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Las técnicas inmunocitoquimicas aplicadas a
la patologia de las enfermedades de etiologia
infecciosa (parasitos, bacterias y virus), han
tenido un gran avance en los Ultimos afos,
utilizandose en el diagnéstico anatomopa-
tolégico rutinario y en el estudio de la patogenia
de las diferentes enfermedades infecciosas.
Estas técnicas permiten identificar antigenos
“insitu”, mediante el desarrollode unareaccion
antigeno anticuerpo especiffica, utilizando los
correspondientes anticuerpos marcados con
un colorante visible al microscopio (fluorocro-
mo, enzima o metal pesado).

La posibilidad de obtener antisueros, tanto en
conejos como en otros animales domeésticos,
frente a diferentes microorganismos, asi como
la adquisicion del resto de los reactivos en el
comercio, hace que estas técnicas diagnosti-
cas puedan ofrecer importantes ventajas
comparativas, frente a los altos costos que
tienen los aislamientos y otras técnicas que se
utilizan en los laboratorios de virologia y
microbiologia.

Por otra parte, son frecuentes los aislamientos
de varios microorganismos a partir de un cada-
ver. La posibilidad de utilizar estas técnicas
sobre el mismo material en el que se realiza el
estudio histopatolégico, da una informacion
complementaria al relacionar las lesiones tisu-
lares con la presencia de microorganismos.
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CAMPOS DE APLICACION DE LAS TECNICAS
INMUNOHISTOQUIMICAS EN PATOLOGIA
ANIMAL (Ref. 1-6, 8, 9, 11, 12)

La creciente oferta que tiene el mercado de
anticuerpos especificos para identificary locali-
zar diferentes componentes bioldgicos en las
células vy tejidos, asi como el desarrolio de
nuevas técnicas y mejoramiento de las ya
existentes, constituyen una excelente herra-
mienta diagnéstica en los laboratorios de
Anatomia Patoldgica, ya que permite realizar
estudios morfoetiologicos e incluso retrospec-
tivos, al poder utlizar material previamente
fijado en formol, e incluido en parafina, el cual
ha estado almacenado por afios.

En general las técnicas inmunohistoquimicas
se pueden aplicar en:

1. Identificaecion de células: por ej. linfocitos
(B y T), macréfagos y células dendriticas. En
algunas enfermedades infecciosas se puede
realizar un doble marcaje el cual permite re-
conocer las células infectadas y el antigeno.
2. Diagnostico de algunas neoplasias: por
ej. identificaciébn de hormonas (neoplasias
hormono-productoras), constituyentes del cito-
esqueleto.

3. Identificar componentes que participan en
reacciones de hipersensibilidad: por ej.
inmunoglobulinas, complemento y sus
fracciones.
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4. Procesos infecciosos: por ej. parasitos,
protozoos, hongos, bacterias y virus.

En relacién con este dltimo punto se hace ne-
cesario resaltar las enormes ventajas de costo
y tiempo que significa la utilizacion de técnicas
inmunohistoquimicas, como sucede con
Mycoplasma hyopneumoniae (Neumonia
Enzodtica del cerdo), microorganismo que
necesita condiciones especiales de cultivo y
largos perfodos de crecimiento para su iden-
tificacion. Situacién similar ocurre conlos virus,
los cuales ademas tienen el inconveniente que
su presencia enlos tejidos no siempre se puede
demostrar con técnicas histoquimicas.

PROCEDIMIENTOS Y PRINCIPALES
TECNICAS INMUNOHISTOQUIMICAS
(REF. 2, 10-12)

La inmunofluorescencia (IF), es la mas conoci-
da de estas técnicas, probablemente porque
viene empleandose desde hace mas de 40
anos. Sin embargo, en la actualidad existen
técnicas que empiezan a utilizarse mas amplia-
mente, debido a las grandes ventajas com-
parativas que ofrecen respecto a la IF.

Todaslastécnicasinmunohistoquimicastienen
un paso fundamental que consiste en exponer
el antigeno que se desea demostrar, frente a
un anticuerpo especifico, lo que dara origen a
un enlace altamente selectivo antigeno-
anticuerpo. Para detectar el lugar de depdsito
del anticuerpo, éste debe “marcarse” con algun
producto visible al microscopio, mediante
técnicas directas o indirectas.

Lastécnicas inmunohistoquimicas se clasifican
segun dos aspectos:

1. Método utilizado:
- Método directo.
- Método indirecto.
2. Marcador de Anticuerpos:
- Técnicas de inmunofluorescencia.
- Técnicas inmunoenzimaticas.
- Técnicas inmunometalicas.

Método (Ref. 1-3, 7, 9, 10)

- Métodos directos: son procedimientos muy
sencillos, en los que se utiliza el anticuerpo
especifico frente al antigeno que se desea
demostrar, conjugado con el marcador.
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- Métodos indirectos: se utilizan alo menos dos
anticuerpos. El primero es especffico frente al
antigeno (anticuerpo primario), pero no esta
conjugado con el marcador, siendo necesario
aplicar un segundo anticuerpo conjugado con
el marcador (anticuerpo secundario). Los an-
ticuerpos secundarios deben ser desarrollados
frente al anticuerpo primario, en una especie
animal diferente enla que fue creada el anticuer-
po primario (heter6logo).

