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GIL GONZÁLEZ INMUNOFLUORESCENCIA 

INTRODUCCION 

La inmunofluorescencia fue introducia principalmente hace casi 30 años por Coons. La 

técnica implica el estudio de antigenos en secciones tisulares por el uso de anticuerpos 

especificas que pueden ser marcados con color y es aplicado sobre secciones de tejido para 

que se fonne una microprecipitación en el srtio del antigeno.(1°) 

La tintura fluorescente usada mBs acostumbrada es fluoresceina e isoniacida es uniendo 

anticuerpos al suero y produce una subStanoa fluorescente cuando es iluminado con ,luz 

uttravioleta. <10l 

La sencilla aplicación de la técnica es usando un simple tratamiento con un anticuerpo 

marcado y posterionnente lavar con una solución fisiológica salina para detectar anticuerpos 

cuando menos de 1 O mg de suero están presentes 1101 

Los anticuerpos son proteínas gamaglobutinas sintetizadas por el sistema inmunologico de 

un animal cuando se expone este animal a una substancia extrai\a (antígeno) por ejemplo la 

inyección de un virus de un animal a una persone puede producir una respuesta en el 

sistema lnmunotogico que actualmente desemboca en la producción de una o més 

proteínas. t 10> 
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FUNDAMENTOS DE INMUNOFLUORESCENCIA 

Las técnica de inmunofluorescenc1a son introducidas por Coons en 1941, desde 

entonces se han utilizado profusamente tanto para el diagnóstico clínico como para 

investigaciones bas1cas '6 i 

Coons (1941) desarrollo la obtención de un anticuerpo específico dirigido sobre une 

substancia deterrmnada, esta es la mejor forma de localizar en una sección histológica dicha 

substancia, por desgracia, los anticuerpos por si solos no son visibles en el microscopio. 

pero Coons y su grupo tuvieron una ingeniosa idea de ·marcar" los anticuerpos con otro 

colorante, el isotiocianato de nuorescencia, que aunque por si sola no es visible, al ser 

excitada por la luz ultravioleta (onda electromagnética cuya longitud de onda no estimula la 

retina humana y son por tanlo visibles), emite une luz verde amarillenta que es Claramente 

visible. C2'l 

Esta técnica simple y elegante abrió un campo completamente nuevo en 

histoquim1ca, buena prueba de su utilidad. es que en los últimos 30 ai'ios. se ha convertido 

en una técnica imprescindible tanto para el virologo como para el bioquímico; para el 

Investigado puro como para el mismo patólogo que diagnóstica alguna enfermedad renal. 

(11). 

La fluorescencia es una forma de lummiscencia que se extiende. está Uttima como 

la emisión de luz que se produce a partir de una fuente de energia no térmica. (fil 

La fluorescencia pnmaria o autofluorescenc1a es aquélla que presente determinadas 

substancias de forma espontánea, sin necesidad de ser modificadas: por ejemplo, la lámina 

elástica de las arterias muestran autofluorescencia en determinadas condiciones <15> 

En los tejidos que no poseen esta propiedad se puede inducir fluorescencia

nuorescencia secundaria mediante t1nción histoquim1ca con moléculas nuorescentes 

denominados fluorocromos uniendo nuorocromos a anticuerpos dirigidos contra antígenos 

tisulares; de este último procedimiento se sírven las técnicas de inmunofluorescencia. <B) 
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11.1. FLUOROCROMOS 

Los fluorocromos son subs1anc1a químicas que tienen la capacidad de absorber 

fotones de alta energía, procectenles de la radiación ultravioleta o del cuerpo visible, ello 

provoca una redistribución de los electrones de las moléculas fluorescentes, puesta de 

manifiesto de una radiación luminosa de longrtud de onda distinla aunque de espectro 

visible.'"> 

Los fluorocromos son substancia, que cuando se someten a una fuente luminosa 

emiten una luz de longitud de onda supenor (350 nm) a la que excitó (490 nm). r.i 

Los fluorocromos más ullhzados en las técnicas de inmunofluorescencla son la 

floresceina, la n:>damina y la ficoentnna La nuoresceína se usa generalmente en fonna de 

isotlocianato (FITC), absorbe luz a.zul y emite fluorescencia verde manzana. La rodnmina se 

emplea en fomla de isotioc1anato de tetrametilrodam1na (TRITC), absorbe luz verde y emtte 

fluorescencia rojo-anaranjada Por Uttimo la flcoeritnna (pee) absort:>e luz azul y produce 

fluorescencia roja. 161 

Los colorantes fluorescentes, como el isot1ocianato de fluorescencia (FITC) y la 

rodamina, pueden unirse químicamente (conjugarse) con anticuerpos sin destruir su 

especificidad. Este anticuerpo marcado fluorescente se emplea para distribuir descubrir 

reacciones especificas de antígeno-anlicuerpo y pueden usarse para localizar antigenos y 

anticuerpos de especificidad conocida en cortes de tejidos. <9
J 

Cuando los tejidos marcados en esta fonna se iluminan con luz ultravioleta en un 

microscopio uHrav1oleta. es posible identificar los componentes tisulares especificas 

marcados por su brillantes fluorescencia verde manzana contra un tondo obscuro o 

contrateñk:fo. re.> 

Esta técnica se utiliza para ver varias estructuras tisulares y depósitos anormales de 

anticuerpo, otras macromoléculas bacienas y virus en tejidos infectados y frotis. (B) 

Un fluorocromo se considera óptimo para las tecnicas de inrnunofluorescencia si 

reúne las siguientes condiciones· 1•;¡ 

a) Mínima interferencia en la relación antigeno - anticuerpo 
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b) Méxima estabilidad para fas condiciones de almacenamiento. 

c) OisponibiHdad sencilla en su fonna purificada 

d) Máximo de emisión comprendido dentro del espectro de luz visible 

e) La longitud de onda de luz excitadora de la fluorescencia y de la luz em1t1da por el 

fluorocromo deben estar los suficientemente distantes como para que puedan d1ferenciar5e 

fácilmente. 

r) El fJuorocromo debe descomponerse lo menos posible con la exposición de la luz 

11.2. PATRONES DE INMUNOFLUORESCENCIA 

Los sueros que contienen ANA producen una fluorescencia de color verde manzana 

en los núcleos celulares. Conviene recordar aquí que en las células eucanoticas ( es decir, 

de organismos rnuHiceluJares). el núcleo representa el compartimiento donde se fonna el 

ARN y comienza la sintes1s de proteinas e h1stonas (que son proteínas de carga posrtiva. 

Pues bien. la observación microscópica de las estructuras nucleares que presenta 

fluorescencias hacen posible d1scend1r el patrón según el cual se d1stnbuye el Ag-Ac. lo que 

permite una aproximación con fines dmgnóst1cos 1 ') 

Los cuatro patrones de fluorescencia nuclear descubiertos con esta técnica son 

originados por diferencias en a distribución de antígenos en los núcleos celulares se 
descnben en fonna característica como sigue 

1.- Patrón Homogéneo: 

Se ve todo el nUcJeo de ta célula fluorescento por igual y se debe a los anticuerpos contra 

desoxirribonucieoproteinas e h1stonas. Los cromosomas aparecen 

fluorescentes de formas irregulares con los bordes externos más fluorescentes es el 

momento más inespecífico. <11 

Caracteristíco en especial de lupus entematoso sistémico (LES) pero también se 

observa en la artritis reumatoide, el síndrome de Sjógren y la escierodcrrnia. <ª1 



GIL GONZÁLEZ INMUNOFLUORESCENCIA 

2.- Patrón Perifénco 

Se ve el contamo del núcleo más fluorescente. mientras que el centro aparece una 

fluorescencia un1fonne pero de menos intensidad. (,l 

Es una distribución penfénca de la fluorescencia, producido por anticuerpos anti -DNA y por 

lo general solo se ve en el LES, en especial con nefritis activa 

3.- Patrón moteado: 

Aparecen puntos fluorescentes intranucleares más frecuentes en el centro, el núcleo muy 

definido y generalmente sin fluorescencia en los nucleolos. El patrón moteado fino a veces 

es indistinguible del homogéneo ENA son muy específicos de drversas enferTTiedades como 

se verá. 111 

Tine16n particular d1scl'"cta del nücleo, producido por un anticuerpo contra una glucoproteina 

nuclear. es más comUn en artntls reumato1de, enfennedades hepáticas, colitis ulcerosa, 

síndrome de Sjbgren y esclenx:lerrrna; también ocurren reacciones inespecificas de este tipo 

de indivtduos nonneles de edad avanzada. 

