
TINCIÓN 
INMUNOCITOQUIMICA 

http://www.google.es/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&docid=dL3KySlHkwwFPM&tbnid=chZjZaxVL8-T6M:&ved=0CAUQjRw&url=http%3A%2F%2Fwww.olympusmicro.com%2Fprimer%2Ftechniques%2Ffluorescence%2Fgallery%2Fcells%2Fmuntjac%2Fmuntjacsb1.html&ei=xhftUsWgE4KK1AXXwIDQDg&bvm=bv.60444564,d.d2k&psig=AFQjCNHDyNll0EvRLJqp40Y_Tq_X4hoHMg&ust=1391356088474571


 Inmunocitoquímica: localización de 
moléculas en células en cultivo mediante 
anticuerpos marcados 

 Inmunohistoquímica: localización de 
moléculas en tejidos 
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Moderador
Notas de la presentación
-La inmunocitoquímica es una técnica que permite la localización de moléculas en las células mediante el empleo de anticuerpos (proteínas del tipo inmunoglobulina G).-Se basa en la gran especificidad y alta afinidad que tienen los anticuerpos para reconocer a moléculas y unirse a ellas. Además, la conjugación o combinación de los anticuerpos con enzimas o con sustancias fluorescentes permite detectar cantidades ínfimas de moléculas presentes en la célula.
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 Albert H. Coons, 1941: físico, patólogo 
e inmunólogo ameriano. Desarrolló 
técnicas inmunofluorescentes mediante el 
marcaje de anticuerpos. 

 Anticuerpos monoclonales: precisión  y 
especificidad. 

Moderador
Notas de la presentación
La técnica inmunocitoquímica aparece por primera vez en escena en el año 1941 gracias al equipo de Albert H. Coons, luego sufrió una enorme expansión a partir del descubrimiento y aplicación de los anticuerpos monoclonales, (años 80) los cuales le agregaron precisión y especificidad. Un anticuerpo monoclonal es un anticuerpo homogéneo producido por una célula híbrida producto de la fusión de un clon de linfocitos B descendiente de una sola y única célula madre y una célula plasmática tumoral.Desde entonces se fueron sintetizando cientos de anticuerpos, muchos de los cuales tienen gran utilidad en el diagnóstico de las enfermedades humanas y poco a poco la inmunocitoquímica se ha ido incorporando a los métodos indispensables en Patología.
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FUNDAMENTO 
 2 PASOS FUNDAMENTEALES 
 1.La técnica se basa en aplicar a la muestra 

en estudio, el anticuerpo contra el antígeno 
que se desea detectar. 

 2.A su vez es necesario emplear un 
anticuerpo inespecífico (secundario) 
marcado, que reconoce al primer anticuerpo 
empleado. 

 

Moderador
Notas de la presentación
La técnica se basa en aplicar al tejido o muestra en estudio, el anticuerpo contra el antígeno que se desea detectar, posteriormente este anticuerpo especifico es a su vez usado como antígeno y marcado con un segundo anticuerpo inespecífico, que se halla unido a un sistema molecular que puede ser detectado mediante una técnica de coloración. En este momento, el examen microscópico nos permite determinar la presencia o ausencia del antígeno que buscábamos, y en caso positivo podemos ver en qué lugar exacto de la célula.



FUNDAMENTO 
 Conjugado de anticuerpos secundarios: 
 1-Moléculas fluorescentes: 
Microscopía de fluorescencia 
 
 
 
2-Enzimas:  
Sustrato soluble       producto insoluble 
                                         coloreado 
 

Moderador
Notas de la presentación
Las inmunoglobulinas, aunque se unan a la molécula que queramos detectar, no son visibles con el microscopio por lo que las tendremos que conjugar (unirla) a otras moléculas que nos den una señal visible. Estas moléculas que aportan visibilidad a los anticuerpos suelen ser de dos tipos: moléculas fluorescentes y enzimas. Las primeras se pueden observar con el microscopio de fluorescencia mientras que las segundas pueden convertir determinados sustratos solubles en productos insolubles y coloreados. La señal aparece allí donde está la sustancia fluorescente o el enzima, que es donde se ha unido la inmunoglubulina.



INMUNOFLUORESCENCIA 
 Fluorocromos: moléculas que emiten luz 

visible cuando se las ilumina con una 
determinada longitud de onda. 

