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RESUMEN

El Caiman crocodilus crocodilus, conocido
como baba y perteneciente al orden Crocodilia, fue
utilizado en la presente investigacién, como modelo
experimental para estudios inmunohistoquimicos
del tejido nervioso de la regién mesencefélica. El
procesamiento fue realizado en secciones de tejido
nervioso, usando cuatro tipos de anticuerpos, a
saber: dos anticuerpos monoclonales antthumanos
producidos en ratones (AMAR), que corresponden
a la enolasa neuronal especifica (ENE) y la
proteina del neurofilamento (PN) y dos anticuerpos
policlonales antthumanos, producidos en conejos
(APAC), que son el producto del gen proteico
9,5 (PGP 9,5) y la proteina acida fibrilar glial
(PAFQ). Todos los anticuerpos fueron empleados
contra el tejido nervioso de reptil, utilizando el
método de En Vision TM Dual Link System-
HRP de Dako. La astroglia de la baba mostré
inmunorreaccién intensa a la PAFG; mientras que
la PN y la ENE mostraron marcajes moderados,
y, finalmente, para el PGP 9.5, el marcaje fue
minimo. El presente estudio demostré que en el
tejido nervioso de los reptiles existen estructuras
celulares con caracteristicas inmunohistoquimicas
similares a las del tejido nervioso de mamiferos.

(Palabras clave: inmunohistoquimica, tejido
nervioso, Caiman Crocodilus Crocodilus)

ABSTRACT

Caiman crocodilus crocodilus known as
spectacle caiman and belonging to the order
Crocodilia, was used in the present investigation
as an experimental model for immunohistochemical
studies of the nervous tissue of the mesencephalic
region. Processing was performed on nerve tissue
sections, using four types of antibodies, namely:
two anti-human monoclonal antibodies produced
in mice (AMAM), corresponding to neuron-
specific enolase (NSE) and neurofilament protein
(NP) and two anti-human polyclonal antibodies,
produced in rabbits (APAR), which are protein
gene product 9.5 (PGP 9.5) and glial fibrillary
acidic protein (GFAP). All antibodies were used
against reptile nervous tissue, using the Dako En
Vision TM Dual Link System-HRP method.
The spectacle caiman astroglia showed intense
immunoreactivity to GFAP; while NP and
NSE showed moderate labeling, and, finally, for
PGP 9.5, the labeling was minimal. The present
study demonstrated that cellular structures with
immunohistochemical characteristics similar to
those of mammalian nervous tissue exist in reptile
nervous tissue.

(Key words: immunohistochemestry, nervous
tissue, Caiman Crocodilus Crocodilus)
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INTRODUCCION

Las técnicas de Inmunohistoquimica (IHQ)
permiten la identificacién de antigenos o marcadores
celulares sobre muestras tisulares o citolégicas. La
utilizacié6n de anticuerpos monoclonales o policlonales
permite la localizacién microanatémica de la
expresién de los antigenos.

Segiin Honkoop [1] el uso de las técnicas IHQ ha
ido progresivamente en aumento y se ha consolidado
como una técnica esencial de rutina en el diagnéstico
patolégico en Patologia Oncolégica. La validez de
la IHQ en el diagnéstico histopatolégico depende
de la calidad de las inmunotinciones. Ademas de la
calidad de los anticuerpos y sistemas de deteccién,
otros factores tienen un impacto importante en la
inmunotincién: la fijacién y procesamiento de los
tejyidos, el desenmascaramiento de los epitopos, y la
sensibilidad del sistema de deteccién. [2]

Esta técnica permite evaluar el citoesqueleto, los
productos de secrecién, la localizacién de receptores
de membrana plasmatica y de membrana nuclear,
ademas de caracterizar los procesos que tienen lugar
en las células [3]

En los laboratorios de inmunohistoquimica se
procesan diferentes tipos de muestras, las cuales
pueden proceder de archivos de bloques de parafina,
laminas citolégicas y cortes de tejido fresco congelado
[4]. En el caso de las muestras procedentes de
bloques de parafina, estas son sometidas a la técnica
de recuperacién antigénica, ya que las proteinas
estructurales de los tejidos al ser fijados en formalina
e incluidos en parafina, se alteran en grado variable
produciendo reacciones cruzadas con algunos
antigenos tisulares, epitopos.

