorradiografia para el célculo de la fraccién
de fase S son laboriosas, y se han visto en gran medida sustitufdas por técnicas
inmunocitoquimicas. El desarrollo por Gratzner (1982) de anticuerpos monoclo-
nales frente a la bromodesoxiuridina (BrdU), un andlogo de la timidina, ofrecia la
posibilidad de identificar las células en fase S sin la necesidad de radioisétopos.
De esta forma se obvia el principal inconveniente de las técnicas de autorradio-
graffa, cual es la complejidad y lentitud en el procesado de las muestras.

En los dltimos afios se han utilizado técnicas inmunocitoquimicas, no ya
para detectar precursores de la sintesis de ADN incorporados por las células en
fase S, sino para detectar antigenos nucleares que se engloban bajo el término
genérico de antigenos nucleares de proliferacién celular (PCNAs) dado que son
estructuras antigénicas que no son observables en células en reposo. El estudio
de estos antigenos se ha desarrollado fundamentalmente en el campo de la onco-
logfa, dado que su expresién es diferente, tanto cuantitativa como cualitativa-
mente, en células normales y malignas (Busch y Busch, 1977; Davis y col.
1978; Smetana y col. 1983). En el curso de los ultimos afios se han utilizado
anticuerpos monoclonales frente a numerosas PCNAs. La rdpida implantacién
de las técnicas para detectar PCNAsS, tanto en los campos de la investigacién cli-
nica como bésica ha venido de la mano de la gran simplicidad de las mismas.
Aunque ha habido y hay serias discusiones acerca de la utilidad y fiabilidad de
las mismas, sobre todo en el campo de la patologia clinica, parecen ser técnicas
con una gran proyeccién de futuro, que podrian simplicar en gran medida los
estudios de cinética celular.

2.-Cuantificacion de la fase S mediante marcaje con BrdU

La técnica de marcaje con BrdU estd experimentando una rdpida expansion
tanto en los laboratorios de investigacién bésica como en los de patologfa clinica
y estd sustituyendo en gran medida a las técnicas cldsicas de autorradiografia en
el estudio del ciclo celular. La gran difusién de esta técnica se ha debido a que
auna, por una parte, una gran simplicidad y relativa rapidez, con la fidelidad en
la identificacién de las células que estdn duplicando su material genético. El
desarrollo por Gratzner (1982) de anticuerpos monoclonales frente a la bromode-
soxiuridina ofrecfa la posibilidad de identificar las células en fase S sin la necesi-
dad del uso de radiois6topos. Tras su descripcién por Gratzner (1982) la técnica
del marcaje con BrDU ha evolucionado rdpidamente probando su eficacia para la
valoracién de la proliferacién celular tanto in vivo (De Fazio y col., 1986; McNi-
col y Duffy, 1987, Nemoto et al., 1988; Carbajo-Pérez y col., 1989) como in
vitro (Morstyn y col., 1986; Watanabe y Carbajo Pérez, 1990), demostrandose
una magnifica correspondencia entre la fraccién de fase S del ciclo celular obte-
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nida tras el marcaje con timidina tritiada y tras el marcaje con BrdU (Silvestrini
y col.,, 1988).

Una de las grandes ventajas que ofrece la técnica de marcaje con BrdU y su
identificacion inmunocitoquimica sobre secciones de tejido es que el resultado
final de la reaccién sobre los nicleos marcados es claro y bien definida. Esto per-
mite que la identificacién al microscopio de los micleos marcados pueda hacerse
con objetivos de pequefios aumentos (10X) lo que facilita en gran medida su
cuantificacién. Con una magnificacién final de 100X (objetivo 10X; ocular 10X).
se pueden reconocer dreas muy amplias de una muestra de tejido, permitiendo un
célculo rapido del nimero de niicleos por unidad de superficie. Para el célculo
directo del indice de marcaje (nimero de elementos marcados por cien células) es
preferible utilizar mayores aumentos (Vg, 40X objetivo; 10X ocular). En este
caso el proceso de contaje es m4s laborioso pero es susceptible de ser automatiza-
do mediante procedimientos de andlisis de imagen.

Si una de las caracteristicas fundamentales del marcaje con BrdU es que esta
técnica facilita la localizacién en el seno del tejido de las células marcadas, cabria
pensar que el marcaje con BrdU es una técnica apropiada para el estudio de fend-
menos de migracion celular. En este sentido, la técnica de la BrdU ha sido utiliza-
da con éxito para demostrar la existencia de fenémenos de migracién celular en la
glandula suprarrenal y en la mucosa intestinal por McNicol y Duffy (1987), y De
Fazio y col., (1987) respectivamente.

