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I. INTRODUCCION

Las tinciones de inmunohistoquimica (IHQ) se basan en la deteccion de
antigenos en células y tejidos, mediante anticuerpos especificos marcados con una
enzima, que cuando se expone a su sustrato en presencia de un cromogeno, el sitio
de reaccion antigeno-anticuerpo se puede visualizar a través del microscopio optico

(Vanda y Valero., 1997)

Dada la situacion epidemiolégica que exhiben las enfermedades es necesario
disponer de pruebas diagnosticas que permitan emprender las medidas de control y

prevencion.

Hay casos en el que el diagnostico no puede ser realizado mediante serologia,
porque a veces se ha presentado la muerte del paciente y no se dispone del suero,
existe el fracaso del aislamiento viral, en ello solo queda la opcion del diagnoéstico

retrospectivo (que es el que se basa en el historial clinico).

Las diferencias de sensibilidad, especificidad, capacidad de utilizacidon a gran
escala, etc. son algunos de los conceptos mas importantes a la hora de seleccionar

una u otra técnica.

Las siguientes técnicas son aquellas que presentan las mayores posibilidades para
llevar a cabo estudios seroldgicos a gran escala y pueden ser realizados sin

necesidad de grandes medios técnicos (Sanchez, 2000).

ELISA: 7

Se basa en el uso de anticuerpos marcados con una enzima (generalmente la
peroxidasa) de forma que los conjugados resultantes tengan actividad tanto
inmunolégico como enzimatico. Al estar uno de los componentes (antigeno
anticuerpo) insolubilizados sobre la placa la reaccion antigeno anticuerpo quedara
inmovilizado y por lo tanto podran facilmente ser revelada mediante la adicion del



sustrato, que al actuar sobre la enzima producira un color observable a simple vista o

cuantificable mediante un colorimetro (Sanchez, 2002).

INMUNOELECTROTRANSFERENCIA O WESTERBLOT:
Es una técnica inmunoenzimatica que se utiliza para la deteccion de
anticuerpos especificos. Se recomienda cuando no hay que estudiar un gran numero

de sueros o para analizar sueros dudosos por otras técnicas (Chavez, 2000).

SERONEUTRALIZACION:

Este método esta considerado de referencia para cualquier estudio serologico,
pues es el que mas se correlaciona entre la respuesta “in vitro” y la respuesta “in
vivo'. En esta prueba se puede valorar la capacidad que tienen los anticuerpos
presentes en un suero problema para neutralizar la actividad biologica de un
antigeno. Esta prueba es mas laboriosa requieren de cultivos celulares, esterilidad,
ademas de ser mas lentas que las anteriores, sin embargo son altamente especificas

y sensibles y se consideran las pruebas de referencia en el caso de los virus

(Chavez 2000).

INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA O INMUNOPEROXIDASA.

Segun se utilice son técnicas que relacionan la especificidad de la histologia
(pueden ver la célula y comprobar que la reaccion inmunolégica se produce en un
sitio especifico) y la sensibilidad de las técnicas inmunologicas. Estas técnicas
utilizan normalmente cultivos celulares (primarios o de lineas estables) infectados
con el virus o la bacteria sobre la que se desea comprobar si hay o no anticuerpos en
el suero problema; si hay anticuerpos se uniran a las células infectadas pero no a las
no infectadas, (especificidad histologica observable). La union se visualiza tras la
adiciéon de un conjugado antiinmunoglobulina marcado con isocianato o con
peroxidasa y posteriormente la observacion al microscopio de fluorescencia o

convencional, respectivamente (Chavez, 2003).



Este trabajo tiene por objeto principal hablar sobre la inmunohistoquimica
(IHQ), debido a que goza de gran aceptacion mostrando resultados satisfactorios.
factibles y rapidos un menor costo y la preservacion del tejido y por ende de los

antigenos.

La inmunohistoquimica se empieza a desarrollar cuando a Coons, se le
ocurrio anadirle fluoresceina a las moléculas del anticuerpo y observar los cortes de
los tejidos en el microscopio con luz ultravioleta. Esta técnica se utiliza en la
actualidad sobre todo en los cortes de rinon, piel y en nodulos linfaticos (Pichardo,
2000; Leon et al., 2000). Usando las técnicas de inmunoperoxidasa es posible
identificar al menos un sitio antigénico en tejidos procesados y embebidos en
parafina, con esto se da un gran paso debido a que se puede demostrar un amplio
rango de componentes antigénicos en tejidos, lo cual hace mas especifico el

diagnostico del patélogo quirurgico (Pichardo, 2000).

Las técnicas se dividen dependiendo del anticuerpo a utilizar en:
« Monoclonal o policlonal
e Material disponible (fresco o congelado fijado en formalina)
* Antigenos a estudiar de superficie 0 membrana.
(Gonzalez, 2000; Mahiques, 2003).

Por lo antes expuesto, estamos consientes de que la inmunohistoquimica es un arma
poderosa que nos ayuda a resolver multiples problemas de diagnostico (Pascual,
2002).
Ejemplo:
» Diagnostico de enfermedades autoinmunes,
« Determinacion de la estirpe histologica de neoplasias (Vanda y Valero., 1997).
+ Deteccion de agentes infecciosos como son virus, bacterias hongos y
Parasitos (Vanda y Valero., 1997).
» Diagnostico diferencial en patologia oncolégica (Puig, 2003).

s Deteccion de la proteina priénica (PrP) (Pascual, 2002).



Il.- ANTECEDENTES

La patologia nacio como ciencia alrededor del ano 1856 con la publicacion del
primer libro de histopatologia en el aino de 1860 por Rudolf Virchow el cual se basa
en 20 lecturas en la que demuestran por vez primera que es posible establecer el
pronostico y el diagnostico en diferentes estados de una enfermedad, estudiando
cuidadosamente células y tejidos a través del microscopio (Pichardo, 2000). A partir
de entonces la literatura de la anatomia crece rapidamente y se convierte en la
Anatomia patolégica los investigadores utilizan el microscopio para definir y redefinir
viejas enfermedades ya diagnosticadas corroborando solamente los diagnosticos
dados con anterioridad. Para el diagnostico especifico en patologia quirdrgica, la
microscopia pura a nivel de microscopia de luz no resultd ser el metodo ideal,
consecuentemente se recurrio a la histoquimica y a la microscopia electronica, con la
cual se logré gran avance en la identificacion de cambios especificos y de
estructuras caracteristicas. No obstante en la patologia persistio aun la necesidad de
otros métodos que apoyaran con el diagnostico, posteriormente nacio la
inmunohistoquimica conforme se encontré que muchos antigenos caracteristicos de
tejidos normales, enfermos y de agentes causales de las enfermedades podian ser
detectados objetivamente por medio de anticuerpos especificos. Como los complejos
antigeno anticuerpo son invisibles se necesito marcarlos para hacerlos aparentes a

la microscopia (Pichardo, 2000).

