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GIL GONZALEZ INMUNOFLUORESCENCIA

INTRODUCCION

La inmunofluorescencia fue introducia principalmente hace casi 20 afios por Coons. La
técnica implica el estudio de antigenos en secciones tisutares por el uso de anticuempos
especificos que pueden ser marcados con color y es aplicado sobre secciones de tejido para
que se forme una microprecipitacién en el sitio del antigeno.!'?

La tintura flucrescente usada mas acostumbrada es fluoresceina e isoniacida es uniendo

anticuernpos al suero y produce una substancia fluorescente cuando es iluminado con .luz
uttravioieta. '

L.a sencilla aplicacion de 1a técnica es usando un simple tratamiento con un anticuerpo
marcado y posterionmente lavar con una solucion fisiologica salina para detectar anticuerpos
cuando menos de 10 mg de suero estan presentes '

f.0s anticuerpos son proteinas gamaglobulinas si izadas por el [ i

un se

de
este animal a una substancia extrafia (antigeno) por ejempio la
inyeccidn de un virus de un animal 8 una persona puede producir una respuesta en ei
sisterna inmunologico qQue actualmante desemboca en
proteinas. '

la produccién de una o MAas
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FUNDAMENTOS DE INMUNOFLUORESCENCIA

Las técnica de inmunofluorescencia son introducidas por Coons en 1941, desde
entonces se han utilizado profusamente tanto para el diagnostico clinico como para
investigaciones basicas ©

Coons (1941) desamoilo ta obtencién de un anticuerpo especifico dirigido sobre una
substancia determinada, esta es la mejor forma de localizar en una seccién histolégica 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 fluorescencia, Que aunque por Si sola nO es visible, al ser
excltada por {a luz ultravioleta (onda electromagnética cuya longitud de onda no estimula la
retina hurmana y son por tanto visibles), emite una luz verde amaritlenta que es claramente

visible. @

Esta técnica simple y elegante abrnid un campo compietamente nuevo en
histoquimica, buena prueba de su utilidad, es que en jos uitimos 30 afios, se ha convertido
en una técnica imprescindible tanto para el virologo como para e bioquimico; para el
investigado puro como para el mismo patdlogo que diagndstica afguna enfermedad renal.

).

La fluorescencia es una forma de luminiscencia que se extiende, esta ultima como
ta emision de luz que se produce a partir de una fuente de energia no térmica, ‘®

La fluorescencia primana o autofluorescencia es aquélla que presente determinadas
substancias de forma espontanea, sin necesidad de ser modificadas; por ejempio, la [amina
elastica de las anterias muestran autofluorescencia en determinadas condicicnes

En los tejidos que no poseen esta propiedad se puede inducir fiuorescencia-
fluorescencia secundaria mediante tincién histoquimica con moléculas fluorescentes
denominados fluorocromos uniendo fluorocromos a anticuerpos dingidos contra antigenos
tisulares; de este Gitimo procedimiento se sirven las técnicas de inmunofluorescencia.
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I.4. FLUOROCROMOS

Los fluorocromos son substancia quimicas que tienen la capacidad de absorber
fotones de alta energia, procedentes de la radiacion ultravioleta o del cuerpo visible, elio
provoca una redistribucion de los electrones de las motéculas fluorescentes, puesta de

manifiesto de una radiacidon luminosa de longitud de onda distinta aunque de espectro

visible.

Los flusrocromos son substancia, que cuando se sameten a una fuente luminosa

emiten una luz de longitud de onda superior (350 nm) a la que excitd (490 nm). &

Los fluorocromos mas utilizados en las técnicas de inmunofiuorescencia son la
floresceina, la rodamina y la ficoentrnna. La fluoresceina se usa generalmente en forma de
isgtiocianato (FITC), absorbe luz azul y emite fluorescencia verde manzana. La rodamina se
emplea en forma de isotioctanalo de letrametilrocdamina (TRITC), absorbe luz verde y emite
fluorescencia rojo-anaranjada. £or altimo la ficoeritrina (pce) absorbe luz azut y produce

fluorescencia roja.

Los colorantes fluorescentes, como el isotiocianato de fluorescencia (FITC) y la
rodamina, pueden unirse quimicamente (conjugarse) con anticuerpos sin destruir su
especificidad. Este anticuerpo marcado fluorescente se emplea para distribuir descubrir
reacciones especificas de antigeno-anticuerpo y pueden usarse para localizar antigenos y
anticuerpos de especificidad conocida en cortes de tejidos.

Cuando los tejidos marcados en esta forna se iluminan con luz ultravioleta en un
microscopio uttravioleta, es posible identificar los componentes tisulares especificos
marcados por su brillantes fluorescencia verde manzana contra un fondo obscuro o

contratefiido. ™

Esta técnica se utiliza para ver vanas estructuras tisulares y depdsitos anormales de
anticuerpo, otras macromoléculas bactenas y virus en tejidos infectados y frotis. L4

Un fluorocromo se considera optimo para ias técnicas de inmunofluorescencia si
redne las siguientes condiciones:

a) Minima interferencia en la relacion antigeno - anticuerpo
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b) N i para las condici de abr niento.

c) Disponibilidad sencilla en su forma purificada

d) Maximo de emision comprendido dentro del espectro de luz visible

e) La longitud de onda de luz excitadora de la fluorescencia y de la luz emitida por el
fluorocromo deben estar los suficientemente distantes como para que puedan diferenciarse
facilmente.

N £1 fluorocromo debe descomponerse lo menos posible con la exposicién de ta luz

I.2. PATRONES DE INMUNOFLUORESCENCIA

iL.os sueros gue contienen ANA producen una fluorescencia de color verde manzana
en los nucleos cetulares. Conviene recordar aqui que en las cétulas eucarioticas ( es decir,
de organismos mutticelulares), el nucleo representa el compartimiento donde se forma el
ARN y comienza la sintesis de proteinas e mistonas (Que son proteinas de carga positiva.
Pues bien. ia observacién microscépica de !as estructuras nucleares que presenta
fluorescencias hacen posibie discendir el patron segtin et cual se distnbuye el Ag-Ac. 10 que

permite una aproximacion con fines diagnésticos, ¢!

