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1 IMUNOHISTOQUIMICA

1.1 Imunohistoquimica e Imunocitoquimica

Desde o seu surgimento que as técnicas que utilizam a reagdo anticorpo-antigénio
para a detecao e caracterizacdo de moléculas no seu local de origem tém sido de-
nominadas de Imunohistoquimica e/ou Imunocitoquimica. Ao longo do tempo esta
terminologia tem sido utilizada de forma frequente para identificar as mesmas me-
todologias de forma, por vezes, indiscriminada. Numa tentativa de evitar as incor-
recdes e diminuir as associagcdes erroneas de palavras-chave em livros e artigos,
que podem provocar uma pulverizacdo ou a omissao da bibliografia relevante exis-
tente, alguns autores tém tentado clarificar a nomenclatura utilizada, principal-
mente com base na natureza da amostra biolégica que é analisadal.

O termo Imunohistoquimica é associado a metodologias que usam imuno-ensaios
para co-localizar um epitopo de interesse em cortes de tecido. Também se englo-
bam os métodos que recorrem a blocos de células ou de codgulos preparados a
partir de materiais citolégicos e hematolégicos. Na maioria dos casos, o tecido é
removido do ser vivo e conservado/fixado por congelacdo ou por métodos quimi-
cos (e.g. formaldeido) e embebido em parafina. Posteriormente sdo obtidas sec¢des
muito finas, de cerca de 4um, a partir do material congelado ou incluido em parafi-
na e colocadas em laminas de vidro. Desta forma, é possivel co-localizar os antigé-
nios nos componentes histologicos e celulares, mantendo a arquitetura original do
tecido circundante. Dependendo do método de fixacdo, as amostras de tecidos
e/ou células podem ser sujeitas a estratégias de recuperacdo antigénica (Figura

1).2

Figura 1 - Lamina de microscépio com amostra histolégica

Fonte: http://science.taskermilward.org.uk/mod1/Year%207 /Mod2/Mod2_img/onionslide%20002.jpg



IMUNOHISTOQUIMICA IMUNOHISTOQUIMICA

O termo Imunocitoquimica é associado a metodologias que usam imuno-ensaios
para co-localizar um epitopo de interesse em esfregacos citologicos, preparacoes
citocentrifugadas (e.g. cytospin®) ou preparacdes monocamada (e.g. thinprep®).

Como o processamento destas amostras citolégicas é, com frequéncia, substanci-
almente diferente do processamento em imunohistoquimica, os testes imunocito-
quimicos requerem diferentes medidas de controlo de qualidade, com énfase na
utilizacao de controlos positivos e negativos apropriados. A maioria da matriz ex-
tracelular e outros componentes do estroma nao estdao presentes, deixando apenas
as células inteiras e isoladas ou em pequenos agregados, pelo que é frequentemen-
te aplicado um procedimento de permeabilizagdo, para que os anticorpos possam

atingir alvos intracelulares (Figura 2).

4100083
4000201

Figura 2 - Lamina de microscopio com amostra citoldgica processada por thinprep®

Fonte: http://www.hologic.de/uploads/images/imagerslide.large.jpg

Por uma questdo de simplificacdo, ao longo deste documento sera utilizado o ter-
mo Imunohistoquimica pois as metodologias descritas, apesar de também serem
utilizadas em imunocitoquimica, estdo mais frequentemente associadas a tecidos

fixados em formaldeido e incluidos em parafina.

1.2 Definicdo geral

A imunohistoquimica é o conjunto de metodologias em que se utilizam anticorpos
como reagentes especificos capazes de identificar e estabelecer ligagdao com consti-
tuintes tecidulares que funcionam como antigénios. Esta ligacdo permite situar e
identificar a presenca de variadas substancias nas células e tecidos por intermédio
da cor que é associada aos complexos antigénio-anticorpo entretanto formados3.

O valor pratico desta area tecnoldgica, muito utilizada em diagndstico em Anato-
mia Patoldgica e investigacao, resulta da possibilidade de combinar um marcador

com um anticorpo, sem provocar qualquer tipo de dano a ligagdo especifica estabe-
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lecida entre anticorpo e antigénio. Este facto propicia a observagdo microscopica
dos locais onde se encontra o anticorpo e, consequentemente, o antigénio#.
Pode-se dizer que a Imunohistoquimica se apresenta como um poderoso meio de
identificacdo in situ de varias estruturas celulares e tecidulares que podem estar
diretamente associadas a patologias, bem como das consequéncias, a nivel funcio-
nal e morfolégico, da agdo desses mesmos elementos>.
Na ultima vintena de anos a crescente valorizacao de diagnosticos diferenciais em
Anatomia Patolégica tem implicado um desenvolvimento progressivo da imunohis-
toquimica, levando a um progresso das metodologias para demonstracao de anti-
génios em tecido fixado em formaldeido e incluido em parafina, o que tem contri-
buido significativamente para o diagndstico de muitas patologias e, inclusive, o
prognostico e a indicagao terapéutica®.
De acordo com Werner”:
During the last two decades, immunohistochemistry has become the most
useful adjunctive method in diagnostic histopathology.

Nao obstante, persistem algumas dificuldades, eco das particularidades de deter-
minadas patologias e limitagdes técnicas, pelo que a padronizacdo da imunohisto-
quimica tem sido uma tarefa dura de completar. A qualidade da marcacao depende
de trés principais fatores além da qualidade dos anticorpos8?:

A. Fase pré-analitica (destacando-se fixacdo do tecido e processamento);

B. Recuperacgdo antigénica de epitopos;

C. Sensibilidade do sistema de detecao.

1.3 Enquadramento historico

A primeira experiencia de relevancia no campo da imunohistoquimica foi introdu-
zida por Coons, Creech e Jones!? em 1941 (Figura 3), e consistiu na conjugacao de

um anticorpo com um corante fluorescente.