En relacién con los estudios de migracién celular utilizando BrdU, es preciso
sefialar que para la deteccién inmunocitoquimica de la BrdU se utilizan general-
mente dosis de marcaje que exceden considerablemente de la dosis de trazado de
este precursor. Este hecho podria suponer una dificultad en el trdnsito de las célu-
las que han incorporado este andlogo de la timidina para progresar a lo largo de
las distintas fases del ciclo celular (Boswald y col. 1990), con lo que su utiliza-
ci6n para el estudio de fendmenos de migracién o en estudios cinéticos de larga
duracién (célculo de la fracciéon de mitosis marcadas-FMM-) podria verse com-
prometido. Sin embargo, nuestra experiencia indica que utilizando dosis de BrdU
50mg/kg de peso corporal, el paso de las células a través de las distintas fases del
ciclo celular no se ve alterado.

La fécil identificacién de los nidcleos marcados y el permitir el andlisis
topografico de los mismos en el seno del tejido no son las tinicas virtudes que
adornan a la técnica de la BrdU. Esta técnica, combinada con el anilisis inmu-
nocitoquimico de antigenos citopldsmicos, por ejemplo, permite la identifica-
cién del inmunofenotipo de las células con actividad proliferativa (Schutte y
col., 1987a; Carbajo -Pérez y col., 1989; French y col., 1990). Sin lugar a
dudas, utilizando técnicas de doble marcaje (BrdU/marcadores citopldsmicos o
de membrana) la informacién acerca de la actividad proliferativa de una mues-
tra se enriquece considerablemente, dado que podemos no sélo establecer un
indice de proliferacién global sino el que corresponde a las distintas subpobla-
ciones que coexisten en un tejido.
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El marcaje con BrdU de células en cultivo monocapa no presenta problemas
particulares desde un punto de vista técnico, permitiendo tanto la identificacién de
ntcleos marcados con BrdU, como las técnicas de doble inmunotincién para evi-
denciar la presencia de BrdU y antigenos citopldsmicos (Watanabe y Carbajo-
Pérez, 1990). Sin embargo, el problema fundamental que plantean los estudios de
proliferacién in vitro es que la actividad proliferativa de muestras en cultivo no
reproduce de forma fiel la realidad de la dindmica celular de un tejido in vivo
(Carbajo y col. 1992a).

Para obviar los problemas de la extrapolacién de la actividad proliferativa de
una muestra en cultivo a la cinética de una muestra del mismo tejido in vivo-
obviando la exposicién del sujeto objeto de estudio a la BrdU- se podria conside-
rar el utilizar el marcaje con BrdU de pequefias muestras de tejido de forma inme-
diata a su extraccién. Este procedimiento, que ha sido utilizado para el estudio de
suspensiones celulares frescas obtenidas por aspiracion de la médula sea (French
y col. 1990) también es eficaz cuando se utiliza en dispersados celulares obteni-
dos mediante digestién enzimadtica de una muestra de tejido ya que la utilizacién
de enzimas proteoliticos para la obtencién de suspensiones celulares no afecta ni a
la captacion de BrdU ni a la posterior identificacién inmunocitoquimica de la
misma (Carbajo y col. 1992).

3.-Aspectos técnicos sobre la técncia de marcaje con BrdU y su deteccién
inmunocitoquimica

La incorporacién de la BrdU a los niicleos en fase S y la deteccién y cuantifi-
cacién de los nicleos marcados son los dos pasos fundamentales para la utiliza-
ci6én de la BrdU como marcador para el estudio del ciclo celular. Una alteracién
en cualquiera de estas dos fases puede modificar y enmascarar el estado real de la
actividad proliferativa de una muestra.

Para los estudios de ciclo celular en los que se utiliza el marcaje con BrdU in
vivo, la seleccién de la dosis de BrdU y del tiempo de exposicién a la misma es
importante, y estard condicionada en gran medida por el tipo de técnica que se
vaya a utilizar para la deteccién de la BrdU. Asi, cuando la muestra va a ser anali-
zada mediante técnicas de CF, con periodos de marcaje de 60 minutos, las dosis
pueden variar entre 10 y 100mg/kg de peso sin que se produzcan modificaciones
cuantitativas del indice de marcaje. Si, por el contrario, el estudio se va a realizar
utilizando secciones de tejido incluido en parafina la dosis es mas critica, debien-
do utilizarse dosis de 50 o 100mg/kg, dado que con dosis inferiores se produce
una infravaloracion del indice de marcaje (Alberca, 1993).

La eleccién de un fijador adecuado es uno de los problemas fundamentales
con los que el pat6logo o el investigador se enfrentan al aplicar técnicas inmuno-
citoquimicas. Desde el punto de vista inmunocitoquimico el fijador ideal es aquel
que preservando de forma 6ptima la estructura histolégica no modifica la capaci-
dad antigénica de la sustancia/s objeto de estudio. Si la fijacién es débil puede
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resultar la destruccidn o alteracién de los determinantes antigénicos que se desean
identificar. Por el contrario, éstos pueden quedar enmascarados por una fijacién
excesiva.

La deteccién inmunocitoquimica de 1a BrdU incorporada al niicleo por célu-
las en fase S ha sido satisfactoria en muestras tratadas con una gran variedad de
soluciones fijadoras (Tabla 1). La elecién del fijador, su concentracién y tiempo
de exposicion, dependerd de la muestra objeto de estudio (bloques de tejido, dis-
persados celulares, células en cultivo) y de la técnica (MO, ME, CF) a emplear
para demostrar la presencia de nidcleos marcados.