Los cuatro patrones de fluorescencia nuclear descubiertos con esta técnica son
onginados por diferencias en a distribuciéon de antigenos en los nucleos celulares se

describen en forma caracteristica como sigue:

1.- Patrén Homogéneo:
Se ve todo el nucleo de ta célula fluorescente par igual y se debe a los anticuerpos contra
desoxirribonucleoproteinas e histonas. Los Ccromosomas aparecen Ccomo masas
fluorescentes de formas imegulares con los bordes externos mas fluorescentes es el
momento mas inespecifico. ‘¥

Caracteristico en especial de lupus eritematoso sistémico (LES) pero también se
observa en la anritis reumatoide, et sindrome de Sjdgren y ta esclerodermia.
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2.- Patron Periférico

Se ve el contomo det nicleo mas fluorescente, mientras que el centro aparece una
fluorescencia uniforme pero de menos intensidad. ‘¥

Es una distribucion perifénca de la fluorescencia, producido por anticuerpas anti -DNA y por
io general solo se ve en el LES, en especial con netritis activa. ®

3.- Patrén moteado:
Aparecen puntos fluorescentes intranucleares mas frecuentes en el centro, e! nucleo muy
definido y generalmente sin fluorescencia en los nucleolos. El patrén moteado fino a veces

es indistinguible del homogéneo ENA son muy especificos de diversas enfemedades como
se vera, "

Tincion particular discreta del nacleo, producido por un antcuerpo contra una glucoproteina
nuclear; s mMas comun en artrtis reumatoide, enfermedades hepéaticas, colitis ulcerosa,
sindrome de Sjtgren y esclerodermia; también ocurren reacciones inespecificas de este tipo
de individuos normales de edad avanzada.

4.- Patron nucleolar:

Solo se tifen los nuclecios de ias células (se ven menos de B puntos fluorescentes
relativamente grandes por célula), los cromosomas aparecen negativos. Este patrén indica
la presencia de anticuerpos contra el ARN nucleclar. Es poco frecuente en el LES, y se
asocia a esclerodermia y fendmeno de RAYNAUD.
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ill.- GENERALIDADES INMUNOHISTOQUIMICAS

Los meétodos inmunohistoquimicos sirven para deteclar anligenos celulares o
tisulares mediante reacciones antigeno - anticuenpo.

Para visualizar el lugar donde ocurre ia reaccién antigenc - anlicuerpo es preciso
emplear un trazador marcado. E! marcaje puede realizarse con fluorocromos (técnicas de
inmuno-oro) o isdtopos radiactivos. ©

E! antigeno puede detectarse tanto por marcaje directo del articuerpo (técnicas
directas) como por alguno de tos muchos métodos de! marcaje secundario.

Ui 1. ANTICUERPOS ANTINUCLEARES.

Los anticuerpos antinucleares ocupan un lugar preponderante por su frecuencia y su
valor diagnostico (por 1o menos en lo que se refiere a l0os anticuerpos amti -DNA.)) tos
primeros anticuerpos descritos son los antinucleoproteinas, detectados por el fendmeno LE
qQue se estudia en primer lugar debido a su importancia histérica y a su interés diagnoéstico
en el medio no especializado. &

E! fendmeno de las céluias LE | es una reaccion ~in vitro” que sucede cuando se
rompen leucocitos artificialmente (por ejempio ;| sangre anticoagulada con botitas de vidrio)
dejando fragmentos de sus nUcleos expuestos 8 !10s sueros que contengan anticuerpos
antinucleoproteinas {las nucleoproteinas son proteinas unidas al DNA. en tos cromosomas);
la cromatina sufre entonces una alleracitn que hace gque los reslantes leucocitos viables ia
fagociten (en presencia del complemento), adquiriendo los granulocitos una
especifica que se reconocen en la lincion de Wright
vera. ¥

forma
Esla técnica ha sido superada como se

Los ANA aparecen en ei suerc de los pacientes con lupus eritematoso, diseminado
{LES). esclerodermia y EMTC con titulos. a veces muy elevados. Con titulos bajos se
pueden encontrar en cualquier otra conectivopatia y en pacientes de edad avanzada. ¥
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H1.2.- DETECCION DE ANTIGENOS EN CELULAS ¥ TEJIDOS

Dado los colorantes fluorescentes tales como ta fluoresceina y la rodamina se
acopian a los anticuerpos sin destruir su especificidad, pueden combinarse l0s conjugados
con antigeno presente en un corte de tejido y visualizarse a través del microscopio de luz
fluorescente. De este modo se demuestra la distnbucion deil anticuerpo en el tejido y dentro
de las células. Dese otro punto de vista también puede utilizarse el meétodo para delectar
anticuerpos dirigidos contra antigenos que se sabe estan presenies en un corne determinado
en tejido o preparado celutar. "2 Fig. 1.

Fig.l.- DETECCION DE ANTICUERPOS

Los anticuerpos fluorescentes son reactivos histoquimicos especificos que pueden
reaccionar con antigenos especificos también, para identificarios. '

Es un procedimiento que ha demostrado ser de gran utilidad para la deteccion y
localizacién de antigenos.‘Y

Los anticuerpos especificos son conjugados compuestos fluorescentes, resuitando
de elo un material sensitivo con reactividad inmunologica que no se altera. El antigeno
conjugado es agregado alas células o tejdos y queda fijado a los antigenos forrmando un
compiejo estabie, fluorescente ' Fig. 2.
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a

Fig.2.- FIJACION DE ANTIGENOS EMITE FLUORESCENCIA

Entre las aplicaciones de utilidad clinica se encuentra la identificacion de: ¥
a) Microorganismos en tejidos y cultivos

b) Componentes de C en los tejidos

c©) Autoanticuerpos en el suero

d) Ac Especificos fijos en los tejidos

@) Células T y 8 en la sangre

f Cromosomas especificos

g) Ag Especificos en tumores 0 lejidos neoplasicos

h) Hormonas y Enzimas

y) Ac antintcleo, Ac antimitocondna, Ac antimembrana, Ac anti DNA

111.3. DETENCION DE ANA POR INMUNOFLUORESCENCIA

Los anticuerpos antinucleares ocupan un lugar preponderante por su frecuencia y
valor diagnédstico (por o menos en 10 que se refiere a los anticuerpos Anti DNA). Los
primeros anticuerpos descntos son {os antinucleaproteinas, detectado por el fenémeno LE
que estudia en primer lugar debido a su importancia histénca y a su interés diagnéstico en el

medio no especiatizado. *
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El fenémeno de las células LE. Este fendmeno se descrbio por primera vez en la
médula osea de pacientes con SLE. Refleja ta presencia de anticuerpo 1gG contra

desoximbonucleoproteinas. '

La inmunoflurescencia actualmenie es la técnica mas empleada para el estudio de
los anticuerpos antinucleares. El sustrato puede ser en un corte de higado o de rfidén de rata
o en un frotis de leucocitos de ser humano. La fijacion de los ANA sobre los nucleo se

revelan bajo la luz ultravioleta por la aplicacion de un suero anti
@

inmunoglobulina marcado
con un conjugado fluorescente.

