


Fundamentos técnicos 

La Inmunohistoquímica tiene por objeto la 
identificación de componentes biomolecu-
lares presentes en los tejidos por medio 
de reacciones AG-Ac realizadas «¡n situ»5. 
Haciendo referencia exclusivamente a la 
Inmunohistoquímica enzimática podemos 
establecer tres niveles en el proceso: 

A) Reacción antígeno-
anticuerpo 

Es la etapa crucial del sistema. En ella se 
establece la unión específica del antígeno, 
o mejor, el determinante antigénico de la 
molécula a identificar y el anticuerpo co
rrespondiente. 
El antígeno puede ser cualquier molécula 
capaz de inducir una respuesta inmuno-
génica, bien sola o unida a otras macro-
moléculas o haptenos. Dependiendo de 
sus características fisicoquímicas y su lo
calización en los tejidos, los antígenos va
rían en solubilidad, estabilidad térmica, 
afinidad en reacciones, etc. Todos estos 
parámetros deben ser tenidos en cuenta 
durante los procesos de fijación y proce
sado del tejido para asegurar la integridad 
y accesibilidad adecuada de los determi
nantes antigénicos. 
El otro componente de la reacción es el 
anticuerpo. Utilizamos los fragmentos Fab 
y Fab2 de las inmunoglobulinas, casi siem
pre IgG. Según la manera de obtenerlos 
distinguimos entre anticuerpos policlona-
les y monoclonales. 
Los anticuerpos policlonales se obtienen 
por inmunización de un animal, casi siem
pre conejo, con el antígeno purificado. El 
resultado es una mezcla de anticuerpos es
pecíficos contra diferentes determinantes 
antigénicos de la molécula. La ventaja 
principal de su uso reside en que al ser 
capaces de reconocer varios epitopos dis
tintos, es suficiente que alguno de ellos 
mantenga su integridad para obtener re
sultados favorables. Por el contrario este 
tipo de sueros exige complicadas técnicas 
de purificación para evitar la presencia de 

anticuerpos naturales inespecíficos conta
minantes. También pueden aparecer reac
ciones cruzadas frente a radicales simila
res presentes en el tejido. 
Los anticuerpos monoclonales se obtienen 
a partir de células de mieloma de ratón fu
sionadas con células B humanas o de un 
animal, productoras del anticuerpo desea
do (hibridomas). De esta manera se con
sigue una población celular de crecimiento 
indefinido productora de un solo anticuer
po específico. Estos son de extremada pu
reza, afinidad y avidez, pero su uso exige 
un exquisito cuidado en el tratamiento del 
tejido para evitar que se altere el único 
determinante a reconocer. De forma ge
neral son los anticuerpos más recomenda
bles y con los que se obtienen mejores re
sultados. 

B) Sistema de amplificación 

Son sistemas de expansión de la señal 
obtenida, de tal forma que por cada mo
lécula de anticuerpo fijado al antígeno ti-
sular pueda obtenerse muchas otras de 
marcador, que permitan alcanzar el nivel 
de resolución del microscopio óptico. 
Existen diferentes métodos como los de 
PAP, ABC, proteína A, etc., con numero
sas variaciones6, siendo los más utilizados 
aquellos que emplean un anticuerpo se
cundario modificado de la manera adecua
da. En determinadas situaciones, en las 
que se supone suficiente cantidad de an
tígeno en el tejido, puede prescindirse del 
sistema, como en la inmunofluorescencia 
directa. 
Nosotros atendiendo a razones de sensi
bilidad, costo y estandarización utilizamos 
en todas nuestras técnicas el método 
puesto a punto por Hsu y colaboradores 
en 1981 basado en la Avidina-Biotina7. 
La avidina es una glicoproteína básica que 
tiene la característica de poseer una ex
traordinaria afinidad por la biotina, vitami
na distribuida ampliamente en los tejidos 
de los mamíferos. Cada molécula de avi
dina puede unirse a cuatro moléculas 
de biotina. Además la biotina puede ser 
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conjugada con el fragmento Fe de las In-
munoglobulinas y la avidina con enzimas, 
fluorocromos, etc. Estos procesos de con
jugación no afectan su afinidad mutua ni 
alteran significativamente la actividad de 
anticuerpos y enzimas. 
De esta forma el sistema de expansión 
queda como sigue: 
Sobre el anticuerpo primario unido al 
antígeno tisular se incuba un anticuerpo 
policlonal biotinizado, específico para in-
munoglobulinas del animal productor del 
primer anticuerpo. Es de esperar que va
rias moléculas de este anticuerpo reconoz
can diferentes epitopos del primario. A 
continuación se incuba el sistema con 
complejos preformados de avidina-biotina-
enzima. Estos complejos han sido prepa
rados en exceso relativo de avidina por lo 
que poseen zonas libres de unión que se 
pueden unir a la biotina del anticuerpo 
secundario. El resultado es una cadena ra
mificada de uniones específicas en las que 
por cada molécula de anticuerpo primario 
fijado al tejido se obtienen múltiples de 
enzima. 

