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INMUNOELECTROMICROSCOPIA 
UN NUEVO CONCEPTO EN LA LOCALIZACION DE LA REACCION 

ANTIGENO-ANTICUERPO A NIVEL ULTRAESTRUCTURAL 

G. HANSSEN, J. URIBE, H. HANSSEN 

Dos marcadores electrodensos: La enzima 
Peroxidasa y el Oro en forma coloidal son 
utilizados en la detección de productos in-
tracelulares a nivel ultraestructural. Se des-
cribe la metodología y ventajas en relación a 
la conservación de estructuras antigénicas y 
preservación de la morfología celular. 

INTRODUCCION 
A pesar de disponerse actualmente de un 

número apreciable de técnicas inmunoci-
toquímicas, aplicables a microscopía de luz, 
para la detección de antígenos tisulares e in-
tracelulares (1-5); a nivel de microscopía elec-
trónica estos procedimientos, aunque de gran 
utilidad, presentan varios problemas que 
deben de ser considerados. 

Uno de los mayores obstáculos es el de 
lograr la fácil penetración de anticuerpos al 
interior de la célula sin alterar o destruir su 
ultraestructura. Enfatizándose que para la 
localización de antígenos superficiales a nivel 
de membranas o intracelulares la preserva-
ción de los determinantes antigénicos es de 
primordial consideración, ya que sin ello 
otros parámetros importantes, tales como es-
pecificidad inmunológica, carecen de valor. 
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METODOS DE 
INMUNOELECTROMICROSCOPIA 
Los anticuerpos utilizados en las pruebas 

inmunocitoquímicas no son capaces de pe-
netrar el tejido intacto, aún cuando éste haya 
sido fijado. Para tratar de resolver esta di-
ficultad, esencialmente han sido planteadas 
dos clases de soluciones: 

1. Método de pre-inclusión: se refiere a la 
aplicación de los procedimientos inmuno-
citoquímicos antes de ser embebidos los 
tejidos en las resinas plásticas usadas como 
medio de inclusión en microscopía electró-
nica. Este método se ha denominado de 
difusión o pre-inclusión y consiste en la "des-
trucción parcial" de la membrana celular, 
para facilitar la penetración y difusión de las 
moléculas de anticuerpos al interior celular. 
(6). A pesar de que se obtienen resultados 
satisfactorios, su aplicación tiende a destruir 
en grado considerable la ultra-estructura de 
las membranas citoplasmáticas. 

2. Método de post-inclusión: consiste en 
la aplicación de los procedimientos inmu-
nocitoquímicos después de la inclusión de los 
tejidos en las resinas plásticas. Este método, 
denominado de "superficie", o post-
inclusión, intenta la demostración de antí-
genos presentes en la superficie de secciones 
ultrafinas; sin alterar la estructura fina de las 
membranas celulares. Los resultados obte-
nidos no son siempre satisfactorios ya que 
varios factores pueden alterar su calidad y 
exactitud (7). Uno de ellos, es la desnatu-
ralización de los determinantes antigénicos en 
los tejidos, los cuales tienden a ser alterados a 
través de los procesos de deshidratación e in-
clusión en las resinas plásticas. Otra limi-
tación en este tipo de prueba es la precipi-

Acta Médica Colombiana. Vol.8 N° 3 (Mayo-Junio) 1983. 

Administrador
Line



142 G. HANSSEN Y COL 

tación no específica de los anticuerpos sobre 
las resinas plásticas a base de Epón. Sumado 
a lo anterior, otro punto de criticismo se 
relaciona con el uso de secciones histológicas 
ultrafinas las cuales exhiben diámetros muy 
pequeños limitándose así el área de exposi-
ción de los anticuerpos a los probables deter-
minantes antigénicos, cuando se verifica la 
inmunorreacción. 