La determinacion de ANA en ocasiones es positiva en individuos normales, en
pacientes con diversas enfermedades cronicas y en los ancianos. Sin embargo, los titulos
ahtos con frecuencia estan relacionados con SLE. la ausencia de ANA es una evidencia
fuerte contra el diagnostico de SLE. '

V.- TECNICAS DE INMUNOFLUORESCENCIA

Las técnicas de inmunofluorescencia se realizan casi siempre sobre tejido
congelado pomgue el procedimiento de fijacion es sobre formol e inclusion en parafina
presenta varios inconvenientes para el desarrolio de esto métodos Entre estos
inconvenientes figuran el aumento de los fendmenos de autofluorescencia y el bloqueo de
gran cantidad de determinados anmtigénicos provocado por ios agentes fijadores. ‘%

Et método de inmunofluorescencia penmite localizar et antigeno o anticuerpo sobre
la superficie de ceéiutas vivas en suspensién o en e! citoplasma o en los nucleos de las

células en secciones congeladas de 1ejido. @

ta inmunofluorescencia brinda alternativa a los ensayos de inmunoabsorcion como
un wmedio para detectar y localizar antigenos al establecer el diagnéstico de las
enfermedades bacterianas, micoticas, parasitanas y virales. Con esta técnica, el anticuerpo
especifico se conjuga con compuestos fluorescentes, resultando en un rastreados sensible
con ta reactividad inmunologica inalterada. ™’

En la inmunofluorescencia se utilizan comunmente dos procedimientos de
~coloracion™ Directo e indirecta. En el procedimiento Directo o de una etapa la flucresceina
o rodamina se une a la fraccidon de IgC aislada de un antisuero que contiene anticuerpos
dirigidos contra un componente especifico de células o tejido. Por otra parte, el flor puede

Ed
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unirse al antigeno para localizar al anticuerpo especifico sintetizado en células o secciones
de tejido.

Algunas de las aplicaciones mas comunes para la inmunofluorescencia son |a
deteccidén directa de Bordetella Pertusi, Clamydia Trachomatis, especies de jegionella, virus
herpes tipo | y 2, virus, sincicial respiratoria y varias otras especies bactenana de
importancia médica. También se usa para detectar anticuerpos en el diagnostico serclégico
de la toxoplasmosis, 1a sifilis y el citomegalovirus. @

El proceso conlinuo en el desarroito de fluorocromos mejorados, conjugado y
técnicas microscdpicas mas modemas, ha aumentado la sensibilidad y la especificidad de 1a
inmunofluorescencia, 10 que brinda a los laboratorios la posibilidad de detectar {o agentes

causales de las enfermedades infecciosas. 7
V.1.- INMUNOFLUORESCENCIA DIRECTA

En la técnica de inmunofluorescencia Directa se utilica un anticuerpo especifica

frente al antigeno que se desea detectar, conjugado & un anticuerpo. Rl

En esta técnica, el antisuero conjugado se aftade directo a la seccién de tejido o
suspensién de células viabies. 'Y  El método directo es simple y rapido de realizar son
pocas reacciones inespecificas: sin embargo es menos sensible. @

PROCEDIMIENTO TECNICO:

1.- Se realizan cortes de criostato de aproximadamente S micras de espesof.

2.- Se delimita, mediante un circulo realizado con un 1apiz de diamante alrededor de cada
seccidn, la superficie de incubacion con los anticuerpos (puede utilizarse para portaobjetos
disefiados especificamente para metodologia infmunochistoquimica).

3.- Fijar acetona fria a 20C°, ENTRE 5 Y 15 MINUTOS.

4.- Secar los cortes al aire

5.- Realizar 3 lavados en PBS de 10 minutos cada uno.

6.- Drenar el exceso de PBS y secar airededor del circulo usando un pafuelo de papel.

7.- Cubrir 1a seccién con el antisuero primacno conjugado, a ia dilucién 6ptima determinada
previamente. La incubacion se realizara en camara humeda preservada de la luz a

temperatura ambiente y durante 30 minutos.
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8.- Realtizar otros 3 lavados como en el paso 5 y secar igualmente en tomo al circulo.

9.- Montar utilizando un medio hidrosoluble especifico para inmunofluorescencia, 0 en su
defecto en PBS—licerol gelatina, seflar los bordes del cubreobjetos con esmalte de uhas o
usar en su lugar polivinilalcohol

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

todo momento de 1a luz.

RESULTADOS
- Marcaje cen EITC Fluorescencia verde-manzana
— Marcaje con TRITC Fluorescencia rojo-anaranjado

OBSERVACIONES

ta técnica directa de inmunofluorescencia se usa fundamentalmente en el

diagndstico de patologia y se determinan las lesiones cutaneas. @

El anticuerpo contra el sustrato del tejido, se conjuga con ei fluorocromoe y se aplica
directamente. Por ejemplo si se desea demostrar la distibucién tisular de un autoantigeno
gastrico que reacciona con los autoanticuerpos presentes en e! suero de una paciemte con
anemia pemiciosa. Se aisla igG del suero del paciente se conjuga con fluoresceina y se
aplica en una seccién de mucosa gastrica humana ubicada sobre un portaobjeto. Al
observarse con el microscopio de fluorescencia se observa que el citoplasma de las céluias
parnietales esta brillanternente coloreado.

Si se emplea antisuero conjugado con los coioranle que emiten Ruorescencia a distimas
longitudes de onda pueden indentificarse simuitaneamente do antigenos diferentes en et
misma preparado. " Fig 3
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v § % &

Fig.3. INMUNOFLUORESCENCIA DIRECTA.

V.- INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA

Esta técnica pemmite {a deteccion de anticuerpo en el suero. Elimina la necesidad
de purificar y conjugar individualmente cada muestra de suero. E! método es. basicamente

una adaptacion de la reaccion de antiglobulina (prueba de Coombs), o técnica del

anticuerpo doble. Se debera revisar ta especificidad segun se describe y establecer mas aun
meétodos de biogueo y neutralizacion. 'Y

Se emplea en un primer paso el anticlerpo especifico no marcado y en una
segunda fase, un anticuerpo marcado con el correspondiente fluorocromo, que reacciona de
forma especifica con el anticuerpo primarno.

Se han utilizado diversas varaciones adicionales en las técnicas de tincion.

Estas
comprenden un suerc conjugado anticomplementario para

la deteccion de complejos
inmunitanos que contengan complementio o tincion doble con rodamina , con conjugados de
rodamina y Nuoresceina. '

Se ha aplicade amplhamente la inmunofluorescencia que emples procedimientos
seroldgicos de rutina, para |a deteccion de anticuerpos en especimenes sercos humanos.
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La sensibilidad es, en general mayor con la fijacion del complemento, y menor que con la
inhibicion de la hemaglutinacién. '

El meétodo indirecto es mas sensible y da una fluorescencia mas brillante no
obstante es menos especifico, sujeto a la reactividad cruzada creciente.

£l uso de meélodos enzimaticos es ventiajoso para l0s laboratorios que realizan gran
volumen de examenes diarnos para un solo determinante (por ejemplo:

Clamydia
Trachomalis).

Aunque las técnicas fiuorescentes son considerablemente mas trabajosas. la
posibilidad de observar los elementos cetulares de fondo para determinar la propiedad del
espécimen constituye una clara ventaja. Debido a que jos microorganismos dei C.
Trachomatis estan localizados dentro de las células epiteliales columnares, 1a presencia de
células epiteliales escamosas y una preponderancia de segrmeniados, entrocitos o cantidad
excesiva de mucus indican un espécimen inadecuado.””

