
INTRODUCCIÓN

El virus diarrea viral bovina (vDVB) es un im-
portante patógeno del bovino, responsable de origi-
nar trastornos reproductivos, teratogénicos, infec-
ción persistente 8, 17 e inmunodepresión 10, 15 . Partici-
pa en el complejo de las enfermedades respiratorias 
del bovino 3, 11 y en el complejo diarrea neonatal del 
bovino 6 , origina infección aguda severa de elevada 
morbilidad y mortalidad 7, 21 y virus aislados del ge-
notipo II causan el síndrome hemorrágico 23 . Ningu-
na de estas presentaciones es patognomónica; por lo 
tanto, el diagnóstico se basa en el aislamiento del vi-
rus o en la detección de antígeno viral específico 2 . 

La técnica inmunohistoquímica (IHQ) ha de-
mostrado ser eficaz, rápida, económica, sencilla y 
fácilmente implementable en cualquier laboratorio 
de histopatología 13, 22 . Se realiza rutinariamente en 
tejidos fijados en formalina, superando a otras técni-
cas en términos de conveniencia respecto a la remi-

sión de las muestras, facilita el estudio retrospectivo 
de muestras enviadas para examen histopatológico 
de rutina y permite realizar una asociación precisa 
entre el antígeno viral con tipos celulares y lesiones 
histológicas 9 . Además, los anticuerpos calostrales 
no interfieren con la técnica, permitiendo analizar 
terneros neonatos 4 . 

Recientemente, hemos realizado una encuesta se-
rológica que demuestra que la infección con el vDVB 
es común en rebaños bovinos de la provincia de Co-
rrientes 16 . Esto indujo al montaje y estandarización 
de un método inmunohistoquímico para la detección 
del vDVB en tejido fijado en formol al 10%, a fin 
de investigar la participación de este patógeno en los 
trastornos reproductivos de los bovinos de la región. 

El objetivo de la presente comunicación es infor-
mar acerca de las consideraciones técnicas a tener en 
cuenta en el montaje y estandarización de este mé-
todo.
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bovina en tejido fijado en formalina. Rev. vet. 18: 1, 58–61, 2007. El objetivo de esta comu-
nicación es informar los aspectos técnicos más importantes de un método inmunohistoquí-
mico para la detección del virus diarrea viral bovina en tejido fijado en formol y, de esta for-
ma, proporcionar una guía que facilite la implementación de la técnica en otros laboratorios 
de histopatología. El protocolo que resultó en una tinción específica, intensa, que no alteró la 
morfología del tejido y presentó mínima tinción de fondo fue el que empleó proteinasa K al 
0,2% durante 20 minutos a 37ºC en cámara húmeda previa a la incubación con el anticuerpo 
15C5 a la dilución 1:6000.
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INTRODUCCIÓN

Los mesoteliomas son tumores que surgen de las 
células de los revestimientos serosos de las cavidades 
pericárdica, pleural y peritoneal 9 . Son neoplasias poco 
comunes, se presentan fundamentalmente en bovinos y 
en caninos, con ocasionales reportes en otras especies 
10 . En el hombre es destacable la relación existente en-
tre estos tumores y la fibra de asbesto 2, 3, 6 . En veterina-
ria, sólo se encuentran escasos reportes de caninos en 
los que se estableció la presencia de cuerpos de asbesto 
7, 8 , en cambio se describen con más frecuencia mesote-
liomas congénitos en la especie bovina 10 . En el perro 
la edad promedio de aparición de esta neoplasia es de 7 
años, pero se han informado casos en caninos menores 
de un año 11, 12 . Si bien no habría predisposición racial, 
algunos autores sugieren una mayor incidencia en ma-
chos y hembras castradas 9 . 

En las diferentes presentaciones (pleural, pericár-
dica o peritoneal) se puede manifestar en forma loca-
lizada o difusa. En una revisión de neoplasias caninas 
los mesoteliomas sólo representan un 0,2% del total, de 
los cuales la presentación peritoneal única es la menos 
frecuente 15 . Dicha localización se asocia a distensión 
abdominal progresiva con ocurrencia de ascitis como 
resultado de la efusión y del bloqueo de los vasos lin-
fáticos 6, 10 . 