Debido a la necesidad de desarrollar técnicas de tincion que fueran todavia
mas especificas, Coons y colaboradores en 1941, desarrollaron la técnica de
inmunofluorescencia que es un método basado en la unidon especifica entre
antigeno—anticuerpo utilizando anticuerpos marcados con un elemento visibie que es
el isotiocianato de fluoresceina. Sin embargo, la inmunofluorescencia solo tiene un
pequeno impacto sobre el diagnostico y la practica de la patologia quirtrgica, ya que
se dificulta el método en materiales procesados y embebidos en parafina, esta
técnica solamente se puede llevar cabo en tejidos congelados a diferencia de la

inmunohistoquimica se utilizan enzimas que incluyen: la peroxidasa, la glucosa



oxidasa y la fosfatasa alcalina que al unirse a diversos substratos logran demostrar

los sitios antigenicos (Pichardo, 2000; Rodriguez, 1997).

La inmunohistoquimica se empieza a desarrollar cuando a Coons, se le
ocurrio anadirle fluoresceina, a las moléculas del anticuerpo y observar los cortes de
los tejidos en el microscopio con luz ultravioleta. Esta técnica se utiliza en la
actualidad sobre todo en los cortes de rifidn, piel y en nédulos linfaticos (Pichardo,

2000; Leon et al., 2000).

La inmunohistoguimica nace formalmente en 1974 cuando Taylor y Buns
ganaron el premio Nobel de medicina al demostrar que usando las técnicas de
inmunoperoxidasa era posible identificar al menos un sitio antigénico en tejidos
procesados y embebidos en parafina. Con esto se da un gran paso debido a que se
puede demostrar un amplio rango de componentes antigénicos en tejidos lo cual

hace mas especifico el diagnostico del patdlogo quirargico (Pichardo, 2000).

lil.- DESCRIPCION DE LA TECNICA DE INMUNOHISTOQUIMICA

Una de las técnicas de inmunohistoquimica mas empleada es la inmunoperoxidasa
(Vanda et al,1997).

Permitiendo la identificacion sobre muestras titulares o citologicas de distintas lineas
de diferenciacion y funcionamiento celular. (Puig 2003, Sanz 2002). Mediante la
reaccion inmune clasica, se determina la presencia de antigenos o anticuerpos, si se
quiere detectar el antigeno especifico se debe tener como elemento conocido el
anticuerpo correspondiente y viceversa (Pascual,2002; Montoya,1991; Puig,2003;
Sanz,2002) es decir, en incubar el antigeno que queremos detectar frente a un
anticuerpo y mediante un sistema de amplificacién junto con el empleo de un sistema
de revelador, esta técnica puede ser visualizada al microscopio 6ptimo (Gonzalez,

2000;Pascual, 2002).



La IHQ se basa en la afinidad entre antigenos y anticuerpos. Esta afinidad se
debe a la atraccion de las fuerzas entre moléculas causando su union, siendo ésta
mas fuerte y especifica, creando asi un complejo antigeno anticuerpo. Esto sucede
porque una parte de la molécula del antigeno tiene un sitio especifico en donde se
une al anticuerpo se le conoce como determinante antigénica o epitope, este tipo de
anticuerpo tiene la propiedad de formar complejos solamente con los antigenos que
estimulan su produccion. Esta especificidad es fundamental en las técnicas de
inmunohistoquimica. Sin embargo, aunque cada molécula de anticuerpo se une a su
epitope especifico puede darse el caso que dos proteinas similares puedan
reaccionar con un mismo antigeno, ocasionando una reactividad cruzada, lo cual
ocurre cuando los sitios antigénicos de ambas tienen en comun una secuencia de
aminoéacidos siendo ésta generalmente muy corta. Esta reactividad cruzada es
algunas veces una fuente de confusion en la interpretacion de la inmunohistoquimica

ya que no es detectada por los controles usualmente utilizados (Pichardo, 2000).

IV.- REQUERIMIENTOS DE LA TECNICA DE INMUNOHISTOQUIMICA

Estas técnicas requieren, no obstante, una metodologia y disciplina de
laboratorio muy distinta a la del laboratorio cléasico de anatomia patoldgica (Leon, et
al., 2000) Es fundamental disponer de una amplia bateria de anticuerpos que
permitan trabajar con paneles amplios, protocolizados y actualizados, el panel inicial
de estudio, debe disefarlo el patdlogo en funciéon de la clinica y del estudio
morfolégico previo. Siempre que sea posible debe incluir distintos anticuerpos para
cada una de las lineas de diferenciacion que se investigan. Ademas es muy
importante que el personal técnico y médico deban estar especificamente entrenado
en el manejo evaluacion de los distintos anticuerpos y disponer de informacion
apropiada acerca de su sensibilidad y especificidad del método de evaluacion de
resultados y de su trascendencia clinica. Su interpretacion debe efectuarse siempre
conjuntamente con el contexto clinico y los hallazgos morfolégicos (Puig, 2003).

Estas técnicas necesitan de controles internos o paralelos, usualmente

positivos y negativos. El control negativo se obtiene realizando la misma técnica,



pero con omision del paso de incubacion con anticuerpos primarios. Existen sistemas
automatizados que permiten la tincién de un gran nimero de casos simultaneamente
con la ventaja de pasos definitivos y estandarizacion de las variables usadas con

costo relativamente bajo y en mucho menor tiempo (Gonzalez, 2000).

V.-ANTICUERPOS UTILIZADOS EN LA TECNICA DE IHQ
Las técnicas de inmunohistoquimica han contribuido a mejorar el diagnostico y
pronostico en los casos de neoplasias, en tales técnicas destaca el anticuerpo Ki—67,
el cual detecta un antigeno nuclear que se expresa en las células que entran al ciclo
celular proporcionando una medida directa de la fraccion de crecimiento del tejido
(Briones, 2002).
Existen diversos tipos de técnicas cuya indicacion dependera del anticuerpo a utilizar
e Monoclonal (TAB250, CB11 y 4D5) o policlonal (AO485) (Florentino2002).
» Material disponible, debe ser fresco o congelado fijado en formalina.
e Antigenos a estudiar de superficie 0 membrana
(Gonzélez, 2000; Mahiques, 2003).

Durante muchos afos se han utilizado en estos ensayos, anticuerpos
policlonales que permitan obtener una alta sensibilidad diagnostica, pero tienen

~limitaciones en su especificidad (Montoya, 1991).

