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Uso previsto
Para uso en diagnaéstico in vitro.

Monoclonal Mouse Anti-Human Cytokeratin, Clones AE1/AE3 se utiliza en procedimientos de inmunohistoquimica (IHC). El anticuerpo
identifica dos epitopos presentes en la mayoria de citoqueratinas epiteliales en cortes de tejido fijados con formol e incluidos en parafina.
Los resultados ayudan a la clasificacion de tejido normal y neoplasico como de origen epitelial™®. La clasificacion diferencial de los tumores
se complementa con los resultados de un panel de anticuerpos. La interpretacion clinica de cualquier tincién positiva, o su ausencia, debera
ser complementada con estudios morfologicos e histolégicos con los controles adecuados. Las evaluaciones deben ser realizadas por una
persona cualificada dentro del contexto de la historia clinica del paciente y otras pruebas diagndsticas. Este anticuerpo esté indicado para
su uso después de realizar el diagndéstico primario del tumor mediante histopatologia convencional con tinciones histoquimicas no
inmunoldgicas.

Resumen y explicacién

Las citoqueratinas son una familia de proteinas solubles en agua, con peso molecular que oscila entre 40 y 70 kD, que forman el
citoesqueleto de las células epiteliales. Se han identificado al menos 19 citoqueratinas diferentes que pueden dividirse en dos subfamilias.
La subfamilia A comprende las citoqueratinas relativamente &acidas (pl debajo de 5,5), mientras que la subfamilia B contiene un pl
relativamente basico de 6 o mas.

Consulte las Instrucciones generales para la tincién inmunohistoquimica de Dako o las instrucciones del sistema de deteccién de los
procedimientos de IHC.

Reactivo suministrado
Anticuerpo monoclonal de ratén proporcionado en forma liquida como sobrenadante de cultivo de tejido en 0,05 mol/l Tris-HCI, pH 7,2 y
0,015 mol/l de azida sodica. Este producto contiene proteina estabilizadora.

Clones: AE1/AE3"? Isotipo: 1gG,, kappa
Concentracion de IgG de raton en mg/l: Ver la etiqueta del vial.

M3515 puede utilizarse en una dilucién 1:50 al llevar a cabo pruebas IHC usando los sistemas de deteccion EnVision, LSAB2 o EnVision
FLEX. Estas solo son pautas orientativas. Las concentraciones 6ptimas de anticuerpo pueden variar dependiendo de la muestra y del
método de preparacion. Dichas concentraciones deberan determinarse individualmente en cada laboratorio. El rendimiento de este
anticuerpo debe ser establecido por parte del usuario si se utiliza con otros sistemas de tincion manual o plataformas automatizadas.

La concentracion de proteina puede variar de un lote a otro, pero este cambio no afecta a la dilucién 6ptima de uso. El titulo de cada lote se
compara y ajusta mediante un lote de referencia para asegurar que el resultado de la tincion inmunohistoguimica sea consistente entre los
distintos lotes.

Inmundégeno
Callosidades epidérmicas humanas®

Especificidad

AE1/AE3 es una mezcla de dos anticuerpos monoclonales que se obtienen inmunizando ratones con queratinas callosas humanas.” Se ha
observado que AE1/AES3 identifica la mayoria de las citoqueratinas humanas 2y por lo tanto, puede ser usado como herramienta para la
identificacién IHC positiva de células de origen epitelial estratificado y simple.*** El anticuerpo AE1 inmunorreacciona con un determinante
antigénico presente en la mayoria de las citoqueratinas de la subfamilia A, incluidas citoqueratinas con la designacién de Moll* 10, 13, 14,
15 16 y 19 (peso molecular de 56,5, 54', 50, 50', 48 y 40 kD, respectivamente), pero no los nimeros 12, 17 y 18 (55, 47 y 45 kD).* El
anticuerpo AE3 reacciona con un determinante antigénico compartido con las citoqueratinas de la subfamilia B, que incluyen los nimeros 1
y2,3,4,5,6,7y 8 (peso molecular de 65, 67, 64, 59, 58, 56, 54y 52 kD, respectivamente).5

Material necesario, pero no suministrado
Consulte las Instrucciones generales para la tincién inmunohistoquimica de Dako y/o las instrucciones del sistema de deteccion.

Precauciones

1. Para uso en diagnéstico in vitro.

2. Para usuarios profesionales.

3. Este producto contiene azida sddica (NaNs), un compuesto quimico altamente toxico en su forma pura. Aunque a las concentraciones
presentes en el producto no esta clasificada como peligrosa, la NaN; puede reaccionar con las cafierias de plomo y cobre y formar
acumulaciones de azidas metalicas muy explosivas. Tras desechar el producto, deje correr abundante cantidad de agua para evitar
acumulaciones de azidas metdlicas en las cafierias.®

Como con cualquier producto derivado de fuentes biol6gicas, deben utilizarse los procedimientos de manipulacion apropiados.