Metanol/a. acético
Formol tamponado
PFA 4%-GA 0.1%

Tabal 1
FIJADOR HIDROLISIS
Etanol 95% HC1 0,1N; 15 min. Morstyn y col.1986
Etanol 70% HCI 2,5M; 30 min.; 23°C Ramsdel 1990
Formamida 95% Carbajo y c0l.1992
HCI 2N 60 min. Nemoto y col. 1988
Metanol Formamida 95% French y col. 1990

HC1 1,5M; 20 min
HC1 1,5M; 60 min; 60°C
Trips. 0,1%; HC1 3,5N

De Fazio ycol.1987
McNicol y Duffy 1987
Thiry 1988

Bouin HC1 4M; 30 min (60°C) Pan y col. 1990
Bouin DNasa Carbajo y col.1989
Carnoy Tryps 0,1%; HC1 3,5N Van de Kant 1990

Formamida 95% Carbajo y col. 1993

El proceso de fijacidn, por otra parte, condiciona un paso clave en la detec-
ci6én ICQ de la BrdU incorporada, cual es la hidrélisis del ADN. Los anticuerpos
anti-BrdU desarrollados hasta el presente s6lo son capaces de detectar la BrdU en
DNA monocatenario, por tanto, para que la BrdU incorporada quede expuesta y
pueda ser detectada por el anticuerpo anti-BrdU la doble cadena de ADN deber4
ser reducida mediante hidrélisis a dos cadenas sencillas. La separacién de las dos
cadenas de ADN puede hacerse efectiva al tratar la muestra con calor (la forma-
mida actuarfa disminuyendo la temperatura y el tiempo necesarios para la hidr6li-
sis), con 4cido clorhidrico, o con la combinacién de estos agentes y enzimas pro-
teoliticos (Tabla 1). La BrdU incorporada a la doble cadena de ADN también
puede ser desenmascarada mediante el tratamiento con nucleasas. Utilizando
nucleasas se facilita en gran medida el proceso de deteccién dado que éstas pue-
den incorporarse al tampén de dilucién del anticuerpo anti-BrdU.
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En nuestra experiencia, cualquiera de los procedimientos de hidrdlisis antes
mencionados puede ser utilizado para cualquier tipo de muestras, si bien no es
aconsejable el tratamiento con enzimas proteoliticos de placas de cultivo o de
citodispersados, dado que este procedimiento harfa que las células se separasen de
su soporte de vidrio o pléstico.

El proceso de fijacién, como antes hemos mencionado, influye de forma’
determinante en el proceso de hidrélisis. Asi, por ejemplo, en muestras fijadas
con solucién de Bouin, la deteccién inmunocitoquimica de la BrdU incorporada
es factible cuando en el tampén de dilucién del anticuerpo se incorporan nuclea-
sas (preparado comercial) (Carbajo-Pérez et al. 1989). Sin embargo, este procedi-
miento se revela ineficaz para la identificacién de la BrdU en muestras fijadas con
formalina tamponada. La utilizacién de formol como solucién fijadora lleva con-
sigo la necesidad de emplear métodos mds agresivos para conseguir una hidrélisis
eficaz del ADN que permita la subsiguiente identificacién de la BrdU incorpora-
da. La dificultad de extraer el formaldehido del tejido fijado y las fuertes reaccio-
nes cruzadas de los grupos metileno que se forman en el proceso de fijacion con
el formaldehido (Puchtler y Meloan, 1985) pueden ser consideradas responsables
de este fenémeno.

Como ya se ha sefialado antes y se describe con detalle en la Tabla 1, pueden
existir miltiples combinaciones de procesos de fijacién y tratamientos proteoliti-
cos. En manos del investigador o del técnico de laboratorio est4 el decidir la com-
binacién ideal para el tratamiento de sus muestras.

La identificacién inmunocitoquimica de diferentes antigenos citopldsmicos
(vg.: contenido hormonal) y de nicleos que han incorporado BrdU en la misma
muestra (doble marcaje) ofrece problemas particulares. Al decidir el protocolo a
seguir para la preparacién de la muestra para su estudio histolégico hay que con-
jugar los factores anteriormente descritos, fijacion e hidrélisis, con la resistencia o
labilidad del nuevo antigeno a este proceso. El proceso de hidrédlisis es un proceso
agresivo, que pudiera destruir o alterar los determinantes antigénicos de la sustan-
cia que se pretende analizar. No es por tanto sorprendente que, como se describe
en los trabajos de Schutte y col. (1987a), French y col. (1990) o Carbajo y col.
(1992a), en el proceso de doble tincidn la primera reaccién corresponda al antige-
no problema (serotonina, cadenas ligeras de inmunoglobulinas humanas u hormo-
nas hipofisarias, respectivamente) y, una vez revelada esta primera reaccidn, se
proceda a la hidrélisis del ADN y a la identificacién inmunocitoquimica de la
BrdU.