"4.- Patrón nucleolar· 

Solo se tiOen los nucleolos de las células (se ven menos de 6 puntos Ouorescentes 

relativamente grandes por célula); los cromosomas aparecen negativos. Este patrón indica 

la presencia de anticuerpos contra el ARN nucleoler. Es poco frecuente en el LES. y se 

asocia a esclerodennia y fenómeno de RAYNAUD. ttl 
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111.- GENERALIDADES INMUNOHISTOQUIMICAS 

Los métodos inmunohistoquimicos sirven para detectar antigenos celulares o 

tisulares mediante reacciones antígeno - anticuerpo. 

Para visualizar el lugar donde ocurre la reacción antígeno - anticuerpo es pi-eciso 

emplear un ti-azador marcado. El marcaJe puede i-ealizarse con fluorocromos (técnicas de 

inmuno-oro) o isótopos i-adiactivos (f\) 

El antígeno puede detectar.;e tanto por marcaje dii-ecto del anticuerpo (técnicas 

directas) como por alguno de los muchos métodos del marca1e secundano. 

lll-1. ANTICUERPOS ANTINUCLEARES. 

Los anticuerpos antinucieares ocupan un lugar pi-eponaerante por su frecuencia y su 

valor diagnóstico (par lo menos en lo que se refiere a los anticuerpos anti -DNA.) Los 

primeros anticuerpos descritos son los antinucieoproteinas, detectados por et fenómeno LE 

que se estudia en primer lugar debido a su importancia histórica y a su inte.-és diagnóstico 

en el medio no especializado. C'l 

El fenómeno de las células LE ; es una reacaón -;n vitro- que sucede cuando se 

rompen leucocitos artificialmente (por ejemplo : sangre anticoagu\ada con bolitas de vidrio) 

dejando fragmentos de sus núcleos expuestos a los sueros que contengan anticuerpos 

antlnucleopi-oteínas (las nucleoproteínas son proteinas unidas al DNA. en los cromosomas); 

la cromatina sufre entonces una alteración Que hace que los restantes leucocitos viables la 

fagociten (en presencia del complemento), adquiriendo los granulocitos una fonna 

especifica que se reconocen en la tinción de Wright Esta técmca ha sido superada corno se 

verá. <1> 

Los ANA aparecen en el suero de los pacientes con lupus entematoso, diseminado 

(LES), esclei-oderm1a y EMTC con titulas. a veces muy elevados. Con títulos bajos 

pueden encontrar en cualquier otra conectivopatía y en pacientes de edad avanzada. <1 l 

6 
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111.2.- DETECCION DE ANTIGENOS EN CELUL.AS Y TEJIDOS 

Dado los colorantes nuorescentes tales como la fluoresce1na y la rodarnina se 

acoplan a los anticuerpos sin destruir su especificidad, pueden combinarse los con1ugados 

con antigeno presente en un corte de tejido y v1sual1zarse a través del m1croscop10 de luz 

nuorescente. De este modo se demuestra la diS1nbuc1ón del anticuerpo en el tejido y dentro 

de las células. Dese otro punto de vista tambrón puede utilizarse el método para delectar 

anticuerpos dirigidos contra antígenos que se sabe están presentes en un corte determinado 

en tejido o preparado celular_ c•:i) Fig_ 1. 

Fig.1.- DETECCION DE ANTICUERPOS 

Los anticuerpos fluorescentes son reactivos h1stoquim1cos especifir.os que pueden 

reaccionar con anlígenos específicos también, para identificarlos. <"l 

Es un procechmicnto que ha demostrado ser de gran utilidad para la detección y 

localizaoón de antígenos.<"l 

Los anticuerpos específicos son conjugados r-..ompuestos fluorescentes. resultando 

de ello un matenal sensitivo con reactrvtdad inmunolog1ca que no se artera. El antígeno 

con1ugado es agregado alas células o tejidos y queda fiJado a los antígenos fonnando un 

complejo estable, tluorescente "11 F1g 2 
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Fig.2.- Fl.JACION DE ANTIGENOS EMITE FLUORESCENCIA 

Entre las aplicaciones de utilidad Clínica se encuentra la identíf1cación de: <•l 

a) Microorganismos en !ejidos y cultivos 

b) Componentes de e en los !ejidos 

e) Autoanticuerpos en el suero 

d) Ac Especificas fijos en los 1e¡1dos 

e) Células T y B en la sangre 

f) Cromosomas específicos 

g) Ag Especificas en tumores o tejidos neop/as1cos 

h) Honnonas y Enzimas 

y) Ac antinúcleo. Ac anllfrntocondna, Ac ant1membrana. Ac anti DNA 

111.3. DETENCION DE ANA POR INMUNOFLUORESCENCIA 

Los anticuerpos anl!nucleares ocupan un lugar preponderante por su frecuencia y 

valor diagnóstico (por 10 menos en to que se refiere a ros anticuerpos Anti ONA). Los 

primeros anticuerpos descntos son los antrnucleoproteínas. detectado por el fenómeno LE 

que estudia en pnrner lugar debido a su 1mportanc1a h1stónca y a su interés diagnóstico en el 

medio no espec1allzado 



GIL GONZÁLEZ INMUNOFLUORESCENCIA 

El fenómeno de las células LE. Este fenómeno se describtó por pnmera vez en la 

médula ósea de pacientes con SLE. Refleja la presencia de anticuerpo lgG contra 

desoximbonucleoproteinas. 1141 

La inrnunoflurescencia actualmente es la técnica más empleada para el estudio de 

los anticuerpos antinucleares. El sustrato puede ser en un corte de higado o de riñón de rata 

o en un frotis de leucocitos de ser humano. La fijación de los ANA sobre los núcieo se 

revelan bajo la luz uttravioleta por la aplicación de un suero anti-inmunoglobulina marcado 

con un conjugado fluorescente. Ol 

La detertTlinación de ANA en ocasiones es positiva en individuos nonnales, en 

pacientes con diversas enferTTledades crónicas y en los ancianos. Sin embargo, los titulas 

altos con frecuencia están relacionados con SLE. La ausencia de ANA es una evtdencia 

fuerte contra el diagnóstico de SLE. (,,. 1 

IV.- TECNICAS DE INMUNOFLUORESCENCIA 

Las técnicas de 1nmunofluorescencte se realizan casi siempre sobre tejido 

congelado porque el proced1rn1ento de fijación es sobre formol e inclusión en parafina 

presenta varios inconvenientes para el desarrollo de esto métodos Entre estos 

inconvenientes figuran el aumento de los fenómenos de autofluorescenc1a y el bloqueo de 

gran cantidad de determinados ant1génicos provocado por los agentes fi¡adores 161 