Hoy se recurre, a pesar de su mayor costo, a anticuerpos monoclonales que
incrementan la especificidad pero con pérdida de sensibilidad, se ha iniciado el uso
de mezclas al anticuerpo monoclonal que incluyen especificidades para los
determinantes antigénicos mas comunes. Con ello se logran niveles muy altos de
sensibilidad y especificidad (Montoya, 1991). Utilizando anticuerpos monoclonales
marcados con fluorescencia o con peroxidasa frente a los diferentes linfocitos
porcinos, se puede valorar la situacion de estas células en cualquier tejido incluso
utilizando dos anticuerpos monoclonales cada uno frente a una poblacion linfocitaria
distinta y cada uno marcado con una enzima diferente (doble marcaje) peroxidasa
fosfatasa alcalina, se puede estudiar dos poblaciones celulares a la vez de cualquier



tejido, con el fin de agotar aquellos anticuerpos primarios ya caducados y por
consiguiente, reducir costos en las técnicas de inmunohistoquimica, hemos
investigado si con dichos viales, la calidad de la inmunotinciéon era satisfactoria. En
algunos paises actualmente existen leyes que prohiben la utilizacion de anticuerpos
caducados en inmunohistoquimica; no obstante existen estudios que como el nuestro
demuestran que los resultados pueden ser sastifactorios aun usando dichos
reactivos. De todas formas recomendamos métodos alternativos como la congelacion
de dichos viales o su conservacion en congelador una vez mezclados con glicerol

(Yebra, et al 2002).

VI.- METODOS PARA LA ELABORACION DE LA TECNICA DE IHQ

| Estos métodos inmunohistoquimicos han afadido una nueva dimension a la
practica de la histopatologia, facilitando la demostracion de un amplio rango de
componentes de células y tejidos, aun cuando el principio es el mismo, existen
diferentes variaciones en la técnica de inmunohistoquimica siendo éstas las

principales:

% Método directo
En él, el anticuerpo especifico contra la sustancia que se quiere detectar esta
marcado con particulas detectables al microscopio.

< Meétodo indirecto
En él, la senal del anticuerpo se amplia realizando sucesivas capas de anticuerpo o
marcadores como son: Método de peroxidasa (HRP), Método de Peroxidasa —

antiperoxidasa (PAP), Método de Avidita Biotina (ABC) (Pichardo, 2000).

La reaccion antigeno anticuerpo mas utilizada son: las de inmunoperoxidasa y
la técnica inmunoenzimatica de la biotina — avidita (Rodriguez, 1997; Ledn et al.,
2000). La peroxidasa tiene algunas ventajas sobre los otros métodos, siendo estas el

no dar falsos positivos, debido al tamano del polimero, que no es tan grande como



los otros meétodos, evitando con ello la tincion a fondo o peroxidasa endogena. En

cuanto a su especificidad es muy semejante a otros (Pichardo, 2000).

En las técnicas de inmunoperoxidasa se utilizan como marcadores enzimas
peroxidasa, fosfatasa alcalina y los sustratos diaminobenzidina (color pardo),
aminoetilcarbozol (color rojo) y nitroazul de tetrazolio (color azul) capaces de hacer

cambiar de color un sustrato incoloro. (Pichardo, 2000).

Para el estudio de antigenos de superficie se recomienda la fijacion en
acetona y cortes congelados. Para los antigenos citoplasmaticos es mejor la fijacion
en formalina e inclusion en paraplast o parafina. (Gonzalez, 2000). El uso adecuado
de las técnicas de inmunoperoxidasa es crucial para un diagnostico correcto su
efectividad es buena si se usan recaudos necesarios de control de calidad, sin
embargo son procesos complejos con grandes posibilidades de error (Santa, 2002).
Las inmunotinciones han sido de gran ayuda en medicina veterinaria e investigacion

(Vanda y Valero., 1997).

La inmunoperoxidasa, requiere de un conjunto relativamente mas concentrado,
permite obtener resultados rapidos equivalentes en cuanto a sensibilidad a cualquier
otra técnica y con un minimo de costo en lo relativo a equipamiento, ademas de la
posibilidad de observar los resultados al microscopio 6ptico durante el periodo largo

(Riverén et al., 2003).

Ademas permite identificar los marcadores de membrana de las células tumorales.
Se utilizan como marcadores enzimas capaces de hacer cambiar de color un sustrato
incoloro, estas técnicas son dtiles para formular el diagnostico histopatologico

tradicional, pero su especificidad no es absoluta (Mahiques, 2003).

Permitiendo la precision del tipo histologico de un tumor al identificar los
antigenos citoplasmaticos o de superficie de las células neoplasicas, es posible
tambien la identificacion de los productos de oncogenes y de genes supresores de



tumores con anticuerpo monoclonal. Eventualmente, se estima que contribuyen al
diagnostico precoz a la formulacion de diagnostico mas precisos y a la respuesta del
tratamiento. (Gonzalez, 2000) esta técnica utiliza normalmente cultivos celulares
(primarios o de lineas estables) infectados con el virus o la bacteria sobre la que se
desea comprobar si hay o no anticuerpos en el suero problema tras la incubacién con
el suero problema, si hay anticuerpos se uniran a las células infectadas pero no a las
no infectadas (especificidad histoldgica observable). La union visualiza la adicion de
un conjugado antinmuglobulina marcado con isocianato con peroxidasa y la posterior

‘observacion al microscopio (Sanchez 2000).

Estos cargadores pueden unirse (conjugarse) directamente al anticuerpo primario o

bien directamente a otros anticuerpos (secundarios) o sustancias como biotina o

proteina A (Gonzalez, 2000).

Para llevar acabo la técnica Peroxidasa — antiperoxidasa se llevan a cabo los

siguientes pasos:

a. Perokidasa antiperoxidasa

1.- Desparafinar las laminillas en la estufa a 60 °C por 30 minutos, ponerlas en xilol
(dos tinas, 10 minutos) y luego en alcohol absoluto y alcohol al 95%.

2.- Enjuagar en agua o en buffer salino (ph 7.5) ( 5 minutos).

3.- Incubar en metanol absoluto y H202 al 3% durante 5 minutos para bloquear la
peroxidasa endogena.

4.- Lavar con agua destilada y/o buffer salino de fosfato (PBS) ( 5 minutos)

5.- Incubar con suero normal de la especie en donde se produjo el anticuerpo
secundario para bloquear la reactividad inespecifica de antigenos titulares de (10 a
30 minutos).

6.- Descantar el exceso de suero.

7.- Colocar sobre el corte unas gotas del anticuerpo primario (a la dilucién
recomendada) e incubar en una cdmara humeda (por 20 a 60 minutos, a temperatura

ambiente).
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8.- Lavar con PBS (5 a 10 minutos).

9.- Incubar con el anticuerpo secundario (20 a 30 minutos).

10.- Lavar con PBS (6 a 10 minutos).