Existen diversas variantes de los métodos indi-
rectos, con sus ventajas y sus inconvenientes,
por lo que se debe elegir en cada caso el
procedimiento mas idéneo.

En términos generales la cadena de pasos que
permite alcanzar el “marcador” (dos, tres, inclu-
SO cuatro) en una misma técnica, se puede
lograr de dos formas:

- Por uniones especfficas antigeno-anticuer-
po: por ej. método de la peroxidasa antiperoxi-
dasa (PAP).

- Por uniones altamente especificas, distintas
de las uniones antigeno-anticuerpo, o bien
mediante la participacion de ambos tipos: por
ej. método de la Avidina Biotina Peroxidasa
(ABC).

Los métodos indirectos son mas laboriosos,
peroaventajana los directos, en que no necesi-
tan disponer del anticuerpo primario marcado,
de tal suerte que adquiriendo los kits adecua-
dosen el comercio, se puede realizar latécnica
para diversos antigenos, si se dispone de los
anticuerpos especificos desarrollados en una
misma especie animal.

TECNICAS DE
INMUNOFLUORESCENCIA
(REF. 1, 2, 10-13)

Las técnicas de inmunofluorescencia se basan
en la utilizacion de conjugados de inmuno-
globulinas con fluorocromos, visibles al mi-
croscopio de fluorescencia. Los fluorocromos
deben ser de gran pureza. Los mas utilizados
son el isotiocianato de fluorescencia (FITC), y
el isotiocianato de tetrametil rodamina (TRITC).

En los estudios de inmunofluorescencia los
mejores resultados se obtienen cuando se rea-
lizan los cortes histolégicos por congelacion,
pero también se obtienen buenos resultados
encortesdetejidosfijados enformol eincluidos
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en parafina. En tales casos debe hacerse un
tratamiento de las preparaciones con enzimas
protedlfticas, con el fin de desenmascarar grupos
antigénicos que podrian haber quedado ocultos,
al momento de la fijacion. También debe tenerse
en consideracién que algunos fijadores, como
elformol o el glutaraldehido, inducen la presen-
cia de fluorescencia inespecifica, debido a la
existencia de grupos aldehidos libres, sumado
esto a cierto grado de autofluorescencia que
poseen determinadas estructuras tisulares.

Bésicamente, se puede realizar una técnica de
inmunofluorescencia directa, de gran utilidad
en enfermedades inmunitarias en las cuales
existe depésito de complejos antigeno-anti-
cuerpo, factores del complemento, fibrindge-
no, etc. o una técnica de inmunofluorescencia
indirecta muy Util cuando la emisién luminica
del fluorocromo es débil, dada la minima canti-
dad de antigeno presente en el iejido (la capa
intermedia de anticuerpos sin conjugar multi-
plica el nimero de sitios a los cuales los
anticuerpos marcados pueden unirse).

Cualquiera que sea el procedimiento empleado
deben utilizarse siempre cortes controles para
garantizar la fiabilidad de la técnica y descartar
la autofluorescencia y fluorescencia inespecifi-
ca entre otras.

Se puede emplear como controles

- Preparacion sin teiir, para descartar auto-
fluorescencia.

- Incubacién con suero no inmune, del mismo
animal.

- Incubacién, s6lo con el segundo anticuerpo.

- Incubacién con suero normal conjugado,
del mismo animal, correspondiente al segun-
do anticuerpo.

- Control positivo.

Para realizar en forma adecuada cualquiera de
las técnicas de IF se debe hacer un nimero
milnimo de pasos, que en los cortes por con-
gelacion serfan los siguientes (Palacin, 1984):

Método directo

1. Cortes en congelacién, desecados.

2. Lavado en PBS pH 7,2 (10-15 min.).

3. Incubacién con anticuerpo especfifico mar-
cado con fluorocrgmo (30- 60 min.).

4. Lavado con PBS pH 7,2 (3 x 10 min.).

5. Montaje.

Método indirecto

1. Cortes en congelacién disecados.

2. Lavado en PBS pH 7,2 (10-15 min.).

3. Anticuerpo especifico primario, no marcado
(30-60 min.).

Anticuerpo 19 conjugado
con fluoresceina

T
®

/A

Antigeno

Figura 1. Método de la inmunofluorescencia directa.
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Anticuerpo 29 anti Ig
animal especie A,
conjugado con fluoresceina
(desarrollado en animal
especie B)

Anticuerpo 19
(desarrollado en
animal especie A)
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Antigeno
®

Figura 2. Método de inmunofluorescencia indirecta.

4. Lavado PBS pH 7,2 (3 x 10 min.).

5. Anticuerpo secundario, marcado con fluo-
rocromo (30 min.).

6. Lavado con PBS pH 7,2 (3 x 10 min.).

7. Montaje.

El medio de montaje debe ser no fluorescente
Yy, su pH, debe estar entre 7 y 8,6 (a pH alto,
mayor emision luminica). Una desventaja de la
IF es que las preparaciones procesadas de-
ben observarse inmediatamente al microsco-
pio para evitar que la emision luminica del
fluorocromo disminuya, o mejor en el congela-
dor. Se pueden obtener buenas fotografias si
se usan peliculas de alta sensibilidad.
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