En la técnica de recuperacién antigénica se utiliza
el método de pretratamiento con calentamiento de los
cortes histolégicos en el que se desenmascaran las
proteinas antigénicas, se provoca la ruptura de las
uniones cruzadas y, se restaura la conformacién del
antigeno, epitopo, para poder ser reconocido por el
anticuerpo especifico [3].

En los dltimos afios, en Venezuela, se han realizado
investigaciones para profundizar en el conocimiento
de las caracteristicas anatémicas y fisiolégicas de
la baba, por consiguiente, algunos autores han
hecho estudios morfolégicos e histoquimicos en
diferentes 6rganos y sistemas de esta subespecie
[5-13], demostrando su uso potencial como modelo

experimental para futuros estudios comparativos.

Por todo lo antes expuesto, esta investigacién
se centré en la realizacién de un estudio
inmunohistoquimico del tejido del mesencéfalo de
la baba, para evaluar la aplicabilidad de esta técnica
y verificar si los anticuerpos comerciales elaborados
en ratones y conejos, utilizados rutinariamente
para reconocer antigenos en células de humanos,
son capaces de reconocer antigenos en las células
nerviosas de la baba.

MATERIALES Y METODOS

Las muestras de este ensayo consistieron en
el empleo de dos (02) bloques de parafina de la
regién mecesefalica de babas adultas, procedentes
del archivo de bloques del Laboratorio de la Cétedra
de Histologia de la Facultad de Ciencias Veterinarias
de la Universidad Central de Venezuela.

De los bloques de parafina seleccionados se
realizaron cortes de 4w de grosor, en el micrétomo
marca JUNG de hoja mévil, los cuales se tifieron
empleando la coloracién de rutina Hematoxilina
y Eosina, descrita por Prophet et al. [14], con la
finalidad de observar la estructura histolégica de este
segmento de tejido nervioso. Los cortes histolégicos
fueron observados a través del microscopio éptico
y las areas de interés se fotografiaron bajo un
fotomicroscopio Nikon Eclipse E400 con cadmara
Nikon Coolpix 950 de 2,1 mega pixeles. Todo este
procesamiento se llevé a cabo en el Laboratorio de
Histoquimica de la Catedra de Histologia de la
Facultad de Ciencias Veterinarias.

Para la técnica IHQ, se utilizaron cuatro
anticuerpos que se mencionan a continuacién: a. Dos
anticuerpos monoclonales antthumanos producidos
en ratones. Estos anticuerpos corresponden ala

Enolasa Neuronal Especifica (ENE) y la Proteina
del Neurofilamento (PN) de Dako; b. Dos
anticuerpos policlonales antihumanos producidos
en conejos. Estos anticuerpos son: el Product/o del
Gen Proteico 9,5 (PGP 9,5) y la Proteina Acida
Fibrilar Glial (PAFG) de Dako (Cuadro 1). El
estudio IHQ se realizé con el método de Ein Vision
TM Dual Link System-HRP de Dako, que sigue
una serie de pasos convencionales. El tejido control
empleado fue el tejido nervioso humano (cerebelo).

Con relacién a la técnica de inmunohistoquimica,
esta fue realizada en el Instituto Anatomopatolégico
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Cuadro 1. Anticuerpos comerciales utilizados en el estudio
inmunohistoquimico

Anticuerpo Dilucién Control
Proteina acida fibrilar 1:400 Cerebelo
glial (PAFG)

Proteina del 1:100 Cerebelo
neurofilamento (PN)

Producto del gen proteico  1:100 Tejido
9,5 (PGP 9,5) nervioso
Enolasa neuronal 1:300 Pancreas

especifica (ENE)

“José A. O Daly”, Seccién de Inmunohistoquimica y
Microscopia Electrénica de la Facultad de Medicina
de la Universidad Central de Venezuela.

