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La inmunohistoquimica es un método que permite la localizacion de antigenos especificos
en tejidos o células (inmunocitoquimica) gracias a un reconocimiento antigeno-anticuerpo.

Hoy en dia es una técnica imprescindible en anatomia patoldgica para el diagndstico, pro-
nostico y tratamiento, identificando moléculas, principalmente proteicas, que ofrecen claves
diagnosticas, lo que permite ademas localizarlas morfolégicamente en las distintas células

0 componentes del tejido.

7
(1,
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RECUERDA QUE

La inmunohistoquimica
€s uno de los mayores
avances de la
anatomia patologica
moderna.

|. ANTICUERPOS MONOCLONALES
Y POLICLONALES. MARCAJE
DE ANTICUERPOS

Los anticuerpos pertenecen a un grupo de proteinas llamadas “inmu-
noglobulinas”, sintetizadas por las células plasmaticas. Estructural-
mente se caracterizan por tener dos unidades basicas: un par de
cadenas ligeras (x 0 A) y un par de cadenas pesadas idénticas (o,
v, 8, € 0 ). Serén las cadenas pesadas las que determinen la clase de
inmunoglobulina (IgA, IgG, IgD, IgE, IgM) (Figura 1).

Regién
variable

Cadena
ligera Region
Cadena constante
pesada »

Figura 1. Estructura bésica de los anticuerpos.

|.lI. Anticuerpos monoclonales y policlonales

Los anticuerpos pueden ser:

)} Policlonales: proceden de la activaciéon de distintos clones de linfo-
citos B. Al proceder de células diferentes reaccionan con distintos
epitopos en el mismo antigeno, con diferente afinidad y especificidad.
D Ventajas: alta sensibilidad; menor susceptibilidad a las alteraciones

del tejido durante el procesamiento.
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= .. Caracteristicas de tincidon de la
hematoxilina-eosina (Figuras 1y 2)

) Nucleos: azul-negro.

) Eritrocitos: naranja a rosa.

) Estructuras restantes: rosado a rojo.

Figura 1. Tincion de hematoxilina-eosina de glandulas ~ Figura 2. Contenedores de las distintas reacciones de

gastricas.

RECUERDA QUE

La causa mas comun
de una mala tincion de
hematoxilina es la
mala fijacion del tejido.

hematoxilina-eosina en el tenidor automatico.

=.5. Valoracion de resultados

La causa mas comun de una tincién inadecuada en la técnica de hema-
toxilina-eosina es la mala fijacién tisular. Otras causas que se deben
considerar son el exceso o defecto de oxidacién de la hemateina o de
la diferenciacion de la coloracion y el empleo de una hematoxilina vieja
o utilizada en exceso.

3. TECNICAS DE COLORACION
NO HISTOQUIMICAS PARA LA
IDENTIFICACION DE SUSTANCIAS:
LIPIDOS, GLUCOGENO, MUCINA,
FIBRINA Y TEJIDO CONJUNTIVO,
ENTRE OTROS METODOS PARA
ESTUDIOS NEUROHISTOLOGICOS

3.l. Coloraciones para lipidos
(técnicas de grasa)

Los lipidos son sustancias organicas insolubles en agua total o parcial-
mente pero solubles en acetona, alcohol, cloroformo, éter, etc.
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AMPULIA TUS CONOCIMIENTOS

Desde el punto de vista histoquimico, los lipidos se dividen en:

) Lipidos homofasicos: se encuentran en los tejidos en estado puro concentra-
dos en un territorio particular de la célula (una gota de grasa en el citoplasma de
la célula). Para este tipo de lipidos las técnicas son Sudan y Qil red O.

) Lipidos heterofasicos: los que se encuentran mezclados con otras sustan-
cias. Se usa la técnica histoquimica de coloracion como PAS
(glucolipidos y ciertos métodos para ésteres de
colesterol).