C) Demostración visual. 
Cromógenos 

En este nivel se consigue que las molécu
las de enzimas ya fijadas al tejido tomen 
coloración y puedan ser observadas al mi
croscopio. 
La enzima más utilizada en los diferentes 
sistemas es la peroxidasa de rábano. Tam
bién se utilizan la glucosa oxidasa y la fos-
fatasa alcalina, esta última cada vez con 
mayor asiduidad8. Sea cual fuere, se la 
hace reaccionar con un sustrato particu
lar en presencia de cromógeno. La enzi
ma y el sustrato forman un complejo que 
reacciona con el cromógeno, oxidándolo 
y haciéndolo insoluble, con lo que se lo
gra su fijación estable en el tejido. De esta 
forma hemos conseguido cantidades su
ficientes de sustancia coloreada y estable 
en el lugar de localización del antígeno y 
por tanto la técnica está concluida. 

Nosotros utilizamos la peroxidasa y fosfa-
tasa alcalina y como cromógeno la diami-
nobencidina y el rojo rápido. 
Entre las diferentes posibilidades existen 
razones que nos han llevado a diseñar 
nuestra técnica tal y como la utilizamos: 
Hemos escogido un sistema de reconoci
da sensibilidad, acoplable al esquema ru
tinario del laboratorio y que no requiere 
inversiones tecnológicas significativas 
para su puesta en marcha. 
Se utilizan reactivos biológicos de precio 
elevado, con limitaciones de mantenimien
to y caducidad. Consideramos por tanto 
imprescindible presupuestar el consumo 
previsto para cada uno de los anticuerpos, 
atendiendo al tipo de patología más fre
cuente en el laboratorio. 
Preferimos anticuerpos monoclonales. 
Mantenemos algunos policlonales que nos 
dan mejor rendimiento sin problemas de 
fondo o inespecificidad. 
Los de uso más frecuente los adquirimos 
prediluidos. Son de costo ligeramente su
perior pero facilitan sensiblemente el tra
bajo y disminuyen las posibilidades de 
error. 
Desechamos aquellos que exigen trata
mientos muy especializados fuera de la ru
tina del laboratorio. Tampoco utilizamos 
los que tienen excesivas limitaciones de 
caducidad o mantenimiento. 
Salvo en programas concretos de estudio 
sólo nos proveemos de aquellos aplicables 
con un mínimo de frecuencia y que apor
ten mejoras tangibles al diagnóstico. Uno 
de los problemas prácticos actuales vie
ne dado por la avalancha de anticuerpos 
nuevos que constantemente se comercia
lizan. Algunos de ellos son tan selectivos 
que sólo se utilizan en situaciones excep
cionales, mientras que otros no están su
ficientemente caracterizados demostrando 
en breve plazo una insuficiente precisión9. 
Incorporamos un sistema de amplificación 
universal independiente del tipo de anti
cuerpo primario. Simplifica el conjunto, 
disminuye equivocaciones y rebaja el 
stock de reactivos almacenados. 
Estas directrices técnicas deben ir acom
pañadas de una indicación de uso racio-
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nal. Es de responsabilidad del patólogo so
licitar los anticuerpos que en el caso en 
cuestión tengan poder discriminante, te
ner en cuenta las limitaciones circunstan
ciales de los que desee utilizar y sobre 
todo saber valorar los resultados dentro 
del contexto en estudio. De otra forma co
rre el riesgo de llegar a situaciones equí
vocas e incluso cometer errores diagnós
ticos graves 1 0. Es por esto por lo que en 
los servicios más cualificados del mundo 
se ha creado la figura de Patólogo espe
cialista en Inmunohistoquímica, encarga
do de todo aquello referente a la indica
ción, uso e interpretación del método. 
En cuanto al clínico también juega un pa
pel original. Numerosas indicaciones de la 
Inmunohistoquímica deben ser sugeridas 
por el internista ante una sospecha diag
nóstica. Más aún, el clínico puede biop-
siar un órgano exclusivamente para in
vestigar la presencia de una determinada 
sustancia en un tejido morfológicamente 
no alterado. De esta forma la Inmunohisto
química se sale del entorno exclusivo de la 
Anatomía Patológica, formando parte del 
armamentarium diagnóstico del clínico. 
Con todo ello la Inmunohistoquímica ha 
demostrado proporcionar una relación 
costo/rendimiento excelente. 