TECNICA INDIRECTA

Este meétodo se emplea sobre todo para detectar anticuerpos en el suero de
pacientes con enfermedad autoinmune. Puede ser muy Gtil fabricar un bioque que contenga
distintos tejidos pomue elio permite detectar diferentes autoanticuerpos de forma simultanea
¥y con una unica muestra de suero

A continuacion se indican 1os tejidos recomendados para determinar los tipos mas
usuajes de autoanticuerpos:
e Anticuerpos antinucleares ANA (higado y rifién de rata).
« Anticuerpos antimusculo liso SMA (rifién y estomago de rata)
« Anticuerpos antimitocondriales AMA (rifién y estdmago de rata)
Anticuerpos antimicrosomiaies frente a higado y de rifidén (higado y riftdn de rata)
Anticuerpos antimicrosomas tiroideo (tejido tircideo humano)
= Armticuerpos antimuisculo estriado (eséfago de rata)
= Anticuerpos antineutrdfilos ANCA (granulocitos humanos).
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PROCEDIMIENTO TECNICO
MODO DE OPERAR:

1. Diluir en PBS el suero que se desee probar.

Para ia mayor pane de autcanticuerpos
puede emplearse una dilucion a 1/10.

Para detectar anticuerpos fremte a l0s islotes de
Langerhans y giandula adrenal se debe emplear et suero sin diluir.

2. incubar las secciones de tejido elegidas con el suero problema, durante 30 minutos a

temperatura ambiente o bien toda la noche a 4°C.

3. Realizar 3 lJavados en PBS de 10 minulos cada unao.

4. Drenar el exceso de PBS.

5. incubar con el conjugado de inmunogiobulina anti-Ig humana y fluorocromo a ia ditucién

optima durante 30 MiNutos en camara himeda preservada de ja luz.
Puede usarse un antisuero polivalente frente a todas |as inmunoglobulinas.

6. Decantar el antisuero y realizar 3 lavados con P8S de 10 minutos cada uno.

7. Montar en medio hidrosoluble especifico para inmunofluorescencia.

- Marcaje con FITC ... ..

Fluorescencia verde-manzana
- Marcaje con TRITC ... .

Fluorescencia rojo-anaranjada

OBSERVACIONES:

Los suerds Que resuiten positivos pueden titularse haciendo diluciones seriadas del

suero problema e indicando la dilucidén mas alta a la que !a técnica resunta positiva. Por
ejemplo, se sefiala que unos anticuerpos armimicrosomiates son positivos con un titulo de

1/16Q00. quiere decirse que ésta es la dtiscion mas alta a 1a que la inmunonncién resulta
positiva. *® Fig.4.
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Fig 4. INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA.

V.- MICROSCOPIO DE INMUNOFLUORESCENCIA

Con el advenimiento del rmicroscopio eleetronico, sus aumentos y resoiuciones, los
conocimientos de biologia cefutar dieron un salto gigantesco; los distintos comportamienios
celulares dejaron de ser elucubraciones en algunos para convertirse en una realidad
palpable e innegable. "

Microscopio para las lecturas existen equipos especiales, no obstante pueden
utilizarse un microscopio comun qQue posea condensador de fondo obscuro y lampara de fuz
ultravioleta para la iluminacion. Esta debe contar con filtros excitacgores que dejen pasar
saolamente luz ultravioleta y el microscopio debe tener un fitro de Gloqueo que impida ia
llegada del exceso de luz al ojo del observador. ™
Se expondran brevemente los componentes basico de un microscopio de

flucrescencia:

1. Fuente luminosa: proporciona la energia luminosa. Las méas empleadas son las

lamparas de arco de mercurio y las halégenas.
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2. Filtro primario o de excitacidn: restringe el paso de la luz a las longitudes de onda

necesarias para estimular ia fluorescencia.
3. Condensador: para dingir y enfocar |1as longitudes de onda emitidas por la muestra.

4. Fittro secundario o de barrera: para bloquear la fuz no deseada y dejar pasar solo la
fluorescente.

5. Oculares: para aumentar y visualizar la muestra fluorescente o

V.1 MICROSCOPIO DE LUZ INCIDENTE

Los microscopios utilizados para visualizar 10s especimenes inmunofluorescentes
son modificaciones de los microscapios estandar. En 1967 Ploem introdujo un sistema de
epiflucrescencia que emplea una iluminador vertical y un espejo dicrdico, este sisterma de
haz de excitacion se enfoca directo sobre especimen del tejido a través del objetivo de la
tente, la luz fluorescente emitida del espécimen epiiluminado, se transmite, entonces al ojo
a través del espejo dicroico. Un espejo dicroico permite el paso de luz de longitudes de
ondas seleccionada en una direccién a traves de €|, pero no en la direccion opuesta, '

V.2 MICROSCOPIO DE LUZ DE TRANSMISION

Hay varias ventajas distintas al sistema Pioem. La fluorescencia se puede combinar
con luz transmitida para et examen de contraste de fase de los tejidos, permitiendo asi una
mejor definicién de la morfologia y fluorescencia. También, un sistema intercambiable de
fitros permite un examen rapido del espécimen a diferentes longitudes de onda para un
tincibn doble de fluorocromos., es decir, rojo y verde (rodamina y fluoresceina,

respectivamente). "

Esta ventaja en la técnica ha dado como resultado una sensibilidad superior para et
examen de la membrana celular fluorescente en linfocitos vivos.



GIL GONZALEZ INMUNOFLUORESCENCIA

Vi.- RECOLECCION Y MANEJO DE ESPECIMENES
VL1 ESTUCHES DE RECOLECCION DISPONIBLES
Estuches para Estudios iInmunofluorescentes (IF)

Este estuche es apropiado para enfermedades vesiculoampulosas, Vasculitis, lupus
eritermatoso y otras de las listadas en ia siguiente seccién, Incluye 4 tubos de pruebasy una
solicitud: %

Para estudios inmunofluorescentes Directos :

Un tubo rojo para un espécimen de biopsia de tejido afectado, marcado "DIRECTO (F
(Lesional Biopsy)”.
Ambos tubos contienen el medio de Michel para transporiarse, lo que les pemmite
transportarse a lemperatura 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 tempersatura ambiente por cuando menos un aho.O"®

Para Estudios inmunofluorescente

Un tubo rojo marcado "DIRECT IF (Lesional Biopsy)” que contiene medio para
transporte.
Para Estudios de Suero

Un tubo vacio anaranjado marcado "SERUM".¢'®

Vi.2 RECOLECCION Y MANEJO DE ESPECIMENES

Los especimenes requerido s y 1os estudios de laboratoric indicados varia con tos
diagnosticos clinicos. '™

Especimenes de biopsia para estudios inmunofluorescentes:

Los especimenes de biopsia de cuando menos 3-4 mm. o mas grandes de didmetro
deben de ser colocados inmediatamente en el tubo rojo marcado "DIRECTO IF (Lesional

17
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Biopsy)™ o en el tubo azul marcado *DIRECT IF (Normal Biopsy)™ y enviados a temperatura
ambiente.