11 .- Colocar unas gotas del complejo PAP (método peroxidasa — antiperoxidasa), el
anticuerpo debe diluirse al momento de usarse, ya que la solucion es inestable
(Incubar de 20 a 30 minutos).

12.- Lavar con PBS (5 a 10 minutos).

13.- Incubar con diamobencidina (cromogeno) con H202 al 30 % (sustrato de
peroxidasa). Al reaccionar, se libera el oxigeno, el cual oxida a la diaminobencidina y
colorea la reaccion. Un revelado aduado toma de 10 a 15 minutos.

14 .- Lavar en agua destilada para detectar la reaccion.

15.- Contrastar con hematoxilina de Harris o verde metilo para obtener una tincion
nuclear, deshidratar de manera ordinaria y montar con resina.

(Vanda y Valero.,1997).

b. Complejo Avidina Biotina Peroxidasa

Esté meétodo aprovecha la gran afinidad que tiene la avidina para unirse a cuatro
moléculas de biotina, por lo cual usa un anticuerpo primario, uno secundario
conjugado con biotina y el complejo de tres peroxidas unidas a avidita.

La técnica es similar a la descrita para el método peroxidasa - antiperoxidasa hasta
el paso numero 8. Si el tejido posee biotina endégena debera bloquearse esta
actividad.

1.- Desparafinar las laminillas en la estufa a 60 °C por 30 minutos, ponerlas en xilol
(dos tinas, 10 minutos) y luego en alcohol en absoluto y alcohol al 95 %.

2.- Enjuagar en agua’o en buffer salino (ph 7.5) por 5 minutos.

3.- incubar el metanol absoluto y H202 al 3 %durante 5 minutos para bloquear la
peroxidasa enddgena.

4 .- Lavar con agua destilada y buffer salino de fosfato por 5 minutos.

5.- Incubar con suero normal de la especie en donde se produjo el anticuerpo

secundario para bloquear reactividad inespecifica de antigenos titulares de 10 a 30

minutos.
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6.- Descartar el exceso de suero.

7.- Colocar sobre el corte unas gotas e incubar en una camara humeda por 20 a 60
minutos a temperatura ambiente.

8.- Lavar con PBS de 5 a 10 minutos.

9.- incubar con el anticuerpo secundario biotinado (universal) diluido en PBS
conteniendo suero bloqueador (10 — 30 minutos).

10.- lavar en PBS (5 minutos).

11.- incubar con la solucion del complejo avidita — biotina — peroxidasa de 5 a 30
minutos, la solucion es aun mas intensa si se emplea estreptavidina en lugar de
avidita.

12.- Lavar en PBS 5 minutos.

13.- incubar con la solucion sustrato de peroxidasa que contiene el cromégeno (H=2
con diaminobencidina) y vigilar la reaccion para detenerla cuando se obtenga la
intensidad del color deseado.

14.- Lavar con agua destilada para obtener la reaccion.

15.- Contactar con hematoxilina acuosa de Harris o verde metilo, par obtener una
tincion nuclear, deshidratar de manera ordinaria y montar con resina.

(Vanda y Valero., 1997).

Esta reaccion se ha hecho visible utilizando reveladores que dan color, los
mas comunes son la diamino bencidina DAP que produce un color café y la amino
etil carbazole AEC la cual tifie de color rojo. Heras y Cols desarrollaron para la
compania DAKO (California, EEUU) un nuevo sistema de deteccion en
inmunohistoquimica que llamaron “Envision”basado en un polimero conjugado con la
enzima peroxidasa y anticuerpos secundarios. Este método tiene mayor sensibilidad

y menos tincion de trasfondo (Ledn et al., 2000).

VIl.- ADHESIVOS PARA LAMINILLAS
Es posible y en ocasiones necesario (especialmente en histoquimica,

inmunohistoquimica e hibridacion in situ), agregar un adhesivo a los portaobjetos

antes de montar los cortes en ellos.
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Pueden utilizarse con moderacion:

Albtmina de huevo de Mayer:

50 ml de clara de huevo + 50 ml de glicerina + un granito de timol o fenol; se guarda
en el refrigerador y se aplica una capa delgada a la laminilla antes de usarla. No

deben emplearse si se tripsinizanran los tejidos, por que se digiere con la tripsina.

Bafo en gelatina / alumbre de cromo: 3 g de gelatina + 0.5 g de sulfato potasico de
cromo (alumbre) + cbp 1 litro de agua destilada. Se calienta el agua a 60 °C, se
disuelve la gelatina con agitacién y se afnade lentamente el sulfato potasico de
cromo. Se peden afadir unos pocos cristales de timol como preservador. Se filtra
cuando aun esta caliente o tibio. Las laminillas se remojan en la solucion tibia, se

sacuden, se secan al aire en posicion vertical y se almacenan hasta usarse.

Bafio en solucion acuosa de 0.5% a 15% de pegamento de caseina a 60 °C, seguido

de secado al aire libre de polvo.

Baro en soluciones de poli- L-lisina seguida al aire

Laminillas comercialmente cubiertas con silano o poli-L-lisina, preparadas
especialmente para inmunohistoquimica e hibridacion in situ.

Interesantemente, el secar los cortes recién montados sobre los portaobjetos en un
horno o sobre una plantilla caliente a 60 centigrados por 30 minutos permite que se

derrita la parafina y los cortes se peguen al vidrio.

En vez de cubrir los portaobjetos con adhesivos, puede afiadirse gelatina y/o
pegamento de caseina al agua de la tina de flotacion de tejidos que debera

descartarse cada dia (Vanda y Valero., 1997).

VII.-TIPOS DE FIJADORES UTILIZADOS EN INMUNOHISTOQUIMICA.
La fijacion ideal para IHQ seria aquella que por una parte endurezca el tejido lo

suficiente para permitir la inclusion en parafina para realizar los cortes y por otra
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parte cause el minimo de cambios en las proteinas. Entre los fijadores menos
agresivos y que mas se aconsejan para hacer IHQ estan:

Paraformaldehido al 2%.

Acetona (improntas y frotis).

Fijador de sublimado — formalina.

Fijador de Zenker.

Fijador de Bouin.

Las improntas fijadas en acetona pueden almacenarse a 20 °C por vario
meses. El fijador de Bouin puede ser un buen fijador para inmunohistoquimica de
algunos antigenos. La formalina con cloruro de mercurio ha sido empleada como
fijador para la demostracion de inmunoiglobulinas en cortes, pero requiere que se
eliminen los cristales de cloruro de mercurio de los cortes antes de hacer el proceso

de inmunohistoquimica (Vanda y Valero., 1997).

a. Paraformaldehido.