Inmunohistoquímica en 
patología diagnóstica 

La Inmunohistoquímica aporta a la Ana
tomía Patológica mayor precisión diag
nóstica y añade información de interés 
pronóstico o terapéutico. Resulta funda
mental en tres apartados: 
I. Patología tumoral. 
II. Enfermedades de patogenia inmune. 
III. Enfermedades infecciosas. 

I. Patología tumoral 

Es sin duda el campo de mayor desarro
llo y a él nos referiremos preferentemente. 
Pueden valorarse diferentes aspectos: 

A) Identificación celular de estirpe. Feno
tipo morfofuncional. 
La identificación celular precisa es básica 
en cualquier situación. Los diferentes tipos 
y subtipos celulares que constituyen el or
ganismo vivo han sido establecidos aten
diendo a las estructuras que forman y a 
la función que realizan, condicionadas 
ambas por los programas genéticos de di
ferenciación y especialización. Así se esta
blecen características estructurales propias, 
producción de sustancias para la función 
o secreción, expresión de antígenos espe
ciales, etc. Todos estos aspectos se ma
nifiestan de forma plena en condiciones 
normales, estando moduladas por su es
tado funcional, pero pueden ser alteradas 
o cambiadas en estados patológicos, en 
particular si son neoplásicos. 
El reconocimiento basado exclusivamente 
en estrictos criterios morfológicos puede 
no ser suficiente y ha quedado superado 
por la posibilidad de determinar compo
nentes bioquímicos específicos según una 
óptica morfofuncional. 
Varios grupos de anticuerpos pueden ser 
utilizados con este fin: 
1. Péptidos estructurales: 
Algunas proteínas citoplásmicas llamadas 
estructurales gozan de la propiedad de ser 
características de determinados tejidos o 
tipos celulares: 
1a. Filamentos intermedios 1 1 ' 1 2 ' 1 3 ' 1 4 : 
Son proteínas del citoesqueleto con diá
metros ultraestructurales entre 7 y 11 mm. 
Existen 5 clases. 
— Citoqueratinas: 
Familia de por lo menos 19 miembros dife
rentes. Son características de los epitelios, 
que las manifiestan en grupos diferentes 
atendiendo al tipo (simple, estratificado, 
complejo...), origen (piel, esófago, bron-
quio...) o estado actual (diferenciación, ni
vel hormonal o vitamínico, neoplàsia...). 
— Vimentina: 
Presentes aunque no de manera exclusiva 
en células de derivación mesenquimal. Es 
un marcador celular primitivo de escasa 
diferenciación y puede ser manifestada 
por algunos epitelios en particular si son 
neoplásicos. 
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- Desmina: 
Expresada por músculo estriado y algunas 
poblaciones de músculo liso. 
- GFAP: 
Marcador bastante específico de astroci-
tos oligodendroglia y ependimo. También 
se manifiesta en sistema nervioso perifé
rico. 
- Neurofilamentos: 
Característico de neuronas o células de de
rivación neural. Marca los miembros del 
sistema neuroendocrino periférico. 
1b. Otros péptidos 1 5 ' 1 6 : 
- EMA: 
Expresada en numerosos epitelios glandu
lares. Marca típicamente algunos adeno-
carcinomas y rara vez carcinomas escamo
sos o sarcomas. 
- TPA: 
Producidos por tejidos en rápido creci
miento como placenta y neoplasias. Es po
sitivo en los revestimientos de cavidades 
huecas, ductos glandulares o trofoblasto, 
así como numerosas neoplasias de origen 
epitelial. 
- S-100: 
Tiene un amplio espectro de distribución. 
Se utiliza para identificar componentes de 
nervio periférico, mioepitelio, anexiales, sa
livares y células de Languerhans. 
- Actina y variantes, troponina, tubulina. 
Son marcadores de diferenciación mus
cular. 
La distribución referida ha de tomarse con 
carácter genérico y no son raras las excep
ciones. La expresividad puede verse alte
rada por el estado funcional o las variacio
nes del entorno celular. 
Las neoplasias pueden cambiar o combi
nar su expresión y en situaciones extremas 
presentar fenotipos ambiguos o perder por 
completo cualquier identificador. 
No son marcadores exclusivos de neoplà
sia, pero utilizados en conjunto y con la 
estrategia adecuada se puede concluir ra
zonablemente la estirpe de la mayor parte 
de las poblaciones celulares problema 1 7. 
2. Marcadores específicos tisú lares 1 8" 2 1 : 
Serie de marcadores no relacionados ca
racterísticos de poblaciones celulares con
cretas: 