Para estudios de células B, los especimenes deben de se congelados rapidamente en
nitrégeno liguido inmediatamente después de haber sido extirpados. Se requieren biopsias
congeladas.!"

INFORMACION QUE NECESITA PARA LOS ESTUDIOS DE BIOPSIA

Para proveer al clinico con una interpretacion apropiada de Ilos descubrimientos
inmunofluorescentes e histolégicos, debe proveerse la siguiente informacién en la solicitud.
= EDAD

- SEXO

= SOSPECHA DE DIAGNOSTICO

« LUGAR(ES) DE LA BIOPSIA

= DESCUBRIMIENTOS CLINICOS MAYORES

* TRATAMIENTO

» DESCUBRIMIENTOS MAYORES DE LABORATORIO

* S| SE SOSPECHA SLE. CHEQUENSE LOS CRITERIOS PARA (¥

ENFERMEDADES VESICULO-AMPULOSAS
. Pénfigo

. Penfigoide

. Herpes gestacionai

. Gingivitis escamativa

Dermatosis linear IgA bulosa

. epidermolisis bullosa adquirida(EBA)

[ T

VASCULITIS

A) porfina
B) liquen plano
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LINFOMAS CUTANEOS
A) lupus hertemnatoso (LE) %
VIL-ENFERMEDADES DE PIEL ¥ MUCOSAS

- ENFERMEDADES VESICULO-AMPULOSAS

Los estudios inmunofluorescentes e histologicos ofrecen diagnosticos y 8 veces
descubrimientos pronostico en la enfermedades VESICULO-AMPULOSAS, Esto incluye
pénfigo. penfigoide bulloso, penfigoide cicatnzal y otras formas de penfigoide, EBA,
dermatosis bullosa linear IgA, herpes gestaciones, dematitis, herpétiforme, estomalitis
ulcerativa crénica y otras erupciones menos comunes. Las combinaciones de estudios
inmunofluorescentes e histoldgicos para sospecha de porfina, hquen plano erntema

multitorme, lesiones psonasiformes y dermatitis alérgica de contacto también pueden dar

informacién atil, ' Fig.5.
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DESCUBRIMIENTOS INMUNOFLUORESCENTES
EN ENFERMEDADES VESICULO-BULOSAS

ENFERMEDAD BIOPSIA IF DIRECTA | SUERO iIF | RELEVANCIA
INDIRECTO
depodsitos de IC de|anticuerpos IC->80% diagndstico IIF o DIF

pénfigo todas las

1gG.-80%de incidencia

formas

penfigokde bullosa y|1 IgC y/0o C. también|anticuerpos IgC clase | diagn6stico DIF y/o HF
otras formas de | otras Ig en BMZ; linear- | BMZ-70% de

penfigoide 80% incidencia

IgG clase | diagnéstico DIF y/o IIF

penfigoide cicatrizat y|1 IgG y/o C, también|anticuerpos
variantes Brunsting- | otras Ig en BMZ linear- | BMZ-10% de
perry incidencia

a

950%
B anticuerpos

ig y/o en BMZliear) BMZ-25%

casi 100% incidencia

igC ciase | diagnéstico DIF y/ o HF
epidermolisis ae

Bullosa

Acquicista (EBA)

herpes gestacional

C3-100%, ig -30-50% ) factor HG»SO%] diagnéstico DIF y/o IF
en BMZ linear anticuerpos 1gG clase
BMZ-20% de

incidencia

bu!lass[lgA 100% también F] anticuerpos IgA clase | diagnéstico DIF

dermatitis

tinear IgA raramente C en BMZ([BMZ-10 de incidencia

tinear
F o ELISA,

demnatitis herpétiforrne {IgA F y C en papilas

dermales, granular o

1IgA clase EMA en -|DIF yo
70% AGA en &%, ARA |diagnéstico

fibnitar, >90% delen-25%

incidencia J
liquen plano y otras]igM y otros Ig en|ninguno especifico DIF altamente
erupciones liquenoides | cuerpos citoides, sugestivo

fibrna en y dehajo de

junturas

dermales/epidermoides

l DIF altamente

estomatitis ulcerativallgc en el nuacleo dejepuelio estratificado
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cronica epidermis y epitelio [ ANA especifico sugestivo
oral, mas fuerte en
capa basal y como en

liquen plano

ViL.2.- ENFERMEDADES DE TEJIDO CONECTIVO
PENFIGO

tos anticuerpos epiteliales intercelulares identificados por IF indirecto son diagnosticados
para pénfigo. Estos anticuerpcs ocurren en mas del 90% del suero de pénfigo activo los
anticuerpos de pénfigo vulgars y sus varnantes se pueden distinguir de aquellos de penfigo
focales y sus variantes en un 80% a 90% de tos casos probando en dos substratos del tejido
Ademas el uso de dos substratos mejora mejor ta deteccidn de estos anticuerpos. Los
verdaderos anticuerpos penfigo también se diferencian de anticuerpos parecidos a los
peénfigos y a los anticuerpos dei grupo sanguineo o que puede lilevar a resultados positivos
falsos. >

SIGNIFICANCIA DE PRONOSTICO DE ANTICUERPOS PENFIGOS

Los cambios en la dosificacibn de anticuerpos de pénfigos son de significancia de
prondsticos . Una separacién o descuento significativo de ia dosificacion de anticuerpos de
penfigo, frecuentemente indica que |la enfermedad se esta retirando y puede parmnitic una
reduccion en la dosis de conticoesteroides u otros agente terapéuticos. %

Similarmente, durante la remision, en la dosificacidon a menudo procede una exacerbacion y
puede ser una indicacion para aumentar la dosis de la medicina. Asi, las pruebas periédicas
de suerc para detectar cambios en las dosificaciones ayudan a valuar ia evolucién de la
enfermedad. Se recomienda que ei suero sea probado cada 2-3 semanas hasta la remision
y cada 1-8 meses después de esta. %
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DESCUBRIMIENTOS INMUNOFLUORESCENTES EN BIOPSIAS DE PIEL Y MUCOSAS

En pacientes de penfigo, la pie! normal y las mucosas en la orilla o cerca de lesiones, tienen
dispositivos intercelulares IgG. particulammente en areas lesionadas de casos sin tratar.
Estas ocurren en esencial en todos los casos verdaderos de penfigo (el verdadero penfigo
incluye p.vulgars, p. folaceo, p. eritematoso, p. vegetans, p. herpétiforme, IgA. p.
paraneoplasico.) Sin embargo. descubrimientos negativos pueden llegar a ocurrir en éreas
lesionadas debido a cambios secundarios y piel nonmal peritesionada en casos inactivos. 'S

Las vanas formas de penfigo pueden ser confiablemente distinguidas unas de las otras por
sus descubrimientos clinicos y por estudios de suero. Fig.8

.

ossible Diagnosis: Pemphigu

Fig.8. DIAGNOSTICO DE PENFIGO.