Las técnicas son:

) Sudan IV: tine el lipido de rojo intenso a naranja-rojizo (Figura 3).

) Sudan negro para lipidos: tine nucleos y citoplasma de rojo, lipidos
y mielina de negro.

) Azul de Nilo (método de Lillie): tine grasas neutras de rosa a rojo
y acidos grasos de azul oscuro.

RECUERDA QUE

Los lipidos o grasas

se disuelven y
desaparecen con
técnicas habituales
de tincion y requieren
técnicas especificas
para verlas.

Figura 3. Tincion de Sudan IV para ver en rojo los lipidos.
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Técnica Tifie Uso
Colageno tipo I: azul oscuro; tipos Il y 1V:
azul claro. Mucina: verde o azul; ndcleo Higado, rifion...
negro; queratina y muasculo liso: rojo

Tricrémico de
Masson

Calcio,

Von Kossa Calcio: negro; tejido: rojo. .
malacoplaquia

Espiroquetas: negro; bacilos: negro;

. . i Infecciosos
tejidos: amarillento a marron claro

Warthin-Starry

) Granulos eosinofilicos: rosa; neutrofilicos:
Wrights . . s Sangre
purpura; citoplasma linfocitos: azul

. Bacilos acido-alcohol resistentes . )
Ziehl-Neelsen ) . . Micobacterias
(tuberculosis): rojo; tejido: azul

. TIPOS DE TINCIONES HISTOQUIMICAS

.l. Reacciones histoquimicas para hidratos
de carbono

Se basan en la demostracion de grupos carbonilo formados sobre
los hidratos de carbono por oxidacién previa. Aqui se describen las mas
importantes.

2.l.2. Técnica de PAS (acido periodico Schiff)

Es la mas utilizada en muchos laboratorios. Consiste en oxidar los teji-
dos mediante el acido periodico (HIO,) para incrementar el nimero de
grupos carbonilo (aldehido o cetona) presentes en ellos, de forma que
puedan ser mostrados posteriormente mediante reactivo de Schiff. El
material PAS positivo se ve rojo oscuro o magenta. Detecta polisacéri-
dos simples (glucosa, celulosa) y complejos (neutros, mucoproteinas).
Son negativos los mucopolisacaridos 4cidos que no pueden ser oxida-
dos por el acido periédico.

Se usa para ver moco o sus-
tancias mucinosas, mem-
branas basales (Figura 1A) y
muchos hongos vy parasitos
(Figura 1B). La variante PAS-
digestion con diastasa sirve
‘ v . para distinguir si el material
BAUE WIS 7SR R MM PAS positivo es glucogeno,
en cuyo caso desaparece

Figura 1. Tincién de PAS para ver material mucoide en una adenocarcinoma con células en i
anillo de sello (A) o “hifas” de hongos en color rojizo (B). con la diastasa.
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= .2. Histoquimica de grasas, proteinas
y acidos nucleicos

Desde la introducciéon de los métodos inmunohistoquimicos, que per-
miten caracterizar antigénicamente la mayor parte de las proteinas,
los métodos histoquimicos para proteinas han perdido vigencia, pero
siguen empleandose algunos:

) Rojo Congo: para detectar la presencia de proteina amiloide (Figura 4).

W~
W,
Yo W g
A S N
AYS PN
}«'\.
S S S5 y\\\

Figura 4. Material amiloide (proteico) tenido con rojo Congo alrede-
dor de vasos sanguineos.

) Fontana-Masson: para detectar la presencia de melanina, granulos
argentafines y cromafines o pigmentos como lipofuchina. Se usa
especialmente para diagnosticar melanomas y tumores neuroendo-
crinos.

) Grimelius: antiguamente se empleaba tam-
bién para diagnosticar tumores neuroendo-
crinos, porque detectaba las proteinas de los
granulos argentafines y argiréfilos.