El método de inmunofluorescencia permite localizar el antígeno o anticuerpo sobre 

la superficie de celulas vivas en suspensión o en el citoplasma o en los núcleos de las 

células en secciones congeladas de teJido ("Ji 

La inmunonuorescenc1a bnnda allemativa a los ensayos de mmunoabsorción como 

medio para detectar y localiJ:ar antígenos al establecer el diagnóstico de las 

enfermedades bactenanas, m1cóticas. parasitarias y virales. Con esta tecmca, el anticuerpo 

especifico se conjuga con compuestos fluorescentes. resultando en un rastreados sensible 

con la react1vidart 1nmunologica inalterada. 171 

En la inmunofluorescencia se utilizan comúnmenle dos procedimientos de 

·co1orec1ón·: Directo e lnd1recto En el procedimiento Directo o de una c1apa la fluoresceina 

o rodamina se une a la fracción de lgC aislada de un ant1suero que contiene anticuerpos 

dirigidos contra un componente especifico de células o tejido. Por otra pa11e. el flúor puede 

9 
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unirse al anlígeno para localizar al anhcuerpo especifico sintehzado en células o secciones 

de tejido. C3) 

Algunas de las aplicaciones más comunes para la inmunofluorescencia son la 

detección directa de Bornetella Pertusi, Clamydia Traehomat1s, especies de legionella, virus 

herpes tipo 1 y 2, virus, sinc1cial respiratoria y varias otras especies bacteriana de 

importancia médica. También se usa para detectar anticuerpos en el diagnóstico serológico 

de la toxoplasmós1s, la sifilis y el crtomegalovirus. (T) 

El proceso continuo en el desarrollo de fJuorocromos me1orados, conjugado y 

técnicas microscópicas más modernas, ha aumentado Ja sensibilidad y la especificidad de la 

inmunofluorescencia, lo que bnnda a los laboratorios la posibilidad de detectar lo agentes 

causales de las enfermedades infecciosas. cr 

IV.1.- INMUNOFLUORESCENCIA DIRECTA 

En la técnica de inmunonuorescencia Directa se utili..:.a un anticuerpo especifica 

frente al antígeno que se desea detectar, conjugado a un anticuerpo. 

En esta técnica, el antisuero conjugado se añade direcio a la sección de lejido o 

suspen.sión de células viables. El método directo es simple y rápido de realizar son 

pocas reaceiones inespecificas: sm embargo es 1nenos sensible. rn 

PROCEDIMIENTO TECNICO: 

1.- Se realizan cortes do criostato de aproximadamente 5 micras de espesor. 

2.- Se delimita, medianle un círculo realizado con un lápiz de diamante alrededor de cada 

sección, la superl1cie de incubación con los anticuerpos (puede utilizarse para portaobjetos 

dlsei'lados especificamente para metodología inmunohistoquimica) 

3.- Fija,- acetona fría a 20C". ENTRE 5 Y 15 MINUTOS 

4.- Secar los cortes al aire 

5.- Realizar 3 lavados en PBS de 1 O mmutos cada uno. 

6.- Drena,- el exceso de PBS y secar alrededor del círculo usando un pañuelo de papel. 

7 .- Cubrir la sección con el antisuero pnrnano con1ugado. a la d1luc16n óptima deterrmnada 

previamente. La incubación se .-eahznrá en e.amara hUmeda preservada de la luz a 

temperatura ambiente y durante 30 minutos. 

10 
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8.- Realizar otros 3 lavados corno en el paso 5 y secar igualmente en tomo al circulo 

9.- Montar utilizando un medio hidrosoluble específico para inmunofluorescencia, o en su 

defecto en PBS-glicerol gelatina. sellar los bordes del cubreobjetos con esmalte de uñas o 

usar en su lugar polh,jmlalcohol 

1 O.- Almacenar a 4 C hasta su lectura en un microscopio de fluorescencia preservando en 

todo momento de la luz 

RESULTADOS 

- Marcaje con EITC Fluorescencia verde-manzana 

- Marcaje con TRITC Fluorescencia rojo-anaranjado 

OBSERVACIONES 

La técnica directa de inmunofluorescencla se usa fundamentalmente en el 

diagnóstico de patología y se determinan las les.iones cutáneas. (fi) 

El anticuerpo contra el sustrato del tejido. se conjuga con el nuorocromo y se aplica 

directamente. Por ejemplo si se desea demostrar la distnbución tisular de un autoantígeno 

gástrico que reacaona con tos autoant1cuerpos presentes en el suero de una paciente con 

anemia pem1c1osa Se aísla lgG del suero del paciente se conjuga con fluoresceina y se 

aplica en una sección de mucosa gástrica humana ubicada sobre un portaobjeto. Al 

observarse con el microscopio de fluorescencia se observa que el citoplasma de las células 

parietales esta brillantemente coloreado. 

Si se emplea antisuero con¡ugado con los colorante que emiten nuorescencia a distintas 

longitudes de onda pueden 1ndent1ficarse s1rnultáneamenle do antigenos diferentes en el 

mismo preparado. ¡iii F1g 3 

11 
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Ftg.3. INMUNOFLUORESCENCIA DIRECTA. 

IV.- INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA 

Esta técnica pennite la detección de anticuerpo en el suero. Ehmina la necesidad 

de purificar y conjugar individualmente cada muestra de suero. El método es. bilsicamente 

una adaptación de la reacción de antiglobuhna {prueba de Coombs). o técnica del 

anticuerpo doble. Se deberá revisar la especificidad según se descnbe y establecer más aün 

métodos de bloqueo y neutralizac1ón. 1 ,..t 

Se emplea en un primer paso el anticuerpo especifico no marcado y en una 

segunda faso. un anticuerpo marcado con el r.orrespondiente fluorocron10, que reacciona de 

forma específica con el anticuerpo pnrnano_ (•·1 

Se han utilizado diversas variaciones adicionales en las tccrncas de t1nc1ón Estas 

comprenden un suero conjugado ant1complernenlano para la detección de complejos 

inmunilanos que contengan complemento o tinc1ón dohle con rodam1na , con con1ugados de 

rodamina y nuoresceína. t , .. ) 

Se ha aplicado a1npl1a1nentc Ja 1n1nunofluorescencia que emplea proced1m1entos 

serológicos de rutina, para la detección de anticuerpos en especímenes sérico$ humanos. 

12 
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La sensibilidad es, en general mayor con la fi1ac16n del complemento, y menor que con la 

inhibición de la hemaglutinación 

El método 1nd1recto es más sensible y da una fluorescencia más brillante no 

obstante es menos especifico, su1eto a la reactiv1dad cruzada creciente. m 

El uso de metodos enzimáticos es venta1oso para los laboratorios que realizan gran 

volumen de exámenes diarios para un solo determinante (por ejemplo: Clamydia 

Trachomatis). Aunque las técnicas fluorescentes son considerablemente més trabajosas. la 

posibilidad de observar los elementos celulares de fondo para determinar Ja propiedad del 

espécimen constituye una clara ventaja Debido a que los microoryanismos del C. 

Trachomatis están localizados dentro de las células epiteliales columnares, la presencia de 

células epiteliales escamosas y una preponderancia de segmentados, entrocitos o cantidad 

excesiva de mucus 1nd1can un espécimen tnadecuado.í·'J 

TECNICA INDIRECTA 

ES1e método se emplea sobre todo para detectar anticuerpos en el suero de 

pacientes con enfermedad autoinrnune. Puede ser muy Util fabricar un bloque que contenga 

distintos tejidos porque ello permite detectar diferentes autoantlcuerpos de fonna slmutténea 

y con una ünica muestra de suero 

A continuación se indican los tejidos recomendados para detenninar los tipos más 

usuales de autoanticuerpos. 