Estas neoplasias generalmente pueden adoptar tres 
patrones histológicos: epitelial, fibroso o mixto 6, 8, 9 . 
El primero se asemeja a un carcinoma y el segundo a 
un fibrosarcoma, siendo el tercero una forma bifásica 
14 . Cada tipo puede ser difuso o localizado, pero en el 
primer grupo predominan los tipos epitelial y mixto y 
entre las formas localizadas es más común el tipo fibro-
so 6 . Microscópicamente se observa una proliferación 
de células mesoteliales neoplásicas que pueden formar 
áreas sólidas o revestir espacios quísticos y estructuras 
tubulares, pudiendo haber una matriz mucinosa sobre 
este patrón 6, 10 .

La evaluación citológica del líquido colectado en 
los mesoteliomas malignos muestra marcada celulari-
dad. Es común hallar células neoplásicas que pueden 
variar desde el tipo epitelial exclusivamente, hasta for-
mas mixtas donde llegan a encontrarse también células 
aguzadas características 4, 13 .

El diagnóstico diferencial más importante es con 
el adenocarcinoma, particularmente de pulmón, pero 
también se deben descartar metástasis intestinales y ge-
nitales 4, 9 . Las tinciones especiales son útiles y con fre-
cuencia indispensables para diferenciar las sustancias 
mucinosas producidas por ambos tipos de tumores. Los 
mucopolisacáridos ácidos intra y extracelulares apare-
cen con frecuencia en los mesoteliomas 5 . Al respecto, 
la aplicación de inmunohistoquímica cobra importancia 
relevante, aunque, debido a cierta falta de especificidad 
se debe ser cauteloso en su interpretación 5 . Las cito-
queratinas son positivas tanto en mesoteliomas como 
en adenocarcinomas, aunque las de elevado peso mo-
lecular son más específicas de los mesoteliomas. Estos 

tumores son positivos a vimentina, pero negativos a an-
tígeno carcinoembrionario (CEA) y Leu-MI 4 . Acorde 
a recientes investigaciones 1, un importante porcentaje 
de mesoteliomas fue positivo a calretinina, N-caderina 
y SP-A.
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Como controles se emplearon biopsias de piel de 
bovinos con infección persistente y bovinos sin infec-
ción, diagnosticados mediante aislamiento viral en el 
Instituto de Microbiología de la Facultad de Ciencias de 
la Universidad Austral de Chile. Las muestras de piel 
fueron fijadas en formol bufferado al 10% durante 24 
horas y procesadas según la técnica histológica clásica 
para tejidos incluidos en parafina. Se realizaron cortes 
seriados a 5 micrometros, los que fueron montados en 
portaobjetos tratados con poly-l-lisina. Los cortes se 
desparafinaron y rehidrataron por inmersiones secuen-
ciales en xilol y en concentraciones decrecientes de al-
cohol y agua. 

La peroxidasa endógena se inactivó durante la re-
hidratación, mediante la inmersión de los cortes en una 
solución de peróxido de hidrógeno al 3% en metanol 
durante 10 minutos. Para revertir los efectos de la fija-
ción en formol sobre la antigenicidad del tejido, los cor-
tes fueron tratados con la enzima proteolítica proteinasa 
K (Proteinase K DAKO, Dako Corporation, USA) en 
concentraciones de 2%, 1%, 0,5%, 0,25%, 0,2% y 0,1% 
durante 10, 15, 20, 30 y 40 minutos, en cámara húmeda 
a 37ºC. Como anticuerpo primario se empleó el anti-
cuerpo monoclonal 15C5 producido en líquido ascítico 
de ratón (Dr. E. Dubovi, New York State College of Ve-
terinary Medicine, Veterinary Diagnostic Laboratory, 
Cornell University, Ithaca, NY). El anticuerpo se em-
pleó en diluciones de 1:1000, 1:2000, 1:4000, 1:6000 y 
1:8000. La incubación se realizó durante toda la noche 
en cámara húmeda a 4°C. 