) Reticulina (Figura 5): las técnicas de reticu-
lina (Gomori, Gordon-Sweet) sirven para
distinguir diferentes tipos de colageno, el
maduro o tipo | y los inmaduros o tipos Il
y IV, en marrén los primeros y en negro
estos ultimos, y para distinguir por ejemplo
en negro las membranas basales que tienen

Figura 5. Técnicas de reticulina en rindén en las que se ven en negro las

i i . membranas basales. Marcada con flecha imagen de doble contorno
colageno tipo IV (ver Figura 5). en un glomérulo.
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La reaccion
antigeno-anticuerpo

es util porque permite

visualizarla.

Los marcadores
celulares que se
detectan con la

inmunohistoquimica
proporcionan
informacion sobre la
biologia y el estado
de la enfermedad,

ademas de
informacion sobre

el prondstico de la

misma.

|.2. Marcaje de anticuerpos

La reaccion antigeno-anticuerpo es Util porque permite visualizarla, y

esta visualizacion puede llevarse a cabo gracias al marcaje de los anti-
cuerpos mediante diferentes técnicas. En funcién del marcador utilizado

podran clasificarse las técnicas de inmunohistoquimica, como se vera
en el apartado “Clasificacion de las técnicas en funcién del marcador
utilizado”.

. FUNDAMENTOS DE LOS METODOS
INMUNOHISTOQUIMICOS: DIRECTOS
E INDIRECTOS

La inmunohistoquimica surgié como herramienta de los investigadores
que proporcionaba informacién adicional al estudio morfolégico que
realizaba el patélogo. Los marcadores celulares que se detectan con
la inmunohistoquimica proporcionan informacion sobre la biologia vy el
estado de la enfermedad, ademaés de informacién sobre el prondstico
de la misma.

El marcaje de los anticuerpos puede realizarse de forma directa o indirecta.

) Directa: se marca el anticuerpo primario que va a reaccionar con el
antigeno. La técnica es muy rapida pero poco sensible (Figura 3).
El principal inconveniente es que exige que se marquen tantos anti-
cuerpos como antigenos se quieran detectar.

Epitopos

) —
X,
TN

Figura 3. Reaccion antigeno-anticuerpo con marcaje directo.

)} Indirecta: se marca un anticuerpo secundario que se unird al anticuer-
po primario (Figura 4). Las ventajas del método indirecto es que permi-
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B Una mala I

orientacion del bloque

puede hacer perder
una parte clave de la

muestra o romper el
bloque.

AMPLIA TUS CONOCIMIENTOS

Tipos de cuchillas para el microtomo:

Hasta hace poco tiempo los técnicos tenian sus propias cuchillas, que ellos mis-
mos mantenian. En la actualidad se emplean cuchillas desechables. Existen basi-
camente cuatro tipos de cuchillas:

) Biconcava en ambas caras: para cortar bloques de parafina blanda en microto-
mo de rotacion. Tiene la desventaja de su excesiva vibracion, aungue hace
cortes excelentes en tejidos suficientemente blandos.

) Planocéncavas: su utilizacion viene determinada por su grado de concavidad
en su lado no plano. Las méas concavas se usan para bloques de parafina en
microtomo de deslizamiento, las menos céncavas para cortar bloques de tejido
incluido en celoidina.

) Biplana o en cuna: es la més habitual y se usa indistintamente para bloques
de parafina o en congelacién; aguanta tejidos mas duros.

) Biplana con faceta: se emplea cuando el tejido es
muy duro.

la cara interna de la cuchilla. En ese momento hay que comprobar el
paralelismo entre el blogue y la cuchilla. En caso de no ser correcto
hay que corregir la irregularidad con las dos ruedas que existen en la
rétula del portablogues, una para la orientacién horizontal y la otra para
la orientacion vertical del portabloques.