— Ag leucocitario común: 
Manifestado por cualquier tipo de leuco
cito normal o activado así como por la ma
yor parte de sus contrapartidas neoplá-
sicas. 
— Encimas histiocitarios: 
Lisozima, alfal antitripsina, alantiquimio-
tripsina CD 68. 
Buenos marcadores de histiocitos reacti
vos o neoplasias histiocitarias bien diferen
ciadas. Se pierden con facilidad en proce
sos neoplásicos agresivos. 
— Marcadores endoteliales: 
Antígeno relacionado a factor VIII y UEA 
1 Positivos en endotelios y sus derivados 
neoplásicos. El primero también se mani
fiesta en megacariocitos. 
— Marcadores germinales y trofoblásticos: 
HCG, LPH, FAP, SP-1 (glicoproteína espe
cífica del embarazo). 
A veces se expresan en carcinomas con 
o sin diferenciación morfológica a trofo
blasto confiriéndoles en estos casos un 
peor pronóstico. 
— Péptidos neuroendocrinos: 
Bombesina, cromogranina, polipéptido pan
creático, VIP, somatostatina, neurotesina, 
etc. 
Se utilizan para identificar neoplasias del 
sistema neuroendocrino periférico o car
cinomas mixtos con diferenciación parcial 
en esta dirección. Su presencia en estos 
últimos altera significativamente la res
puesta al tratamiento oncológico. 
— Aminas biogenas: 
Serotonina, catecolaminas. 
— Antígenos neurales: 
NSE, cromogranina, sinaphtofisina, proteí
na mielínica básica. 
B) Origen neoplásico primitivo. Marcado
res tumorales de órgano 2 2 ' 2 3 ' 2 4> 2 5 - 2 6 . 
En ocasiones, ante procesos neoplásicos 
diseminados el problema consiste en ave
riguar el lugar de origen de la tumoración. 
Junto a algunos de los AC ya reseñados 
pueden sernos de utilidad: 
— Marcadores oncofetales: 
Alfafetoproteína, CEA y ferritina. 
Son antígenos tumorales ampliamente uti
lizados en la clínica, también adecuados 
para delimitar el origen histogenético de 
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algunas familias tumorales. La ferritina 
puede manifestarse en tumores de la línea 
hematopoyética y algunos carcinomas (hí
gado, páncreas, mama) aunque también 
en situaciones no neoplásicas (cirrosis). 
— Marcadores tumorales monoclonales: 
Algunas neoplasias como mama, colon, 
ovario, páncreas o melanomas pueden 
expresar con mayor o menor especificidad 
Ag característicos. No sólo sirven para 
identificar su origen sino que en ocasio
nes se relacionan a su agresividad bioló
gica. 
— Proteínas placentarias: 
Positivas en algunos tumores de línea ger
minal. 
— PSA. Fosfatasa acida prostática. 
Se expresan en neoplasias del epitelio 
prostético. 
C) Subclasificación tumoral funcional 2 7 , 2 8 . 
La posibilidad de identificar diferentes es
tadios funcionales celulares ha permitido 
establecer subclasificaciones tumorales 
morfofuncionales más acordes con la bio
logía tumoral. Dos ejemplos son las neo
plasias endocrinas y los linfomas. 
— Marcadores hematopoyéticos: 
Marcadores de superficie celular. 
Agrupados actualmente en 45 grupos CD 
(cluster designation) definen células linfo-
citarias (CD 45), linfocitos T (CD2 CD8), 
linfocitos B (CD19), monocitos macrófa-
gos (CD11 CD13 CD33) o células NK 
(CD16), así como sus variantes y estadios 
funcionales. 
Otros son sólo manifestados en situacio
nes neoplásicas (CD 10). Diferentes gru
pos de antígenos definen cada uno de los 
pasos de la diferenciación linfoide y den
tro de ciertos límites sus contrapartidas 
neoplásicas. Estas últimas pueden mani
festar característicamente fenotipos abe
rrantes. 
— Hormonas: 
Permiten catalogar y cuantificar células se
gún el tipo de hormona que fabrican, así 
como su estado funcional. También nos 
ayudan a identificar la presencia de secre
ciones ectópicas en procesos neoplásicos. 
Hipofisarias: GH, TSH, ACTH, LH, Prolac
tina. 