Es obvio que el cromégeno uatilizado al final de cada una de las reacciones ha
de ser diferente. En los tres trabajos anteriormente citados, la primera reaccién fue
revelada con diaminobenzidina (DAB), que presta un color marr6n a los niicleos
reactivos. En la segunda fase, utilizando también la técnica de la peroxidasa/anti-
peroxidasa (PAP) el cromégeno utilizado fue DAB intensificada con cobalto
(Schutte y col., 1987a) o con niquel (Carbajo y col., 1992a), cromégenos que
ofrecen un depdsito negro facilmente distinguible del dep6sito marrén de la DAB.
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En el trabajo de French y col. (1990) se utiliz6 la técnica de la fosfatasa
alcalina/anti-fosfatasa alcalina (FAAFA) en la segunda reaccidn, reaccién para
revelar la BrdU, utilizando como cromdégeno fast red. Puede decirse que cuando
la reaccién sigue este orden, es aconsejable utilizar para la primera reaccion Ia
técnica de la PAP siendo la DAB el cromégeno més apropiado. Otros cromégenos
como la DAB intensificada con niquel, el 4-cloro-naftol, o la mayoria de los sus-
tratos para las reacciones de la FAAFA (fast red, azul de tetrazolio), pueden desa-
parecer durante el proceso de hidrélisis.

Tras el proceso de hidrdlisis, y para revelar la BrdU incorporada al material
nuclear, se pueden utilizar con buenos resultados tanto la técnica de la PAP como
la de la FAAFA. La FAAFA ofrece por lo general ventajas dado que las interfe-
rencias con la primera reaccién son minimas. De entre los distintos cromégenos
que se pueden utilizar con esta segunda reaccién, los rojos dan menor contraste
con el marrén de la DAB de la primera reaccién, pero tienen la ventaja de que son
facilmente distinguibles del azul de la hematoxilina, que es la tincién nuclear mas
habitual como tincién de contraste. La tincién de contraste con hematoxilina es
importante dado que es necesario conocer el ndmero total de células de una mues-
tra para calcular tanto la proporcién de células que expresan el antigeno proble-
ma, como para el cdlculo del indice de marcaje con BrdU (IM-BrdU=ntimero de
células marcadas con BrdU una hora después de la administracién de ésta, expre-
sando este valor como porcentaje en relacion con el nimero total de células de la
muestra).

Otra alternativa es el uso de colorantes azules como paso final de la reaccién
de la FAAFA. Estos se distinguen con gran facilidad del color marrén de la DAB,
por tanto, resultan muy apropiados para estudios mediante técnicas de andlisis de
imagen porque los colores azul y rojo se segmentan muy bien. Sin embargo, la
coloracién azul de la segunda reaccién obliga a utilizar una tincién nuclear verde,
que no es habitual en muchos laboratorios.

En lo que se refiere a la utilizaciéon de la técnica de la PAP en la segunda
reaccidn inmunocitoquimica, la DAB intensificada con cobalto o con niquel ofre-
cen un color negro que se distingue muy bien de la coloracién marrén de la pri-
mera reacciéon. Cuando se utilizan estos cromégenos ha de procurarse, primero,
que la coloracién de la primera reaccién sea de un color marrén suave y, segundo,
que la reaccidén del segundo cromdgeno sea rapida, todo ello al objeto de prevenir
que el marrdn original se obscurezca, dificultando la identificacién de los niicleos
marcados con BrdU en células doblemente tefiidas. Utilizando benzidina como
cromdgeno en estas reacciones se obtiene un color azul brillante que ofrece gran
contraste con el marrén de la primera reaccién, pero tiene el inconveniente de
producir un granulado grosero con abundantes espiculaciones que, cuando se
estudian células de contornos irregulares y escaso citoplasma, por ejemplo células
hipofisarias productoras de prolactina, dificultan la identificaciéon de células
doblemente marcadas. Otra posibilidad es la utilizacién del 4-cloro-naftol, cromé-
geno azul, en reaciones con el método de la PAP. Este cromdgeno tiene el incon-
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veniente de desvanecerse en un tiempo relativamente breve, lo que impide que las
preparaciones puedan ser archivadas y, ante la posibilidad de que la intensidad de
coloracidén decrezca, obliga al estudio de las preparaciones en un breve plazo.

Es necesario hacer también mencién al uso de nucleasas para la tincién
inmunocitoquimica de la BrdU. Una de las grandes ventajas de este método es
que preserva de forma Optima la estructura del tejido. El inconveniente fundamen-
tal es que sélo puede ser utilizada con ciertos fijadores. Nosotros hemos compro-
bado su efectividad tras la fijacién con Bouin, etanol, metanol y fijador de Car-
noy. Sin embargo, en muestras fijadas con formol tamponado o Bouin-Hollander,
es necesario tratar las muestras con proteasas antes de la incubacién con el anti-
cuerpo anti-BrdU con la DNasa.