 Inmunodetección múltiple: aplicación de 2 o 
más fluoróforos a una misma preparación 
para detectar varias moléculas en un mismo 
tipo celular. 

Moderador
Notas de la presentación
La inmunofluorescencia se basa en las propiedades de los fluorocromos. Son moléculas que emiten luz visible cuando se les ilumina con una determinada longitud de onda. Aunque la inmunofluorescencia se puede usar para detectar a una sola molécula tisular, su verdadero potencial se muestra cuando necesitamos una múltiple inmunodetección, es decir, dos o más moléculas presentes en una misma célula o matriz extracelular de forma simultánea. Esto es posible porque existe una gran variedad de fluorocromos que son capaces de emitir luz visible tras ser excitados con diferentes longitudes de onda, luego seleccionando el intervalo de longitudes onda con el que iluminamos un tejido podemos excitar de modo individual, y secuencial, varios fluorocromos que hayamos usado, unidos a inmunoglubulinas diferentes, para detectar moléculas diferentes. Tomando fotografías tras cada excitación y superponiendo dichas imágenes podemos averiguar si las moléculas se expresan, por ejemplo, en la misma célula.
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Microscopio de fluorescencia 



APLICACIONES CLÍNICAS 
 Diferenciación de tumores 
 Determinación de la naturaleza de 

micrometástasis 
 Tipificación de linfomas y leucemias 
 

APLICACIÓN PRÁCTICA 
 Localización del transportador BCRP en 

células MDCKII transfectadas  
 

Moderador
Notas de la presentación
Es una técnica sencilla  que tiene diferentes aplicaciones: se emplea para la diferenciación de tumores,  cuando es necesario localizar un tumor primario desconocido, para determinar la naturaleza de micrometástasis, para tipificar linfomas y leucemias……………En este caso esta técnica se va a utilizar para comprobar que las células MDCKII transfectadas con el transportador BCRP presentan expresión y una correcta localización del transportador, ya que este tipo celular se caracteriza por no poseer expresión de esta proteína.�



PROTOCOLO EXPERIMENTAL 

1-Siembra de células MDCKII en placas de 6 
pocillos sobre cubres estériles. 

Densidad: 500.000 cel/pocillo 

Matsushima y cols. (2005) J. Pharmacol. Exp. Ther. 314: 1059–1067 
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PARENTALES 

Bcrp1 

DISEÑO EXPERIMENTAL 

Moderador
Notas de la presentación
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PROTOCOLO EXPERIMENTAL 

2-Fijación con metanol frío (-20ºC) 
3-Permeabilización de la membrana con 

Tritón-X 100 al 1% 
4-Incubación con anticuerpo primario anti-

BCRP (toda la noche a 4ºC) 
5-Incubación con anticuerpo secundario Alexa 

Fluor 568 
6-Tinción de los nucleos con DAPI 
7-Montaje de las preparaciones y observación 

al microscopio de fluorescencia 

Matsushima y cols. (2005) J. Pharmacol. Exp. Ther. 314: 1059–1067 

Moderador
Notas de la presentación
-Fijación con metanol frío: para que las células queden fijadas a los cubres.-Permeabilización de la membrana: porque el epítopo de la BCRP que reconoce el anticuerpo primario se encuentra en la cara interna de la membrana.-Anticuerpo primario: anti-BCRP rat anti-mouse-Anticuerpo secundario: anti-rat conjugado con Alexa Fluor 568 (se excita con longitudes de onda entre 570-580 nm y emite luz a 600 nm (roja))En nuestro caso se excita con luz ultravioleta-DAPI:es un marcador fluorescente que se une fuertemente a regiones enriquecidas en Adenina y Timina en secuencias de ADN. Es utilizado ampliamente en la microscopía de fluorescencia. DAPI puede pasar a través de la membrana celular, debido a eso, se utiliza para teñir células vivas y también células fijadas, a pesar de que pasa a través de la membrana celular, lo hace de una manera poco eficiente en células vivas y debido a eso la eficacia de la señal fluorescente es menor. Cuando DAPI se une a ADN bicatenario su máximo de absorción es a una longitud de onda de 358 nm (ultravioleta) y de su máximo de emisión es a 461 nm (azul). -Vectashield: medio de montaje para fluorescencia



RESULTADOS 

ALEXA FLUOR 568 

DAPI 



¡GRACIAS POR VUESTRA ATENCIÓN! 
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