=.l. Portacuchillas

Al igual que el portabloques, para poder hacer una correcta orientacién
del portacuchillas hay que ayudarse de un bloque de parafina. La orien-
tacion de la cuchilla viene dada por la angulacion de esta con respecto al
bloque. Una incorrecta orientacion puede provocar desde no conseguir
cortar hasta romper el blogque y la muestra. Cada microtomo precisa
de una angulacion que debe proporcionar el fabricante; también puede
variar dependiendo del tipo de cuchilla que se use. La angulacion media
suele ser entre 10°y 15°, y se puede variar con una palanca que tiene
el portacuchillas.
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ten solo se tenga que marcar un anticuerpo, la versatilidad (un mismo
anticuerpo secundario puede unirse a varios anticuerpos primarios),
es un método mas sensible que el anterior. Su principal inconvenien-
te es que pequenas cantidades de antigeno pueden no ser detectadas.

7
N

Figura 4. Reaccion antigeno-anticuerpo con marcaje indirecto.

3. CLASIFICACION DE LAS TECNICAS EN
FUNCION DEL MARCADOR UTILIZADO

3.l. Inmunofluorescencia

La inmunofluorescencia es un proceso que consiste en una reacciéon
antigeno-anticuerpo que se hace visible mediante el marcaje del anti-
cuerpo con un colorante fluorescente, que se manifiesta tras su expo-

sicion a la luz ultravioleta emitida por el microscopio (Figura 5).

Figura 5. Imagen de inmunofluorescencia utilizando como
fluorocromo la fluoresceina.

La
inmunofluorescencia

consiste en una
reaccion antigeno-

anticuerpo que se hace

visible mediante el

marcaje del anticuerpo

con un colorante
fluorescente.

RECUERDA QUE

Los fluorocromos
mas utilizados son la
fluoresceina (emite
fluorescencia color
verde manzana) y

la rodamina (emite
fluorescencia color
roja-anaranjada).
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Figura 17. Papanicolau. Figura 18. Papanicolau.

Las preparaciones previamente fijadas pasan a:

Agua corriente 3 min

Hematoxilina de Harris 3 min

Agua corriente Lavar durante 2 min
Alcohol 96° 1 min

Orange G 1 min

Alcohol 70° 15 inmersiones sucesivas
Alcohol 70° 15 inmersiones sucesivas
Alcohol 96° 15 inmersiones sucesivas
EA-50 5 min

Alcohol 96° 15 inmersiones sucesivas
Alcohol 96° 15 inmersiones sucesivas
Alcohol 96° 15 inmersiones sucesivas
Alcohol absoluto 15 inmersiones sucesivas
Alcohol absoluto 15 inmersiones sucesivas
Xilol 15 inmersiones sucesivas
Xilol 15 inmersiones sucesivas
Montaje

Para que los reactivos se mantengan limpios mas tiempo se pue-
de escurrir sobre papel de filtro las extensiones antes de pasarlas al
siguiente reactivo.

No hay que olvidar renovar una vez por semana todas las soluciones de
la bateria de tincién para que la coloracion celular sea 6ptima.

) Diff-Quick: esta técnica se realiza sobre extensiones secadas al
aire. La técnica consiste en la combinacién de dos coloraciones

RECUERDA QUE

Los tiempos de los
colorantes pueden
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Después de realizar esta técnica sobre una citologia seria posible reali-
zar la técnica de Papanicolaou sobre esta sin necesidad de decolorarla
previamente.

) Hematoxilina-eosina: esta técnica es muy utilizada no solo en cito-
logia, sino también en histologia (llegando a ser la tincion mas utili-
zada para esta Ultima). Consta de dos partes: la tincion celular y la
tincidn citoplasmatica. Existen multiples variantes, segun el tipo de
hematoxilina que se utilice.

D Hematoxilina: existen varios tipos; las mas utilizadas son la de
Harris (se utiliza si la muestra se seca al aire) y la de Carazzi (si la
muestra se fija en alcohol de 96°). Colorea el nlcleo celular confi-
riendole un color azul-azul oscuro (Figura 21).