Para iniciar la técnica IHQ, se realizaron cortes
a los bloques de parafina de 2u de grosor en un
micrétomo REICHTER-JUNG de hoja mévil, el
procesamiento de las muestras se llevé a cabo segtin
el siguiente protocolo:

De cada bloque de parafina se efectuaron diez
(10) cortes, para revelar distintos antigenos, sobre
laminas tratadas con Poli L. Lisina al 1% (v/v)
preparada a una dilucién 50/50. Los cortes se
dejaron secar en la estufa a 60°C por 24 h, para
asegurar la adhesién firme de los tejidos a las ldminas.

Haciendo uso de una campana de extraccién,
se desparafinaron los cortes por incubacién en una
bateria de cinco (05) bafios de xilol, durante 2 a 3
min cada bafio y se hidrataron en cuatro bafios de
alcohol 1sopropilico decreciente. Después del dltimo
alcohol, se lavé con agua corriente durante 5 min.

Luego, se procedié a la recuperacién antigénica
térmica, se utiliz6 una solucién recuperadora de
Buffer Citrato (0,1 M) pH 3-6, precalentada en
una vaporera doméstica Oster a 80°C por 20 min.
Cuando la temperatura del recuperador estuvo
cercana a los 60°C se introdujeron las ldminas en los
correspondientes envases hasta alcanzar los 100°C
por 30 min, se dejaron reposar hasta que alcanzé la
temperatura ambiente y se dejaron incubar por 24 h.

Las cortes se sometieron a lavado con agua
corriente y con Iris Buffer Salino en Tween 20
(TBST) de 2 a 3 veces por cinco min. Se realizé
el Bloqueo de la peroxidasa endégena: se incubaron
las secciones con 150 wl. de peréxido de hidrégeno
al 3% en solucién acuosa de metanol y agua, en una
camara himeda durante 20 a 30 min y luego se lavé

30

con agua corriente para lavar el exceso de peréxido
de hidrégeno y metanol.

Posteriormente, se lavé con TBST de 2 a 3 veces
por 5 min. A continuacién, se incubé con 180-200
L. de la dilucién apropiada del anticuerpo primario
durante | h en cdmara himeda. Se hizo lavado con
TBST de 2 a 3 veces por 5 min.

Se incubé con 150-200 wL. del anticuerpo
secundario acoplado a polimero de peroxidasa
(Envision TM + Dual Link System- HRP, Dako)
por 30 min en cdmara himeda. Se lavé con TBST
de 2 a 3 veces por 5 min.

Transcurrido el tiempo, se aplicé el sustrato
cromogénico peréxido de hidrégeno-diaminobencidina
(DAB) Thermo Scientific por 10 min en camara
hiimeda. Se lavé en cubetas con agua corriente por
5 min. Se contrastaron los niicleos con Hematoxilina
de Meyer. Se lavé con agua corriente por 5 min.

Los cortes se deshidrataron en una bateria con
alcoholes crecientes; posteriormente, se aclaré en xilol
y se realizé el montaje permanente de los cortes con
balsamo Entellan de Sigma-Aldrich para su posterior
observacién en el microscopio 6ptico, analisis e
interpretacién de los resultados.

La positividad para los diferentes anticuerpos se
evalué segiin una escala de valoracién cualitativa en
funcién de la intensidad del marcaje de los tejidos.
Se consideré como una reaccién positiva, si el tejido
adquirfa un tono amarillo-marrén cuyo marcaje era
igual al control. Dicha escala se estableci6 de la
sigulente manera: una reaccién intensa (+++),
reacci6n moderada (+ +), reaccién débil (+),
tonalidad marrén estaba ausente, reaccién negativa
(-), respectivamente.

REsSuULTADOS Y DIScuUSION

En esta investigacién se evidencié una
inmunorreactividad intensa para la PAFG (Figura
1), la cual marca filamentos gliales de astrocitos; estos
filamentos se componen de proteina 4cida fibrilar glial
y confieren rigidez a la célula [15].

Los resultados de este estudio coinciden con
investigaciones realizadas por Kalman y Pritz
[16] en Caiman crocodilus, quienes emplearon
una metodologia convencional con un complejo
Avidina-Biotina y anticuerpo monoclonal PAFG
contra porcino, resultando que la astroglia de
Caiman exhibi6 una fuerte inmunorreactividad a los
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Figura 1. Inmunorreaccién intensa para la PAFG en tejido
nervioso de la baba.

anticuerpos producidos contra PAFG de mamiferos.

