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El marcaje inmunohistoquimico multiple supone una modificacién de la técnica habitual de tincién. Su
finalidad es la deteccién simultdnea de dos o mds antigenos diferentes en un mismo corte de tejido.

Para diferenciar las distintas reactividades, cada uno de los marcajes debe tener como resultado final una
sefial de un color diferente al resto de los marcajes. Hay diferentes estrategias para poder obtener este resultado
y la eleccién de una u otra depende del criterio que queramos hacer prevalecer en cada caso: sensibilidad,
economia, rapidez, minimizacién de reacciones cruzadas, alto contraste entre ambos marcajes, etc.

Para conseguir dos colores diferentes,, cada uno marcando un antigeno distinto, hay dos opciones:

— Usar el mismo sistema enzimatico en ambos antigenos y revelar con un cromégeno distinto en cada caso.

— Usar un sistema enzimdtico diferente, con su correspondiente cromdgeno, para cada antigeno.

Técnicamente, una doble tincién inmunohistoquimica no supone mayor dificultad que la realizacién de
dos técnicas simples consecutivas. El primer paso es optimizar cada una de las tinciones individuales que
se van a combinar. Si en la doble tincién queremos incluir un anticuerpo que es nuevo para nosotros, se
debe asegurar una calidad 6ptima de la técnica para dicho anticuerpo.

El desenmascaramiento antigénico se debe realizar cuando al menos uno de los antigenos lo requlera
En caso de que para el antigeno se recomiende un tratamiento distinto, se nos puede plantear algin
problema. Entonces es recomendable hacer un tinico pretratamiento con calor al comienzo de la técnica,
ya que combinar digestidn enzimdtica y calentamiento suelejtener como resultado una fuerte alteracién del
tejido que se traduce en una tincidn deficiente con una pobre preservacién morfolégica. |

Si vamos a combinar un antigeno nuclear con uno citoplasmatico, de membrana o extracelular, se debe
realizar inmunohistoquimica para el nuclear en primer lugar y con peroxidasa-DAB. Con ello logramos
una tincién nuclear mas definida (la DAB proporciona tinciones més nitidas que el Fast Red), y facilitare-
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Figura 2. Doble inmunohistoquimica con CD57-Leu7 (color
marrén) y cromogranina (color rojo) en una metastasis ganglio-
I 1

nar de un carcinoma neuroendocrino (original, x200).

Figura 1. Doble inmunohistoquimica con citoqueratinas (color
marrén) y actina muscular especifica (color rojo) en un corte de
mucosa cdlica (original, x250).

mos la entrada del anticuerpo hasta el niicleo (los complejos Ag-Ac-enzima-cromégeno en la membrana o
el citoplasma pueden dificultarla).

Dado que los sistemas de deteccion mas ampliamente extendidos son los basados en métodos de
avidina/biotina, serdn éstos sobre los que centraremos nuestra explicacién de las técnicas de doble marcaje,
si bien podriamos utilizar igualmente sistemas de complejo enzima-antienzima.

USO DEL MISMO SISTEMA ENZIMATICO Y REVELADO CON DISTINTOS CROMOGENOS

Este método tiene como ventaja una mayor economia, ya que no es necesario disponer de un sistema de
deteccién distinto al que se emplee habitualmente, sino tan sélo un conjunto de cromdégeno-sustrato
adicional. La desventaja es que las combinaciones de cromdgenos distintos que se pueden conseguir no
ofrecen un contraste tan alto como el que podemos obtener al emplear sistemas enzimaticos diferentes.

El sistema de deteccién habitualmente empleado estd marcado con peroxidasa, por lo que la utilizaremos
de cromégenos mas empleada en la técnica de doble inmunomarcaje serd: primero, el marcaje con DAB
(color marrén), y segundo, el marcaje con AEC (color rojizo) (Figs. 1 y 2). El color rojo del AEC no es tan
brillante como el que proporcionan los cromégenos de fosfatasa v en muchas ocasiones puede dar un tono
pardusco que contrasta poco con la DAB. En estos casos es p051ble oscurecer la tincién de DAB con niquel,
que proporciona un color gris-negruzco.
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Si €l sistema de deteccién que empleamos habi-
tualmente - estd marcado con fosfatasa alcalina,
utilizaremos el primer marcaje con rojo fosfatasa (co-
lor rojo) v el segundo marcaje con azul fosfatasa
(color azul). En estos casos la tincién azul del segundo
anticuerpo puede no distinguirse facilmente de la
hematoxilina, por lo que es aconsejable el uso de otra
tincién de contraste como el verde metilo.

Existen mds variedades de cromégenos disponibles
comercialmente que pueden ofrecernos un abanico
mas amplio de combinaciones.

USO DE SISTEMAS ENZIMATICOS
DIFERENTES PARA CADA ANTIGENO

Este método, aunque es un poco mas caro, ya que
obliga a disponer de dos sistemas de deteccion dis-
tintos, es el que mejores resultados nos permite ob-
tener. La combinacién de una tincién de peroxidasa-
DAB con los cromdgenos rojos de fosfatasa (Fast
Red, Red New Fuschin) proporciona un excelente
contraste y ambas, a su vez, contrastan bien con la
hematoxilina (Fig. 3).
Existen otras combinaciones posibles, pero ésta
‘ es nuestra opcion recomendada para la mayoria de
Figura 3. Doble inmunohistoquimica con estrogenos (color ; . .
marrén) y citoqueratinas (color rojo) en un carcinoma de mama los Ca§08 en que queramos hacer doble marcaje.
(original, x100). ‘ Se debe tener en cuenta que el tiempo para la
realizacién de una tincion doble es mayor al habi-
tual, por lo que en ocasiones nos veremos obligados
a interrumpir la técnica en algun paso para continuarla més tarde o al dia siguiente. Los dos pasos en que
se puede detener la técnica son: después del revelado con' DAB en el primer marcaje. En este caso, se
introducen los portas en buffer y se mantienen en la nevera hasta el dia siguiente a 4 °C, y con el segundo
anticuerpo primario se realizard la técnica inmunohistoquimica con incubacién prolongada durante toda la
noche.

Es posible que aun teniendo a punto la técnica para un determinado anticuerpo no logremos resuitados
satisfactorios cuando lo empleemos en el segundo marcaje. No es infrecuente que haya que prolongar el
tiempo de incubacion del segundo anticuerpo con respecto al que necesita para una tincién simple. Si
notamos una tincién débil para el segundo anticuerpo, se puede incubar 3 horas a temperatura ambiente o
hacer incubacién de un dia para otro a 4 °C.

Por dltimo, hay que recordar que si nuestro sistema de deteccién habitual es peroxidasa-DAB, la
mayoria de los cromégenos para fosfatasa son solubles en alcohol, lo que nos impide deshidratar el tejido.
En estos casos se debe realizar un montaje de la preparacién en medio acuoso o en un medio adecuado
compatible con ambos cromdégenos.

En resumen, al realizar la técnica de doble inmunomarcaje se debe tener en cuenta:
— Poner a punto cada técnica por separado.

— Planificar el tiempo teniendo en cuenta que la técnica nos ocupard 2 dias (o mafiana y tarde).
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— Realizar un tnico desenmascaramiento al inicio de la técnica.
— Establecer como orden primero peroxidasa-DAB y segundo fosfatasa. ‘ 3 |
_ Realizar la tincién nuclear en primer lugar ‘ |

— Probar si el orden en que hagamos los dos anticuerpos modmca el resultado

— Prolongar 1a incubacién del segundo anticuerpo prlrnarlo si la tincion es débil.

— Montar en el medio adecuado, compatible con ambos cromégenos.
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