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En la década de los años sesenta, se intro
dujeron por primera vez enzimas como 
marcadores para identificar las uniones 
antígeno-anticuerpo, las que al actuar sobre 
un sustrato definido forman un precipitado 
coloreado visible al microscopio óptico (Pa
lacin, 1984; Fenner y col., 1987). El uso de 
enzimas como "colorante", como pueden 
ser la peroxidasa de rábano picante, la fos
fatasa alcalina, la glucosa oxidasa o beta ga
lactosidasa (Nakane y Pierce, 1966), han 
dado el nombre genérico a estas técnicas de 
i nmu noenzimáticas. 

Las técnicas inmunoenzimáticas más utili
zadas en la actualidad son las de inmunope
roxidasa, vale decir, aquellas en que la enzi
ma utilizada como marcador es la peroxida
sa de rábano picante (PR). Además se pue
den real izar otras técnicas como la inmuno
peroxidasa directa (Word y Kaeberle, 
1984), en la que el anticuerpo primario está 
conjugado con la enzima, o la inmunopero
xidasa indirecta (Doster y col., 1988), en 
que el segundo anticuerpo está conjugado 
con la enzima. Sin embargo, últimamente 
se han venido utilizando métodos altamen
te sensibles como lo son el Complejo Pero
xidasa Anti-Peroxidasa (PAP) de Sternber
ger ( 1970) y el Complejo Avidina-Biotina 
Peroxidasa (ABC) de Heggeness ( 1977) (Pa
lacin, 1984; Meador y col., 1986, 1989a, 
1989b; Meador y Doyoe, 1989; Moore y 
col., 1989; Scanziani y col., 1989). 
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Los marcadores o colorantes enzimáticos, 
no son visibles directamente al microscopio 
óptico sino, que requieren ser revelados me
diante una serie de reacciones histoquími
cas en las que un cromógeno adquiere un 
determinado color, gracias a la acción del 
marcador enzimático. Los cromógenos más 
utilizados en inmunohistoquímica son: la 
diaminobenzidina de color marrón, el ami
noetilcarbazol de color rojo y el cloronaftol 
de color negro (Palacin, 1984; Meador y 
col., 1989a) . 

TECNICA DE LA PEROXIDASA 
ANTIPEROXIDASA (PAP) 

El complejo PAP, está constituido por dos 
moléculas de inmunoglobulinas y tres de 
peroxidasa (Figura 1), debiendo desarrollar
se el complejo peroxidasa antiperoxidasa 
por inmunización de animales de la misma 
especie que los utilizados para obtener el 
primer anticuerpo (Palacin, 1984). 

La aplicación de estas técnicas en los cortes 
histológicos supone una serie de tratamien
tos complementarios tendientes a resaltar la 
reacción inmunológica específica: 

1. Bloqueo de la actividad peroxidásica 
endógena 

Algunas estructuras tisulares como los eri
trocitos, granulocitos, macrófagos, etc., 
muestran actividad peroxidásica ( Fenner y 
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Figura 1. Técnica de la Peroxidasa - Antiperoxidasa. 

col., 1987), la que puede ser bloqueada con 
soluciones en base a metano! y peróxido de 
hidrógeno al O ,3% ( Moore y col., 1989), o 
mediante tratamientos con ácido clorhídri
co y ácido peryódico (Meador y col., 1986). 

2. Desenmascaramiento de grupos 
antigénicos 

Durante la fijación de las muestras tisulares 
con fijadores aldehídos como el formol, se 
producen puentes de unión de tipo cruza
dos entre los componentes proteicos. Pro
ducto de estas reacciones algunos antígenos 
pueden quedar ocultos e inaccesibles al pri
mer anticuerpo, lo que hace necesario de
volver su actividad antigénica eclipsada, me
diante tratamiento enzimático (Palacin, 
1984). Kobisch y col. (1985), han utilizado 
el complejo PAP en cortes de congelación, 
sin necesidad de efectuar tratamiento enzi
mático. 

