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LA DOBLE TINCION EN INMUNOHISTOQUIMICA

Ventajas sobre la IF:

1. Uso del MO tradicional, lo que permite observar la morfologiay la
Inmunotincion simultaneamente

2. Permanencia de las tinciones === posibilidad de almacenamiento

3. Mayor facilidad para fotografiar los resultados

Desventajas sobre la IF;

* Procedimiento muchisimo mas complejo

* No es util para la colocalizacion intracelular de Ag

v

Para Ag localizados en distintas células o compartimentos celulares

Material a emplear: parafina > criostato > cultivos celulares



LA DOBLE TINCION EN INMUNOHISTOQUIMICA

Premisa: NO utilizar anticuerpos primarios o especificos marcados
directamente, ya que disminuye la sensibilidad del método

v

La demostracion de cada antigeno ha de hacerse mediante la
utilizacion de un método indirecto

Existen 2 alternativas principales:

1. ANTICUERPOS ESPECIFICOS PROCEDENTES DE DISTINTAS

ESPECIES (MONOCLONAL-POLICLONAL) o SUBCLASES DE Ig
(IgGl-IngA)

2. ANTICUERPOS ESPECIFICOS PROCEDENTES DE LA MISMA
ESPECIE:

MONOCLONAL-MONOCLONAL
POLICLONAL-POLICLONAL




1. ANTICUERPOS ESPECIFICOS PROCEDENTES DE DISTINTAS ESPECIES
(MONOCLONAL-POLICLONAL) 0 SUBCLASES DE Ig (IgG1-lgG2A)

1.1. Doble inmunotincion simultanea: cuando se emplean distintas enzimas

Posibilidades:

* IFsl (Agl) + IPxI (Ag2)

« ABC-Fsa (Agl) + EV-Px (Ag 2)
« |IFsl (Agl) + EV-Px (Ag 2)

« APAAP (Agl) + PAP (Ag 2)

1.2. Doble inmunotincion secuencial: solo si se emplea la misma enzima

Posibilidades:

« PAP (Ag1) — PAP (Ag2)

« ABC-Px (Ag1) — EV-Px (Ag2)
« EV-Px (Ag1) — EV-Px (Ag2)



1.1. Doble inmunotincidon simultanea

Primer ejemplo: APAAP (Agl) + PAP (Ag 2) (Masson&Sammons, 1978)

FR (4) DAB (5)

(3a) + (3b)

(3a) Ilg conejo anti-Fsa + Fsa (3b) PAP raton

L

(2a) Ig cerdo Anti-Ig conejo * >> (2a) + (2b) (2b) Ig cerdo Anti-Ig ratén*
(1a) + (1b)
A (1b) Ig ratén anti-Ag2

P P

Agl Ag2

(1a) Ig conejo anti-Agl

* Los anticuerpos secundarios deben pertenecer ala misma especie



Intestino delgado: demostracion de IgA y lisozima

IgA/Fsa-FR + Lis/Px-DAB

IgA/Fsa-FB + Lis/Px-DAB



1.1. Doble inmunotincidon simultanea
(DuoFLEX DAKO)

Ejemplo: EV-Fsa-FR (Agl) + EV-Px-DAB (Ag2)

FR@) DAB (4)
+
(2) EV Ig cabra anti-Ig raton&Px 2) EV Ig cabra anti-lg conejo&Px
, : + : :
(1) Ig raton anti-Agl //\_k (1) Ig conejo anti-Ag2

Agl Agz



Adenocarcinoma de prostata: Racemasa/FR + CK5/6/DAB




1.2. Doble inmunotincidn secuencial
(solo si se emplea la misma enzima)

Ejemplo: EV-Px-DAB (Ag1) — EV-Px-AEC (Ag2)

DAB (3)

AEC (6)

(5) EV Ig cabra anti-Ilg conejo&Px

(2) EV Ig cabra anti-Ig raton&Px

(1) Ig raton anti-Agl (4) Ig conejo anti-Ag2

Agl Agz

) Advertencias:
* Elegir como primer antigeno el menos abundante
» Usar la DAB como primer cromogeno



2. ANTICUERPOS ESPECIFICOS PROCEDENTES DE LA MISMA ESPECIE:
Monoclonal-Monoclonal; Policlonal-Policlonal

==y SECUENCIAL
Posibles reacciones cruzadas:

1. Del Ac especifico de la 22 serie con el Ac secundario de la 12
serie.

2. Del Ac secundario de la 22 serie con el Ac especifico de la 12

serie.
@ ®

~. B Ig cerdo anti-lg raton-Px

Ig cerdo anti-Ig ratén-Fsa

Ig ratén anti-Agl Ig ratdn anti-Ag2




Para impedir que se produzcan reacciones cruzadas entre los
anticuerpos pertenecientes a las dos cadenas de revelado, existen
varias alternativas:

2.1. Enmascarar la 12 serie de anticuerpos con DAB

2.2. Marcar el anticuerpo especifico de la 22 serie con biotina

2.3. Preincubar el 2° anticuerpo especifico con su anticuerpo
secundario biotinado

2.4. Utilizar anticuerpos secundarios monovalentes: F(ab)

2.5. Eliminar la 12 serie de anticuerpos mediante elucion o calor, una
vez que se haya puesto de manifiesto la 12 actividad enzimatica



2.1. ENMASCARAR LA 12 SERIE DE ANTICUERPOS CON DAB (Stenberger, 1979)

“Efecto coraza o escudo de la DAB”




Tiroides de rata: demostracion de CT-TGB y CT-Vm

CT/Px-DAB — Vm/Fsa-FR

»Precauciones:

« Demostrar en primer lugar el antigeno menos abundante.
* Ajustar la dilucion del anticuerpo especifico del primer antigeno



2. 2. MARCAR EL ANTICUERPO ESPECIFICO DE LA 22 SERIE CON BIOTINA
(Van der Loos et al., 1988, 2000)

FR (6)

Suero normal conejo (3)
DAB (8)

Ig cabra anti-lg conejo&Fsa (2)
@ @ ABCaPx(5)

Ig conejo anti-Ag1 (1) Ig conejo anti-Ag2 (4)

Ag1 Ag2

Advertencias:

* En tejidos ricos en biotina enddégena, proceder a su bloqueo al inicio

» Tras revelar el primer Ag, siempre se deben bloquear los lugares libres del
anticuerpo secundario de la 12 serie con un exceso de suero normal de la misma
especie que los anticuerpos especificos,



2.3. PREINCUBAR EL ANTICUERPO ESPECIFICO DE LA 22 SERIE CON SU
ANTICUERPO SECUNDARIO MONOVALENTE BIOTINADO

(Van der Loos y Gébel, 2000).

i; (3)

FB (7)

(2)

(1)

AEC (6)

.&0 (5)

(4)

Ag 1

1) Ig raton anti-Agl

(2) EV cabra anti-Ig raton&Fsa
(3) Suero normal de raton

(7) Fast Blue

Ag2

(4) Ig raton anti-Ag2

(5) Fab cabra anti-Ig raton&Bt
(6) ABC-Px

(8) AEC



2.4. UTILIZAR ANTICUERPOS SECUNDARIOS MONOVALENTES: F(ab)

(Negoescu et al, 1994)

FR (6)
DAB (3)
(9)
(2)
(4)
Ag1 Ag2
(1) Ig conejo anti-Agl (4) 1g conejo anti-Ag2
(2) Fab cabra anti-lg conejo&Px (5)F(ab’), burro anti-lg conejo&Fsa

(3) DAB (6) FB



2.5. ELIMINAR LA CADENA DE REVELADO DE LA 12 SERIE: MEDIANTE ELUCION
(Nakane, 1968; Pirici, 2009)

Ejemplo: EV-Px-DAB (Ag1) — EV-Px-AEC (Ag2)

(8)

Ag 1 Ag 2
(1) Ig raton anti-Agl (5) Bloqueo proteinas
(2) EV cabra anti-Ig raton&Px  (6) Ig raton anti-Ag2
(3) DAB (7) EV cabra anti-Ig raton&Px

(4) Glicina-HCI pH 2 (8) AEC



Islote pancreatico Nodulos linfaticos

Glucagon-Px (DAB) — Insulina-Fsa (FB) LT-Px (DAB) — LB-Fsa (FB)



2.5.b. DESNATURALIZAR LA CADENA DE REVELADO DE LA 12 SERIE MEDIANTE CALOR

Eiemplo: APAAP-FB (Aq1) — PAP-AEC (Ag2)

(10)
.
Y B ©
(3) |
(8)
(6) (7)
| ® e
Ag1 Ag2

1) Ig ratén anti-Agl (6) Bloqueo proteinas y Px endégena
(2) Ig cerdo ati-Ig raton (7) Ig ratdén anti-Ag2
(3) Ig ratén anti-Fsa (8) Ig cerdo ati-Ig raton
(4) Fast Blue (9) PAP ratén

(5) Microondas (10) AEC



Tiroides de rata: células C

CT/Fsa-NF — SS/Px-DAB CT/Px-AEC — SS/Px-DAB



DEMOSTRACION DE MAS DE 2 ANTIGENOS

(Lan et al., 1995)
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COMBINACION DE IHQ SIMPLE CON HQ

Lisozima-Azul alciano Lisozima-PAS
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COMBINACION DE DOBLE IHQ CON HQ

Mucosa gastrica: ki67/DAB + MGH/FR + ConA/DAB-Co