USO DE MARCADORES 
INMUNOCITOQUIMICOS 

EN MICROSCOPIA ELECTRONICA 
Otra gran limitación al realizar pruebas 

para inmunoelectromicroscopía es la apli-
cación de marcadores inmunocitoquímicos 
adecuados que permitan la demostración de 
la reacción antígeno-anticuerpo. Después de 
los procesos de inclusión en las resinas plás-
ticas, las moléculas de proteínas no marcadas 
en los tejidos, tales como antígenos y anti-
cuerpos, no pueden ser identificadas debido a 
que su electrodensidad es igual a la del medio 
circundante. Por lo tanto en inmunoelec-
tromicroscopía tales tipos de reacciones sólo 
pueden ser visualizadas cuando se confiere 
electrodensidad u opacidad al antígeno o al 
anticuerpo. El uso de moléculas IgG con-
jugadas a marcadores inmunocitoquímicos ha 
solucionado en gran parte este problema. Un 
buen marcador para inmunoelectromicros-
copía debe cumplir las siguientes condiciones: 
1. Ser electro-opaco o electrodenso. 2. El 
tamaño de su molécula debe de estar en un 
rango que permita su fácil penetración a 
través de las membranas celulares y 3. Su 
conjugación a moléculas IgG debe ser su-
mamente estable. 

Muy pocas substancias cumplen com-
pletamente los anteriores requisitos, sinem-
bargo se ha descrito esencialmente el uso de 
las siguientes: 

Ferritina: Fue introducida por Singer y 
Schick (8) como marcador inmunocitoquími-
co para microscopía electrónica. La molécula 
presenta forma esférica con un diámetro de 
11 nanómetros y un peso molecular de 
650,000 daltons, siendo el contenido en hierro 
(23%) del peso molecular total), el respon-
sable de su gran electroopacidad. Cuando se 

conjuga convalentemente a moléculas IgG, el 
punto de electroopacidad puede ser visto a 
una distancia de 8 nanómetros. A pesar de 
que se la considera un buen marcador in-
munocitoquímico, con un diámetro del com-
plejo inmune (Ferritina/IgG) de 26 nanó-
metros; se ha comprobado la tendencia a la 
formación de agregados moleculares alre-
dedor del inmuno-complejo, lo cual incre-
menta varias veces el diámetro mencionado y 
dificulta su penetración al interior celular. 

Peroxidasa: esta enzima con peso mo-
lecular de 400,000 daltons y diámetro de 21 
nanómetros, es un excelente marcador in-
munocitoquímico en microscopía electrónica; 
ya sea conjugada convalentemente a mo-
léculas IgG o unida al inmunocomplejo de 
peroxidasa-anti-peroxidasa (PAP), en la reac-
ción de Stenberger (9). 

La electroopacidad, no es el único cri-
terio para identificar la reacción inmune; ya 
que la visualización de las características es-
tructurales del complejo PAP (2 moléculas 
IgG más 3 moléculas de peroxidasa), en su 
forma cíclica pentagonal, son indicación 
directa de la proximidad del sitio de reacción 
antígeno-anticuerpo. El hallazgo de tales es-
tructuras ayuda a distinguir los sitios de reac-
ción específica de aquéllos en los cuales se 
aprecia solamente electroopacidad debido a 
la polimerización de diamino-benzidina sobre 
complejos no específicos (10). 

Oro coloidal: es posible conferir electro-
opacidad a una molécula IgG, uniéndola 
covalentemente con un metal pesado, como el 
oro. Sin embargo el pequeño tamaño de los 
átomos del metal o los radios máximos li-
mitan el número de grupos electrodensos en la 
molécula IgG, cuando se practica el mareaje 
directo. La electroopacidad por molécula de 
anticuerpo puede ser altamente incrementada 
por el uso de partículas coloidales del metal, 
las cuales consisten en agregados densos 
unidos iónicamente a la molécula IgG. Uno 
de los métodos más comunes en la prepa-
ración de estos agregados, está basado en el 
tratamiento del cloruro de oro con varios 
agentes reductores, en asociación con calor. 
Dependiendo del tipo de agente reductor 
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utilizado, se producen coloides del metal de 
distintos diámetros (desde 10 nanómetros 
hasta 250); siendo el primero de ellos el más 
indicado para el estudio de ultra-estructuras 
(11). 