4.-Antigenos de proliferacion celular

Las técnicas inmunohistoquimicas e inmunocitoquimicas, pueden utilizarse,
no ya para revelar marcadores incorporados por las células en fase S, tal y como
se ha visto hasta ahora en este capitulo, sino también para revelar la presencia de
distintos antfgenos cuya expresion se relaciona con la proliferacién celular.

Se han elaborado, y se siguen elaborando, numerosos anticuerpos frente a los
antigenos de proliferacién celular. Algunos de estos anticuerpos, como los que a
continuacién se mencionan estin actualmente en desuso.

— Anticuerpo anti-PAA reconoce un lipido neutro asociado a la proliferacion
celular (Dubey y col., 1987).

— Anticuerpo anti-K-112 que reconoce un antigeno nuclear de 43 kD. (Quak
y col. 1990).

— Anticuerpo monoclonal frente al antfgeno regulador del ciclo celular deno-
minado C5F10 (Lloyd y col. 1985).

— Anticuerpo monoclonal frente al antigeno regulador del ciclo celular cono-
cido como antiribonucleétido reductasa (Engstrom y col. 1982).

— Anticuerpo monoclonal dirigido contra el antigeno regulador del ciclo celu-
lar: DNA metiltransferasa. (Papadopoulos T y col. 1989).

Algunos autores han propuesto que la demostracién inmunohistoquimica del
receptor de la transferrina (CD71) podria ser usado como indice de proliferacién
celular. Sin embargo, este receptor es expresado ampliamente, no sélo sobre teji-
dos proliferantes, sino también sobre aquellos no proliferantes, pero metabdlica-
mente activos, indicando asi un pobre indice de proliferacién celular. (Gatter y
col. 1983).

En la actualidad, son numerosos los anticuerpos que se utilizan, o se preten-
den utilizar, para el estudio de la cinética celular. Entre los anticuerpos empleados
més frecuentemente para determinar la cinética celular existe un anticuerpo
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monoclonal que reconoce una de las hasta ahora 4 polimerasas conocidas: la
DNA polimerasa . Esta enzima estd implicada en la inicializacién de la replica-
ci6én del DNA durante el proceso de la proliferacién celular. Su deteccién inmu-
nohistoquimica se puede evidenciar en tejidos fijados en formaldehido y embebi-
dos en parafina (Bensch y col., 1982; Tanaka y col., 1982; Seki y col., 1993).

Recientemente se sintetizé un nuevo anticuerpo monoclonal que reconoce,
incluso en tejidos embebidos en parafina, una proteina no histona de alto peso
molecular (160 Kd), denominada Ki-S1 y de vida media larga. Este antigeno
puede detectarse en células aiin cuando éstas hayan abandonado el ciclo celular
varios dias antes (Mc Cormick y col. 1993).

Merecen una especial atencién dos anticuerpos monoclonales ampliamente
difundidos en la literatura cientifica: el anticuerpo monoclonal frente antigeno de
proliferacién celular conocido también como ciclina, PCNA, o, PCNA/ciclina, y
el anticuerpo frente a la protefna Ki-67, tanto el empleado sélo sobre tejidos con-
gelados, como su equivalente que reconoce un epitope antigénico similar al ante-
rior en material fijado con formaldehido y embebido en parafina (anticuerpo
monoclonal MIB1).

El antigeno de proliferacién celular (PCNA) es una protefna acidica nuclear
no histona de 36 kd y de 261 aminodcidos con alto contenido en 4cido glutdmico
y aspartato (Almendral y col. 1987), que funciona como proteina adyuvante de la
sintesis de DNA (Bravo y col. 1987). Fue descubierta en 1978 mediante el estudio
de autoanticuerpos en pacientes con lupus eritematoso (Miyachi y col. 1978).

El gen que codifica PCNA ha sido clonado en diversas especies, existiendo
s6lo 4 aminodcidos diferentes entre el PCNA humano y el de rata. La conserva-
cién y evolucién del PCNA en el reino animal y vegetal, sugieren que este antige-
no desempefia un papel fundamental en la replicacién de DNA en eucariotas,
siendo su presencia necesaria aunque no suficiente para el proceso de prolifera-
cién celular (MacCormick y col. 1992). El PCNA también estd implicado en la
escisién-reparacién de nucleétidos al comprobarse la asociacién de éste con cro-
matina en todas las fases del ciclo celular tras irradiacién con luz ultravioleta en
experimentos “in vitro” (Toschi y col. 1988).