Para inmunohistoquimica se pueden fijar las muestras en solucion de
paraformaldehido al 2 %, mientras que en la biologia molecular (hidratacion y PCR in
situ) se pueden utilizar paraformadehido al 4%, en ambos casos disuelto en

amortiguador de fosfatos (PBS) (Vanda y Valero.,1997).

b. Fijador de Bouin
Es un excelente fijador para los tejidos blandos. Es particularmente util para

fijar muestras del aparato reproductor, (especiaimente el testiculo), Tambien se
emplea para el sistema nervioso central (medula 6sea) y por su gran capacidad de
coagular proteinas en tejido con edema severo. Otro uso caracteristico de este
fijador es la demostracion de cuerpos de inclusion virales intracelulares. Por su
rapidez se emplea como fijador rutinario en algunos laboratorios pues permite incluir
las piezas el mismo dia de la necropsia.

Las caracteristicas indeseables de este fijador son su costo, su tendencia a

lisar eritrocitos y su propension a formar hematina acida, por lo que debe evitarse su
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empleo en tejidos con hemorragias o congelacion. No debe emplearse para fijar

cortes de rinon (Vanda y Valero., 1997).

c. Fijadores de Cloruro de mercurio
‘ Se utilizaba frecuentemente en fijadores para el sistema nervioso central,
especialmente en los casos de rabia, pues permite distinguir los cuerpos de negri con

la tincion de Mann (Vanda y Valero., 1997).

d. Fijador de Zenker.

Es especial para fijar pequefas piezas de higado y bazo. El tiempo requerido
de fijacion permite una excelente tincion posterior del nucleo celular y fibras
conectivas, por lo que se recomienda cuando desean realizar tinciones tricromicas.
Una ventaja que tiene es la penetracion pobre en el tejido por lo que los tejidos a fijar
no deben lavarse con agua corriente por varias horas y no se deben conservar las

piezas fijadas en esta solucién. No se recomienda su uso en secciones congeladas.

(Vanda y Valero., 1997)

IX.-TIEMPO DE FIJACION

Es importante recordar que los tejidos no deben ser sobre fijados ya que esto
causara deterioro de los determinantes antigénicos. En la mayoria de los casos se
recomienda un tiempo de fijacion no mayor de 12 horas, 6 horas seria un buen

tiempo después del cual se incluiran en parafina (Vanda y Valero., 1997).

X.-RECUPERACION DE ANTIGENOS OCULTOS O DANADOS POR SOBRE

FIJACION '
Cuando existe un poco antigeno intacto o se teme que esté dafado por la

fijacion con formaldehido y no pueda ser detectado, puede emplearse:
e Algunos de los recuperadores de antigenos comerciales.
* Incubacion por 20 a 40 minutos en solucion de acido citrico 0.01 pH 6 90 a 95
°C.
» Enzimas proteoliticas: tripsina, proteinaza K, pronasa y pepsina.
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La tripsinizacion usualmente es con tripsina al 0.1% disuelta en un
amortiguador Tris salino de ph —.8 con 0.1% de cloruro de calcio. Los cortes
desparafinados e hidratados se colocan en esta solucion de tripsina a 37 °C de 10 a
60 minutos.

La pepsina al 0.4% se disuelve en acido clorhidrico 0.01 N.

La solucion de proteasa de 0.05% a 0.1% en solucion de amortiguador Tris 0.5, para
asegurar una buena exposicion a soluciones de enzimas, se usaran 250 ml para un
maximo de cinco laminillas tratadas en solucién con agitacion continua.

El exceso de tratamiento con enzimas proteoliticas dafia la morfologia celular
y puede causar que los cortes se desprendan de las laminillas por lo que convienen

usar adhesivos y/o incluir varios cortes de cada caso (Vanda y Valero., 1997).

Xl. MONTAJE DE LAMINILLAS

Cuando no pueden emplearse soluciones alcoholicas ni disolventes del tipo de
xilol para montar los cubreobjetos (por ejemplo cuando se emplea EAC o cloronaftol),
es posible emplear glicerina en solucion amortiguada de fosfatos y sellar las orillas
de los cubreobjetos con barniz de ufias transparente. También es factible emplear
gelatina glicerol, que al secarse adherira firmemente el cubreobjetos al portaobjetos.
Otra posibilidad es emplear medios de montaje hidrosolubles de los que existen
comercialmente disponibles. Cuando se emplea AEC debe evitarse que
permanezcan burbujas de aire atrapadas en las laminillas montadas par que no se
oxiden (Vanda y Valro.,1997).

Xil.- VENTAJAS DE LA INMUNOHISTOQUIMICA:

a. Esta tecnica, si bien, requiere de un conjugado relativamente mas concentrado,
permite obtener resultados rapidos, equivalentes en cuanto a sensibilidad a cualquier
otra técnica con un minimo de costo en lo relativo a equipamiento, ademas la
posibilidad de observar los resultados al microscopio 6ptimo durante un periodo
largo, (Sanchez, 2001; Larisa et al., 2003).
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b. Se estima también que su rendimiento es mayor pero su uso debe ser controlado,
y realizada por técnicos experimentados y sus resultados deben interpretarse en el

contexto de los hallazgos histopatolégicos y clinicos (Gonzalez, 2000).

c. En la actualidad estas técnicas son de gran utilidad para conocer las poblaciones
afectadas en las diferentes infecciones viricas y llevar acabo estudios de patogenia.

(Sanchez, 2001).

d. Pueden utilizarse en tejidos procesados en formol y embebidos en parafina
aunque lo ideal es trabajar con improntas frescas o cortes de congelacion, ya que los
fijadores pueden desnaturalizar proteinas o “enmascarar” los determinantes

antigénicos ocasionando que la reaccion sea débil o escasa (Rodriguez, 1997;

Pichardo, 2000).

e. Las técnicas inmunohistoquimicas enzimaticas permiten una localizacion mas
precisa de las reacciones, ya que la tincion es permanente, estable puede ser
evaluada con microscopio de luz. El material asi estudiado puede archivarse por

anos sin perdida de la intensidad de la reaccion. ( Rodriguez, 1997; Gonzalez, 2000).

XIll.- DESVENTAJAS:
a. Presencia de reaccion inespecifica especialmente cuando se utilizan anticuerpos

policlonales (Gonzalez, 2000).

b. Presencia de “background” o tincion de fondo especialmente con tecnicas de
complejos avidina-biotina (ABC) algunos de ‘los reactivos son potencialmente
neoplasicos, como por ejemplo el cromogeno diaminobenzidina por ultimo esta

técnica requiere estandarizacion y un estricto control de calidad. (Gonzalez, 2000).

c. Uno de los problemas actuales con estas técnicas no es la técnica en si, sino la

interpretacion de los resultados pueden ser manual o automatizada o la posibilidad
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de acceder a los numerosos anticuerpos existente. Sus resultados disminuyen a

nivel aceptable (Gonzalez, 2000).

d. Cambios pequenos en la secuencia de aminoacidos o en la glicosilacion de
proteinas puede ser suficiente para que un anticuerpo que reconoce una molécula
determinada en tejidos de humano no reconozca a la proteina correspondiente del
canindeo, bovinos u otras especies. Por ejemplo: los antisueros usuales para la
proteina S100, que son muy utiles para identificar tejido de origen neuroectodérmico
en humanos, no funciona en tejidos de perro, como tampoco lo hacen los anticuerpos
contra antigeno leucocitario comun y contra subclases de linfocitos de humanos para
marcar subpoblaciones de células linfoides de animales. Deben utilizarse
anticuerpos especificos para cada especie animal. Por lo tanto, no debe asumirse
que todos los anticuerpos contra determinantes antigénicos de una especie

reconoceran las células de otras especies (Vanda y Valero., 1997).