En concordancia ademas con un estudio en el
que se investigaron los elementos iInmunopositivos
PAFG en el tejido nervioso de cinco especies de
lagartos y tres especies de serpientes, en el que
utilizaron un anticuerpo monoclonal anti PAFG
de ratén, se obtuvieron desde intensas a débiles
inmunorreacciones positivas para PAFG en el
mesencéfalo de esta variedad de especies a estudiar
[17].

Con respecto a los resultados de las
inmunorreacciones para la PN y la ENE mostraron
marcaje moderado. Estos anticuerpos fueron capaces
de localizar neurofilamentos de las neuronas,
especialmente del axén y el citoplasma de las células
neuronales. respectivamente. En el caso del anticuerpo
PGP 9,5, el cual marca células secretoras, el marcaje
resulté minimo (Cuadro 2), lo que coincide con la
inmunorreaccién de 22 muestras de células no 3 de
tumores endocrinos pancreaticos cuyas reacciones
también fueron negativas o débilmente positivas
[18], permitiéndole a estos investigadores concluir
que la inmunorreaccién negativa al PGP 9,5 pueden
ser usadas como marcador de malignidad potencial
de mal pronéstico para las células no 3 de tumores
endocrinos pancreaticos .

CONCLUSION

Los resultados preliminares obtenidos en esta
investigacién demostraron que utilizando el protocolo
inmunohistoquimico de los anticuerpos comerciales
dirigidos contra antigenos de mamiferos, pueden
emplearse sobre los tejidos de reptiles, ya que al

Cuadro 2. Resultados de la inmunorreaccién realizada en el
tejido nervioso de baba (Caiman crocodilus crocodilus).

Anticuerpos Ponderacién  Estructuras

inmunolocalizadas

Proteina acida (+++) Filamentos

fibrilar glial irft medios de células

(PAFG) ghales

Proteina del (++) Neuronas

neurofilamento especialmente axén

(PN)

Enolasa neuronal (++) Neuronas

especifica (ENE) ol
especialmente
citoplasma

Producto del gen +)

proteico 9,5 (PGP ( Células secretoras

9,5)

mostrar inmunorreaccién positiva particularmente
con el anticuerpo PAFG indica que existen epitopes
antigénicos con cierto grado de conservacién del tejido
nervioso en la baba, que pueden ser reconocidos por
los anticuerpos especificos.

Respecto a estos resultados, se podrian realizar
en el futuro interesantes investigaciones utilizando al
tejido nervioso de la baba como modelo experimental,
con el fin de continuar con el estudio de las estructuras
productos de secrecién y caracterizar muchos procesos
que tienen lugar en las células de estos tejidos.

AGRADECIMIENTOS

Se agradece a los Doctores Marcello Rossi y
Ghislaine Céspedes del Instituto Anatomopatolégico
“José A. O Daly”, Seccién de Inmunohistoquimica y
Microscopia Electrénica de la Facultad de Medicina de
la Universidad Central de Venezuela. Especialmente
al Dr. Jestis Rojas Urbina por la revisién de este
manuscrito y a El Consejo de Desarrollo Cientifico

y Humanistico de la UCV (CDCH, UCV), por el
apoyo econémico (PG-11-8159-2011-1).

REFERENCIAS
1. Honkoop A, Van Diest B, De Song J. Prognostic role

of clinical, pathological and biological characteristic in
patients with locally advanced breast cancer. Br ] Cancer.

1998; 77(4): 621.

31



Inmunohistoquimica de la Baba (Caiman crocodilus crocodilus)/ Alvarado-Rico

2. Riera J.R. Técnicas de inmunohistoquimica.
Estandarizacién y control de calidad en
inmunohistoquimica (1 parte). Problemas de fijacién
y procesamiento de los tejidos: la recuperacién antigénica
como solucién. Rev. Esp. Patol. 1999; 32(4):573-581.