Para el revelado de la reacción antígeno-anticuer-
po se empleó el complejo avidina-biotina-peroxidasa 
(LSAB+SYSTEM-HRP®, Dako Corporation, USA) y el 
cromógeno 3,3-diaminobenzidina tetrahidrocloruro. Fi-
nalmente, las secciones fueron teñidas con hematoxilina 
de Mayer, deshidratadas, aclaradas y montadas con bál-
samo de Canadá. Como buffer de lavado se empleó buffer 
fosfato salino (PBS) 0,01 M, pH 7,4. En los cortes seria-
dos, se comparó la intensidad de tinción y la preservación 
de la morfología del tejido en los diferentes tratamientos 
proteolíticos enzimáticos y la intensidad de tinción de las 
diferentes diluciones del anticuerpo primario.

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

La fijación en formol al 10% resultó en una falta 
de inmunorreactividad del anticuerpo 15C5 al vDVB 
en el tejido (Figura 1). Una inmunomarcación intensa, 
sin digestión del tejido o alteración de la morfología se 
logró luego del tratamiento con proteinasa K al 0,2% 
durante 20 minutos a 37ºC (Figura 2). Trabajos previos, 
empleando anticuerpos primarios policlonales y mono-
clonales, demostraron que los epitopes de vDVB son 
altamente susceptibles a los efectos de la fijación en for-
mol y muchos de ellos son irreparablemente destruidos 
durante la fijación. El formol induce uniones cruzadas 
entre las proteínas modificando su estructura y redu-
ce la permeabilidad del tejido, dificultando el recono-

cimiento del epitope por el anticuerpo. El tratamiento 
proteolítico enzimático es imprescindible para mejorar 
la inmunoreactividad 13, 14, 19 , pues actúa revirtiendo los 
efectos del formol 20 .

Figura 1. Piel de bovino persistentemente infectado. 
La incubación con el anticuerpo 15C5 dilución 1:6000 
sin tratamiento enzimático previo, resulta en una 
inmunotinción negativa (20x).

Figura 2. Piel de bovino persistentemente infectado. 
Intensa inmunomarcación del vDVB con el anticuerpo 
monoclonal 15C5 dilución 1:6000, previo tratamiento 
con proteinasa K al 0,2% durante 20 minutos a 37º C 
(20x).

Figura 3. Epidermis de bovino persistentemente in-
fectado. La inmunomarcación específica se visualizó 
como gránulos intracitoplasmáticos de diversos diáme-
tros y de color marrón en las células epiteliales. Anti-
cuerpo monoclonal 15C5 1:6000 (40x).
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La más alta dilución del anticuerpo monoclonal 15C5 
que resultó en una tinción específica e intensa fue la dilu-
ción 1:6000. Se consideró tinción específica a la visuali-
zada como pigmento marrón claro en forma de gránulos 
de diversos diámetros ubicados en el citoplasma de las 
células epiteliales de la epidermis, células epiteliales de 
folículos pilosos, células epiteliales de glándulas, macró-
fagos y músculo liso (Figura 3). En las diluciones más 
concentradas se observó una reacción no deseada o ines-
pecífica en algunas células epiteliales de la epidermis, 
folículos pilosos y macrófagos de los tejidos controles 
negativos. La tinción inespecífica se produjo durante la 
incubación con el anticuerpo primario en diluciones me-
nores, ya que no se observó dicha reacción cuando se sus-
tituyó el anticuerpo primario por PBS. La intensidad de 
dicha reacción fue disminuyendo a medida que se diluyó 
el anticuerpo primario hasta desaparecer con la dilución 
1:6000 en los tejidos controles negativos. Dicha reacción 
no deseada se debió probablemente a uniones inespecífi-
cas causadas por interacciones iónicas o hidrofóbicas en-
tre el anticuerpo primario y las proteínas del tejido. Una 
posibilidad más remota, es la presencia de anticuerpos 
contaminantes presentes en el liquido ascítico del ratón 
donde se obtuvo el anticuerpo monoclonal 12 . Otros in-
vestigadores que emplearon al anticuerpo 15C5 en dilu-
ciones de 1:600, 1:800 y 1:1000 no reportaron reacciones 
inespecíficas en los tejidos controles; aunque incluyeron 
el empleo de tratamientos para bloquear las uniones ines-
pecíficas 13, 14, 19 . En nuestro protocolo eliminamos la ne-
cesidad del tratamiento bloqueante al emplear la más alta 
dilución que resulte en tinción específica e intensa. 

