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TECNICAS      AFINIDAD ESPECIFICIDAD EN BIOMEDICINA

INMUNOHISTOQUIMICA

Aspectes pràctics de  les  tincions d’ immunohistoquímica

I Jornades  Catalanes  de  Tècnica  Histopatològica

Associació  d’ Anatomia  Patològica de la  ACMCB

26 – 31  març  1984
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LIGANDOS (AFINITINAS) 

DE ALTA AFINIDAD  Y  ESPECIFICIDAD
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LIGANDO
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LIGANDO 
MARCADO
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Ag

IDENTIFICACION
LOCALIZACION
CUANTIFICACION



Anticuerpo – Antigeno

Lectinas - Monosacáridos

DNA-DNA/Proteína 

Aptameros-Substrato.  Moléculas de ssDNA o RNA que se unen a 
otras moléculas

Anticalinas-Substrato (proteínas de afinidad específica que 
pueden ser diseñadas para unirse a una molécula diana)

Proteínas-Proteínas (Enzima-ligando, Receptor-ligando, 
Regulador - diana, etc)

Proteínas-Ligando (azúcares, lípidos, metales, etc.)
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TÉCNICAS   INMUNOHISTOQUÍMICAS
Inmunofluorescencia

C3 IgG
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ALBERT  HEWETT  COONS



TÉCNICAS   INMUNOHISTOQUÍMICAS
Eslabones  previos

PRIMER  TERCIO SIGLO PASADO (XX):

INMUNOLOGÍA:

1907 ARRHENIUS INMUNOQUÍMICA

1926 FELTON PURIFICACIÓN ANTICUERPOS

1934 MARRACK REACCIÓN Ag-Ac

1936 IRWIN INMUNOGENÉTICA

1939  TISELIUS Ac = γ GLOBULINAS
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ALBERT   HEWETT   COONS

1912 (28 JUNIO)   ---------- 1978  (30 SEPTIEMBRE)

1934 --- 1937  GRADO   DOCTOR

1935  CURSO   INMUNOLOGIA  HANSS   ZINSSER   HARVARD  M  S

Dr ENDERS J    (VERANO 1935)   Se  familiariza y adquiere  destreza  utilizacion Ac

1937 --- 1939  RESIDENCY   TRAYNING   MEDICINA   MASS  GEN  HOSP

1939 THORNDIKE   MEM   LAB   (BOSTON   CITY   HOSP)  
DR   HANSS  ZINSSER

1939  (Verano)   INSTITUTO  DE  PATOLOGIA  LA CHARITE   BERLIN   DR  APITZ  K

NODULO DE ASCHOFF  (FIEBRE REUMATICA)  HIPERSENSIBILIDAD  LOCAL
estreptococo A  /  anticuerpos circulantes

DESARROLLA  LA  ORIGINAL  IDEA  DEL     MARCAJE  Ac  CON  SEÑAL  VISIBLE
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ALBERT   HEWETT   COONS

1912 (28 JUNIO)   ---------- 1978  (30 SEPTIEMBRE)

1940  --- 1942

REGRESA  LAB  BACT / INMUNOL  (HARWARD  M  S)   RESEARCH  FELLOW

MINOT  G  (TML)  y  ENDERS  J (DEP  BACT / INMUNOL)  animan  a  proseguir estudios

FIESSER  L (Prof quimica organica (HARVARD  M  S)
CREECH  H  y  JONES  N : CONJUGACION   ISOCIANATOS  CON   PROTEINAS
BERLINER  E (estudiante)  resolver problemas sintesis

ISOCIANATO  FLUORESCEINA
1941  produce  anticuerpos  marcados con:  isocianato antraceno  /  fluoresceina

1942--- 1945
Sirve en MEDICAL  CORPS  of  the ARMY  como  PATOLOGO  y  director LAB  Pacifico  

sud-oeste  
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ALBERT   HEWETT   COONS

1912 (28 JUNIO)   ---------- 1978  (30 SEPTIEMBRE)

1946   --- 1959

REGRESA  LAB  BACT / INMUNOL  (HARWARD  M  S)   RESEARCH  FELLOW / 1967  
INSTRUCTOR  y  luego  VISITING  PROFESSOR-
En  1971  Prof Dep PATHOLOGY

1950 LOCALIZACION  Ag EN TEJIDOS ANIMALES y  Ag  VIRALES
MARCAJE  Ac  e  identificacion Ag

1960 PREMIOS  y  HONORES.  COONS: persona  tranquila,  afable  y  modesta,  volcada  en  su  
trabajo, familia,  amigos  y  estudiantes