3. Garcia, J. Técnicas de inmunomarcaje a nivel
ultraestructural. Trabajo de fin de grado. Departamento
de Morfologia y Biologia Celular, Universidad de
Oviedo Facultad de Biologfa. 2015. 30 p

4. Chong A, Arteaga E, Iglesias N, Chavez B. Laboratorio
de Inmunohistoquimica. Manual de Practicas Médicas.
H.C.Q. “Hermanos Ameijeiras” IV Edicién. 2012.

5. Britton A. Crocodilian species Caiman crocodilus
(Spectacled Caiman). [Documento en linea] 1999
[Consultado 16 de julio de 2008]. Disponible en: http:
//www.flmn.ufl.edu/natsci/herpetology/brittoncrocs/
csp-ccro.htm

6. Rossini M. Caracteristicas Macroscépicas Histolégicas
e Histoquimicas del Sistema Digestivo de la Baba
[Trabajo de Grado para optar al Titulo de Magister
Scientiarum]. Venezuela: FCV, UCV. Postgrado en
Medicina Veterinaria; 2003. 119 p.

7. Cabrera F. Descripcién Anatémica e Histoquimica del
Aparato Genital Masculino de la Baba [Trabajo de
Grado para optar al Titulo de Magister Scientiarum].
Venezuela: FCV, UCV. Postgrado en Medicina
Veterinaria; 2003. 69 p.

8. Gonzalez M. Descripcién Morfolégica del Aparato
Respiratorio de la Baba. [ Trabajo de Grado para optar
al Titulo de Magister Scientiarum]. Venezuela: FCV,
UCV. Postgrado en Medicina Veterinaria; 2004. 72 p.

9. Duque M. Descripcién Morfolégica del Sistema
Cardiovascular de la Baba. [Trabajo de Grado para
optar al Titulo de Magister Scientiarum]. Venezuela:
FCV, UCV. Postgrado en Medicina Veterinaria; 2005.
74 p.

32

10. Cabrera F, Garcia G. Mucinas del Aparato Genital
Masculino de la Baba. Rev Fac Cs Vet. UCV. 2007;
48:77-84.

11. Rossini M, Garcia G. Descripcién Morfolégica de las
Células Sanguineas de la Baba en Vida Salvaje. Rev
Fac Cs Vet. UCV. 2010; 51(2): 63-70.

12. Gonzalez-Torrealba J, Garcia G, Alvarado-Rico S,
Marcano de Diaz E; Rodriguez A. Caracterizacién
Morfolégica de los érganos del Sistema Endocrino
de la Baba (Caiman crocodilus crocodilus). Aspectos
Histolégicos. Rev. Fac Cs Vet UCV.2017; 58(1):39.

13. Alvarado-Rico S, Garcia G, Céspedes R, Casafias
M, Rodriguez A. Caracterizacién Morfolégica e
histoquimica de la baba ( Caiman crocodilus crocodilus).
Rev. Fac Cs Vet UCV.2012; 53(1): 13-19.

14. Prophet E, Mills B, Arrington ], Sobin L., editores.
Meétodos Histotecnolégicos. Washington: Instituto de
Patologia de la Fuerzas Armadas de los Estados Unidos
de América (AFIP); 1995. 278 p.

15. Geneser, F. 2001. Histologfa sobre las bases moleculares.
3a Ed. Médica Panamericana. Buenos Aires. 813p.

16. Kalman M, Pritz M. Glial fibrllary acidic protein-
immunopositive structures in the brain of a Crocodilian,
Caiman crocodilus, and its bearing on the evolution of
astroglia. ] Comp Neurol. 2001; 431(4):460-80.

17. Lorincz D., Kéalman M. Distribution of GFAP in
Squamata: Extended Inmunonegative areas, astrocitos,
high diversity, and their bearing on evolution.Front.
Neuroanat.2020. 14:1-22

18. Tomita T. PGP 9.5 Immunocitochemical staining
for pancreatic endocrine tumors. Islets. 2013; 5

(3):122-128.


http: //www.flmn.ufl.edu/natsci/herpetology/brittoncrocs/ csp-ccro.htm 
http: //www.flmn.ufl.edu/natsci/herpetology/brittoncrocs/ csp-ccro.htm 
http: //www.flmn.ufl.edu/natsci/herpetology/brittoncrocs/ csp-ccro.htm 