- |
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Figura 3 - Albert Coons

Fonte: http://www.nap.edu/readingroom.php?book=biomems&page=acoons.html

Em 1942 foi publicada a descri¢ao da utilizagdo do referido anticorpo para identifi-
cacdo de antigénios em cortes histologicos, o que significou a entrada numa nova

dimensao no diagnostico em Anatomia Patoldgicall.

THE DEMONSTRATION OF PNEUMOCOCCAL ANTIGEN IN TISSUES
BY THE USE OF FLUORESCENT ANTIBODY!

ALBERT H. COONS.* HUGH J. CREECH, R. NORMAN JONES anp ERNST
BERLINER
From the Department of Bacteriology and Immunology, Harvard Medical School and School

of Public Health, the Department of Anatomy, Harvard Medical School, Boston, and the
Chemical Laboratory, Harvard University, Cambridge, Mass,

Received for publication July 13, 1042

The object of this investigation has been to determine the feasibility of using
chemically labelled antibodies as reagents for the detection and orientsation of
antigenic material in mammalian tissue. Such a method requires the retention
of specificity by the antibody-molecule during and after the necessary chemical
manipulation, a stable chemical linkage between the antibody and itz label,
and a label that can be detected when present in minute gquantities. A further
important requirement demands the separation of the labelled-antihody solu-
tion from unconjugated tracer-material, In addition 8 method of this sort
would obviously be more useful for many studies if it were possible to determine
not only those organs, but those cells which contain the antigen in question.
Accordingly we investigated the possibility of employing materials for labelling
that could be detected by optical rather than by analytic or radiographic

Figura 4 - Artigo pioneiro em imunohistoquimica publicado em 1942

Fonte: http://www.jimmunol.org/content/45/3/159.full.pdf+html

0 12 composto a ser conjugado com um anticorpo foi o isocianato de fluoresceinal?
e mais tarde surgiu o isotiocianato de fluoresceina (FITC), mais facil de conjugar. O
FITC tem excitagcdo e emissdo ao nivel dos comprimentos de onda de aproximada-
mente 495nm a 521nm e, como a maioria dos fluorocromos, é propenso a fotode-

gradacao® (Figura 5).

Figura 5 - FITC conjugado com marcador anti-factor nuclear HEP 2

Fonte: http://www.zeiss.de/c1256b5e0047ff3f/Contents-Frame/d8b6c4c29990d932c¢125706800507aaf
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Gradualmente, passaram a utilizar-se novos compostos marcadores como as enzi-
mas horseradish peroxidase (HRP) em 196612 e fosfatase alcalina em 197813

(Figura 6).

Figura 6 - Imunomarcacio por HRP associada a anticorpos anti-actina do misculo

liso (A) e fosfatase alcalina associada a anticorpos anti-insulina (B)

Também se tornou possivel a marcacdo de anticorpos com substancias radioati-

vasl4, visualizando-se o resultado por autoradiografia - Figura 7.

[

’ : 0 o

Figura 7 - Autoradiogramas com vitamina D marcada com tritio na amigdala cere-

bral

Fonte: http://www.leica-microsystems.com/products/total-histology/cryosectioning/details/product/leica-cm3600-

xp/application/

O produto final das rea¢des enzimaticas pode adquirir eletrodensidade ou seja
densidade para os eletrdes, mas existem outros produtos que intrinsecamente ja
possuem esta capacidade, podendo ser utilizados em imunohistoquimica para mi-
croscopia eletronica: ferritina desde 19611> e ouro coloidal desde 197116 (Tabela
1).

Tabela 1 - Marcadores em imunohistoquimica

Grupo Nome ‘

Isotiocianato de Fluoresceina (FITC)

Compostos fluorescentes
Isotiocianato de Rodamina

Peroxidase (HRP)
Enzimas

Fosfatase alcalina
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Metais pesados

Ferritina

Ouro coloidal

Compostos Radioativos

14C

355

O primeiro método a ser utilizado foi o direto simples mas, ao longo do tempo, fo-

ram surgindo inova¢des que permitiram um aumento paulatino da capacidade de

amplificacao das metodologias imunohistoquimicas (Tabela 2).

Tabela 2 - Métodos imunohistoquimicos

Métodos diretos

Simples

Métodos indiretos

Simples

Enzima anti-enzima

PAP (peroxidase anti peroxidase)

APAAP (fosfatase alcalina anti fosfatase alcalina)

Avidina - biotina

Streptavidin-Biotin Complex (ABC)
Labelled streptavidin-Biotin (LSAB)

Polimero

Polimero direto (EPOS)

Polimero indireto

1.4 Principais aplica¢oes

A imunohistoquimica tem as suas principais aplicagdes no estudo de neoplasias,

doencas infecciosas e doencas degenerativas, podendo, no entanto, ser aplicada no

estudo de muitas outras patologias. Permite também o estabelecimento de prog-

ndsticos e a indicagdo terapéutica (Tabela 3).

E uma disciplina em permanente evolucao, devendo todos os investigadores que se

dedicam a esta atividade permanecer em constante procura, no sentido de estabe-

lecer novos protocolos, adaptando as suas necessidades toda a gama de reagentes

disponivel no mercado®.

Tabela 3 - Aplica¢des da imunohistoquimica

Diagnoéstico de neoplasias de baixa diferenciacdo morfologica

Caracterizacdo da histogénese e patogénese

Diagnostico — - - - - —
Distincdo do caracter maligno ou benigno de prolifera¢des celulares
) Caracterizacdo da origem de metastases indiferenciadas
Neoplasias —— -
Identificacido da presenca de recetores hormonais
L. Caracterizacdo da expressao de proto-oncogenes
Progndstico

Estudo de proteinas supressoras de tumor

Caracterizagdo da presenca de indicadores de proliferagio celular

6
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Quantificacdo da expressdo de Her2 /neu em neoplasia mamaria

Indicacdo terapéutica

[dentificacdo da presenca de CD117 em tumores do estroma gastrico

Doengas  |Caracterizagdo dos agentes etiologicos (bactérias, virus e protozodarios)

infecciosas Fenotipagem da reacgdo inflamatodria envolvente

Caracterizacdo de subtipos de amiloidose

Outras
Hormonas

patologias |Caracterizacdo de produtos de secrecdo de células -
Enzimas

1.5 Conceptualizacdo da Imunohistoquimica

Tal como qualquer outro tipo de tecnologia, a imunohistoquimica é baseada em
determinados requisitos de modo a que possa ser realizada de uma forma valida,
correta e eficaz>.