PENFIGO VULGAR

Se pueden ver generalmente depdsitos 1gG intercelulares en 1a capa espinosa de la célula

y/o lapidados con IgG en la superficie de las céiulas epiteligies '®

22
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PENFIGO FOLIACEO

Los depdésitos intercelulares de IgG tienden a restringirse a las porciones superiores de la
la célula aunque esto no permite un criterio confiable para la

capa espinosa de
determinacion con penfigo vulgaris''™

PENFIGO IgA

Se puede ver lipo vuigans y folaceo y se manifiesta IgA intercejular en las biopsias. Todavia
)

existe algo de controversia sobra la termunologia de esta condicién.
DESCUBRIMIENTOS HISTOLOGICOS

PENFIGO VULGAR:
Se observan formacion de ampolias intraepiteliaies con rupturas suprabasales y céluias

acantoliticas.'"™”

PENFIGO VEGETANS:
La formacion pseudoepiteliomatosa hiperplasia y absceso intraepiteliales con eosinofis son

caracteristicos. Pueden estar presentes o no en céfulas acantoliticas’'®

PENFIGO FOLIACEO:
Ltas ampolias con acantolicis se formman dentro o
05

inmediatamente debajo del estrato
granufoso.

PENFIGO ERITEMATOSO
Ligeros cambios microscopicos son idénucos a penfigo folaceo.

PENFIGO PARANEOPLASICO

Los desordenenes paraneoplasicos comprenden complejos de sintomas que resultan de los
efectos de tumores remotos nc melastasicos. Los sindromes paraneoplasicos estan
asociados a varios tipos de neoplasmas y pueden afectar varios érganos tales como ta piel,
tas sefgles y sintomas del sindrome

Ocasionalmente
15)

0jos, muscuios y cerebro.
paraneoplasico puede ser la primera indicacion de un neapiasma oculto.
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El penfigo paraneoplasico puede limitar al eritema multiforme, liquen plano bulloso y al
penfigo cicatrizal y necesita ser diferenciado. Los tipos de neoplasia asociados con penfigo

paraneoplasico incluyen linforma, leucemia linfocitica cronica, timoma, o un sarcoma

probablemente diferenciado '
DIAGNOSTICO DE PENFIGO PARANEOPLASICO

- Erupciones mucocutaneas con ampollas y/o erosiones

2.- Dermatosis epidertnat y acantolisis
3.~ deposicion de la membrana intercelular y basal

inmunoflucrescencia directa
4.- anticuerpos de suero reactivos con componentes intercejulares de epitelio transcipcional

de IgG y C3 en biopsias por

y columanar simpie
- Inmunopresipitacion de anticuerpos de suero a 250. 230, 210 y 190 kD antigenos '™

HISTOLOGIA

Las caracteristicas mayores de la histologia de la paraneoplasia penfigoide inciuyen

acantolisis epidermal. separacion suprabasal. queratinosis disqueratosica, vacuolizacién

basal y exostosis epidermai de céluias inflamatorias

penfigo paraneoplasico no se puede hacer con confianza solo los

El diagnostico del
examenes histologicos. especialmente en ausencia de acantolisis. un giagnostico exacto
K

depende de los estudios de inmunofluorescencia a directa e indirecto.

INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA

Los estudios de inmunofiuorescencia directa en piel lesionada revelan depositos

intercefuiares de IgG con o sin complementos en un patron de entintado que emita at
penfigo. Ademas, pueden haber depdsitos compiementanos en zonas de membrana base.
primariamente granuiar pero a veces con un patrén linear. Ya que varios pacientes tienen
involucracién conguntivai, el obtener biopsias
establecer un diagnostico de penfigo
Yy

penfigo paraneopliasico tienen una
pueden ser primordial para

conguntivas
especialmente con estudios no diagnosticos de biopsias de pie!

paraneoplasico,
mucosas.'¥
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PENFIGOIDE BULLOSO Y CICATRIZAL, HERPES GESTACIONAL, (PENFIGOIDE

GESTACIONAL), ESTOMATITIS ULCERATIVA CRONICA Y EPIDERMOLISIS BULOSA
ADQUIRIDA.

Para el diagnostico de penfigoide builoso (PB) y su diferenciacion de 1a epideimolisis bulosa
acquistica (EBA) se indican los estudios inmunofluorescentes de tanto los especimenes de
suero como de biopsia. Para el diagnostico de penfigoide cicatrizal y herpes gestacional,
los estudios de biopsia son usualmente diagnosticos, y los estudios de suerc son de valor
limitado.'®

DESCUBRIMIENTO DE INMUNOFLUORESCENCIA EN BIOPSIAS DE PIEL Y MUCOSAS

Los estudios de inmunofluorescencia de biopsias en especimenes de piel o mucosa oral

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

enfermedades, la piel normail en las orillas de las ampollas tienen depdsitos caracteristicos
en la zona de membrana base de IgG y/o complementos y a veces IgA, IgM v fibrina. Los
descubrimientos de IF Directo de la zona de ia membrana base tienen una significancia
prolongada en penfigoide bulioso. Los descubrimientos de biopsias en depositos
complementarios lineares en piel normal de la mufieca, con o sin depdsitos de IgG se
asocian generalmente a la enfermedad activa. " Fig.7.

nosis: Pemphigoid

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

Una variante del penfigoide el cual generaimente aparecen en ef uitimo timestre del

embarazo y/o periodo postparto, puede ser identificado por estudios de inmunofluorescencia

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

inmunoflucrescencia generatmente no revelan el factor HG del herpes gestacional, los
las biopsias caracteristicamente revelan

estudios de inmunofluorescencia directa en
[ELY

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

DESCUBRIMIENTOS HISTOLOGICOS

SL it ™al. Las bi ias se

Todas las formas de penfigoides se caractenzan por ar
deben de tomar de lesiones tempranas ya Que las ampolias mas antiguas puede que
muestren regeneracién con la aparicion de una ampolla intra-epidermal. La epidermis forma

el techo de Ja ampolla en lesiones tempranas pero puede volverse necrdtica,

particularmente en lesiones mas antiguas. Las ampollas contienen leucocitos y eosintofilos
ivo de abajo muestra un tejido infitrado perivascular

pofimarfonuci es. El tejido
mononuctear con un numero variado de neutrofilos y ecsinofilos. A menudo los neutrofiios

ocurmen en un arreglo linear a 1o largo de Ia zona de unién. Histologicamente, la
diferenciacién del eriterna muttiforme puede ser dificil. La inmunofluorescencia en tales
més cor de diferenciacién.t'®

casos tos

EBA

El penfigoide se puede distinguir de las lesiones de EBA por medio de dos pruebas
inmunofiuorascentes en especimenes de biopsia de piei normal que tengan depdsitos
lineares 1gG en la zona de ia membrana de base. £n el penfigo bulloso el IgG aparece ya
sea en el techo epidenmnal de la separacién de ambos jugares el piso dermal. En el EBA el
IgG aparece (nicamerdte en el piso. La otra prueba que también Se puede usar para
distinguir el BP del EBA es el mapeo IF esta prueba da ri
si los estudios de IF directos muestran depdsitos de zonas de membranas de base y que el
espécimen es Lesional e incluye una ampolla fresca con separacion sub-epidermal.™

dos interpr uni ente

DERMATITIS LINEAR IgA BULLOSA
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La dermatitis linear IgA builosa ocurre mas frecuente en niftos 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 enfermedades vésiculo bullosas.'®