XIV.- UTILIDAD DE LA INMUNOHISTOQUIMICA

Las inmunotinciones han sido de gran ayuda en medicina e investigacion y se han
empleado para:

A. Identificacion de agentes infecciosos como virus, bacterias, parasitos y hongos.
B. Aplicacion de la inmunohistoquimica al diagnostico de los procesos
linfoproliferativos cutaneos.

C. Deteccion de células tirotropas o productoras de la hormona estimulante de la
glandula tiroides.

D. Clasificacion de los diferentes subtipos de linfocitos.

E. Diagnostico de enfermedades autoinmunes.

F. Determinacion de la estirpe histologica de neoplasias.

G

. Diagnostico diferencial en patologia oncoldgica.
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A. IDENTIFICACION DE AGENTES INFECCIOSOS COMO VIRUS, BACTERIAS,
PARASITOS Y HONGOS.

Estas técnicas han sido de gran importancia para el estudio de la patogenia de
varias enfermedades infecciosas del ganado porcino, asi pudiéndose estudiar las
poblaciones linfocitarias porcinas que estaban o no afectadas por el virus de la Peste
Porcina Africana (VPPA) en diferentes organos, (Sanchez, 2001)

Otra de las enfermedades que diagnostica la IHQ en cerdos es a PRRS
(sindrome reproductivo y respiratorio porcino) detectando antigenos en tejidos
fijados en formaldehido utilizando diferentes sistemas de marcado y métodos de
deteccion.

Las muestras de eleccion para ésta técnica se utilizan las tonsilas y el
pulmoén, Es muy importante sefialar el tipo de fijador, el tiempo de fijacion y el método
utilizado para realizar la técnica por que pueden influenciar en los resultados

(Chavez, 2003).

a.- Diarrea viral bovina (DVB).

La inmunolocalizacién del antigeno de diarrea viral bovina (DVB) en células
epiteliales de la epidermis, foliculos pilosos, bulbos pilosos, glandulas cutaneas,
histiocitos y musculo liso, indujeron a detectar el virus en muestras de pelo mediante
la técnica de inmunohistoquimica y compararla con la inmunohistoquimica en
biopsias de piel para poder evaluar su utilidad en el diagnéstico rutinario de bovinos
con el fin de contar con un método de diagnostico rapido, practico y seguro que
permita la identificacion con una sola muestra de pelo.

Se encontrdé inmunoreactividad para el antigeno de DVB en muestras de
bulbos pilosos y que hubo concordancia con la inmunohistoquimica en biopsias de
piel, esta técnica laboriosa que consume tiempo, necesita mayor numero de
reactivos y no permite el analisis simultaneo de numerosas muestras, se recomienda
que se diagnostica la enfermedad por medio de la técnica de inmunohistoquimica en

bipsias de piel como método de preferencia (Lértora, 2003).
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Para el diagnostico de DVB se utiliza la prueba de inmunoperoxidasa es mas
rapida y sensible comparando con el aislamiento viral para la deteccion del antigeno
del DVB en tejidos frescos o fijados en formalina Esta imagen permite ademas
observar la arquitectura del tejido y por lo tanto las lesiones histoldgicas que pudieran

estar presentes (Rivera,2000).

b.- Deteccion de la bacteria Neospora caninum.

Se realizan sobre tejidos fetales, SNC, corazén, y musculos retrooculares. La
inmunohistoquimica detecta especificamente los parasitos alojados en distintos
tejidos del feto, su sensibilidad es alterada por las caracteristicas de las muestras

pero su especificidad es alta (Combessies, 2000).

c. Deteccion de Campylobacter fetus venerealis

La inmunohistoquimica es una técnica que permite la deteccidon de
microorganismos no solo en muestras clinicas frescas sino tambien en materiales
procesados para realizar cortes histologicos. Se utilizo en forma conjunta con la
metodologia de rutina, con el objetivo de detectar la presencia de la bacteria en el
utero y area cervicovaginal de las vaquillonas durante el periodo embrionario esta
técnica también nos permite registrar en las imagenes las formas de espiral

adheridas a la mucosa del aparato reproductor.

Esta técnica demuestra ser una alternativa util tanto para el estudio de la
iInmunopatogenia en modelos experimentales, como herramienta para el diagnostico

a partir de diferentes muestras clinicas (Catena, 2003).

d.- Deteccion de la proteina criénica (PrP).

Es un marcador empleado como herramienta para realizar el diagndéstico
definitivo de estas enfermedades neurodegenerativas. Su presencia se puede
observar mediante tecnicas de inmunohistoquimica y bioquimica (Pascual, 2002).
Otra técnica requieren de material fresco lo cual disminuye su uso debido a la

capacidad infectiva de la proteina cridnica (Pascual, 2002)
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e.- Deteccion y caracterizacion del virus de Influenza Ay B.

Con el objetivo de identificar en forma rapida los virus de influenza, se
estudiaron 148 muestras de pacientes con sintomatologia compatible con la entidad,
se inocularon los exudados nasofaringeos e incubados durante una noche a 37 °C. El
medio fue eliminado y las células fueron lavadas con buffer fosfato salino
posteriormente fijadas en metanol y los antigenos virales detectados por la técnica
de inmunoperoxidasa mediante un pool de anticuerpos monoclonales contra

influenza encontrandose con resultados favorables, recomendando su utilizacion

(Oropeza, 1998).

f. Deteccion de Tricomoniasis

El diagnostico de tricomoniasis se basa en el historial clinico, los inicios de
aborto precoz, el retorno repetido de calor después del servicio o la irregularidad del
estro. El diagnostico definitivo debera ser establecido por identificacion de
microorganismo en la placenta, el contenido estomacal del feto abortado, los
lavados uterinos, el exudado biométrico o el moco vaginal pero como el feto
abortado no presenta lesiones macroscopicas 0 microscopicas especificas la
identificacion del microorganismo es requisito indispensable para la consecucion del
diagndstico, podemos utilizar la técnica de inmunohistoquimica con empleo de un
anticuerpo monoclonal, se pueden utilizar sobre placenta o pulmodn fetal impregnados
en parafina y fijados en formalina, esta técnica también se puede utilizar si el tejido

ha sufrido una fuerte autolisis (Caballero, 2002).

g. Localizacion de Ascaris suum por medio de inmunohistoquimica

En la actualidad hay un enorme desconocimiento de la localizacion antigénica
del material parasitario procedente de A. suum tanto de adultos, larvas, como
proteinas aisladas en los tejidos del hospedador, cuyo asentamiento podria provocar

una serie de alteraciones patologicas en los diferentes organos, por este motivo
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tratamos de visualizar mediante la tecnica de inmunohistoquimica encontrando

efectividad y sensibilidad (Frontera, 2003).