Tiroideas: Tiroglobulina, calcitonina. 
Paratiroides: PTH. 
Esteroides: Testosterona, estradiol, pro-
gesterona. 
D) Infiltración estromal. Embolización 
neoplásica 2 9. 
El que una neoplàsia adquiera la capaci
dad de infiltrar el estroma o sea capaz de 
embolizar vasos es interpretado como una 
situación biológica cualitativamente distin
ta, por lo que es conveniente una demos
tración fuera de duda. La identificación 
exacta de la membrana basal o el límite 
vascular con Ac específicos resuelve las 
situaciones dudosas que frecuentemente 
se presentan con la morfología. 
— Membrana basal: Colágeno IV, Lami-
nina. 
— Endotelio vascular: Ag relacionado a 
F-VIII. 
E) Factores pronóstico. Sensibilidad al 
tratamiento 3 0 ' 3 1 • 3 2 . 
En la actualidad numerosos esfuerzos es
tán encaminados a identificar parámetros 
que nos permitan establecer con mayor 
certeza el comportamiento neoplásico y su 
respuesta al tratamiento. 
Entre el amplio número existente y rela
cionados a aspectos muy diferentes de la 
biología tumoral se encuentran los siguien
tes: 
— Receptores Hormonales: De estrógenos 
y progesterona. 
— Factores de proliferación celular: 
PCNA, P-105, Ki 67. 
— Proteínas oncogénicas: C-erbB-2. 
— Expresividad de grupos sanguíneos: 
sistema ABH. 
— Heat shock protein. 
— Factor de crecimiento epidérmico, 
transformante, nervioso, etc. 
— Respuesta al tratamiento. C-219. 
— Oncogenes: c-myc, c-ras, p21-ras, etc. 
Demostrables por técnicas de hibridación 
«in situ». 
Todos ellos son marcadores tumorales re
lacionados a las diferentes facetas evolu
tivas de la célula transformada, desde al
teraciones del DNA hasta anomalías de la 
matriz extracelular, pasando por núcleo, ci
toplasma y membrana. Otros se refieren 
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a aspectos de replicación y metástasis. 
Nos informan de importantes cualidades 
intrínsecas de las neoplasias, que escapan 
al puro aspecto morfológico. 

II. Enfermedades de 
patogenia inmune 3 3 3 5 

Es el campo clásico de aplicación de las 
técnicas de Inmunoquímica, realizadas en 
este caso con Ac fluorescentes, y facilita
das hoy día con el uso de enzimas. 
En patología glomerular y cutánea resul
tan imprescindibles para el diagnóstico di
ferencial de numerosas entidades y en el 
primer caso son, junto con la morfología, 
la base de su clasificación. 
Los Ac utilizados suelen ser aquellos que 
identifican las cadenas pesadas de las ¡n-
munoglobulinas, fibrinógeno y los facto
res iniciales del complemento. 
El análisis de las poblaciones linfocitarias 
presentes son útiles en el seguimiento de 
trasplantes, patología pulmonar, tiroidea 
y patología ostearticular. 

III. Enfermedades 
infecciosas 3 4 

La dificultad de identificar los agentes bio
lógicos presentes en los tejidos ha sido 
uno de los focos de frustración de los pa
tólogos. La escasa especificidad y resolu
ción de nuestras técnicas impedía obtener 
un mínimo de rentabilidad. 
La utilización de Ac específicos ha cam
biado el panorama sobre todo en lo que 
se refiere a enfermedades virales, bien me
diante la identificación de AGs de la cáp-
side o secuencias de DNA. 
Ac de uso corriente son los dirigidos a 
Adenovirus, Citomegalovirus, Herpes sim
ple (I y II), Hepatitis B (core y superficie), 
HPV, etc. 
Otros utilizados son Toxoplasma, Pneu-
mocistis, Chlamydia, etc. 
Sólo hemos expuesto los aspectos prác
ticos más comunes en la actualidad. 

Las esperanzas están puestas en la iden
tificación de marcadores tumorales que 
nos permitan detectar las lesiones previas 
al desarrollo de neoplasias, así como cri
terios de diagnóstico, pronóstico y sensi
bilidad a los tratamientos. La Patología por 
tanto está en los albores de una nueva era 
en la cual mayor mejor información podrá 
ser obtenida de una misma biòpsia. A me
dida que los eventos moleculares que con
lleva la carcinogénesis y las características 
que definan lesiones de alto riesgo sean 
identificadas, la IHQ jugará un papel cada 
vez más trascendente en la decisión clínica. 
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