DESCUBRIMIENTOS INMUNOFLUORESCENTES EN BIOPSIAS DE PIEL Y MUCOSAS

Los depositos lineares de IgA en la zona de membrana base son diagnosticas de LABD.
Estos dep+ositos pueden estar acompaifiados de depdsitos de 1gG de intensidad mas débil.
Estos descubrimientos distinguen al penfigoide bulloso y/o a la demmatitis herpétifonrme del

LABD a fa cual se pueden parecer clinicamente ‘'

DESCUBRIMIENTOS HISTOLOGICOS

Vesiculas subepidermales o ampollas caracterizan a LABD. En la mayoria de los casos,
estan presentes microabcesos del tipo que se encuentra en deimatitis herpétiforme aunque
pueden haber descubrimientos del tipo penfigoide. /'™

DERMATITIS HERPETIFORME

Los estudios inmunofiluorescentes en ambos, piel y suero, se i para el di b4
para sospechar el grado de involucracion de intestinos. Los i

directos tipicos de la presencia de depdsitos de IgA en las papilas demmales de a pie! son
diagnosticas. a la dermatitis herpétiforme (DH) se le asocia con enteropatia sensibie al

tudi

gluten. ">

DESCUBRIMIENTOS INMUNOFLUORESCENTES EN BIOPSIA DE PIEL

1L a presencia de depdsitos inmunes IgA en las papilas dermales de piel hormal es la marca
de (DH). los c i IgA sond en el 80% de los lugares en pie! normal cerca de
secciones © areas generalmente involucradas en dermatitis herpétiforme tales como los

e con el tratamiento de suifas. Los depdsitos granulares de igA
18y

11y Esto es |
en las papilas demmates son virtualmente diagnosticas de la dermatitis herpétiforrne.
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2. Indirect 1.

F-Positive for Endomysial Arifi
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-

e preE
J3TECA

Las vesiculas multifoculares subepidermales adyacentes a aquelias llenas de neutrofilos y

DESCUBRIMIENTOS HISTOLOGICOS

ocasionalmente eosinofiios (microabcesos papilares) a parecen en las papilas. Para mejor
resultados, las biopsias para histologia deberia incluir la piel eritematosa adyacente a una
ampotia. '™

VILL3. VASCULITIS

Si se sospecha de Vvasculitis leucositoclastica, parpura Henoch-Schiéntein u otras Vasculitis,
deben obtenerse biopsias de piel nosal a 10mm de {a lesién, un segundo espécimen de
biopsia de una lesién fresca pueden ser valiosa en algunas instancias. Ya que los cambios
detectados por la inmunofluorescencia preceden a los cambios detectados por la
inmunofiuorescencia proceden a {0s cambios histologicos, (0s estudios inmunofluorescentes
de lesiones anteriores son de valor limitado.'®

LIQUEN PLANO

Los estudios de inmunofluorescencia directa o histologicos de especimenes de biopsias de
piel o mucosas ayudan en el diagnostico de erupciones liquenoides. Etiologia diversas
parecen estar invotucradas . No hay marcadores de anticuerpos de suero confiables para
liquen plano '

DESCUBRIMIENTOS DE INMUNOFLUORESCENCIA EN BIOPSIAS DE PIEL Y
MUCOSAS

E£n tos estudios de infnunofluorescencia directa los cuerpos citoides y/o depositos de fibrina
son significativos hacia el diagnostico de figuen plano. Los cuerpos citoides (o coloides) con
IgM y a menudo otros Ig. fibnna, generalmente parecen cerca de las uniones dermal-
epidermal (o lamina propia/epitelial} en especimenes de biopsia de piel lesionada o
mucosas, particularmente en las areas de degeneracion hidropica de capa basai.**” FIG 10
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iagnosis: Lichen

Fig.10.- DIAGNOSTICO DE LIQUEN PLANO.

DESCUBRIMIENTOS HISTOLOGICOS

focal, acantosis imegular, degeneracion de ia capa basal

tah . hiper
y de una banda de infitrados predominantemente linfociticos caracterizan las lesiones de
liquen plano. Los infitrados se extienden hacia abajo de ia nebulosa regién de unidn a una

claramente demarcada frontera.!'
ESTOMATITIS ULCERATIVA CRONICA

La estomatitis ulcerativa cronica con anticuerpos antinucleares especificos de epitelios
estratificados es una enfermedad oral poco comun que dura toda la vida y 1a cual ocurre en
mujeres generalmente de mas de 40 afios de edad.("™

DESCUBRIMIENTOS INMUNOFLUORESCENTES EN BIOPSIAS DE PIEL Y MUCOSAS

Los especimenes de biopsia de mucosa/piel perilesionales o preferentemente especimenes
separados normales y lesionales, revelan cambios liquenoides en la areas iesionadas y
5

depdsitos nucleares IgG manchados primariamente en los epitelios normates **
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GINGIVITIS DESCAMATIVA

ta gingivitis descamativa crénica es una manifestacion clinica de varias enfermedades. Una
clasificaciéon basada en consideraciones etiologicas incluye dermatosis, influencias
hormonales, respuesta anormal a la intacion, infecciones crénicas y causas idiopéaticas. Las
pruebas inmunoflucrescentes en especimenes de biopsias gingivales normmales y
perilesionales y de suero son a menudo mas reveladores que las examinaciones
microscopicas ligeras para identificar la etiologia subrayante. Los estudios de suero son
pri nente ventaj en go.!'™

ENFERMEDADES ASOCIADAS CON GINGIVITIS DESCAMATIVA

I+ ] % Estirnutado®
penfigoide cicatrizal * 35
penfigo =~ 3
fiquen plano 28

negativo (no descubnmientos especificos de enfermedad 33

poco —

-~ los i
son diagndsticos

- los osti inmunoftuor son
sugestivos pero no diagnésticos™™

incluyen estomatitis ulcerativa cronica, psoriasis
y enfermedad oral linear igA ™
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PORFIRIA