El uso de partículas coloidales de diferen-
tes diámetros permite la detección de distintas 
estructuras en un mismo tejido (12). Además 
de la conjugación a moléculas de anticuerpos, 
el oro coloidal puede ser unido a macro-
moléculas, tales como proteínas (13), poli-
sacáridos (14), glicoproteínas (15) y enzimas 
(16). Este trabajo describe nuestra experiencia 
en el uso de la enzima peroxidasa y el oro 
coloidal como marcadores inmunocitoquí-
micos en la detección de productos intra-
celulares a nivel ultraestructural. 

MATERIAL Y METODOS 
Uso de la enzima peroxidasa como mar-

cador inmunocitoquímico. Tejidos prove-
nientes de dos carcinomas mamarios fueron 
tratados mediante modificación de la técnica 
de Bohn (17), utilizando el sistema de in-
munoperoxidasa en la demostración lactoal-
búmina a nivel citoplasmático ultraestruc-
tural. 

Los tejidos fueron cortados en pequeños 
fragmentos aproximadamente de 1 milímetro 
de espesor y lavados en solución tamponada 
de fosfatos (pH 7.3), la cual contenía una 
mezcla de saponina al 0.05 % (No. 1252, Sig-
ma Co., St. Louis, Mo., EU A) y glutaral-
dehido al 0.05% (grado E.M. No. 216, Polys-
ciences, NC, Penn, EU A). Posteriormente 
fueron postfijados durante 45 minutos a 4°C 
en solución tamponada de fosfatos (pH 7.3) 
conteniendo una mezcla de glutaraldehido al 
0.05% y paraformaldehido al 1% (18). Des-
pués de la fijación y con el objeto de obtener 
cortes más finos del tejido, los fragmentos 
fueron colocados en el compuesto OCT (Tis-
sue-Tek II, Lab. Tek Products, Illinois, 
EUA) siendo cortados en un crióstato para 
cortes por congelación. Se realizaron cortes 
de 4 micras de espesor. Las secciones fueron 
recogidas en solución tamponada de fosfatos, 
en frascos de 2 ml de capacidad dejando 
flotar libremente el tejido en el líquido duran-
te 5 minutos. 

Inmediatamente se realizó el método PAP 
utilizando tres antisueros secuencialmente: 
suero de conejo inmunoglobulinas IgG anti-
lactoalbúmina humana (Nordic Inmuno-
logical Lab., Tilberg, Holland), diluido 
1:1,500 e incubado durante 24 horas a 4°C.; 
Inmunoglobulinas IgG de cabra anti-conejo, 
diluido 1:10 e incubado por media hora a 
37°C. (Miles Lab., Elkhart, Ind. E.U.A.); 
Complejo inmune de peroxidasa antipe-
roxidasa preparado en conejo (Dako Inmu-
noglobulins, Ltd. Copenhagen, Denmark), 
diluido 1:50 e incubado por media hora a 
37°C. La reacción cromógena fue desarro-
llada con 3'3 diaminobenzidina al 0.05% 
preparada en solución tamponada Tris pH. 
7.6 (100ml) más 30 microlitros de H 2O 2 al 
30%, durante 10 minutos a temperatura am-
biente. Durante el desarrollo del método 
PAP, se dejaron flotar los tejidos en las 
soluciones utilizadas, realizándose el cambio 
de sustancias con pipetas Pasteur. Después de 
la incubación con cada antisuero los tejidos 
fueron lavados en solución tamponada Tris 
(Schwarz/Mann Inc., Spring Valley N.Y. 
E.U.A), pH 7.6, durante 10 minutos. Se 
realizó un control negativo de la reacción 
PAP, mediante la sustitución del antisuero 
primario, por suero de conejo no-inmune. 