• Anticuerpos antinucieares ANA (hígado y riñón de rata). 

• Anticuerpos antimUsculo liso SMA (riñón y estomago de rata) 

• Anticuerpos antimitocondriales AMA (riñón y estómago de rata) 

• Anticuerpos ant1m1csosom1ales frente a higado y de riñón (hígado y rii'lón de rata) 

• Anticuerpos antimicrosomas tiroideo (tejido tiroideo humano) 

• Anticuerpos ant1músculo estriado (esófago de rata) 

• Anticuerpos antinet.rtrófilos ANCA (granulocitos humanos). 
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PROCEDIMIENTO TECNICO 

MODO DE OPERAR: 

1. Diluir en PBS el suero que se desee probar Para la mayor parte de autoanucuerpos 

puede emplearse una dilución a 1110. Para detectar anticuerpos frente a los islotes de 

Langerhans y glándula adrenal se debe emplear el suero sin diluir. 

2. Incubar las secciones de te11do eleg1da'S con el suero problema, durante 30 minutos a 

temperatura ambiente o bien toda la noche a 4ºC 

3. Realizar 3 lavado5 en PBS de 1 O rnmuto~ cada uno. 

4. Drenar el exceso de PBS. 

5. Incubar con el conjugado de inrnunoylobuhna ant1-lg humana y nuoroa-omo a la dilución 

óptima durante 30 minutos en citmaru hUmeda preservada de la luz. 

Puede usarse un antisuero polivalente frente a todas las inmunoglobulinas. 

6. Decantar el antisuero y realizar 3 lavados con PBS de 10 minutos cada uno. 

7. Montar en medio hidrosoluble especifico para inmunonuorescenc1a. 

Marcaje con FITC . 

Marcaje con TRITC . 

OBSERVACIONES: 

Fluorescencia verde-manzana 

Fluorescencia rojo-anaranjada 

Los suerds que resulten posrtivos pueden trtularse haciendo diluciones seriadas del 

suero problema e indicando la d1luoón mas alta a la que la técnica resulta posrtrva. Por 

ejem~o. se sei'lala que unos anticuerpos ani.1rn1crosomiates son pos1t1vos con un titulo de 

1/1600. quier-e decirse que ésta es la d1luc1ón más alta a la que la mmunonnción resulta 

positiva. <f>l F1g.4. 
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Flg 4. INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA. 

V.• MICROSCOPIO DE INMUNOFLUORESCENCIA 

Con el advenimiento del microscopio electrónico, sus aumentos y resoluQones, los 

conocimientos de biología celular dieron un salto gigantesco; los distintos comportamientos 

celulares dejaron de ser elucubraciones en algunos par-a converti~e en una realidad 

palpable e Innegable. 111 l 

M1croscop10 para las lecturas e~sten equipos especiales, no obstante pueden 

utilizar-se un microscopio común que posea condensador dQ fondo obscuro y lámpara de luz 

ultr-avioleta par-a la iluminación Esla debe contar con filtros excitadores que dejen pasar 

solamente luz ultravioleta y el microscopto debe tener un filtro de bloqueo que 1mprda la 

llegada del exceso de luz al o¡o del observador. (~11 

Se expondrán brevemente los componentes básico de un microscopio de 

fluorescencia· 

1. Fuente luminosa· proporciona la energía luminosa. Las más empleadas son las 

lámparas de arco de mercurio y las halógenas 

IS 
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2. Filtro primario o de excitación: restringe el paso de la luz a las longitudes de onda 

necesarias para estimular la fluorescencia. 

3. Condensador: para dingir y enfocar las longitudes de onda emitidas por la muestra. 

4. Filtro secundario o de barrera para bloquear Ja luz no deseada y de1ar pasar sólo la 

fluorescente. 

5. Oculares: para aumentar y visualizar la muestra nuorescente t•J 

V.1 MICROSCOPIO OE LUZ INCIDENTE 

Los m1croscop1os ut1l1.z:ados para v1suahzar los especimenes mmunofluorescenles 

son modificaciones de los m1croscop1os estándar. En 1967 Ploem introdujo un sis1ema de 

epifluorescenda que emplea una iluminador vertical y un espejo dicróico. este sistema de 

haz de excitación se enfoca directo sobre espécimen del tejado a través del objetivo de Ja 

lente. la luz fluorescente emitida del espécimen epi1lurninado, se transmite. entonces al ojo 

a través del espejo d1cro1co Un espejo dicroico perTTiite el paso de luz de longitudes de 

ondas seleccionada en una d1recc1ón a travós de él. pero no en Ja dirección opuesta. ¡i.c¡ 

V.2 MICROSCOPIO DE LUZ DE TRANSMISION 

Hay varias ventajas distintas al sistema Ploem La fluorescencia se puede combinar 

con luz transm1lida para et examen de conlraste de fase de los tejidos, pennit1endo asi una 

mejor definición de la morfologia y fluorescencia. Tarnb1én, un sistema intercambiable de 

filtros permite un examen rápido del espécimen a diferentes longitudes de onda para un 

tinc.tón doble de fluorocromos. es decir, roJO y verde (rodarnina y fluoresceina, 

respectivamente). ci.ci 

Esta ventaja en la técnica ha dado como resultado una sensibilidad superior para el 

examen de la membrana celular fluorescente en hnfocitos vivos. ¡i.ci 
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V1.· RECOLECCION Y MANE.JO DE ESPECIMENES 

Vl.1 ESTUCHES DE RECOLECCION DISPONIBLES 

Estuches para Estudios lnmunonuorescentes (IF) 

Este estuche es apropiado para enfennedades vesiculoampulosas. Vasculitis, lupus 

eritematoso y otras de tas listadas en la siguiente sección. Incluye 4 tubos de pruebas y una 

solieitud:<151 

Para estudios inmunof\uorescentes Directos ; 

Un tubo rojo para un espécimen de biopsia de tejido afectado. marcado ·01RECTO IF 

(Lesiona! Biopsy)·. 

Ambas tubos contienen el medio de M1chel para transportaí!ie, lo que les pennite 

transportarse a temperatura ambiente y se ha encontrado que es comparable a biopsias 

congeladas frescas para inmunoreactivos y marcadores de superficie de célula T. Este 

medio de transporte es estable a temperatura ambiente por cuando menos un al\o.<15
i 

Para Estudios lnmunofJuorescente 

Un tubo rojo marcado "DIRECT IF (Lesiona! Blopsy)· que contiene medio para 

transporte. 

Para Estudios de Suero 

Un tubo vacío anaranjado marcado ·sERUM· .< 1 ~1 

Vl.2 RECOLECCION Y MANE.JO DE ESPECIMENES 

Los especímenes requerido s y los estudios de labOratorio indicados varia con los 

diagnósticos cllnlcos. c15
1 

Especímenes de biopsia para estudios inmunonuorescentes· 

Los especimenes de biopsia de cuando menos 3-4 mm. o más grandes de diámetro 

deben de ser colocados inmediatamente en el tubo rojo marcado ·otRECTO IF (Lesionel 

17 
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Biopsy)" o en el tubo azul marcado "DIRECT IF (NorTTial Biopsy)"' y enviados a remperatura 

ambiente. 