3. Supresión de la tinción inespecífica 
de fondo 

Cuando hay una tinción de fondo manifies
ta (background), se puede deber entre otras 
causas a: difusión extracelular de anti'genos, 
persistencia del medio de inclusión (mal 
desparafinado), uso de anticuerpos mal pu
rificados o unión de los anticuerpos me
diante el complemento o la región Fe. La 
ti nción inespecífica de fondo dificulta una 
correcta delimitación de las áreas realmente 
positivas. Una dilución óptima de los anti
cuerpos primarios da un mayor contraste a 
la tinción (Palacin, 1984). 
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4. Revelado de la peroxidasa 

El revelado de la peroxidasa se lleva a cabo 
mediante la producción de un precipitado 
insoluble local ( Fenner y col., 1987), que 
se forma cuando reacciona la peroxidasa 
con el peróxido de hidrógeno, constituyen
do un complejo que reacciona posterior
mente sobre un cromógeno como la diami
nobenzidina (DAB) o el 3-amino-9 etilcar
bazol (Palacin, 1984; Meador y col., 1989a). 

TECNICA DEL COMPLEJO AVIDINA
BIOTINA-PEROXIDASA (ABC) 

Esta técnica se basa en aprovechar la extra
ordinaria afinidad que tiene la Biotina (vita
mina del complejo B de bajo peso molecu
lar) por la Avidina (glicoproteina contenida 
en la clara de huevo) (Hsu y col., 1981). 

La unión no inmunológica entre la biotina 
y avidina es rápida y prácticamente irrever
sible, más de 106 veces mayor que la mos
t rada por el anticuerpo frente al antígeno 
(Palacin, 1984). El complejo ABC se halla
ría formado por una red tridimensional de 
múltiples moléculas de PR biotinadas entre
lazadas con la avidina ( Figura 2). Debido al 
proceso de amplificación que se produce, al 
corresponder a un lugar de unión antigénica 
múltiples moléculas de peroxidasa activas, 
la técnica del Complejo ABC tiene una ele
vada sensibilidad (Palacin, 1984), una míni
ma tinción de fondo y ahorro de reactivos 
( Fernández y col., 1988). 

Anticuerpo Primario 

Antígenos en Tejidos 

Figura 2. Técnica de la Avidina - Biotina - Peroxi
dasa. 
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En la realización de la técnica es necesario 
tener presente que algunos tejidos tales 
como el hígado, bazo, riñón y sistema ner
vioso, contienen biotina o sustancias pareci
das, las cuales pueden fijar el complejo 
ABC, conduciendo a resultados erróneos, 
siendo absolutamente necesario bloquear 
dichas sustancias (Palacin, 1984). 

El procedimiento general para las técnicas 
PAP y ABC se comparan en el Cuadro 1. 

Las técnicas inmunoenzimáticas ofrecen 
grandes ventajas sobre las técnicas de inmu
nofluorescencia (revisada en la primera par
te de este art ícu lo), debido a: 

1. No se necesitan microscopios especiales . 

Cuadro 1. 

Técnica de la Peroxidasa-Antiperoxidasa 
(PAP) 

Desparaf inar , hasta alcohol absoluto 
2. Bloqueo de la peroxidasa endógena 
3. Hidratación progresiva 
4. Tratamiento enzimático 
5. Supresión de la tinción de fondo 
6. Anticuerpo pr imario espec(fico 
7. Lavado (PBS ph 7 ,2) 
8. Ant icuerpo puente 
9 . Lavado PBS 

10. Incubación en PAP 
11. Lavado TRIS 
12. Revelado de la peroxidasa 

13. Lavado H2 0 destilada 
14. T inción de contraste 
1 5. Montaje de la preparación 
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2. Las preparaciones son permanentes: la 
reacción inmunoenzimática no desapare
ce con el tiempo, por lo cual no requiere 
de la utilización de material fotográfico 
en forma instantánea. 

3. El detalle morfológico es completo, ya 
que a la preservación de la arquitectura 
tisular que proporciona el uso de mate
rial fijado se une la posibilidad de contra
tinción sistemática, lo que permite una 
observación histológica detallada. 

4. Tienen mayor sensibilidad, sobre todo 
las técnicas del complejo PAP y ABC, en 
las que la señal óptica se amplifica enor
memente (varias moléculas de marcador 
para una de antígeno). 

Técnica de la Avidina-Biotina, utilizando complejo 
ABC 

1 . ldem 

2. ldem 

3. ldem 

4. ldem 

5. Bloqueo de la Biotina tisu la r 

6 . Anticuerpo primario espec(fico 
7. Lavado PBS (pH 7,2 · 7,6) 
8. Anticuerpo segundo - BI O 
9. Lavado PBS 

10. 1 ncubación complejo ABC 
11 . Lavado PBS 
12. ldem 
13. ldem 
14. ldem 
15. ldem 
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