A primeira condi¢do a respeitar é que o antigénio deve permanecer insoluvel, mas
disponivel no tecido, no decorrer da técnica. Essa insolubilidade implica a sua
permanéncia no local original. A par disso, deve também apresentar as caracteris-
ticas que vao ser reconhecidas pelo anticorpo, dai que, nalguns casos, seja necessa-
rio aplicar métodos de recuperacdo antigénica.

A segunda condicdo é a marcagdo especifica pelo anticorpo primario, isto é, o anti-
corpo devera apenas ligar-se ao antigénio pretendido (marcagdo especifica) e nao
a outros elementos estranhos (marcagdo inespecifica). O que se pretende obter €
uma marcacado especifica do antigénio com auséncia de marcacao inespecifica de
fundo®.

Depois temos a terceira condi¢ao: é fundamental conhecer os atributos dos tipos
de soros a aplicar: clonalidade, classe/subclasse da imunoglobulina, especificidade,
reatividade e condi¢des de manuseamento, revelam-se essenciais para a interpre-
tacdo de resultados, bem como para a avaliacdo da qualidade da técnica®.
Finalmente surge a quarta e dltima condi¢do: para uma escrupulosa realizacao des-
tas técnicas é imprescindivel o uso de uma marcag¢do estavel com uma intensidade
suficiente, que nao suscite qualquer tipo de duvidas relativamente a presenca ou
auséncia do antigénio no tecido® (Tabela 4).

Tabela 4 - Condicbes que sustentam a qualidade da imunohistoquimica

CONDICAO CARACTERISTICAS
O antigénio devera permanecer no seu local original, insoluvel e disponivel

Antigénio disponivel — - - - —
O antigénio deve ser reconhecivel pelo anticorpo (com ou sem métodos de recuperagio)

Marcagao especifica O anticorpo devera ligar-se ao antigénio pretendido

Anticorpo caracterizado |Deverdo ser conhecidos todos os elementos teciduais a que o anticorpo se pode ligar
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Devera ser conhecida toda a sequéncia de ligacdo anticorpo-antigénio

As caracteristicas do anticorpo devem ser conhecidas (e.g. classe, subclasse, produc¢ao)

Marcador visualizavel

Marcadores Enzimaticos, Fluorescentes, metalicos ou radioativos
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2 ANTIGENIO E ANTICORPO

2.1 Antigénio

Um antigénio é geralmente uma molécula com razoavel dimensdo, como uma pro-
teina, um lipido, um hidrato de carbono ou um acido nucleico, que uma vez intro-
duzido num organismo induz uma resposta por parte do sistema imunitario, com
producdo de anticorpos especificos. Tal deve-se ao facto de cada antigénio ser
constituido por diversos radicais quimicos, com capacidade de promover a produ-
cdo de anticorpos ou imunoglobulinas?’.

Os antigénios sdo reconhecidos principalmente devido a sua estrutura tridimensi-
onal, resultante da sua nuvem de eletrdes, sendo este facto consistente com a natu-
reza das afinidades antigénio-anticorpo®. Cada uma destas moléculas apresenta na
sua superficie, um ou mais locais especificos de ligagdo ao anticorpo - determinan-
te antigénico ou epitopo. Estas regides de ligagcdo altamente especificas sdo consti-
tuidas por sequéncias (completas ou fragmentos) de proteinas ou de polissacari-
deos?’.

Tendo em conta que, segundo a sua estrutura, os antigénios apresentam a capaci-
dade de estabelecer ligacdes com um dado anticorpo, todas as moléculas podem
constituir potenciais antigénios!’. Quando essas moléculas evidenciam um peso
molecular superior a 8 kDa, possuem a capacidade de atuar por si sé como antigé-
nios. Por sua vez, substdncias de baixo peso molecular podem ligar-se a moléculas
com um peso molecular superior, os chamados haptenos, e desempenhar as fun-

coes de antigéniol”.18,

2.2 Imunogénio

Um imunogénio é um antigénio, sintético ou natural, utilizado para produzir anti-
corpos em massa. A fonte e preparacdao de um imunogénio sao muito importantes
para se obter a melhor qualidade de reagentes para técnicas imunohistoquimicas.
Existem dois grandes grupos de imunogénios: péptidos sintéticos e proteinas puri-
ficadas. Os péptidos sintéticos tém a vantagem de possuir uma sequéncia de ami-
noacidos conhecida, contudo, pode nao ser possivel alcangar laboratorialmente a

conformacao tridimensional da proteina nativa, o que pode originar falsos negati-
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vos se a aplicacdo do anticorpo criado a partir deste imunogénio ndo for devida-
mente caracterizada. Pode ainda ser impossivel recriar determinado antigénio in
vitro visto que as modificacbes pods-traducionais representam muitas vezes um
importante processo para a conformagdo final de um antigénio in vivo. O uso de
antigénios purificados evita muitos destes problemas, mas origina outros. O pro-
cesso de purificagdo é muitas vezes dificil de otimizar, podendo o produto final
conter demasiadas proteinas contaminantes. Um outro problema ao utilizar anti-
génios purificados, prende-se com a presenga de outros epitopos que ndo sio es-

pecificos para a obtencao do anticorpo pretendido®.

2.3 Anticorpo

Os anticorpos sdao as moléculas de natureza proteica que sdo produzidas maiorita-
riamente pelos plasmécitos em resposta a presenca de material reconhecido como
estranho. A sua principal caracteristica é combinar-se com o material indutor (an-
tigénio) em condigdes fisioldgicas favoraveis a sua ligacao. O local de ligacdo ao
epitopo é denominado paratopo. Esta ligagdo constitui a base da Imunohistoquimi-

ca3 (Figura 8).