Estd actualmente demostrado que el PCNA es una proteina auxiliar de la DNA
polimerasa delta, y es imprescindible para 1a iniciacién de la proliferacién celular.
La sintesis de PCNA es muy baja al principio de la fase G1, aumenta durante el
periodo tardio de la fase G1 y alcanza su maximo en el perfodo inicial de la fase S,
descendiendo a niveles basales durante el periodo de transicién que comprende
desde el final de la fase S a la fase G2, alcanzando los niveles mds bajos, virtual-
mente indetectables por métodos inmunocitoquimicos, durante la fase M (Takasaki
y col., 1981; Tsuji y col., 1992). Sin embargo, su expresioén puede solaparse con la
fase temprana G2 e incluso extenderse hasta la fase M (Kurki y col., 1987). Preci-
samente, algunos autores encuentran inmunorreactividad citoplasmaitica para el
PC10 en las células de Reed-Sternberg, como ocurre en nuestros casos de archivo
(datos no publicados) o durante la fase de mitosis celular (Montironi y col., 1993).
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Estudios con inmunofluorescencia, han mostrado la existencia de dos patro-
nes de expresion del PCNA durante la fase S del ciclo celular. Por una parte hay
una reaccién nucleopldsmica que es ficilmente extraible por la accién detergente
de solventes orgdnicos como el metarcan. Por otra, existe una inmunorreactividad
asociada a estructuras especificas nucleares (Bravo y col. 1987b). Esta tltima es
resistente a la accion detergente, y estd imbricada con los sitios de replicacién de
DNA. Cuando se utilizan anticuerpos frente al PCNA aparece como una inmuno-
rreactividad nuclear de tipo granular (Hall y col., 1990), estando localizada en
complejos replicativos equivalentes a los que ocupa la bromodeoxiuridina
(BrDU).

Parece que sélo pequefias variaciones en el nivel total de PCNA en el ciclo
celular (quiza dos o tres veces mds que en situaciones basales), provocan una dra-
madtica alteracién de la porcién proteica asociada a los lugares replicativos, parti-
cularmente durante la fase S (Hall y col., 1990).

Se han elaborado distintos anticuerpos monoclonales frente a la ciclina, dis-
ponibles comercialmente: 19A2, 19F4, TOB7 y PC10 (Ogata y col., 1987; Wase-
em y col., 1990; Kanitakis y col., 1993). Concretamente uno de los mds emplea-
dos: el anticuerpo PC10, fue generado por ratones inmunizados con PCNA
recombinante humano y expresado en E. Coli (Waseem y col. 1987). Los epitopes
que reconocen estos anticuerpos son aparentemente distintos, y muestran diferen-
cia en su inmunoexpresién, dependiendo de la fijacién y el procesamiento de los
tejidos. Asf, una prolongada fijacién, puede reducir drasticamente la inmunorreac-
tividad a 1a PCNA (Hall y col., 1990). Probablemente también hay diferencias en
cuanto a la composicién bioquimica de estos anticuerpos “sintéticos” y los auto-
anticuerpos humanos (Huff y col. 1990).

El patrén de tincién nuclear puede ser de dos tipos: uno granular, ya mencio-
nado, que reconoce la fase S, y otro difuso, no especifico de la fase S (Van Diern-
donck y col., 1991; Bravo y col., 1987b). También puede haber patrones mixtos.
Montironi y col. (1993), demostraron que los niicleos tefiidos con patrén difuso,
homogéneo, aparecian mas oscuros y mds a menudo en lesiones prostiticas agre-
sivas, que los de patrén granular o mixto. Si bien el significado del patrén de tin-
cién difuso no estd claro, debemos de considerar que puede haber una retencién
celular de PCNA durante la fase G2 y durante un periodo, en general limitado, de
la fase GO, debido a la larga vida media de la ciclina: unas 20 horas (Celis y col.,
1985). Este hecho, explicaria la presencia de discreta inmunorreactividad en las
células proliferantes epiteliales que revisten las criptas gastrointestinales y las
porciones mds apicales de las vellosidades intestinales, al igual que la inmunotin-
cién nuclear que aparece en muchos otros tejidos no tumorales cuyas células estén
en la fase S, o hayan abandonado ésta recientemente, por ejemplo, en las células
basales de piel y anejos pilosos.

Ademads del tejido en proliferacién, niveles altos de PCNA, aparecen como
expresamos anteriormente en respuesta a dafio del DNA y por estimulacién a fac-
tores de crecimiento (Jaskuiski y col., 1987).
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En células que durante largo tiempo han estado en reposo (desde el punto de
vista de la proliferacién), el PCNA estd presente en aquellas con potencial de
divisién. Para algunos autores, la ausencia de niveles estables de RNAm de
PCNA en las células en reposo, se asociarfa a la presencia de intron 4 en el gen
que codifica la ciclina (Hall y col., 1990); su anulacién produce una acumulacién
de niveles altos de RNAm de PCNA con la consiguiente sintesis de su proteina
(Ottavio y col., 1990). Ademds, esta acumulacién de RNAm de PCNA, es igual-
mente favorecida por factores de crecimiento (como los factores de crecimiento
tumoral). Pero este acontecimiento importante no necesariamente va ligado a la
sintesis de DNA (Hall y col. 1990); de hecho, la ciclina se acumula incluso en
presencia de hidroxiurea, una sustancia que inhibe la sintesis de DNA (Bravo y
col. 1985). Todo ello explicarfa que las células en fase no proliferativa que asien-
tan en tejidos normales adyacentes a tumores, resulten inmunoreactivas para anti-
cuerpos frente al PCNA (Hall y col., 1990).