Utilice el equipo de proteccién personal adecuado para evitar el contacto con los ojos y la piel.

Los reactivos que no se utilicen deberan desecharse de acuerdo con las normativas locales, provinciales y federales.
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Almacenamiento

Almacénelo a una temperatura de 2-8 . No lo utilice después de la fecha de caducidad impresa en el vial. Si los reactivos se almacenan
en condiciones diferentes a las especificadas, el usuario debe comprobarlas. No existen signos evidentes que indiquen inestabilidad en este
producto. Por lo tanto, los controles positivo y negativo deberan realizarse de manera simultanea con las muestras del paciente. Si observa
tinciones inesperadas que no puedan atribuirse a las variaciones en los procedimientos de laboratorio y se sospecha que existe un
problema con el anticuerpo, péngase en contacto con el servicio de asistencia técnica de Dako.

Preparacion de las muestras

Cortes de parafina

El anticuerpo puede utilizarse para marcar cortes de tejido incluidos en parafina y fijados con formol.
Las muestras de tejido deben cortarse en secciones de aproximadamente 4 pm.

Pretratamiento

Se recomienda el pretratamiento de los tejidos desparafinados con enzimas proteoliticas o la recuperacion del epitopo inducida por calor.
Para la recuperacion del epitopo inducida por calor se obtuvieron resultados éptimos con EnVision™ FLEX Target Retrieval Solution, High
pH (50x) (n.° de catdlogo K8004). La recuperacion del epitopo se pueden realizar en Dako PT Link (n.° de catalogo PT100/PT101/PT200).
Para mas detalles, consulte la Guia del usuario de PT Link.

Como alternativa a la recuperacion del epitopo inducida por calor, puede utilizarse un pretratamiento enzimatico. Las siguientes enzimas
pueden usarse para el pretratamiento de tejidos fijados con formol e incluidos en parafina: Proteinase K, RTU (n.° de catalogo S3020),
Pepsin (n.° de catdlogo S3002) o Proteolytic Enzyme, RTU (n.° de catélogo S3007). Aclare bien con agua destilada y continte con el
procedimiento de tincién segun las instrucciones del sistema de deteccion.

No permita que las secciones de tejido se sequen durante el tratamiento ni durante el procedimiento de tincién inmunohistoquimica
siguiente. Para una mejor adherencia de los cortes de tejidos a los portaobjetos de vidrio, se recomienda el uso de FLEX IHC Microscope
Slides (n.° de catalogo K8020). Después de la tincion, se deben deshidratar, enjuagar y montar los cortes usando un método de montaje
permanente.

Procedimiento de tincion
Siga el procedimiento para el sistema de deteccién seleccionado. Los tejidos de control positivo y negativo, asi como el reactivo de control
negativo, deberan realizarse de manera simultanea empleando el mismo protocolo que para las muestras del paciente.

Interpretacion de la tincion
El patrén de tincién celular para AE1/AE3 es citoplasmatico.

Limitaciones especificas del producto

1. Las células reticulares extrafoliculares de ganglios linfaticos, amigdala y bazo han presentado reaccién con los anticuerpos frente a la
citoqueratina 8.

2. Se ha confirmado la presencia de citoqueratina 19 y posiblemente 8 en células musculares lisas del ttero.?

3. Los melanomas raros’ y leiomiosarcomas® pueden tefiirse positivamente. Este hallazgo es, en general, mas frecuente en tejido congelado
que en tejido fijado con formol.”® Por lo tanto, se recomienda utilizar AEL/AE3 en un panel con HMB45 (cuando se descarten los
melanomas) y desmina (cuando se descarten los leiomiosarcomas), dado que estos anticuerpos carecen de especificidad para las células
epiteliales.

4. Se ha documentado tincion positiva falsa de células gliales en tejido fijado con formol e incluido en parafina cuando se empleé un
tratamiento proteolitico previo. Se demostré mediante métodos inmunocitoquimicos y bioquimicos que dichas células y tumores no
expresan citoqueratinas.™

5. Pinkus et al."? recalcaron la importancia de la digestion proteolitica de los tejidos fijados con formol que van a ser tefiidos con AE1/AE3.
Las fotografias mostradas de tejidos tefiidos incluyen los resultados de la omisién de la digestion con tripsina Il, de la utilizacién de otras
enzimas distintas a la tripsina y/o de la aplicacién de técnicas de digestion subdptimas. En los Ultimos casos, solo 2/12 neoplasias
epiteliales de varios tipos mostraron una tincion 6ptima para citoqueratina. Con la revision de casos de inmunorreactividad conflictiva con
la citoqueratina en publicaciones previas y con la comparacién de los mismos con los suyos, Pinkus et al."? consideraron que muchos
casos anteriores de falso negativo eran atribuibles a uno o varios de dichos defectos.