El vDVB presenta una amplia variabilidad genética 
y antigénica 5, 18 y el empleo de un anticuerpo monoclonal 
puede resultar en falsos negativos. Sin embargo, el anti-
cuerpo 15C5 es una inmunoglobulina G2b que reacciona 
con un epitope de la glicoproteína viral Erns o E0 (gp 48 
Kd) altamente conservada entre los aislados del virus, 
capaz de detectar biotipos citopáticos y no citopáticos 
aislados del genotipo 1 y 2 del virus diarrea viral bovina, 
virus de la peste porcina clásica, virus de la enfermedad 
de la frontera del ovino y hay evidencias que demuestran 
que podría reaccionar con pestivirus caprinos 1, 5, 13 . Por 
lo tanto, esperamos que el anticuerpo 15C5 sea capaz de 
detectar al vDVB de nuestra región. En el Anexo 1 se 
resume el protocolo empleado para la inmunomarcación 
del vDVB que, en las condiciones de nuestro laboratorio, 
resultó en una tinción específica e intensa.

En conclusión, el protocolo que resultó en una tin-
ción específica intensa, que no alteró la morfología del 
tejido y presentó mínima tinción de fondo, fue el que 
empleó el tratamiento con proteinasa K al 0,2% durante 
20 minutos a 37ºC en cámara húmeda previa a la incu-
bación con el anticuerpo 15C5 a la dilución 1:6000. Este 
método inmunohistoquímico, empleando el anticuerpo 
monoclonal 15C5, es una herramienta sencilla, econó-
mica y eficaz, que permitirá futuros estudios de diver-
sos cuadros patológicos relacionados con el vDVB.

Agradecimiento. Los tejidos controles son cortesía 
del Dr. Germán Reinhardt del Instituto de Microbiolo-

gía de la Facultad de Ciencias de la Universidad Austral 
de Chile, Valdivia, Chile.

Anexo 1
Protocolo de tinción inmunohistoquímica para 

antígeno del vDVB empleado en el Laboratorio de 
Inmunohistoquímica, Facultad de Ciencias Veteri-
narias, UNNE

1. Desparafinar, rehidratar e inactivar la peroxidasa 
endógena por pasajes secuenciales en 1º xilol 10 minu-
tos; 2º xilol 10 minutos; alcohol 100º 5 minutos; peroxi-
do de hidrógeno al 3% en metanol durante 10 minutos; 
alcohol 96º 5 minutos, alcohol 80º 5 minutos; alcohol 
70º 5 minutos y agua destilada 5 minutos. Lavar 3 veces 
en PBS durante 5 minutos.

2. Desenmascaramiento antigénico con proteinasa 
K al 0,2% en buffer TRIS-HCl 0,05 M, pH 7,5 durante 
20 minutos a 37ºC en cámara húmeda. Precalentar a 
37ºC la cámara y la enzima. Lavar 3 veces en PBS du-
rante 5 minutos.

3. Aplicar el anticuerpo primario 15C5 (Dr. E. Du-
bovi, New York State College of Veterinary Medicine, 
Veterinary Diagnostic Laboratory, Cornell University, 
Ithaca, NY) en dilución 1:6000 e incubar durante toda 
la noche en refrigerador. Lavar 3 veces en PBS durante 
5 minutos.

4. Aplicación del anticuerpo secundario marcado 
con biotina (anti-mouse biotinilado) e incubar durante 
30 minutos a temperatura ambiente en cámara húmeda. 
Lavar 3 veces en PBS durante 5 minutos.

5. Aplicación del complejo avidina-biotina-peroxi-
dasa e incubar durante 30 minutos a temperatura am-
biente en cámara húmeda. Lavar 3 veces en PBS duran-
te 5 minutos.