A
paratopo '

anticorpo antigénio >

epitopo ‘ ‘
Figura 8 - Epitopo e paratopo

2.3.1 Especificidade e afinidade de um anticorpo

A especificidade é a caracteristica de um anticorpo que lhe permite reconhecer e
estabelecer ligagdes com antigénios individualizados e especificos!? (Figura 9).
Depende da proximidade e da complementaridade entre antigénio e anticorpo. A
alta complementaridade vai estar relacionada com a proximidade entre grupos
especificos que estabelecem ligacdes muito fortes entre si, por perfeita correspon-
déncia>.

A afinidade é a caracteristica que define a for¢a de ligacdo entre um antigénio e um

anticorpo. Se existirem muitas complementaridades entre estes elementos ao nivel
10
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estrutural e quimico surgira uma elevada forca de ligacdo e consequentemente
uma alta afinidade. Por outro lado se existirem poucas complementaridades ire-

mos ter baixa for¢a de ligacdo e baixa afinidade?®.

ESPECIFICIDADE DO ANTICORPO | UM animal pode
c poseda produzir mithdes de
anticorpos diferentes

cada um com 0 seu

0y

iocal de ligacao a0

%
i
{

antigenio diferente

3

Wiy

Figura 9 - Especificidade do anticorpo

Adaptado de: http://www.cisncancer.org/research/new_treatments/immunotherapy/promise.html

2.4 Imunoglobulinas

As imunoglobulinas sdo a classe de proteinas que possuem atividade de anticorpo.
As imunoglobulinas podem ser visualizadas ao microscopio eletronico e demons-

tram uma conformacdo em Y, que é tomada como exemplo quando se quer repre-

sentar um anticorpo>20 (Figura 10).

b
b

Figura 10 - Aspecto esquematico de uma imunoglobulina

Fonte: http://imgt.cines.fr/textes/IMGTeducation/QuestionsAnswers/_UK/PosterlGH/imagesIgH.html

Cada imunoglobulina possui uma estrutura basica constituida por quatro cadeias
proteicas: duas cadeias pesadas idénticas e duas cadeias leves idénticas, unidas por
ligagdes dissulfidicas que mantém a estabilidade do anticorpo??.

A enzima papaina divide a molécula em dois fragmentos com capacidade de ligacao
ao antigénio - Fab (fragment antigen binding) - e um fragmento sem capacidade de

ligagdo ao antigénio - Fc (fragment crystallisable). A molécula também pode ser
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quebrada pela enzima pepsina dando origem a um fragmento especifico: F(ab’)2,
com capacidade de ligagdo ao antigénio e cristalizacao. A maioria dos anticorpos
utilizados em imunohistoquimica é tratada desta forma para evitar reatividade
cruzada com a porg¢do pFc’ que é reconhecida por alguns recetores de células hu-
manas, podendo originar falsos positivos>. Por reducao e acidificagdo pode-se divi-
dir uma imunoglobulina nos seus constituintes basicos: cadeias pesadas e leves

(Figura 11).

> T ~r

a7 Imunoglobalina B/ Imunogiobulina “}"' Imunoglobulina
. K
Cadela leve Locat de
ligagdo ao
\ antiganic \‘.\ .

S 7 s

bt o Pepeie
ﬁﬁ% E@ ; - [mﬁ% -
A wTE| T =

Cadalas isoladas Fragmentos papaing . Fragmentos pepsina

Figura 11 - Quebra da molécula de anticorpo

Fonte: Delves PJ, Roitt IM, eds. Roitt’s Essential Immunology. 12th ed. Chichester, West Sussex ; Hoboken, NJ: Wiley-
Blackwell; 2011.17

As imunoglobulinas possuem uma zona mével denominada hinge (dobradica), que
permite ao anticorpo uma mudanca de angulo de orientacdo de modo a existir uma

maior capacidade de ligagdo ao antigénio?2? (Figura 12).

Hinge

I TY

Figura 12 - Hinge do anticorpo

Fonte: http://www.odec.ca/projects/2003/lange3c/public_html/hinge.gif
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Nas cadeias leves e pesadas existem 3 tipos de zonas (Figura 13):

A. Zonas constantes;

B. Zonas variaveis;

C. Zonas hipervariaveis.
A zona constante da cadeia pesada determina o tipo de cadeia pesada em questdo e
consequentemente o tipo de imunoglobulina. A zona constante da cadeia leve de-
termina o tipo de cadeia leve em questdo. As zonas variaveis sdo as zonas de liga-
¢do do anticorpo e as zonas hipervariaveis estao localizadas dentro destas, sendo

responsaveis pela ligacdo altamente especifica a um antigénio?’.

zona variavel |,

- - /

| zona hipervariavel |

7

Figura 13 - Localizacao das diferentes zonas estruturais do anticorpo

A distribuicdo das zonas hipervariaveis ocorre tipicamente entre os aminoacidos
31-37, 86-91 e 101-110 na cadeia pesada e entre os aminoacidos 23-34, 50-56 e
89-97 na cadeia leve. Enquanto as liga¢des dissulfidicas se estabelecem entre os
aminoacidos 22-98 na cadeia pesada e 23-98 na cadeia leve. Isto vai permitir a or-
ganizacdo espacial da molécula de anticorpo de modo a expor ativamente as areas

especificas de ligacdo ao contacto com o antigénio> (Figura 14).
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Figura 14 - Interacao entre zonas hipervariaveis e ligacées dissulfidicas do anticor-
po

Fonte: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK28374 /bin/ch23f31.jpg

2.5 Cadeias leves

Existem cadeias leves kappa e lambda, no entanto, cada anticorpo possui cadeias
leves de um sé destes tiposl’. A distribuicdo de cadeias leves difere em todas as
classes e subclasses de imunoglobulinas, bem como entre diferentes espécies ani-
mais. No ser humano, as cadeias kappa constituem cerca de 65% do total de cadei-

as leves?0,

2.6 Cadeias pesadas

As cadeias pesadas de cada imunoglobulina diferem nas propriedades antigénicas

e estruturais e definem a classe e subclasse de cada molécula.