6. A partir de una comparacion de AE1/AE3 con un anticuerpo anti-antigeno epitelial de membrana (EMA) en un estudio IHC de
87 neoplasias, incluidos 48 adenocarcinomas de varios tipos, Pinkus et al."® concluyeron que las proteinas de citoqueratina en tejidos
fijados con formol y tratados proteoliticamente y teflidas con AE1/AE3 eran marcadores mas fiables en un 33% de los casos de
neoplasias derivadas del epitelio que el anti-EMA. Sin embargo, como el EMA dio resultados positivos y AE1/AE3, negativos en un 9%
de los casos, se recomienda que AE1/AE3 y anti-EMA se utilicen como reactivos complementarios.

7. Aunque Listrom y Dalton' no observaron ninguna tincién positiva falsa, se observé tincién citoplasmatica leve en 2/2 plasmacitomas,
2/4 melanomas y 2/7 linfomas, y fueron considerados como el resultado de una tincion inespecifica de fondo.

Caracteristicas de resultados

Tejidos normales

El andlisis de 30 tejidos normales diferentes present6 tinciéon positiva del citoplasma del epitelio escamoso y cilindrico del cuello uterino,
colon, eséfago, piel, intestino delgado, estbmago y amigdala. Entre otros tejidos que presentaron tinciéon se incluyeron el tejido glandular
(mamario, paratiroideo, prostatico, sudoriparo y tiroideo), astrocitos, materia blanca del cerebelo, filamentos gliales del cerebro, tibulo distal
y capsula de Bowman del rifién, conducto biliar, neumocitos, bronquios, mesotelio, conducto interlobulillar del pancreas, célula de la
hipéfisis anterior, conducto interlobulillar y células acinares de glandula salival, células reticulares y cuerpos de Hassall del timo, y
endometrio y musculo liso del ttero.”® Se observé tincién negativa en suprarrenales, médula ésea, corazén, pericardio, nervio periférico,
musculo esquelético, bazo y testiculo.

AE1/AE3 reacciona con la epidermis queratinizada (56,5/65-67) y corneal (55/64), epitelios escamosos estratificados de los érganos
internos (51/59), epitelios estratificados (50/58), queratinocitos hiperproliferativos (48/56) y epitelios simples (45/52 y 46/54). La queratina de
40 kD esta presente en la mayorfa de los epitelios, excepto en la epidermis de adultos.®*
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Tejidos anémalos

Listrom y Dalton* analizaron clones de AE1/AE3 en tejidos patoldgicos en mas de 60 neoplasias, linfomas, melanomas y sarcomas
epiteliales poco diferenciados. Excepto por la tincion de solo 2/6 casos de carcinoma de células pequefias y 3/5 de carcinoma de células de
transicién, el estudio hallé que las 34 neoplasias epiteliales presentaron tincion. Cuando se marcaron, AE1/AE3 tifi6 solo débilmente a los
carcinomas de células de transicion, y la tincién de las células tumorales fue citoplasmatica difusa o perinuclear. Montag et al.*® hallaron que
AE1/AE3 es un reactivo sensible para la clasificacion del mesotelioma maligno difuso del tipo sarcomatoide (célula fusiforme) (positivo en
30/30 casos). Al compararlo con anti-EMA en un estudio de 87 neoplasias, incluyendo 48 adenocarcinomas de diversos tipos, Pinkus et al.*®
hallaron que AE1/AES3 tifi6 en el 33% de los casos de manera mas confiable que el anti-EMA.

Aunque 3/3 casos de condroma condroide y 1/8 casos de linfoma reaccionaron con anti-AE1/AE3, no se observo tincién entre 25 neoplasias
no epiteliales, incluyendo 4 casos de melanoma y glioblastoma.™ No se detectd citoqueratina en 8 casos de tumores no epiteliales,
incluyendo melanoma, linfoma, neurofibroma y sarcoma cuando se usé AEL/AE3 en la técnica de inmunotransferencia.’” Sin embargo, se
recomendé™ que AE1/AE3 formara parte de un panel de anticuerpos para la determinacion del linaje celular en casos de neoplasias de
células pequefias poco diferenciadas.
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