Posiblemente este efecto acumulativo de PCNA, provocado presumiblemente
por factores de crecimiento, darfa respuesta a lo observado en algunos tumores, en
donde el miimero de células marcadas para el PCNA, no se correlaciona con otros
indices de proliferaccién celular (Yu y col., 1991).

Atn admitiendo la discrepancia existente a la hora de valorar distintos mar-
cadores de proliferacién celular, basada en las diferentes partes de un tejido,
tumoral o no, Garcia y col. (1989) valoraron marcadores de proliferacion distintos
a la ciclina, como los organizadores nucleolares argiréfilos (AgNORs) o el anti-
cuerpo frente a la proteina Ki-67, observando que la mayoria de aquellos presen-
taban resultados equiparables a los hallados con los anticuerpos frente al PCNA.
Si bien parece haber menos problemas a la hora de interpretar las imigenes que
ofrece el inmunomarcaje para el PCNA que para los AgNORs (Korkolopoulou y
col., 1993; Kanitakis y col., 1993; Tateyama y col., 1993), y cierta ventaja en la
evaluacién del inmunomarcaje con Ki-67 (incluso si se realiza sobre material
embebido en parafina).

No existe uniformidad en el método de evaluacién de los PCNA utilizado en
distintos trabajos, variando considerablemente el recuento de nicleos marcados
(bien el nimero total de células valoradas o el drea de tejido objeto de estudio)
(Pelosi y col., 1992; Theunissen y col., 1992). La intensidad de la inmunorreac-
cién es otro punto de debate. La mayoria de los autores consideran positividad
dnicamente cuando se detecta inmunorreactividad sin atender a la intensidad de
tincién (Filipe y col., 1993). Sin embargo hay comunicaciones cientificas que
valoran el grado de intensidad en los micleos “positivos”; atribuyéndoles una cruz
(+) a aquellos discretamente amarillos-marrondceos, dos cruces (++) a los de
coloracién marrén, y tres cruces (+++) a los que presentan color marrén oscuro
(claro estd, cuando se utiliza DAB como cromdgeno) (Roa y col., 1993).

Mercer y col. (1991), exponen que existe evidencia de una interrelacin entre
la ciclina y distintos oncogenes celulares. Concretamente, un oncogén recesivo: el
p53, ejerce una inhibicién de la progresién del ciclo celular a la fase S dependien-
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te de una menor sintesis de ciclina, cuando se introduce su oncoproteina en ensa-
yos con una linea celular derivada de glioblastoma multiforme humano.

El anticuerpo monoclonal contra el antigeno Ki-67, reconoce una proteina de
Mr345 y de 395kD, estando codificada por un solo gen ubicado en el cromosoma
10, cuya expresion estd intimamente asociada al ciclo celular (Gerdes y col., 1983;
Gerdes y col., 1984; Gerdes y col., 1991). En un principio se elaboré un anticuerpo
monoclonal frente a un epitope del antigeno Ki-67 que era destruido cuando los
tejidos eran fijados y embebidos en parafina (McGurrin y col., 1987). Reciente-
mente, se ha sintetizado un nuevo anticuerpo monoclonal frente al antigeno Ki-67
que es efectivo en material fijado en formol y embebido en cera, el anticuerpo
MIB1 (MacCormick y col., 1993b). Este anticuerpo reconoce presumiblemente
epitopes distintos a su homélogo detectable s6lo en tejidos congelados. La técnica
inmunohistoquimica con el MIB1 necesita de la ayuda del microondas acompafiado
de una solucién con buffer citrato. El mecanismo de colaboracién del microondas
no se conoce del todo, si bien parece que permite la exposicién de epitopes ocultos.

Aunque no se conoce la totalidad de la estructura del antigeno Ki-67, éste se
detecta a bajos niveles en la fase G1, aumenta a medida que el ciclo celular pro-
gresa, alcanzando su méaxima expresién en la fase postsintesis (G2), y desciende
rapidamente después de la mitosis (Gerdes y col., 1984; Bruno y col., 1992). Sin
embargo el Ki-67 no estd presente durante la fase GO del ciclo celular o en el perio-
do inicial de la fase G1 (Hitchcock, 1991). El sistema de valoracién cuando existe
inmunorreactividad para el Ki-67, varfa, al igual que para el PCNA dependiendo
de la literatura consultada, si bien suele haber acuerdo en considerar su presencia,
cuando existe inmunomarcaje nuclear, independientemente de su intensidad.
Wintzer y col. (1991), recomiendan un recuento de células inmunorreactivas para
el Ki-67 en al menos 10 campos de gran aumento y el resultado puede ser expre-
sado en nimero de células marcadas con relacién al nimero de campos estudia-
dos, al nimero de células totales, o por milimetro cuadrado. Sin embargo, si se
utilizan técnicas de andlisis de imagen para la valoracién de la tincién con este
marcador, se observa generalmente que el drea total de tincién nuclear no se
corresponde con el porcentaje de nticleos positivos (Shwartz y col., 1989).