Los estudios de biopsias de piel iesionada dan descubrimientos claramente interpretables en
porfiria. También en ciertas otras enfermedades bullosas solo los especimenes de biopsia

lesionada, no Jos estudios de suero para anticuespos, dan descubrimientos
i o st ives. Ellos incluyen Vasculitis, dermatitis de

interpr
pico, psoniasiformes.\'®

DESCUBRIMIENTOS iINMUNOFLUORESCENTES EN BIOPSIAS DE PIEL EN PORFIRIA

Las verdaderas porfirias con niveles altos de suero, orina y/o deposicionas o pseudoporfirias
i& caracteri:

inducidas por drogas o quimicamente dan patrones de n
homogéneos. de igG y a veces también de IgA y fibrina en el engrosado endotelio de los
pequefics vasos de la dermis papilar de !a piel lesionada. Muchos especimenes también

tienen una banda fibrilar de IgG en la unidn dermal-epidernmal. Las lesiones MAs avanzadas
desarrollan ampoilas subepidermales, los estudios de mapeo inmunofluorescentes de

ampoilas frescas indican que la separacion ocurre en 1a lamina lucida.!'™

DESCUBRIMIENTOS HISTOLOGICOS EN PORFIRIA

Los depdsitos eosinofilicos homogéneos aparecen en ios alrededores de [0S vasos
sanguineos de la dermis papllar y a veces en el plexo medio derrnal. Las lesiones mas
avanzadas desarroillan ampollas subepidennales frecuaentemente con papilas dermales que
s

se extienden hasta el piso.
CONCLUSIONES

Una vez estudiada la investigacion bibliografica podemos decir el método de
inmunofluorescencia ha sido en los ultimos 30 afios hasta hoy, uno de los métodos de

diagnostico con mucha importancia para el investigador puro.

Actuaimente es la técnica mas empleada para el estudio de anticuerpos en una innumerable
gama de enfermedadaes, tanto de origen Sistémico como enfermedades de piel y rnucosas.
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La inmunofluorescencia en un método de diagnostico que nos brinda una altemativa como
un medio para y i i y asi establecer el diagnostico de
enfermedades bacterianas micotica, parasitarias y virales. Hay varias técnicas de

laboratorioc para la detecciéon de anticuerpos pero dadas las caracteristicas podemos

considerar a la inmunofluorescencia como una prueba de laboratorio en fa cual no se
requieren de aparatos COStosS0Ss y Que No consumen muchao tiempo para su estudio

Hay técnicas econdmicamente no muy costosas y ademas muy faciles de estudiar pero
tienen una gran desventaja que son muy sensibles. Es por eso que esta técnica de

inmunofluorescencia esta catalogada como uno de los de i
esencialmente simple y elegante.

IMPORTANCIA ODONTOLOGICA

Si tomamos en cuenta que la mayoria de las enfer tienen
¥ que necesariamente tenemos que estudiaria histologicamente es importante tomar en
cuenta a esta técnica de diagnostico para poderia estudiar sus componentes histologicos.
Tiene varios usos como por ejemplo cuando tenemos sospechas de pénfigo, gingivitis
descamativa, estomatitis, o alguna lesidon que requiere hacer un diagnostico y asi poder
trataria es por eso que fa inmunofluorescencia es de mucha utilidad
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GLOSARIO

ACANTOLISIS: Estado particutar de las células del cuerpo mucoso de malpighi
caractenizado por la disminucion de su adherencia reciproca favorece a la formacion de
ampollas

ANTICUERPO (Ab): Substancia especifica de la sangre y liquido de animales inmunes
producida por una reaccién a la introduccién de un antigeno y que ejerce una accion
antagénica especifica sobre 1a substancia cuya influencia se ha formado.

E€s el agente de la inmunidad adquirida. Loa anticuerpos abarcan los amboceptores,
aglutininas, autoenzimas, anlitoxinas, bacteriolisinas citotoxinas hemolisinas

ANTIGENO (Ag): Términoc general que para toda substancia que introducida ai organismo
animal provoca ia formacién de anticuerpos. Son ias bacterias vivas 0 muertas

BULLOSA: Ampollas o bulas.

CITOIDE: Parecido a una célula

DERMATOSIS: Término general para las afecciones de la piel especialmente de la dermis.
ECCEMA: Lesidn cutanea caracterizada por placa roja intensa pluriginosa ligeramente
prominente a la cual aparecen rapidamente grupos de pequeias vesiculas transparentes y

se desgarran.

EPIDERMOLISIS: Fragilidad de la dermis a las presiones, determinar con gran facilidad ia
despegadura y abombamientos en forma de ampollas.

ESCLERODERMA: Dermmatosis caracterizada por engrosamiento de la piel y tejido celular
subcuténeo y a veces por los tejidos prefundos

EXOCITOSIS: Presencia en las lesiones epidérmicas de la eccema (espongiosis y
vesiculas) de células mononucleadas monocitos e histiocitos procedentes de la dermmnis se
acompafian a la exoserosis.
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EXOSEROSIS: Proceso de reaccion cutanea observado en la eccema sea cual fuera su
naturaleza se caracteriza por {a produccion de liquido que disocia en primer lugar las células

de la epidermis (espongiosis) y después forma vesiculas y se derrama al exterior por ia
ruptura de éstas.

FENOMENO DE RAYNAUD: Hipersensibilidad de |as manos y dedos al frio, como resuitado
de un espasmo de las arterias digitales con blanqueamiento y entumecimiento de los dedos.

FLUORESCENCIA: Emisién de luz monocromatica mientras una substancia esta siendo
irradiada con luz de color diferente

FLUORESCEINA: CoH140s Polvo amarillento muy soluble en agua empleado como

reactivo en oxidasas y peréxido se ha usado para diagnéstico de tiempo de circulacion y
opi en lesi ocul

y cerebrales para deiinear zonas enfermas

FLUORESCENTE: Dotado de fluorescencia
HERPES: Erupcién de grupos de vesiculas profundas sobre bases entematosas.

HERPETIFORME: Se asemeja al herpes.

INMUNOGLORBRULINA (Ig):Glucoproteina presente en el piasma y otros liquidos organicos
de la mayoria de los vertebrados que constituye

los anticuerpos componentes
fundamentates de los mecanismos de inmunidad humoral.

1gA: Clase de inmunogiobuiina que predomina en las secreciones

19D:

Clase de inmunoglobulina que predomina en los jinfocitos B del hombre

1gE: anticuerpo involucrado en las reacciones de hipersensibilidad inmediata
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INMUNOFLUORESCENCIA: Técnica histologica o citoquimica para la determinacion y
ifico es con

localizaciéon de antipenos en los cuales el anticuerpo P
que puede detectarse por

compuestos fluorescentes un ftr
medicién fluorometrica.

INMUNOGENOQ: Substancia que al ser introducida en un animal estimula la respuesta
inmunitaria, el té&mino inmunogenc puede denotar también una substancia que es capaz de
estimular una respuesta inmunitaria en contraste con alguna substancia que sélo puede
combinasse con anticuerpos, por ejemplo un antigeno.

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

inmi

INMUNOPATOLOGIA: Estudio de las reacciones moérbidas provocadas por la aparicién de
un antigeno en el microorganismo y la formacidon consecutiva del anticuerpo

cofrespondiente.

rada por p superficial de

ULCERA: Lesién de la superficie de la piel o
tejido en general con inflamacién.

VACUOLIZACION: Formacién de cavidades.
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