Posterior a la realización del método 
PAP, los tejidos fueron post-fijados en te-
tróxido de osmio al 2% durante 90 minutos, 
deshidratados y embebidos en Epón araldita 
según el método descrito por Escovar et al 
(19, 20). Para los propósitos del presente es-
tudio (demostración inmunocitoquímica de 
material intracitoplasmático) no se realizó 
coloración con acetato de uranilo ni con 
citrato de plomo. 

Uso del oro coloidal como marcador in-
munocitoquímico. Una adenohipófisis hu-
mana obtenida por autopsia, fue tratada por 
los métodos de Faulk et al (21) y Horisberger 
(11, 12) utilizando oro coloidal en la demos-
tración de la hormona adrenocorticotrópica 
(ACTH) humana a nivel ultraestructural. 

Los tejidos fueron deshidratados, em-
bebidos en Epón y cortados en secciones ul-
trafinas, aplicando la metodología de rutina 
para microscopía electrónica (20). Las sec-
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ciones ultrafinas fueron recojidas en rejillas 
de niquel. Posteriormente éstas fueron pues-
tas en contacto con una gota de peróxido de 
hidrógeno al 10% para facilitar con este 
tratamiento la penetración de anticuerpos a 
los tejidos (22), siendo luego lavadas durante 
5 minutos sumergiendo las rejillas en tres 
cambios de solución tamponada de fosfatos 
(pH. 7.4). 

Para efectuar la inmunorreacción las 
rejillas (tejidos) fueron puestas en contacto 
con una gota de suero de conejo-molécu-
las IgG antihormona adrenocorticotrópica 
humana, (Wellcome Research Lab., Bec-
kenham, Inglaterra), diluido 1:500 e incu-
bado a 4°C. durante 24 horas, sobre un papel 
de cera y en caja de Petri con ambiente hú-
medo para evitar evaporación del líquido, 
siendo posteriormente lavadas en tres cam-
bios de solución de fosfatos durante 5 mi-
nutos. 

Inmediatamente los tejidos fueron in-
cubados con suero de cabra, inmunoglobu-
linas IgG anti-conejo, conjugado a partícu-
las de oro coloidal. (E-Y Laboratories Inc., 
San Mateo, Ca. EUA), utilizándose varias 
diluciones (1:20, 1:50, 1:100, 1:500, 1:1,000); 
después de incubación durante una hora a 
temperatura ambiente, los tejidos fueron 
lavados durante 10 minutos en solución tam-
ponada de fosfatos. Se utilizó un control 
negativo de la reacción, sustituyendo el an-
tisuero primario por suero de conejo no in-
mune. Se evitó el contrastar los tejidos por 
tinción con acetato de uranilo o citrato de 
plomo en orden a asegurar que solamente las 
estructuras inmunorreactivas resultasen elec-
trodensas. 

RESULTADOS 
Inmunoperoxidasa: La fijación de tejidos 

con la mezcla: saponina al 0.05%, glutaral-
dehido al 0.05% y paraformaldehido al 1%, 
además de facilitar la penetración de anti-
cuerpos al interior celular, conservó en forma 
excelente la ultraestructura celular. 

La reacción positiva para lactoalbúmina 
fue localizada a nivel de gránulos secretorios 
citoplasmáticos en uno de los carcinomas 
mamarios. La reacción se caracterizó por un 

precipitado electrodenso contenido dentro de 
las membranas de dichos gránulos. Todas las 
demás estructuras celulares fueron electro-
lúcidas con este tipo de técnica. La figura 1, 
ilustra tales hallazgos. 

Los tejidos en los cuales se substituyó el 
antisuero primario por suero no inmune, 
fueron negativos al realizar la inmunoreac-
ción, lo cual comprueba la monoespecificidad 
del suero anti-lactoalbúmina. 