Para estudios de células B, los especímenes deben de se congelados rápidamente en 

nitrógeno liquido inmediatamente después de haber sido extirpados. Se requieren biopsias 

congeladas.1 '~> 

INFORMACION QUE NECESITA PARA LOS ESTUDIOS DE BIOPSlA 

Para proveer al clinico con una interpretación apropiada de los descubrimientos 

inmunonuorescentes e histológicos, debe proveerse la siguiente información en la solicitud. 

• EDAD 

• SEXO 

• SOSPECHA DE DIAGNOSTICO 

• LUGAR(ES) DE LA BIOPSIA 

• DESCUBRIMIENTOS CUNICOS MAYORES 

• TRATAMIENTO 

• DESCUBRIMIENTOS MAYORES DE LABORATORIO 

SI SE SOSPECHA SLE, CHEOUENSE LOS CRITERIOS PARA.' 1 ~1 

ENFERMEDADES VESICULO-AMPULOSAS 

1. Pénrtgo 

2. Penfigoide 

3. Herpes gestacional 

4. Gingivitis escamativa 

5. Dermatosis linear lgA bulosa 

6. epiderTTiolisis bullosa adquirida(EBA) 

VASCULITIS 

A) porfil"ia 

B) liquen plano 

18 
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LINFOMAS CUTANEOS 

A) lupus hentematoso (LE) ' 1 ~> 

Vll.-ENFERMEDADES DE PIEL Y MUCOSAS 

Vll.1.- ENFERMEDADES VESICULO.....AMPULOSAS 

Los estudios mmunofTuorescentes e histológicos ofrecen diagnósticos y a veces 

descubrimientos pronostico en la enfennedades VESICULO-AMPULOSAS. Esto incluye 

pénf")go. penfigoide bulloso. penfigoide cicatnzal y otrns formes de penOgotde, EBA. 

deflTlalosis bullas.a lmear lgA, herpes gestaciones, dennatitis, herpéliforrne. estomatitis 

ulceratfVa crónica y otras erupciones menos comunes Las combinaciones de estudios 

inmunofluorescen1es e h1stológ1cos para sospecha de porfina. liquen plano entema 

multifonne. lesiones psonas1fonnes y dermatitis alergica de contacto también pueden dar 

JnfoflTlación útil, 1 ·~i Ftg 5. 

Fig.5. PRESENTACION CLINICA. 
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DESCUBRIMIENTOS INMUNOFLUORESCENTES 

EN ENFERMEDADES VESICULO-BULOSAS 

ENFERMEDAD BIOPSIA IF DIRECTA SUERO 

INDIRECTO 

IF RELEVANCIA 

pénfigo todas las depósitos de IC de anticuerpos IC->90% diagnóstico llF o DIF 

fonnas lgG,-90%de incidencia 

penfigoM:fe bullosa y 1 lgC y/o C. también anticuerpos lgC ciase diagnóstico DIF y/o llF 

otras formas de otras Jg en BMZ; linear- BMZ-70% de 

penngoide 90% incidencia 

penfigoide cicatriza! y 1 lgG y/o C, también anticuerpos lgG ciase diagnóstíco OIF ylo llF 

variantes Brunsting- otras lg en BMZ;linear- BMZ-10% de 

peny 90% incidencia 

ant1cuecpos lgC clase diagnóstico DIF y! o llF 

epfdennolisis 

Bu llosa 

Acquicista (EBA) 

lg ylo BMZ,llear BMZ-25% de 

herpes gestacional 

casi 1 00% incidencia 

C3-100%, lg -30....50% 

en BMZ linear 

factor 

anticuerpos 

BMZ-20% 

inCJdenc1a 

HG-50% 

lgG clase 

de 

denT1aUtis 

linear lgA 

bu/losa lgA 100% tamb1en F, anticuerpos lgA clase 

raramente C en BMZ BMZ - 1 O de incidencia 

linear 

diagnóstico DIF y/o llF 

diagnóstico DIF 

dermatitis herpétiforme lgA F y C en papilas lgA clase EMA en - DIF y/o llF o ELISA, 

dermales, granular o 70% AGA en &%, ARA diagnóstico 

fibnlar, 

rncidencia 

>90°...b de en -25'~ 

Uquen pano y otras lgM y otros lg 

eruPciones liquenoides cuerpos cito1des. 

fibnna en y debaJo de 

junturas 

derrnales/ep1denno1des 

nmguno especifico 

estomatitis ulcerativa lgc en el núcleo de ep1lelio estratificado 

OIF altamente 

sugestivo 

OIF altamente 
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crónica 

INMUNOFLUORESCENCIA 

eptdenn1s y ep1teho ANA especifico 

oral, más fuerte en 

capa basal y 

liquen plano 

sugestivo 

Vll.2.- ENFERMEDADES DE TEJIDO CONECTIVO 

PENFJGO 

Los anticuerpos epiteliales intercelulares identificados por IF indirecto son diagnosticados 

para pénfigo. Estos anticuerp<""<-> ocurren en más del 90% del suero de pénfigo activo los 

anticuerpos de pénfigo vulgans y sus variantes se pueden distinguir de aquellos de penfigo 

focales y sus variantes en un 60% a 90% de los casos probando en dos substratos del tejtdo 

Además el uso de dos substratos me1ora mejor la detección de estos anticuerpos. Los 

verdaderos anticuerpos penfigo también se diferencian de anticuerpos parecidos a los 

pénfigos y a los anticuerpos del grupo ~nguíneo lo que puede llevar a resultados positivos 

falsos. <151 

SIGNIFICANCIA DE PRONOSTICO DE ANTICUERPOS PENFIGOS 

Los cambios en la dosificación de anticuerpos de pénfigos son de significancie de 

pronósticos . Una separación o descuento significativo de la dosificación de anticuerpos de 

penfigo, frecuentemente indica que la enfermedad se esta retirando y puede permitir una 

.-educción en la dosis de corticoestero1des u otros agente terapéuticos. t 15> 

Simllannenle. durante la remisión, en la dosificación a menudo procede una exacerbación y 

puede ser una Indicación para aumentar la dosis de la medicina. Así, las pruebas periódicas 

de suero para detectar cambios en les dosificaciones ayudan a valuar la evolución de la 

enfermedad. Se recomienda que el suero sea probado cada 2-3 semanas hasta la remisión 

y cada 1-6 meses después de esta. <151 
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DESCUBRIMIENTOS INMUNOFLUORESCENTES EN BIOPSIAS DE PIEL Y MUCOSAS 

En pacientes de penfigo, la piel norTTial y las mucosas en la orilla o cerca de lesiones. tienen 

dispositivos intercelulares lgG. particularmente en éreas lesionadas de casos sin tratar. 

Estas ocurren en esencial en todos los casos verdaderos de penfigo (el verdadero penfigo 

mciuye p.vulgans. p. folaceo, p_ eritematoso, p. vegetans. p tlerpétiforrne. lgA. p. 

paraneoplesico.) Sin embargo. descubrimientos negativos pueden llegar a ocumr en éreas 

lesionadas debido a cambtos secundarios y piel norTTiel perilesioneda en casos inactivos. 1151 

Las varias fonnas de penfigo pueden ser confiablemente distinguidas unas de las otras por 

sus descubrimientos cllnicos y por estudios de suero. Flg.6 

FIQ.6. DIAGNOSTICO DE PENFIGO. 