TECNICA  RUTINARIA  :  IF  directa  e  indirecta
1969  NAIRN  RC :  FLUORESCENT   PROTEIN   TRACING  172 / 500 pag 3000 citas
GRAN  IMPACTO  EN  LABS  INVESTIGACION  CELLULAR,  BIOLOGIA  MOLECULAR,  

NEUROBIOLOGIA
Ausencia  aceptacion Patologos (dogmatizantes)  colorantes  histologia clasica
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CATEDRA  HISTOLOGÍA  y  ANATOMÍA  PATOLÓGICA
PROF  JG  SANCHEZ  LUCAS

1960 (julio )        ALUMNO  INTERNO

LABORATORIO  ANATOMIA  PATOLOGICA:

PROCEDIMIENTOS:
CONGELACION  CO2. Tecnicas: Pepita  y  Pruden
PARAFINA: muy pocas  inclusiones
TECNICAS  ESPECIALES:  PAS,  ROJO  CONGO,  AZUL de  PRUSIA
ORCEINA,  TRICROMICO  MASON  van  GIESON,  PLATAS ……… etc

EQUIPAMIENTO:
MICROTOMO  CONGELACION  CO2, MICROTOMOS  ROTATORIO Y 

DESLIZAMIENO  PARAFINA
ESTUFA  PARAFINA,  BALANZA  PRECISION
LABORATORIO FOTOGRAFICO  B / N
MICROSCOPIOS  TRINOCULARES (2),  MONOCULARES  PRACTICAS

,  
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CATEDRA  HISTOLOGÍA  y  ANATOMÍA  PATOLÓGICA
PROF  JG  SANCHEZ  LUCAS

1960--- 1970      AUTOFORMACION

ASPECTOS  MORFOLOGICOS:

TEORICOS: HISTOLOGIA  /  CITOLOGIA  /  ANATOMIA  PATOLOGICA
PRACTICOS: REPASO  DIAGNOSTICOS  PROF  SANCHEZ  LUCAS
BIBLIOGRAFIA:  ASCHOFF,  MASON,  ALBERTINI,  EVANS,  ACKERMAN,  

FASCICULOS  AFIP. REV: CANCER,  AJCP

ASPECTOS  TECNICOS  HISTOPATOLOGICOS:

CLASICOS:  COLORANTES  ANILINA,  IMPREGNACIONES  ARGENTICAS
MANUALES:  CONN  (1960),  ROMEIS (1928)

STAIN  TECHNOLOGY:
EQIPAMIENTO PROCESAMIENTO  MUESTRAS  TISULARES
MYR ( Sr  OLIVAR )
COLORANTES:  INDICE COLOR (Stain commis 1922), COL  CERTIFIC
COMERCIALIZACION  ANTICUERPOS  MARCADOS  FLUORESCEINA

,  
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1968
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1964



TECNICAS      AFINIDAD ESPECIFICIDAD EN BIOMEDICINA

Acta ginecologica 1952

Prog Obst Gine  1966

1964

1961
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1928

1960
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enero  1965
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Claves de la evolución historica

VISUALIZACIÓN: M0, ME, FOTOCOLORIMETRO, LASER, EMISION RAD

MARCAJE

AMPLIFICACIÓN

LECTURA

LIGANDOS: ANTICUERPOS, LECTINAS, SONDAS

ALTA AFINIDAD Y ESPECIFICIDAD

DIANA: ANTÍGENO, OLIGOSCARIDOS, SECUENCIA BASES

PRESERVACIÓN;  RECUPERACIÓN ANTIGÉNICA
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Desarrollo histórico INMUNOHISTOQUÍMICA

CONJUGACION  LIGANDOS  CON  SEÑAL
1966 Revelado PR por DAB

GRAHAM
KARNOVSKY

1966 Cr h. Séanse Acad Sci Marcaje de  Ac con enzimas en                      
AVRAMEAS inmunodifusión  (glutaraldehido)
URIEL J

1966 HISTOCHEM CYTOCHEM Marcaje de  Ac con enzimas 
NAKANE PK (peryodato)
PIERCE GB
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Señales

Igs

PROT-A

AVIDINA

M/F

M/O

M/E

FLUOROCROMOS: FITC, TRITC

ENZIMAS

COLOIDES  METÁLICOS

PEROXIDASA RABANO

FOSFATASA ALCALINA

ß GALACTOSIDASA

GLUCOSA OXIDASA

ORO

PLATA

ENZIMAS: PEROXIDASA RABANO

FERRITINA

ORO COLOIDAL
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Señales

-SUERO TOTAL

-FRACCIÓN Igs

-FRACCIÓN Ig ESPECÍFICA

-FRAGMENTO Fab

-FRAGMENTO F(ab’) 2
-FRAGMENTO Fab’ C

O
N

JU
G

A
C

IÓ
N

FLUOROCROMOS

*FITC (Isotiocianato de Fluoresceina)