Oro coloidal: El uso de partículas de oro 
en forma coloidal conjugadas a moléculas 
IgG, permitió la detección de la hormona 
adrenocorticotrópica (ACTH) contenida en 
gránulos citoplasmáticos secretorios de este 
tipo de células adenohipofisiarias. 

Los mejores resultados fueron obtenidos 
con la dilución 1:500 del antisuero primario y 
1:500 del oro coloidal, notándose un in-
cremento en la precipitación no específica de 
las partículas en concentraciones bajas tales 
como 1:20, 1:50, 1:100. La reacción positiva 
se caracterizó por la formación de un pre-
cipitado fino de las partículas de oro sobre los 
gránulos secretorios citoplasmáticos. La 
figura 2 ilustra los resultados obtenidos. 

DISCUSION 
Inmunoperoxidasa: La producción de lac-

toalbúmina en carcinomas mamarios ha sido 
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reportada en la literatura científica, tanto en 
estudios inmunocitoquímicos para micros-
copía de luz (23-25) como electrónica (23, 26). 
Los resultados positivos obtenidos en nuestra 
experiencia confirman tales hallazgos y 
demuestran que el tratamiento de los tejidos 
con la mezcla saponina-glutaraldehido-
paraformaldehido, en las concentraciones y 
secuencias señaladas, favorecen altamente la 
penetración de anticuerpos a través de las 
membranas celulares. Además de propor-
cionar una alta preservación de los tejidos sin 
alterar grandemente la ultraestructura ce-
lular, esta metodología asegura la especifi-
cidad de la inmunorreacción ya que conserva 
la estructura de los determinantes antigé-
nicos. 

No está bien entendida la acción de la 
saponina sobre las membranas celulares (27). 
Experimentalmente. se ha comprobado que 
después del tratamiento con esta sustancia, 
los eritrocitos presentan pequeños agujeros 
con diámetros de 4 a 5 nanometros, visua-
lizados por microscopía electrónica y con 
aplicación de la técnica de grabado o réplica 
por congelación (28). Es probable que su 
presencia facilite la penetración de anticuer-
pos cuando se emplean técnicas inmunoci-
toquímicas. Tampoco es posible explicar el 
efecto sinérgico de las tres substancias sobre 
los tejidos. Los excelentes resultados obte-

nidos, permiten suponer que el glutaraldehido 
y en menor grado el para-formaldehido 
además de su efecto fijador sobre estructuras 
proteicas ejercen un efecto estabilizador sobre 
la saponina balanceando su acción sobre los 
tejidos. 

Se puede indicar que la aplicación de esta 
metodología para la fijación de tejidos, sirve 
como modelo experimental en la detección de 
productos intracelulares a nivel ultraestruc-
tural, siempre que las características bio y 
fisicoquímicas de los mismos sean similares a 
nuestro experimento en particular. Sin em-
bargo para otro tipo de sistemas, quizás sea 
necesario realizar ligeras modificaciones en 
las concentraciones y tiempo de aplicación de 
las citadas sustancias. 

Oro Coloidal: Existen pocos trabajos 
utilizando oro coloidal como marcador en la 
detección de antígenos intracelulares a nivel 
ultraestructural (29, 30). Las hormonas de la 
adenohipófisis han sido estudiadas am-
pliamente por inmunoelectromicroscopía 
utilizando métodos de peroxidasa (31, 32) 
además de la tradicional caracterización por 
microscopía electrónica (33). 

Los resultados positivos obtenidos en la 
detección de la hormona ACTH en secciones 
ultrafinas de adenohipófisis humana, indican 
la utilidad del empleo del oro coloidal como 
marcador electrodenso en microscopía elec-
trónica. Su aplicación también se extiende al 
estudio de superficies por electromicroscopía 
de rastreo o Scanning (11, 14). Comparado 
con los métodos de ferritina e inmunope-
roxidasa, el método de oro coloidal ofrece la 
ventaja del reconocimiento simultáneo de 
varios antígenos en un mismo tejido por el 
empleo de moléculas IgG marcadas con par-
tículas de oro de diferente diámetro. Además 
el diámetro pequeño de las partículas y la 
propiedad electrodensa de las mismas, las 
hace fácilmente reconocibles para estudios de 
receptores antigénicos en microscopía elec-
trónica (35). 