2.6.1 Cadeia pesada Alfa

A cadeia pesada Alfa esta presente na imunoglobulina de tipo A (IgA). Existe nas
secregdes sero-mucosas - saliva, ldgrimas, suor, corrimento nasal ou secre¢des
gastrointestinais, onde possui fun¢des de defesa contra o ataque por microorga-
nismos. Existe nestes liquidos sob a forma de dimero estabilizado contra a proteé-
lise por combinacdao com outra proteina (o componente secretor), sintetizado por
células epiteliais e que possui uma cadeia peptidica simples. A dimerizacao é efetu-
ada por conjugacdo com uma outra cadeia proteica (cadeia ])> (Figura 15). Tem

como funcdo principal ligar-se aos microorganismos, diminuindo a sua capacidade
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de aderéncia as células epiteliais, impedindo assim a sua entrada. Possui duas sub-

classes com diferentes ligacdes dissulfidicas: IgA1, IgA218.

2.6.2 Cadeia pesada Delta

A cadeia pesada Delta pode ser encontrada na imunoglobulina de tipo D (IgD) que
foi a Ultima a ser descoberta. Possui menor capacidade de resisténcia a digestdo
proteolitica, ao contrario das outras imunoglobulinas, o que explica o seu curto
tempo de vida no plasma sanguineo. Possui uma elevada percentagem de gliicidos
e encontra-se na superficie de linfécitos sanguineos com a funcdo de ativa-

dor/inibidor?” (Figura 15).

2.6.3 Cadeia pesada Epsilon

A cadeia pesada Epsilon est4 presente na imunoglobulina de tipo E (IgE), existindo
em baixa propor¢ao no organismo humano. Forma uma segunda barreira de defesa
contra o ataque de microorganismos nas superficies externas do organismo. Esta
presente em afecdes por parasitas e é responsavel por alguns dos sintomas de

alergia atopica - reacao inflamatorial® (Figura 15).

2.6.4 Cadeia pesada Gama

A cadeia pesada Gama esta presente na imunoglobulina de tipo G (IgG). Esta é a
imunoglobulina que existe em maior quantidade e possui capacidade de atravessar
a barreira placentaria, passando da mae para o feto e defendendo-o nas primeiras
semanas de vida. E a imunoglobulina com maior capacidade de difusado, sendo a
primeira responsavel pela neutralizagdo imediata das toxinas bacterianas e pela
promocao da fagocitose.

Existem 4 subclasses - 1gGi, IgGz, IgGs, IgG4 - possuindo, cada uma delas, cadeias
pesadas ligeiramente diferentes, na constituicdo por aminoacidos e nas ligacdes
dissulfidicas (Figura 15). Caracterizam-se por possuir diferentes concentragdes

serolégicas ao longo da vida do ser humano?’.

2.6.5 Cadeia pesada Miu

A cadeia pesada Miu encontra-se na imunoglobulina de tipo M (IgM). As moléculas
de IgM sao polimeros de 5 unidades de anticorpos, unidos por uma cadeia ] (Figura
15). Existe principalmente na corrente sanguinea e possui principal apeténcia para
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antigénios com varios epitopos. Tem alta capacidade citolitica e resposta rapida,

estando envolvida nos casos de resposta a bacterémial?.
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Figura 15 - Estrutura esquematica das diferentes imunoglobulinas

Fonte: http://www.nature.com/nrm/journal/v3/n12/box/nrm972_BX1.html

2.7 Forgas de ligacdo entre antigénio e anticorpo

Todas as forgas de atracdo entre antigénio e anticorpo possuem em comum a ne-
cessidade de proximidade entre moléculas para se criarem, podendo ser de quatro
tipos: eletrostaticas, pontes de hidrogénio, hidrofébicas e forcas de van der
Waals>19, Individualmente, estes tipos de forcas ndo sao muito robustos, mas,
quando combinados, conseguem estabelecer ligacdes bastante fortes. A contribui-
¢do de cada um destes tipos de forca depende do tipo e da localizagdo dos aminoa-

cidos que se encontram no antigénio e no anticorpo?®.

2.7.1 Ligacdo eletrostatica ou idnica

Aligacao iénica é um tipo de ligacdo quimica baseada na atracgdo eletrostatica entre
dois ides carregados com cargas opostas. Na formacdo da ligacdo iénica, um atomo
doa um eletrdo, devido a sua baixa eletronegatividade, formando um ido positivo
ou catido. O elemento recetor adquire entdo carga negativa tornando-se um aniao.
Estes dois elementos podem entdo estabelecer entre si uma ligacao eletrostatica ou

ionica?! (Figura 16).
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Ligagdo
idnica

Figura 16 - Ligacio eletroestatica (ionica)

Fonte: http://www.britannica.com/EBchecked/media/92139/Ionic-bond-An-atom-of-sodium-donates-one-of-its

2.7.2 Pontes de hidrogénio

As pontes de hidrogénio sdo relativamente fracas e reversiveis e formam-se entre
grupos hidrofilicos como OH e NH; e COOH, dependendo da proximidade das duas
moléculas que transportam estes grupos. Sdo fortemente condicionadas pela ele-
vada eletronegatividade dos elementos envolvidos, que aglomeram junto a si a nu-
vem eletronica da molécula a que pertencem e criam polos de cargas contrarias

que podem atrair moléculas adjacentes no mesmo estado?! (Figura 17).