6. Aplicar el cromógeno 3,3-diaminobenzidina 
tetrahidrocloruro, 1 mg/ml en PBS suplementado con 
H2O2 (10 ul de H2O2 50% en 5 ml PBS) e incubar en cá-
mara húmeda oscura durante 10 minutos a temperatura 
ambiente. Lavar con abundante agua destilada.

7. Contraste con hematoxilina de Mayer durante 1 
minuto; deshidratar con pasajes en alcohol 70º, alcohol 
80º, alcohol 96º, alcohol 100º, alcohol 100º; aclarar en 
tres pasajes de xilol y montar con bálsamo de Canadá. 
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DESCRIPCIÓN DEL CASO

El mesotelioma fue diagnosticado en un canino 
boxer macho, de 7 años de edad, que llegó a la consulta 
por pérdida de peso y distensión abdominal de varias 
semanas de evolución. La abdominocentesis evidenció 
la presencia de líquido sero-hemorrágico cuyo sedi-
mento fue citológicamente evaluado mostrando la exis-
tencia de células mesoteliales reactivas y neoplásicas. 
Estas últimas se observaron como células redondeadas 
con núcleos centrales, macro y anisocariosis, cromati-
na reticulada y nucléolo evidente en algunos casos. La 
mayoría presentó citoplasma con numerosas vesículas 
pequeñas y con grandes vacuolas únicas. Se encontra-
ban dispuestas en forma aislada y en colgajos tridimen-
sionales apretados, de bordes festoneados.

Simultáneamente se realizó una ecografía que mos-
tró un puntillado hiperecogénico aparentemente en me-
senterio, con congestión esplénica y hepática. Durante 
la laparotomía exploratoria se observó un mesenterio 
engrosado, con presencia de múltiples nódulos de di-
ferentes diámetros, coloración blanquecina a marrón 
parduzca, superficie irregular, cubiertos por un mate-
rial viscoso y traslúcido, fusionados en algunos sectores 
(Figura 1). En virtud de la evolución y el desfavorable 
pronóstico, se practicó eutanasia. En la necropsia no se 
encontraron tumoraciones en la cavidad torácica, ni en 
los órganos tanto torácicos como abdominales, los cua-
les fueron cuidadosamente examinados con el objeto de 
descartar la presencia de otro tipo de tumor primario.

La tumoración mesentérica fue fijada en formol 
buferado al 10% y procesada de acuerdo a la técnica 
histológica clásica. Se efectuaron coloraciones con he-
matoxilina y eosina (HyE) y técnicas histoquímicas con 
ácido periódico de Schiff (PAS) y azul alcián, así como 
métodos inmunohistoquímicos con estreptavidina-bio-
tina-peroxidasa. Los cortes histopatológicos mostraron 
una proliferación de células poliédricas de núcleo re-
dondeado que se distribuían en un patrón difuso, sólido 
en sectores y laxo en otros, acompañando finos tabiques 
conectivos sobre lagos de mucina (Figura 2). En las 
áreas sólidas se detectaron espacios quísticos de dife-
rentes diámetros. En ocasiones, las células presentaron 
vacuolas citoplasmáticas (PAS negativas), fenómenos 
de macrocariosis, anisocariosis y escasas figuras de mi-
tosis típicas y atípicas. En algunos sectores, la mucina 
extracelular fue débilmente metacromática con azul al-
cián. Se encontraron además extensas áreas de necrosis 
y numerosos vasos congestivos. 

 Los cortes procesados de acuerdo a la técnica de 
inmunohistoquímica fueron positivos a los anticuerpos 
anti citoqueratina (clon AE1, ratón, prediluido de Zy-
med), vimentina (clon V9, ratón, prediluido de Zymed), 
desmina (clon ZC18, ratón, prediluido de Zymed) y P-
caderina (clon P-Cad, policlonal de conejo, dilución 
1:50 de Zymed).

Los hallazgos morfológicos, tanto cito como anato-
mopatológicos y la reactividad inmunohistoquímica 

condujeron al diagnóstico de mesotelioma peritoneal 
maligno, difuso, de tipo epitelial.
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