PENFJGO VULGAR 

Se pueden ver generalmente depósitos lgG intercelulares en Ja capa espinosa de la célula 

y/o lapidados con 1gG en la superficie de las células epiteliales. citi¡ 
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PENFIGO FOLIACEO 

Los depósttos intercelulares de lgG tienden a restringirse a las porciones superiores de la 

capa espinosa da la célula aunque esto no permite un cnterio confiable para la 

detenT1inación con penfigo vulgariscir.i 

PENFIGO lgA 

Se puede ver 11po vulgans y folaceo y se manifiesta lgA intercelular en las biopsias. Todavía 

existe algo de controversia sobra la temunologia de esta condición. 11
!>
1 

DESCUBRIMIENTOS HISTOLOGICOS 

PENFIGO VULGAR: 

Se observan formación de ampollas 1ntraep1tel1ales con rupturas suprabasales y células 

acantoliticas. i •··1 

PENFIGO VEGETANS. 

La fonnaoón pseudoepiteliomatosa h1perplas1a y absceso intraepitelia/es con eosinofis son 

característicos_ Pueden estar presentes o no en celu/as acantoliticasP5) 

PENFIGO FOLIACEO 

Las ampollas con acantoltcis se forman dentro o inmediatamente debajo del estrato 

granuloso. 1 l!;J 

PENFIGO ERITEMA TOSO 

Ligeros cambios microsr..ópicos son ident1cos a penfigo folaceo 

PENFIGO PARANEOPLASICO 

Los deson::1enenes paraneoplasicos comprenden complejos de sinlomas que resuttan de los 

efectos de tumores remotos no melastas1cos Los síndromes paraneoplasicos están 

asociados a varios tipos de neopfasrnas y p1Jeden afectar varios órganos tales como la piel, 

ojos, musculas y cerebro. Ocasionalmenle las señales y síntomas del síndrome 

paraneoplas1co puede ser la pnmera 1nd1cac1ón de un neoplasma ocullo. 115
¡ 
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El penfigo paraneoplas1co puede limitar al erilema mutt1forme, liquen plano bullase y al 

penfigo cicalrizal y necesita ser diferenciado. Los tipos de neoplasia asociados con penfigo 

paraneopJasico inciuyen /infama, leucemia hnfoci11ca crónica, l!morna, o un sarcoma 

probablemente diferenciado (1!:.J 

DIAGNOSTICO DE PENFIGO PARANEOPLASICO 

1.- Erupciones mucocutaneas con ampollas y/o erosiones 

2.- Def"rTlatosis epidennal y acantolis1s 

3 __ depos1c1ón de la membrana mtercelular y basal de lgG y C3 en biopsias por 

inmunofluorescencia directa 

4.- anticuerpos de suero reactrvos con componentes intercelulares de epitelio transcipcional 

y columnar simple 

5.- lnmunopresip1tac1ón de an11cuerpos de suero a 250. 230, 210 y 190 kD antígenos (T~) 

HISTOLOGIA 

Las características rnayorcs de la histología de la paraneoplas1a pcnfigoide incluyen 

acantolis1s ep1dennal. separaoón suprabasal. queratinosis drsqueratos1ca. vacuolrzación 

basal y exoslosis ep1dermal de células inOamatonas 

El diagnostico del penfigo paraneoplasico no se puede hacer con confianza solo los 

exámenes h•stologicos. espccialrnenle en ausencia de acantohs1s. un diagnostico exacto 

depende de los estudios de inmunofluorcscenc1a a directa e indirecto. 

INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA 

Los estudios de inmunofluotescenc1a directa en piel lesionada revelan depositas 

inlercelulares de /gG con o sin complernentos en un patrón de entmtado que emita al 

penfigo. Además. pueden r1abor depósitos complernentanos en zonRS de rnembrann base. 

primariamente granular pero a veces con un patrón linear Ya que vanos pacientes tienen 

penfigo paraneopfas1co tienen una involucrdción congunt1val. el obtener biopsias 

conguntivas pueden ser primordial para establecer un diagnostico de penfigo 

paraneoplas1co. especialmente con estudios no diagnóstic..os de biopsias de piel y 

mucosas. P 5
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PENFIGOIOE BULLOSO V CICATRlZAL, HERPES GESTACIONAL, (PENFIGOIDE 

GESTACIONAL). ESTOMATITIS ULCERATIVA CRONICA Y EPIDERMOLISIS BULOSA 

ADQUIRIDA. 

Para el diagnostico de penfigoide bulloso (PB) y su diferenc1ac16n de la ep1de1molisis bulosa 

acquistica (EBA) se indican los estudios mmunofluorescentes de tanto los especimenes de 

suero como de biopsia Para el diagnostico de penfigoide cicatriz.al y herpes gcstacional, 

los estudios de b1ops1a son usualmente diagnósticos. y los estudios de suero son de valor 

limitado.t'~1 

DESCUBRIMIENTO DE INMUNOFLUORESCENCIA EN BIOPSIAS DE PIEL V MUCOSAS 

Los estudios de inmunofluoresconc1a de biopsias en especimenes de ptel o mucosa oral 

pueden servir para establecer un d1agnost1co de penfigoide o EBA. En ambas 

enferTtledades, la piel normal en las orillas de las ampollas tienen depósrtos característicos 

en la zona de membrana base de lgG y/o complementos y a veces lgA, lgM y fibrina. Los 

descubrimientos de IF Directo de la zona de la membrana base tienen una stgnificancia 

prolongada en penfigoide bulloso Los descubrimientos de btops1as en depósitos 

comP'ementartos lineares en piel nom1al de la mui'lec.a, con o sin depósrtos de lgG se 

asocian generalmente a la enfermedad acttva.115lFiQ.7. 

Flg.7. DIAGNOSTICO DE PENFIGOIDE. 
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HERPES GESTACIONAL (HG) O PENFIGOIDE GESTACIONAL 

Una variante del penfigoide el cual generalmente aparecen en el uttimo trimestre del 

embarazo y/o periodo postparto. puede ser identificado por estudios de inmunotJuorescencia 

directa de biopsias de piel. Ya que los estudios de suero de pruebas rutinarias de 

lnmunonuorescencia generalmente no revelan el factor HG del herpes gestacional, Jos 

estudios de inmunonuorescencia directa en las biopsias característicamente revelan 

componente C3 complementanos y aveces lgG en la zona de la membrana base. 

DESCUBRIMIENTOS HISTOLOGICOS 

TOdas las formas de penfigoides se caractenzan por ampollas subepidermal. Las biopsias se 

deben de tomar de lesiones tempranas ya que las ampollas más antiguas puede que 

muestren regeneración con la aparición de una ampolla intra-epidermat. La epidermis forma 

el techo de la ampolla en lesiones tempranas pero puede volverse necrótica, 

particularmente en lesiones más anhguas. Las ampollas contienen leucocitos y eosinofllos 

polJmortonucteares. El teJido conectivo de abajo muestra un tejido infiHrado perivascular 

mononucfear con un numero variado de neutrofilos y eosinofilos. A menucto los neutrotuos 

ocurren en un arreglo linear a lo largo de la zona de unión. Hlstok>glcamenle, la 

diferenelación del eritema muttifofTTle puede ser dificil. La inmunofluorescencia en tales 

casos pennite los medios mas confiables de diferenciadón. ' 15> 

EBA 

El penfigoide se puede distinguir de las lesiones de EBA por medio de dos pruebas 

Jnmunofluorescentes en especimenes de biopsia de piel nom-.al que tengan depóSitos 

lineares lgG en la zona de la membrana de base. En el penfigo bulloso el lgG aparece ya 

sea en el lecho epidennal de la separación de ambos lugares el piso derrnal. En el EBA el 

lgG aparece únicamente en el piso La otra prueba que también se puede usar para 

distinguir el BP del EBA es el mapeo IF esta prueba da resultados interpretables únicamente 

si los estudios de IF directos muestran depósitos de zonas de membranas de base y que el 

espécimen es Lesiona! e incluye una ampolla fresca con separación sut>-epidem-.al.c151 

DERMATITIS LINEAR lgA BULLOSA 
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La dermatitis linear lgA bullosa ocurre más frecuente en niños que en adultos. Ambos. los 

estudios de suero y de biopsias que se indican para el diagnostico de LABD. Estos estudios 

también ayudan a diferenciar de otras enfennedades vésiculo bullosas.1151 

DESCUBRIMIENTOS INMUNOFLUORESCENTES EN BIOPSIAS DE PIEL Y MUCOSAS 

Los depósitos lineares de lgA en Je zona de membrana base son diagnosticas de LABD. 