Figura 17 - Ligacdo por ponte de hidrogénio

Fonte: http://www.britannica.com/EBchecked/media/92139/lonic-bond-An-atom-of-sodium-donates-one-of-its
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2.7.3 Ligacgdes hidrofdbicas

Da mesma forma que as gotas de 6leo na dgua podem juntar-se todas numa so,
grupos hidrofébicos ndo polares tendem a fazer o mesmo. Se dois grupos hidrof6-
bicos de 2 proteinas se aproximarem o suficiente, de forma a excluirem todas as
moléculas de agua entre elas, a superficie em contacto com a dgua é reduzida e as
proteinas adquirem um estado de energia mais baixo (menor entropia) do que
aquele que existia enquanto estavam separadas, ou seja, surge uma atragao entre
elas. Estima-se que as forgas hidrofébicas contribuem em mais de 50% da forga
total da ligagdo antigénio-anticorpo® (Figura 18).
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Figura 18 - Ligacdes hidrofdbicas

Fonte: http://ak47boyz90.wordpress.com/page/59/

2.7.4 Forgas de van der Waals

As forcas de van der Waals estao ligadas a perturbagdes temporarias da nuvem de
eletrées de uma molécula, que podem formar um dipolo elétrico que induz uma
perturbacao dipolar em outra molécula adjacente, podendo assim os dois dipolos

estabelecer uma forga de atracao entre eles?! (Figura 19).

‘6‘ 5 ., &

Figura 19 - Ligacoes por forcas de van der Waals

Fonte: http://www.planet-schule.de/wissenspool/total-phaenomenal/inhalt/hintergrund/klebekuenstler.html
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3 SOROS POLICLONAIS E MONOCLONAIS

Para realizacao das técnicas imunohistoquimicas é fundamental possuir reagentes
adequados, dos quais se destaca o soro de anticorpos. Este produto é obtido apos
imuniza¢do de animais-alvo, dos quais sdo posteriormente obtidos, por via direta
ou indireta, os anticorpos produzidos?2. Existem assim dois tipos de soros de anti-
corpos, que se distinguem pela forma de produgao: soros policlonais e soros mo-

noclonais.

3.1 Soros Policlonais

Os soros policlonais possuem anticorpos produzidos por varios plasmdcitos, rea-
gindo assim com diversos epitopos de um antigénio (Figura 20). O animal mais
utilizado para a producao de soros policlonais é o coelho, mas podem ser utilizados
outros animais (e.g. cabra, porco ou ovelha) cujo sistema imunitario estd bem do-

cumentado?3.

A

v
*‘ antigénio ’ﬁ
‘ '

4

Figura 20 - Soro policlonal.

3.1.1 Etapas da producdo de Soros Policlonais

A sequéncia habitual de producao inicia-se na escolha do antigénio com a sua inje-
¢do no animal-alvo de forma a obter-se uma resposta imunitaria e termina na ob-
tencdo de um soro purificado com varios anticorpos diferentes dirigidos para os
varios epitopos do antigénio® (Figura 21).

A qualidade do soro policlonal é fortemente condicionada pela eficiéncia das técni-

cas de purificacdo, logo este passo é crucial na obtencdo de reagentes de qualidade
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superior. O uso de animais de laboratério pouco expostos a ambientes abertos e
altamente contaminados por antigénio facilita a obtencdo de soros com poucos

anticorpos previamente desenvolvidos contra outros antigénios!8.

Escofha do Antigénio

R o

O Antigénio é injectado no Purificacdo do Antigénio
€ colhido sangue do animal anirial escoliio *Precipitaio
tes;do, n«mﬁmnt:seme <] As injecqdes sdo repetidas 3 <] «Centrifugacio
sacrificar mwdosnluhrs:;odoa «Didlise
manter a concent, de *Cromatogr
Anticorpos especificos alts oElectrofe .ﬁ.
Separagdo dos elementos Separegdo de outras proteinas Separagdo de outros onticorpes
cekores da songus Precipitaio salina Cromatografia de afinidade
centrifugacio | > Cromatografia por troca ionica I > Técnicas de absor¢do por fase
solida ou liguida

Figura 21 - Producao de soros policlonais
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3.1.2 Trés tipos de soros policlonais

Existem trés tipos de soros policlonais diferenciados pela etapa de selecdo e purifi-
cacdo em que se encontram: soro total ou whole serum, soro de fracdo de imuno-

globulinas ou Ig fraction e soro de afinidade isolada ou affinity isolated antibodies8.

3.1.2.1Soro Total

0 soro total é obtido ap0s extracdo dos elementos celulares por centrifugacao. Pos-
sui diversos anticorpos e proteinas circulantes (e.g. albumina, Alfa globulina). Se
ndo se conseguir um soro mais purificado este é utilizado, apesar de nao ser o ideal

(Figura 22).

S : = 0

Figura 22 - Soro total.

3.1.2.2Soro de fragcdo de imunoglobulinas

0 soro de fracdo de imunoglobulinas é obtido apds extracao das proteinas (exceto

imunoglobulinas). Possui diversos anticorpos especificos e nao especificos (Figura

23).
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Figura 23 - Soro de fracao de imunoglobulinas.
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3.1.2.3 Soro de afinidade isolada

0 soro de afinidade isolada é obtido apds extracao das imunoglobulinas ndo espe-
cificas para o antigénio pretendido. Possui somente os anticorpos especificos para
o antigénio alvo. Nem sempre se consegue este tipo de soros mas, como é muito
mais puro que os outros, tem a possibilidade de oferecer uma melhor marcacgao.
Excecionalmente, apesar de aplicadas as melhores técnicas de purificagdo conheci-
das, como é um reagente natural e bioldgico pode possuir vestigios de contaminan-

tes como proteinas e outras imunoglobulinas (Figura 24).

e e

Figura 24 - Soro de afinidade isolada.

3.2 Soros Monoclonais

Um soro monoclonal é um reagente que é o produto de um dnico clone de plasmo-
citos imortalizados e que, como tal, é uniforme em estrutura, especificidade e afi-
nidade, podendo ser produzido por tempo indeterminado.

Os anticorpos de um determinado clone sdo imunoquimicamente idénticos e rea-
gem com um determinado epitopo de um antigénio, contra o qual foram produzi-
dos (Figura 25). O animal mais utilizado para obter clones de anticorpos é o rati-

nho>18,

A
* ¥
4 antigénio ’
A 4
Figura 25 - Soro Monoclonal
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Estes reagentes, introduzidos em 197524, revolucionaram muitas areas de trabalho
experimental, industrial e clinico, tendo, em 1984, proporcionado o prémio Nobel
da medicina e fisiologia aos seus maiores impulsionadores: Jerne, Kohler e

Milstein?2> (Figura 26).