Cuando se intenta correlacionar la inmunotincién con anticuerpo Ki67 con el
indice mitético se observa que existe una buena correlacién cuando la tasa de
mitosis en un tejido (tumoral o no) es baja (menos de 5 mitosis por 10 campos de
gran aumento). Sin embargo, existen trabajos en los que no se encuentra una
correspondencia adecuada entre el porcentaje de células que expresan Ki-67 y el
recuento de mitosis cuando estas dltimas son numerosas (Sahin y col. 1991). Por
otra parte, parece haber buena correlacion entre la expresién del Ki-67 y los resul-
tados con citometria de flujo en estudios con un disefio cuidadoso (Isola y col.
1990) y dicha correlacién es mas importante en tumores con mayor porcentaje de
células en fase S (Sahin y col. 1991).

El antigeno Ki-67 no se expresa cuando hay reparacién del DNA, y sin
embargo, como ya habfamos comentado, si lo hacen el PCNA o la protefna Ki-S1.
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Asi, el Ki-67 estaria de nuevo en ventaja cuando se valora 1a proliferacion celular.
En cambio algunos autores no detectan diferencias significativas entre el inmuno-
marcaje para el PCNA en tejidos embebidos en parafina, y la valoracién de proli-
feracién celular empleando el Ki-67 en tejido congelado (Dervan y col., 1992).
Ademads, el antigeno Ki-67, presenta numerosos restos de prolina, dcido ghutdmi-
co, serina y treonina, con lo que facilita su rdpido catabolismo, justificando as{ su
corta vida media (Schiuter y col., submitted for publication). Por el contrario, la
larga vida media de la ciclina o de la Ki-S1, es un inconveniente ya manifestado
que se le achaca a estos marcadores cuando se aprecia marcaje celular inesperado
(el PCNA o el Ki-S1 pueden expresarse en células que han dejado el ciclo celular)
(McCormick y col., 1993). Ademds, por medio de estudios “in vitro”, se ha
demostrado que atin habiendo variaciones en la expresién de la PCNA a través
del ciclo celular y en su estadio fisico (por ejemplo, asociacién con la cromatina),
los niveles de PCNA raramente estdn bajo el nivel de deteccién (Bravo, 1987b;
Morris y col., 1989; Bravo y col., 1985).

El empleo del anticuerpo para el Ki-67, proporciona, en aigunos trabajos, una
medida mds fiable de la fraccién proliferativa tumoral que la incorporacién de
timidina tritiada en tumores sélidos, pues independientemente de la mayor senci-
llez metodoldgica que supone el manejo de la técnica inmunohistoquimica (Desh-
mukh P y col., 1990), la timidina tritiada o 1a bromodeoxiuridina, son Unicamente
marcadores de la fase S (Burger y col., 1986; McCormick y col., 1993; Kerr y
col., 1983).

Aunque el grueso de este capitulo se ha dedicado al anlisis del ciclo celular
mediante técnicas inmunocitoquimicas, no debe olvidarse que existen otras técni-
cas para la valoracién de la proliferacion celular. El recuento de mitosis, aunque
evalia solamente una pequefia porcién de las células en ciclo, resulta barato y es
de uso comtn entre los patélogos (Trivifio, 1993; Trivifio y col., 1993). De este
método se ha dicho recientemente que proporciona un valor de la fraccién de cre-
cimiento tumoral equivalente al indice de incorporacién de bromodeoxiuridina
(Weinder y col., 1993).

Las ventajas del andlisis del DNA celular (ploidia y proliferacion) usando
citometrfa de flujo, descansa en la capacidad para analizar gran ndmero de células
o niicleos en un corto perfodo de tiempo, ventaja a la que se aflade la posibilidad
de complementar el analisis con otros pardmetros para acotar las poblaciones
celulares objeto de estudio (Zarbo y col., 1989). Sin embargo la citometria de
flujo requiere un equipamiento caro y elimina el criterio morfoldgico del analisis
(Sahin y col., 1991).

Nuestra intencién al escribir este capitulo ha sido el procurar una idea global
de la utilizacién del marcaje con BrdU y de la deteccién inmunocitoquimica de
distintos antigenos de proliferacién celular para el cédlculo de la actividad prolife-
rativa de una muestra de tejido. Tanto los conceptos generales, como las pincela-
das técnicas en relacién con la utilizacién de la BrdU pueden ser ampliadas en el
capitulo de bibliografia, que si no muy amplio, recoge una seleccién de citas que
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sin lugar a dudas podrén ser de utilidad para todos aquellos que deseen familiari-
zarse con estas técnicas. No debe olvidarse que es necesario conocer las ventajas,
desventajas y peculiaridades de los distintos métodos para el estudio de la prolife-
racion celular, para, en base a unas premisas tedricas bien fundadas, decidir con
acierto cual debe ser la herramienta a utilizar en el momento de plantear un traba-
jo experimental o de investigacion clinica.
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