D Eosina: es el colorante de contraste. Colorea el citoplasma celular
en tonos rosaceos o anaranjados (Figura 22).

Figura 21. Hematoxilina-eosina. Figura 22. Hematoxilina-eosina.

—

Si la muestra se recibe secada al aire:

Hematoxilina de Harris 1 min |a hematoxilina-
Agua corriente Lavar en abundante agua . .

- : - : eosina es una tecnica
Eosina 10 inmersiones sucesivas tilzad ;

. ) ) muy utilizada no solo

Alcohol 96° 15 inmersiones sucesivas y' o
Alcohol 96° 15 inmersiones sucesivas en citologia, sino
Alcohol absoluto 15 inmersiones sucesivas tambien en histologia.
Alcohol absoluto 15 inmersiones sucesivas Consta de dos partes:
Xilol 15 inmersiones sucesivas la tincion celular y la
Xilol 15 inmersiones sucesivas tincion citoplasmatica.
Montaje
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ReESUMEN

v/ La inmunohistoquimica se basa en la deteccién de una reaccién an-
tigeno-anticuerpo que puede visualizarse gracias al marcaje de los
anticuerpos, ya sea de forma directa o indirecta, mediante fluoro-
cromos o enzimas.

v El procesamiento histolégico puede alterar esta reaccién o su vi-
sualizacion y para reducir o controlar estos cambios serdn dtiles las
técnicas de recuperacion antigénica, el bloqueo endégeno de la acti-
vidad enzimdtica, el bloqueo de la tincion de fondo, el uso de contro-
les y de amplificadores de sefial. La inmunohistoquimica ha supuesto,
junto a la biologia molecular, la revolucion de la anatomia patoldgica
moderna.

TETEEE

GLOSARIO

Anticuerpo: inmunoglobulinas sintetizadas por las células plasmaticas.

Anticuerpo monoclonal: anticuerpos idénticos, pues proceden de la
misma célula plasmatica y se unen a un solo epitopo de un antigeno.

Anticuerpo policlonal: anticuerpos creados por inoculacién del anti-
geno en un organismo hospedador. El resultado es que se generan
diversas estirpes de anticuerpos que reconocen diferentes partes del
antigeno.

Anticuerpo primario: es el anticuerpo que se une al antigeno, el pri-
mero en el protocolo de tincion.

Anticuerpo secundario: anticuerpo que se une al anticuerpo primario.
Forma un puente entre el anticuerpo primario y el reactivo que lleva

acoplada la enzima reveladora.

Antigeno: cualquier molécula capaz de unirse a un anticuerpo.
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EJERCICIOS

. Describe técnicas para tejido conjuntivo.

. Describe los pasos de la técnica hematoxilina-eosina.
. Describe técnicas para tejido nervioso.

. Describe técnicas para lipidos.

. ¢Qué técnica tine las mucinas?

EVALUATE TU MISMO

1. Para descubrir las neuronas, Ramén y Cajal empleé:
Q a) Hematoxilina-eosina.
Q b) Sudan IV.
d c¢) Impregnaciones metélicas.
O d) Microscopia electronica.

. Los colorantes de tipo fisico estan ligados a las propiedades de:
Q a) Disolucion (solubilidad) e impregnacién (adsorcion).
O b) Reaccién quimica entre el colorante y la estructura objeto de tincion.
Q c) Formacion de uniones intermoleculares por atraccion electrostatica
Q d) Fuerzas de tension superficial responsables de la interaccion molecular en
los liquidos.

. Para identificar astrocitos y células de la glia se utiliza:
Q a) Hematoxilina 4cida fosfotungstica.
Q b) Orceina.
Q c) Tetroxido de osmio.
Q d) Luxol® fast blue.




SOLUCIONES

EVALUATE TU MISMO

http.//www.aranformacion.es/_soluciones/index.asp?ID=20