Nlels K. jerne Georges J.F. Kdhler César Miistein

Figura 26 - Jerne, Kohler e Milstein.

Fonte: http://www.nobelprize.org/nobel_prizes/medicine/laureates/1984 /jerne.jpg

A técnica original de produgao sofreu ao longo do tempo algumas melhorias242¢,
das quais se destaca a introducdo de células modificadas por virus Epstein-Barr
(EBV) por Steinitz et al em 197727 e as técnicas de “repertoire cloning' e

'Fab/phage display'2829.

3.2.1 Producao de Soros Monoclonais

A técnica mais utilizada para a produg¢ao de soros monoclonais consiste, resumi-
damente, nos seguintes passos>17 (Figura 27):
A. Imunizacdo de um animal de modo a serem produzidos anticorpos para um
determinado Antigénio que € introduzido por inje¢cdes repetidas;
B. Colheita de plasmécitos no bago desse animal;
C. Fusao desses plasmdcitos (curto tempo de vida) com células de mieloma

(longo tempo de vida);

D. Colocacgao individual das células resultantes da fusao em cultura de modo a

poder recolher-se os anticorpos por elas produzidos;

E. Testes para os anticorpos em causa, no sentido de se saber quais as suas ca-

racteristicas;

F. Manutencao das culturas (clones) que demonstrem caracteristicas uteis e

destruicao das restantes;
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G. Recolha sistematica dos anticorpos produzidos pelo clone que passam a

constituir o soro monoclonal e que podem ser utilizados em imunohistoqui-

mica.

Amadew Ferro 2011 ‘ \ ‘

Figura 27 - Producao de soros monoclonais

3.2.1.1 Imunizacao

Imunizacao é o nome dado ao processo pelo qual se obtém uma resposta imunolé-
gica, por parte de um ser vivo, para um determinado antigéniol?. Essa resposta
pode implicar a producdo pelos plasmécitos de anticorpos para esse antigénio

(Figura 28).
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Figura 28 - Imunizacao
A escolha do animal a ser imunizado é condicionada pelo tipo de células de mielo-
ma a utilizar posteriormente, pois sabe-se que fusdao de DNA entre espécies iguais

permite melhores resultados®.
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A escolha da porta de entrada para a imunizagdo é definida pelas caracteristicas de
solubilidade do antigénio. Caso o antigénio seja soltuvel, pode ser utilizada a injecao
endovenosa. Caso seja insoluvel, deve ser utilizada a injecdo intraperitoneal, in-
tradérmica ou intramuscular.

Em determinadas situacgdes, a capacidade do antigénio para produzir uma resposta
imunolégica pode ser manipulada de modo a obter o maximo de resposta com um
minimo de antigénio. Pode-se, por exemplo, adicionar ao antigénio determinados
reagentes, como o hidroxido de aluminio, que permitem a formacdo de um depdsi-
to localizado de antigénio no animal que consistentemente vai provocar a resposta
imunolégica sem que seja necessario o uso de injecdes repetidas.

Na determinacao da classe e a afinidade dos anticorpos produzidos existem alguns
fatores que nao podem ser controlados. Sabe-se, por exemplo, que a presenca de
elevado teor em glicidos no antigénio tende a despoletar uma resposta sob a for-
ma de IgM e ainda que as caracteristicas individuais de cada animal vao estar en-
volvidas no tipo de imunoglobulina produzido apds a imunizacao. No entanto, po-
dem ser utilizadas algumas estratégias de modo a ser produzido o tipo de imuno-
globulina pretendido, como, por exemplo, a utilizagdo de uma Unica injecdo para
produzir a resposta imunitaria vai originar uma resposta sob a forma de producao
de IgM e que se forem utilizadas varias inje¢des, separadas por um espaco de tem-
po relativamente prolongado, a resposta tende a ser sob a forma de IgG>.

Os soros de IgG sdo mais procurados devido as menores dimensdes desta molécu-
la, o que possibilita uma maior capacidade de difusdo tecidual e também devido a
facilidade com que é digerida pela pepsina de modo a ser eliminada a por¢ao Fc
que pode originar falsas marca¢des. Mas, por vezes, € util possuir um soro de IgM
para um antigénio, que pode ser utilizado em técnicas de dupla marcac¢do simulta-
neamente com um soro de IgG para outro antigénio.

E importante ter em conta que os anticorpos com maior afinidade para o antigénio
sdo produzidos tardiamente e portanto deve-se esperar algum tempo entre a pri-

meira injec¢do e a colheita de plasmocitos.

3.2.1.2 Escolha das células de mieloma a utilizar

Estdo disponiveis comercialmente diversos tipos de linhas celulares de mieloma.

Os mais utilizados sdo o X63-Ag8.653 para ratinho3? e 0 YB213.0Ag3 (Y0) para ra-
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tazana3!, pois nao produzem qualquer tipo de cadeia, permitindo assim que todos
os anticorpos produzidos apds a fusdo sejam do tipo anteriormente produzido pelo

plasmécito imunizado32.

3.2.1.3 Métodos de fusdo entre células de mieloma e plasmaocitos

0 método mais utilizado é o que utiliza o polietileno glicol (PEG) como diminuidor
da tensdo superficial entre as membranas celulares das células do mieloma e as
células do baco do animal utilizado, que, entretanto foi sacrificado para permitir a
sua retirada. Uma vez diminuida a tensdo superficial, as células fundem as suas
membranas celulares e numa posterior mitose fundem o seu DNA o que resulta
numa célula hibrida que mantém a imortalidade de uma célula-mae e a capacidade
de produzir anticorpos especificos da outra célula-mae. Esta célula hibrida prolife-

ra e da origem a um clone32 (Figura 29).