La interpretación de resultados en la 
localización de antígenos y compuestos ce-
lulares mediante la utilización de anticuerpos 
conjugados a partículas de oro coloidal debe 
ser cautelosa, puesto que no se puede descar-
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tar cierto grado de adsorción inespecífica de 
estas partículas a algunos lugares o estruc-
turas celulares. El uso de controles adecuados 
permite valorar el grado de adsorción ines-
pecífica. Tales controles incluyen la susti-
tución del antisuero primario por suero prein-
mune o no inmune y además la utilización de 
anticuerpos conjugados a otras sustancias 
electrodensas como la peroxidasa, que per-
mitan hacer una evaluación comparativa 
paralela. 

Las posibles causas de adsorción ines-
pecífica pueden ser divididas en dos cate-
gorías: las inherentes al procedimiento y las 
inherentes al estado y composición de los 
determinantes antigénicos a detectar. En 
cuanto al primero se debe tener en cuenta que 
la reacción se realiza sobre material embebido 
en plástico (Epón-Araldita), substancias que 
podrían influir en el atrapamiento de par-
tículas en sitios no específicos. Los proce-
dimientos de fijación que conllevan tetróxido 
de osmio compuesto, cuya función primaria 
es la fijación de lípidos, pueden impedir la 
buena penetración de los anticuerpos per-
mitiendo que se adsorban inespecíficamente a 
algunos sitios celulares y no puedan ser re-
movidos con los lavados. 

El pH de las soluciones amortiguadoras en 
las cuales se lleva a cabo la reacción y la con-
jugación del oro deben ser estrictamente con-
trolados ya que a pesar de que el enlace del 
oro se describe como estable, las alteraciones 
en el pH permiten la liberación de partículas 
alterando el estado y constitución coloidal. 
Algunas de las partículas liberadas pueden 
quedar luego adsorbidas inespecíficamente en 
otros sitios celulares distintos del lugar del 
antígeno a detectar. 

En relación al estado de los antígenos o 
determinantes antigénicos a detectar se debe 
tener en cuenta que los procedimientos de 
fijación pueden contribuir a lisis celular y a 
la destrucción de estructuras celulares por 
ejemplo ruptura de vesículas que permitan la 
liberación de antígenos a otros compartimen-
tos celulares haciendo que los anticuerpos 
reaccionen con ellos dando lugar a falsas in-
terpretaciones en cuanto a los sitios de reac-
ción. 

Cuando se trata de compuestos cuya con-
figuración molecular es crítica en la reacción 
con los anticuerpos, por ejemplo, hormonas, 
es probable que el estado de precursor origine 
reacciones inespecíficas que permitan el 
atrapamiento de las partículas de oro a lu-
gares distintos a los del correspondiente an-
tígeno en su configuración real. 

En nuestro experimento en particular, el 
uso de diluciones altas del antisuero primario 
(1:500 a 1:1,000) eliminó considerablemente la 
precipitación no específica de partículas de 
oro coloidal ligadas al antisuero secundario, 
otros autores han informado que el trata-
miento de los tejidos con albúmina bovina 
diluida en la solución tamponada de fosfatos 
utilizada en la prueba, disminuye conside-
rablemente el grado de reacción inespecífica 
(34). 

En síntesis se concluye que la inmu-
noelectromicroscopía abre una era de mayor 
precisión en el reconocimiento de la ultraes-
tructura celular. 

SUMMARY 
Two electron dense markers: The  Enzime 

Peroxidase and Gold Colloidal particles are 
used to detect intracellular antigens at the ul-
trastructural level. The methodology used for 
both markers and the advantages in relation 
to antigenic structures and cell morphology 
preservation is described. 
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