Estos dep+osftos pueden estar acompailados de depósitos de lgG de intensidad más débil. 

Estos descubrimientos distinguen al penfigoide bulloso y/o a la dennalitis herpétifonne del 

LABD a fa cual se pueden parecer cJinicamente (IM 

DESCUBRIMIENTOS HISTOLOGICOS 

Vesículas subepideOTiales o ampollas caracterizan a LASO. En la mayoria de los casos, 

están p.-esentes microat>cesos del Upo que se encuentra en dennatitis herpétJfonne aunque 

pueden haber descubrimientos del tipo penfigoide.115' 

DERMATITIS HERPETIFORME 

Los estudios inmunofluorescentes en ambos. piel y suero, se indican para el diagnostico y 

para sospeehar el grado de involucración de inlestinos. Los esludios inmunonuorescentes 

directos típicos de la presencia de depósitos de lgA en las papilas dennales de la piel son 

diagnosticas. a la dermalllis herpétiforme (OH) se le asocia con enteropatía sensible al 

gluten. <'5J 

DESCUBRIMIENTOS INMUNOFLUORESCENTES EN BIOPSIA DE PIEL 

La presencia de depósitos inmunes lgA en las papilas deíITlales de p.el normal es la marca 

de (OH). los depósitos lgA son detectables en el 80% de los lugares en piel nonnal cerca de 

secciones o áreas generalmente involucradas en dermatitis herpétifonne tales como k>s 

glúteos_ Esto es independiente con el tralamiento de sulfas. Los depósitos granulares de lgA 

en las papilas dennales son virtualmente diagnosticas de la dermatitis herpétifonne_C1
$) 
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Ffg.8. INMUNOFLUORESCENCIA DIRECTA 

Fig.9 INMUNOFLUORESCENCIA f~- ~'11REC> /_ 
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DESCUBRIMIENTOS HISTOLOGICOS 

INMUNOFLUORE5CENCIA 

r-r--. c. . 
!if~f 

.i3T!C!i 
Las vesículas mult1loculares subepidennales adyacentes a aquellas llenas de neutrofilos y 

ocasionalmente eosinofilos (microabcesos papilares) a parecen en las papilas. Para mejo.

resultados, las biopsias para histología deberia inciuir la piel elitematosa adyacente a una 

ampolla.11 ~i 

Vll.3. VASCULITIS 

Si se sospecha de Vascul1t1s leucos1toclastica. púrpura Henoch-Schbnlein u otras Vasculitis. 

deben obtenerse biopsias de piel normal a 1 Omm de la lesión, un segundo espécimen de 

biopsia de una lesión fresca pueden ser valiosa en algunas instancias. Ya que los cambios 

detectados por la mmunofluorescencia preceden a los cambios detectados por la 

inmunonuorescencia proceden a los carnb1os h1stologicos. los estudios •nmunonuorescentes 

de lesiones antenores son de valor l1rn1tado.' 1 ::.l 

LIQUEN PLANO 

Los estudios de inmunofluorescenc1a directa o h1stolog1cos de especímenes de biopsias de 

piel o mucosas ayudan en et diagnostico de erupciones liquenoides. Etiología diversas 

parecen estar involucradas No hay marcadores de anticuerpos de suero confiables para 

liquen plano t 1 ~ 1 

DESCUBRIMIENTOS DE INMUNOFLUORESCENCIA EN BIOPSIAS DE PIEL Y 

MUCOSAS 

En los estudios de mmunofluorcsccnc1a d1rec1a los cuerpos c1toides y/o depósitos de fibrina 

son significativos hacia el d1agnost1co de liquen plano. Los cuerpos citoides (o coloides) con 

lgM y a menudo otros lg. fibrina, generalmente parecen cerca de las uniones dennal

epiderrnal (o lamina propia/ep1tehal) en especímenes de biopsia de piel lesionada o 

mucosas. partlcularTTiente en las areas de degeneración hidrópica de capa basal. 1
'-:;

1FIG 10 
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Ftg.10.· DIAGNOSTICO DE LIQUEN PLANO. 

DESCUBRIMIENTOS HISTOLOGICOS 

La hiperqueratosts, hipergranulosis focal, acantosis irregular. degeneración de la capa basal 

y de una banda de infiltrados predominantemente llnfociticos caracterizan las lesiones de 

liquen plano. Los infittrados se extienden hacia abajo de la nebulosa región de unión a una 

daramente demarcada frontera. 1151 

ESTOMATITIS ULCERATIVA CRONICA 

La estomatitis ulcerativa Cl"6nica con anticuerpos antinucleares específicos de epitafios 

estraUficados es una enfermedad oral poco comUn que dura toda la vida y la cual ocurre en 

mujeres generalmente de rnés de 40 años de edad (•!',J 

DESCUBRIMIENTOS INMUNOFLUORESCENTES EN BIOPSIAS DE PIEL Y MUCOSAS 

Los especímenes de biopsia de mucosa/piel periles1onales o preferentemente especímenes 

separados nonnales y lesiónales. revelan cambios liquenoides en la élreas lesionadas y 

depóSitos nucleares lgG manehados primanamente en los epr1elios nonnales 11 ~'l 
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GINGIVITIS OESCAMATIVA 

La gingivitis descamativa crónica es una manifestación clinica de varias enfennedades. Una 

clasificación basada en consideraciones etiológicas incluye derTTiatosis. influencias 

hormonales, respuesia anorTTial a la Irritación, infecciones crónicas y causas idiopáticas. Las 

pruebas inmunofluorescentes en especímenes de biopsias glngtvales nonTiales y 

perileslonales y de suero son a menudo más reveladores que las examinaciones 

microscópicas ligeras para identificar la etiologia subrayante. Los estudios de suero son 

pfincipalmente ventajosos en penfigo.'151 

ENFERMEDADES ASOCIADAS CON GINGIVITIS DESCAMATIVA 

Diagnostico lnmunologico '% Estimulado• 

penfigokle cicatrizal • 

penfigo -

liquen plano -

35 

3 

26 

negativo {no descubrimientos específicos de enfermedad 33 

condicione• poco uaualea -

los descubrimientos inmunofluorescentes 

son diagnósticos 

los diagnósticos inmunofluorescentes son 

sugestivos pero no diagnósticos<1~> 

incluyen estomatitis ulcerativa ct"ónica, psoriasis 

y enfermedad oral linear lgA.<1 !:il 
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PORFIRIA 