*TRITC (Isotiocianato de tetrametil-Rodamina)

ENZIMAS

*Peroxidasa

*Fosfatasa alcalina

*Glucosa oxidasa

*ß Galactosidasa

METALES ELECTRODENSOS

*Ferritina

*Oro coloidal

BIOTINA

HAPTENOS
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AMPLIFICACION  DE  LA  SEÑAL

AMPLIFICACION      
SEÑAL
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AMPLIFICACION  DE  LA  SEÑAL

1968 J HISTOCHEM CYTOCHEM T. puente Ig-Enzima (amplificación)
MASON TE

1970 J HISTOCHEM CYTOCHEM Técnica PAP
STERNBERGER LA

1979  J HISTOCHEM CYTOCHEM AVI-BIO en IHQ
GUESDON JL

1981  COMPLEJO AVIDINA-BIOTINA-PR
HSU  
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TÉCNICAS   INMUNOHISTOQUÍMICAS
Amplificación de la señal

PUENTE  Ig no MARCADA 
ENZIMA
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Amplificación de la señal

PAP
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1990



Avidina Biotina

PR

AVI

PR PEROXIDASA DE RÁBANO

BIOTINA

BRAZO  ESPACIADOR

TECNICAS      AFINIDAD ESPECIFICIDAD EN BIOMEDICINA
AVIDINA BIOTINA



TÉCNICAS   INMUNOHISTOQUÍMICAS 
Amplificación señal: no AVI BIO

POLÍMEROS

DAKO:   EPOS  1993      EnVision+   1997



TÉCNICAS   INMUNOHISTOQUÍMICAS
Amplificación señal: CARD (Catalyced Reporter Deposition)

H2O2

Von WASIELEWSKI    1997
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Amplificación señal: CARD

FITC

PR

AVI

Tir-BIO

Tir-BIO Activ

FOSFATASA                      
ALC
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S 100

P53

CD 20

ER

1:20000
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Amplificación señal: no AVI BIO

polyMICA:(Polyclonal Mirror Image Complementary Antibodies)
Raton anti Ag

Oveja anti RATON

Asno anti OVEJA  PR

Oveja anti ASNO

Asno anti OVEJA  PR

pr

Unión secuencial de anticuerpos mutuamente atractivos  ISAACSON   1999
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Sensibilidad

SENSIBILIDAD DE LOS PROCEDIMIENTOS DE DETECCIÓN

POLÍMEROS

LSAB+

LSAB

PAP / APAAP

CARD (TSA / CSA)

ORO COLOIDAL

Epipolarización

NBA

ORO COLOIDAL (MO)

ABC
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RECUPERACION   ANTIGENICA:  PROCEDIMIENTOS

QUIMICOS:

70 ENZIMAS: PEPSINA,  TRIPSINA,  PRONASA

80 SUSTANCIAS  CAOTROPICAS:  UREA  3M,  GUANIDINA  6M
ACIDOS: FORMICO,  PERYODICO
SALES  METALES  PESADOS: TIOCIANATO Pb,  SULFATO / CLORURO Zn
DETERGENTES:  SAPONINA,  SDS 0,1%

FISICO / QUIMICOS:

90 CALOR  +  FASE  LIQUIDA   
TAMPON  CITRATO  0,01 M  pH  6,0
EDTA  0,1M  pH  8,0
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Técnicas recuperación antígenos

RECUPERACION  ANTIGENICA

FRAENKEL-CONRAT 1947 REVERSIBILIDAD REACCIÓN FORMOL- PROTEINAS 
POR CALOR

HUANG et al, 1975 TRATAMIENTO  ENZIMÁTICO

COSTA  PP  et al 1986 TRAT CON UREA O GUANIDINA MEJORA IHQ TTT

KITAMOTO T et al 1987 TRAT CON AC FORMICO MEJORA IHQ AMILOIDE

SHI SR et al 1991 MICROONDAS (ANTIGEN RETRIEVAL) 

SHIN RW et al 1991 AUTOCLAVE

CATTORETTI G 1993 TAMPON CITRATO 0,01M pH 6,00

NORTON AJ 1993 OLLA A PRESIÓN
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19791979