B.-APLICACIONES DE LA INMUNOHISTOQUIMICA AL DIAGNOSTICO DE LOS
PROCESOS LINFOPROLIFERATIVOS CUTANEOS

La inmunohistoquimica ha permitido un papel fundamental en el diagndstico y
clasificacion de las neoplasias hematologicas en general, incluyendo légicamente a
los linfomas cutaneos. Continuamente se estan describiendo nuevos anticuerpos que
permiten reconocer nuevos marcadores de estirpe celular, aplicables al diagnostico
hematopatologico. Muchos de estos anticuerpos pueden utilizarse en tejido fijado en
formol e incluso en parafina, lo que ha facilitado enormemente el diagnédstico de
rutina, disminuyendo la necesidad de trabajar con tejido congelado, la
inmunohistoqguimica se utiliza para:
1.- Diagnéstico diferencial de los linfomas con neoplasias de otras estirpes celulares.
2.- Diagnéstico diferencial entre procesos linfoproliferativos benignos y malignos.
3.- Identificacién de otros aspecfos como antigenos de proliferacion y proteinas

especificas de determinados tipos de linfoma (Laborda ,2000).

C.- DIAGNOSTICO DIFERENCIAL EN PATOLOGIA ONCOLOGICA.

Las técnicas de inmunohistoquimica desempefian un papel fundamental para
definir el fenotipo molecular del tumor complementado en ocasiones con estudios del
genotipo en busca de mutaciones, traslocaciones, amplificaciones genéticas y otras
anomalias. En Patologia oncolégica, ademas de los parametros morfoldgicos
clasicos, es cada vez mas importante disponer del perfil molecular de la neoplasia

incluyendo factores de prondstico y de prediccion de respuesta al tratamiento.
La inmunohistoquimica es una herramienta muy atil en el diagnéstico de la

mayoria de las neoplasias y ha sido ampliamente utilizada en la clasificacion mas

recientemente y en la determinacion de las lineas de diferenciacion de algunos tipos
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de tumores. Al igual que en cualquier otra técnica diagnostica, tiene errores y fallos
que dependen mucho de la metodologia empleada y de su control de calidad de la
sensibilidad y especificidad de los anticuerpos especificos para prevenir errores en la
interpretacion. La IHQ ha sido muy importante en el diagnostico de los tumores de

partes blandas por causa de la heterogeneidad de estas lesiones.

Creemos que esta técnica constituye una ayuda pero no sustituye a la
microscopia Optima de rutina y que un patologo experimentado puede diagnosticar
con exactitud casi todos los tipos de tumores. Sin embargo, la IHQ es
extremadamente importante para el diagnéstico de algunos tipos de tumores de
partes blandas, que debido a su simitud morfologica pueden ser errbneamente

clasificados.

A continuacion se enumeran algunas aplicaciones en la patologia oncologica:
o Estudio de metastasis de origen desconocido.
e Clasificacién de neoplasias indiferenciadas: (Carcinomas, vs Linfoma. y vs
Melanoma). |
« Adenocarcinoma vs Mesotelioma.
e Carcinoma neuroendocrino vs Linfoma vs Adenocarcinoma.
« Carcinoma escamoso pseudosarcomatoso vs Sarcoma.
e« Melanoma vs Enfermedad de Paget vs Bowen.
e Tumor de Merkel vs Tumor anexial cutaneo vs Sarcoma.
e Carcinoma de prostata vs Carcinoma de vejiga.
e Glioma vs Linfoma.
. Seminomatvs Carcinoma embrionario.
e Clasificacion de tumores de partes blandas.
« Clasificacion de tumores de ovario.
e Carcinoma de tiroides vs paratiroides.
e Carcinoma medular de tiroides vs Carcinoma folicular.
e Neoplasias endocrinas. Estudio del perfil hormonal (hipofisis, pancreas,

gastrointestinal) (Puig, 2003).
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D.- DETECCION DE CELULAS TIROTROPAS O PRODUCTORAS DE LA
HORMONA ESTIMULANTE DE LA GLANDULA TIROIDES (TSH).

En el desarrollo de la adenohisp’bfisis, las células productoras de TSH se
identifican en los fetos a partir de la 13 semana como se deduce de los estudios
inmunohistoquimicos realizados usando anticuerpos monoclonales anti - TSH.
Estas técnicas permiten diferenciar con bastante precision los diferentes tipos de
celulas adenohipofisarias, en la actualidad han sido duplicadas con notables ventajas
por las técnicas de inmunohistoquimica que en la mayoria de los casos no han hecho
mas que confirmar los resultados obtenidos con ellas, La combinacion de técnicas
inmunohistoquimicas y de analisis de imagenes, permitiendo “cuantificar” los niveles
hormonales hipofisarios obteniéndose resultados que en la mayoria de los casos son

suponibles a los obtenidos por metodos analiticos (Valle et al, 2003).

E.- DETERMINACION DE LA ESTIRPE HISTOLOGICA DE NEOPLASIAS.

La inmunohistoquimica ha sido aplicada para el estudio de neoplasias
epiteliales de canino y felino mostrandose como una herramienta para el diagnoéstico
de neoplasias en Medicina Veterinaria (Briones, 2002; Cruz, 2003).

Esta técnica constituye una ayuda pero no sustituye a la microscopia 6ptima
de rutina y que un patologo bien experimentado puede diagnosticar con exactitud
casi todos estos tipos de tumores, sin embargo, la inmunohistoquimica es
extremadamente importante para el diagnostico de algunos tipos de tumores de
partes blandas que debido a su similitud morfolégica, pueden ser clasificados
erroneamente, es también muy util para diferenciar otras neoplasias tales como el
melanoma, carcinoma o linfoma (Cruz, 2003).