Los estudios de biopsias de piel lesionada dan descubrimientos ciaramente interpretables en 

porfirta. También en clertas otras enfBrTTledades bullosas solo los especimenes de biopsia 

lesionada, los estudios de suero para anticueq>os, dan descubrimientos 

inmunopatologicos interpretables o sugestivos. Ellos incluyen Vasculttis, dermatitis de 

contacto alérgico, lesiones psoriastronnes.~'!;J 

DESCUBRIMIENTOS INMUNOFLUORESCENTES EN BIOPSIAS DE PIEL EN PORFJRIA 

Las verdaderas porfirias con niveles altos de suero, mina y/o deposicrnnes o pseucloporfJrias 

indueldas por drogas o químicamente dan patrones de reacción caracteóstlcamente 

homogéneos. de lgG y a veces también de lg:A y fibrina en el engrosado endotelio de los 

pequeños vasos de la dermis papilar de la piel lesionada. Muchos especímenes también 

tienen una banda fibrilar de '1JG en la unión denTial-epidennal. Las lesiones más avanzadas 

desarrollan ampollas subepidennales. los estudios de mapeo inmunonuorescentes de 

amponas frese.as indican que la separación ocurre en la lamina lucida.11 !;1 

DESCUBRIMIENTOS HISTOLOGICOS EN PORFIRIA 

Los depósitos eosinofilicos homogéneos aparecen en los alrededores de los vasos 

sanguíneos de Ja dennis papHar y a veces en el ~e.xo medio defTTlal. Las lesiones más 

avanzadas desarrollan ampollas subep1dennales frecuenicmente con papilas derTTlales que 

se extienden hasta el piso. 115
> 

CONCLUSIONES 

Una vez estudiada la investigación bibliográfica podernos decir el método de 

inmunofluorescencia ha sido en los u/limos 30 años hasta hoy. uno de los métodos de 

diagnostico con mucha importancia para el investigador puro 

Actualmente es la técnica más empleada para el estudio de an11cuerpos en una innumerable 

gama de enfenTiedades. tanto de origen sistémico como enfermedades de piel y mucosas. 
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La lnmunofluorescencia en un mélodo de diagnostico que nos bnnda una alternativa como 

un medio para detectar y localiza!" antígenos y asi establece!" el diagnostico de 

enfermedades bacterianas micot1ca, parasitarias y virales. Hay varias técnicas de 

laboratorio para la detección de anticuerpos pero dadas les caracteriS11cas podemos 

considerar a la lnmunofluorescencia como una prueba de Jaboratono en la cual 

requieren de aparatos costosos y que no consumen muciio tiempo para su estudio 

Hay técnicas económicamente no muy costosas y además muy fáciles de estudiar pero 

tienen una gran desventaja que son muy sensibles. Es poi" eso que esta técnica de 

lnmunofluorescencia esta catalogada como uno de los métodos de díagnostico 

esencialmente simple y elegante. 

IMPORTANCIA ODONTOLOGICA 

Si tomamos en cuenta que la mayoría de las enfennedades tienen manifestaciones bucales 

y que necesariamente tenemos que eS1udiar1a hlstologlcamente es importante tomar en 

cuenta a esta técnica de diagnostico para poder1e estudiar sus componentes histologicos. 

Tiene varios usos como poi" ejemplo cuando tenemos sospechas de pénítgo, gingivitis 

descamativa, estomatitis, o alguna lesión que requiere hacer un diagnostico y asl pode!" 

treter1a es por eso que la inmunofluor-escencia es de muciia utilidad 
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GLOSARIO 

ACANTOLISIS: Estado particula,. de las células del cuerpo mucoso de malplghi 

caracterizado por la disminución de su adherencia reciproca ravo,.ece a la fonnación de 

ampollas 

ANTICUERPO (Ab): Substancia especifica de la sangre y liquido de animales inmunes 

producida por una reacción a la introducción de un antígeno y que ejerce una acción 

antagónica especifica sobre la substancie cuya influencia se ha fonnado. 

Es el agente de la inmunidad adquinda. Loa anticuerpos abarcan los amboceptores, 

aglutinlnas, autoenzimas, antitoxinas. bace:eriolisinas citotoxinas hemolisinas 

ANTIGENO (Ag): Término general que para toda substancia que introducida al organismo 

animal provoca la fonnación de anticuerpos. Son las bacterias vivas o muertas 

BULLOSA: Ampollas o bulas. 

CITOIDE: Parecido a una célula 

DERMATOSIS: Ténnlno general parn las afecciones de la piel especialmente de la defTTIIS. 

ECCEMA: Lesión cutánea carncterizada po,. placa roja intensa pluriginosa ligeramente 

prominente a la cual aparecen rápidamente grupos de pequenas vesiculas transparentes y 

se desgarran. 

EPIDERMOLISIS: Fragilidad de la dennis a las presiones, detenninar con gran faciHdad la 

despegadu,.a y abombamientos en forma de ampollas. 

ESCLERODERMA: Dennatosis carncterizada po,. engrosamiento de la piel y tejk:lo celular 

subcutáneo y a veces po,. los tejidos profundos 

EXOCITOSIS: Presencia en las lesiones epidérmicas de la eccema (espongiosis y 

vesículas) de células mononucleadas monocitos e histiocitos procedentes de la dermis se 

acompañan a la exoseros1s 
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EXOSEROSIS: Proceso de reacción cuténea observado en la eccema sea cual fuera su 

naturaleza se caracteriza por la producción de liquido que disocia en primer lugar las células 

de la epiderTTils (eSJX>ngiosis) y después forrna vesículas y se derTama al exterior por la 

ruptura de éstes. 

FENOMENO DE RAYNAUD: Hipersensibilidad de las manos y dedos al frio, como resultado 

de un espasmo de las artenas dtgitales con blanqueamiento y entumecimiento de los dedos. 

FLUORESCENCIA: Emisión de luz monocromática mientras una substancia está siendo 

irradiada con luz de color diferente 

FLUORESCEINA: C~,.o~ Polvo amarillento muy soluble en agua empleado como 
reactivo en oxidasas y peróxkSo se ha usado para diagnóstico de tiempo de circulación y 

tópicamente en lesiones oculares y cerebrales para delinear zonas enfermas 

FLUORESCENTE: Dotado de fluorescencia 

HERPES: Erupción de grupos de vesículas profundas sobre bases erttematosas. 

HERPETIFORME: Se asemeja al herpes. 

INMUNOGLOBULINA (lg):Glucoproteína presente en el plasma y otros liquidas organlcos 

de la mayoria de los vertebrados que constituye los anticuerpos componentes 

fUndamentales de los mecanismos de inmunidad humoral. 

lgA: Clase de inmunoglobulina que predomina en las secreciones 

lgD: Clase de inmunoglobulina que predomina en los linfocitos B del hombre 

lgE: anticuerpo involucrado en las reacciones de hipersensibilidad inmediata 
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INMUNOFLUORESCENCIA: Técnica histologlca o citoquímica para la detenninación y 

localización de antígenos en los cuales el anticuerpo específico es conjugado con 

compuestos fluorescentes resultando un trazador sensible que puede delectarse por 

medición fluorometr1ca. 

INMUNOGENO: Substancia que al ser introducida en un animal estimula la respuesta 

inmunitaria, el término inmunogenO puede denotar también una substancia que es capaz de 

estimular una respuesta inmunitaria en contraste con alguna substancia que sólo puede 

combinarse con anticuerpos. por ejemplo un antígeno. 

INMUNOGENICIDAD: Propiedad de una substancia que se vuefve capaz de inducir una 

respuesta inmunilarta detectable. 

JNMUNOPATOLOGIA: Estudto de las reacciones mórbidas provocadas por Ja aparición de 

un antígeno en el microorganismo y la formación consecutiva del anticuerpo 

correspondiente. 

ULCERA: Lesión de la superficie de la piel o mucosas ocasionada por perdida superficial de 

tejido en general con inflamación. 

VACUOLJZACIÓN: Formación de cavidades. 
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