1983
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TÉCNICAS   INMUNOHISTOQUÍMICAS

ASPECTOS  PRACTICOS: LA  TECNICA  IHQ PASO  A  PASO:

FIJACION  DE  LOS  TEJIDOS
INCLUSION  EN  PARAFINA
ADHERENCIA CORTES  A  PORTAS
RECUPERACION  ANTIGENICA
INHIBICION  DE  LA  PEROXIDASA  ENDOGENA
SUPRESION  TINCION  INESPECÍFICA  DE  FONDO
ANTICUERPO  PRIMARIO  ESPECÍFICO
CADENA  AMPLIFICACION
LIQUIDOS  DE  LAVADO  INTERMEDIO
REVELADO  DE  LA  PEROXIDASA
CONTRASTE  CON  HEMATOXILINA
DESHIDRATACION,  ACLARAMIENTO,  MONTAJE  ACUOSO  /  

DPX
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ASPECTOS  PRACTICOS: LA  TECNICA  IHQ  PASO  A  PASO:

FIJACION  DE  LOS  TEJIDOS

FIJADORES  ALDEHIDOS

FIJADORES  ALCOHOLICOS

ADITIVOS:   Ac  ACETICO,  Zn
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ASPECTOS  PRACTICOS: LA  TECNICA  IHQ PASO  A  PASO:

INCLUSION  EN  PARAFINA

PARAFINAS  +  SUSTANCIAS  PLASTICAS

DESPARAFINACION

CONSERVACION  CORTES  PARAFINA:  PARAFINACION
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ASPECTOS  PRACTICOS: LA  TECNICA  IHQ  PASO  A  PASO:

ADHERENCIA  CORTES  A  PORTAS

GELATINA  ALUMBRE  DE  CROMO  /  FORMOL  10%

ACETATO  POLIVINILO

POLI-LLISINA

XILANO
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ASPECTOS  PRACTICOS: LA  TECNICA  IHQ  PASO  A  PASO:

RECUPERACION  ANTIGENICA

ENZIMATICA

QUIMICA

CALOR  +  SOLUCIONES    Microondas,  olla  a  presion

1ª  seccion hematoxilina  eosina

2ª  seccion pepsina

3ª  seccion olla  presion  +  citrato 0,01 M pH 6,0

4ª  seccion olla  presion  +  EDTA 0,1 M pH 8,0
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ASPECTOS  PRACTICOS: LA  TECNICA  IHQ PASO  A  PASO:

INHIBICION  PEROXIDASA  ENDOGENA

H2O2 3%  en  H2O
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ASPECTOS  PRACTICOS: LA  TECNICA  IHQ PASO  A  PASO:

SUPRESION  TINCION  INESPECIFICA  FONDO

ABSORCION  ANTISUERO  CON  HOMOGENEIZADOS  
TISULARES

SUERO  NORMAL  (no  inmunizado)  +  5-20%  SAB

UTILIZAR ANTICUERPOS F(ab’)2 o  Fab  carentes de  Fc  
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ASPECTOS  PRACTICOS: 
LA  TECNICA  IHQ PASO  A  PASO:

ANTICUERPO  PRIMARIO  ESPECIFICO

HOJA  TECNICA
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Inmunoglobulinas y sus fracciones
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Inmunoglobulinas y sus fracciones

Pesos moleculares   fracciones IgG:

IgG 160 Kd: 2x55 + 2x25

F(ab’)2 110 Kd Pepsina

Fab 50 Kd Papaina

Fc 50 Kd
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Producción anticuerpos
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Visualización
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Tumor Diagnostik 2, 235-239 (1981)



LECTINAS
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Lectinas
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DBA  DOLICHOS  BIFLORUS AGLUTININ
frijol



A  G  T  T  C  G  A A  G G

T  C  A  A  G  C  T  T  C  C
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Hibridacion  in situ
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Prueba  anticuerpos, controles
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TÉCNICAS   INMUNOHISTOQUÍMICAS
Automatización
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LO QUE  VIENE:

NUEVOS LIGANDOS (AFINITINAS) 

DE ALTA AFINIDAD  Y  ESPECIFICIDAD

APTÁMEROS

ANTICALINAS
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APTÁMEROS
(Latín: aptus = Ligado, atado, dependiente)

OLIGOBODIES (oligonucleotid-based syntetic antibodies)

“ANTICUERPOS   SINTÉTICOS”

ANTICALINAS
Prof. A. SQUERRA,   Dr. PÖHLCHEN,  Dr. SCHLEUBER
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FIN
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