Para llegar al diagnostico de ciertas neoplasias en ocasiones se requiere
realizar varias inmunotinciones con diversos anticuerpos, y el diagnostico se realiza
al integrar los resultados positivos y negativos. EI mesotelioma es positivo a
citoqueratina puede serlo o no al antigeno epitelial de membrana y a la vimetina,
pero debe ser consistentemente negativo para el antigeno carcinoembrionario
(Rodriguez, 1997). Ademas de contar con utilidad diagnostica en identificacion de
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diferenciacion y de marcadores pronosticadores de neoplasias (marcadores
tumorales), ejemplo, es posible la identificacion de los productos de oncogenes y de
genes supresores de tumores con anticuerpos monoclonales especialmente contra
c-erbB2, bel-2, bel2, p21,Rb1 y p53 (Mahiques, 2003).

Al igual que cualquier otra técnica diagnostica tiene errores y fallos que
dependen mucho de la metodologia empleada y de su control de calidad, de Ia
sensibilidad y especificidad de los anticuerpos empleados de una apropiada fijacion
de los tejidos y del empleo de un panel de anticuerpo especifico para prevenir errores

de interpretacion (Cruz, 2003).
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XV.- CUADRO 1

ALGUNAS TECNICAS DE IHQ PARA EL DIAGNOSTICO DE NEOPLASIAS.

" ANTIGENO A DETECTAR

" actina musculo — especifica
|

CELULA QUE MARCA

Células musculares y mioepiteliales, pericitos

]Amigen'é*carcino embrionario (CEA)

Células de origen glandular excepto glandulas
sebaceas
Neoplasias epiteliales malignas secretoras de

musina

| Antigeno de membrana epitelial (EMA)

Células de origen epitelial y mesotelial

| Antigeno leucositario Comun (LCA)

leucocitos

Citqueratina

Epitelio queratinizado y no queratinizado, células
mesoteliales. Para diferenciar tumores epiteliales

de los neuroectodermo

Croﬁogranina Células de naturaleza neuroendocrina
Desmina Musculo liso y estriado

Enolasa Neurona especifica (ENE)

Neuronas, células de Schwan, médula adrenal y

células del neuroectodermo

Factor VIII

Endotelios y megacariocitos

HMB45

Melanoma (tirosinasa)

Inmunoglobulinas  (cadenas ligeras

lambda)

Kappa

¥

Células plasmaticas, linfomas B, sarcoma

inmunoblastico.

Lisosoma, muramidasa

Macrofagos o histiocitos

Mioglobina y tropomiosina

Musculo estriado

Pan B

Linfocitos B

Pan T (CD 4, CD8 etc.)

Linfocitos T

Proteina Acida glio fibrilar (GFAP)

Astrositos normales y neoplasicos.

Sinaptofisina

Células de origen neuroectodérmico, neuronas y

nervio periférico

Vimentina

fibroblastos,

Células mesenquimales,

cuadroblastos, osteoblastos y macréfagos.

(Vanda y Valero, 1997)
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XVI.-POSIBILIDADES DE QUE SE ALTEREN LOS RESULTADOS Y DAR FALSOS
POSITIVOS.

1.- No deben emitirse diagnosticos basados en reacciones que solo se observan en
los bordes del tejido, ni en las zonas desgarradas por melladuras de la cuchilla del
microtomo.

2.- Los restos de tejido necrosado o autolisado, zonas de hemorragia y ceélulas
apachurradas pueden adsorber en forma inespecifica los anticuerpos resultado como
positivo a muchos anticuerpos. Solo debe considerarse la tincion de células viables.
3.- Algunas moléculas como la proteina A del Staphylococcus pueden unirse a la
porcion Fe de los anticuerpos primarios utilizados.

4 - Si se utiliza inmunoperoxidasa endogena presente en muchos tejidos, Igualmente
si se usa inmunofosfatasa puede ser necesario bloquear la fosfatasa endégena con
levamisol.

5.- Los cortes excesivamente gruesos pueden tener tincion inespecifica.

6.- Los macrofagos pueden tener antigenos que han fagocitado de otras células.

7. — El exceso de adhesivos para cortes (especialmente albumina y gelatina) pueden
causar que los anticuerpos se peguen a la laminilla en forma inespecifica

(Vanda y Valero., 1997).

XVIl.- POSIBILIDADES DE QUE SE ALTEREN LOS RESULTADOS Y DAR
FALSOS NEGATIVOS.

1.- Si se altera el orden de los pasos en las técnicas, estas no funcionaran. Igual
puede pasar si se omiten pasos.

2.- Si las soluciones amortiguadas contienen azida de sodi (como preservador) no
funcionara la peroxidasa.

3.- Si la cantidad de agua oxigenada en la soluciéon de sustrato es muy baja o muy
alta, no se desarrollara adecuadamente la reaccion.

4 .- Si el tejido no se fij6 adecuadamente el antigeno se “lavara”.

5.- Si el tejido se sobrefija, los antigenos pueden desnaturalizarse o “enmascararse”
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6.- Si se emplearon temperaturas excesivamente altas los antigenos pueden
desnaturalizarse.

7.- Si el tejido se seca al evaporarse los reactivos colocados sobre la laminilla tefiran
adecuadamente. Para evitar esto deben emplearse camaras humedas en las
incubaciones prolongadas.

8.- Cuando no se retira el exceso de solucion de enjuague, los reactivos siguientes
se diluyen (especialmente el suero bloqueador que diluye al anticuerpo primario).
9.- Si se usan cromoégenos con productos coloreados hidrosolubles (AEC, rojo
nuclear o cloronaftol) no pueden usarse alcoholes ni xilol en la tincion de contraste ni
en el montaje del cubreobjetos, porque disolverian el producto coloreado.

10.- Los tejidos sobre calentados en las tinas de parafina en los cortes pueden cubrir
las proteinas a identificar.

11.- Los restos de parafina en los cortes pueden degradarse rapidamente a
temperatura ambiente.

12.- La potencia de los antisueros almacenados disminuye con el paso del tiempo.
13.- Algunos anticuerpos monoclonales son particularmente inestables y tienen una
vida de anaquel muy corta, ain en ultra congelacion a —60° centigrados.

14.- Las congelaciones y descongelaciones repetidas de muestras y reactivos

generalmente disminuyen en la intensidad de la reaccion.

Todo esto enfatiza la importancia de llevar un control de calidad en las técnicas de

laboratorio e incluir en laminillas testigos en cada lote de IHQ (Vanda y Valero.,

1997).
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XVIIL.-IMAGENES UTILIZADAS EN INMUNOHISTOQUIMICA
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Utilizando la técnica de iInmunohistoquimica con anticuerpo monoclonal frente al
Factor VIII, se delimitan los endotelios vasculares. LSAB x 200 (Sanchez, 2001)

Con técnica inmunohistoquimica con anticuerpo monoclonal anti CD31, se
delimitan los endotelios vasculares y muchas de las células intersticiales en mayor
' proporcion que frente a FVII. LSAB x.200 (Sanchez, 2001)
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