Linfocitos B (baco) + células de mieloma (cultura celular)

O
polyethylene glycol (PEG) (fusdo de membranas celulares)

O

Dois nucleos separados numa membrana celular
O

Dois nucleos juntam-se (temporariamente tetraploide)
O
Mistura de cromossomas

O

Divisao celular subsequente (retorno a diploide)
O

Alguns hibridos terdo a mistura desejada de cromossomas
Anticorpo especifico+produgdo de anticorpos + imortalidade em cultura celular

Figura 29 — Fusdo de células de mieloma e plasmdcitos

3.2.1.4 Seleccao HAT

Apés a jungdo, em meio de cultura, dos grupos de células de mieloma e dos plas-
mocitos, sdo aplicadas as técnicas de fusdo anteriormente referidas e daf resultam
trés tipos de células32: plasmécitos nao hibridados, células de mieloma nao hibri-
dadas e células hibridas. Estas células serao triadas pela adigdo ao meio de cultura

de Hipoxantina, Aminopterina e Timidina (HAT)35.
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Os plasmécitos apenas vdo sobreviver em cultura de tecidos durante cerca de 1
semana, pois possuem um numero limitado de ciclos de replicacao.

As células de mieloma serdo eliminadas, pois a aminopterina bloqueia a sintese de
nucleotidos pela via de novo. A célula tenta a via salvage mas sendo deficiente em
enzima (HPGRT) ndo consegue ativar esta via e morre.

As células hibridas que sdo o objetivo desta técnica, conseguem sintetizar nucleo-
tidos pela via salvage, pois possuem enzima (HPGRT) e tém disponiveis os precur-
sores para esta via (hipoxantina e timidina). Assim, estas células sobrevivem por-
que a célula-mae normal lhes fornece capacidade de produzir a enzima (HPGRT) e

o mieloma imortaliza a sua linha celular3+.

3.2.1.5 Selec¢ao de clones

As células hibridas sao testadas por etapas até se individualizarem clones produto-
res de anticorpos para o antigénio pretendido. Os testes podem ser feitos por imu-
nohistoquimica, aplicando os sobrenadantes ricos em anticorpos das culturas onde
repousam as células hibridas como soros primarios de uma técnica de imunofluo-

rescéncia indirecta2.

3.2.1.6 Producdo alargada de soro monoclonal.

A partir do momento em que um sobrenadante de um clone é intensivamente tes-
tado e é comprovada a sua viabilidade, este pode ser utilizado nas técnicas corren-
tes. A cultura pode entao produzir soro durante muito tempo, desde que mantida
em boas condi¢des. O sobrenadante é assim regularmente recolhido e comerciali-
zado pelo seu produtor. Existe ainda a hipdtese de inocular o clone de células na
cavidade abdominal de um ratinho e recolher regularmente o liquido ascitico que

se desenvolve e que é muito rico em anticorpos especificos3s.

3.2.1.7 Purificacao, digestao e conjugacdo de anticorpos.

Os anticorpos podem ainda sofrer alguns tratamentos na p6s-producdo que con-
tribuam para a sua eficiéncia técnica. Alguns exemplos mais usuais sdo a remoc¢ao
das porg¢des pFc’ pela acdo da pepsina (Figura 11) e a conjugacao com moléculas
marcadoras. Cada uma destas intervencgdes é feita sempre com recurso a técnicas

especificas para esse fim.
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3.2.1.8 Armazenamento de anticorpos.

Caso possuam conservantes quimicos especificos, os soros podem ser conservados
no frigorifico a 4°C durante alguns anos. O conservante antimicrobiano mais utili-
zado é a azida de s6dio ou sodium azide (NaN3) a 0.02 - 0.05%3¢.

Em alguns casos os soros sem conservantes quimicos podem ser conservados du-
rante varios anos em camaras frigorificas a -70°C, mas uma vez descongelados po-
derdo permanecer a 4°C somente durante alguns meses. Neste casos ndo é reco-
mendada a repeti¢do de ciclos de congelacdo-descongelacdo que podem danificar

as estruturas proteicas de forma irrecuperavel3e.

3.3 Soros Monoclonais versus Soros Policlonais

Cada um dos tipos de soros referidos anteriormente possui vantagens e desvanta-
gens quando comparado com o outro tipo. Os soros monoclonais destacam-se por
possuirem alta especificidade e homogeneidade enquanto os policlonais sdo ge-
ralmente menos dispendiosos e mais faceis de obter (Tabela 5).

Tabela 5 - Vantagens e desvantagens de soros policlonais e monoclonais

Maior especificidade e afinidade

Determinac¢do de um s6 epitopo de um antigénio

Maior homogeneidade

Auséncia de anticorpos nao especificos

Vantagens

Maior facilidade de caracterizacdo

Menor variabilidade de lote para lote

Maior custo
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Epitopo detetavel destruido implica negatividade mesmo que exista antigénio

Existéncia de outros antigénios com o epitopo selecionado

Desvantagens

Maior dificuldade de obtengdo em grandes quantidades

Menor custo

Capacidade para detetar um antigénio mesmo na auséncia de varios dos seus epitopos

Vantagens

Maior facilidade de obtengdo em grandes quantidades

Menor especificidade

Determinacdo de varios epitopos que podem pertencer a varios antigénios

Menor homogeneidade

Soros Policlonais

Possibilidade de presenca de anticorpos nio especificos

Desvantagens

Maior dificuldade de caracterizagdo

Maior variabilidade de lote para lote
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3.4 Manuseamento de Soros

Para se conseguir o maximo de qualidade nas marca¢des de imunohistoquimica é
importante que na utilizagdo de todos os soros se sigam as regras de manuseamen-
to e armazenamento que sdo indicadas pelo fabricante na literatura que os acom-

panha.

3.5 Rececao

Assim que se recebe um soro no laboratério é muito importante que se proceda ao
seu armazenamento, de acordo com as indica¢des do fabricante. Normalmente é
indicado o seu armazenamento no frigorifico a 4°C. Cada soro devera ser registado
indicando: o lote, data de validade, data de rece¢do e nimero da nota de encomen-

da. Estes dados serao uteis para controlo e em caso de posterior reclamacao.

3.6 Armazenamento e conservacao

Os principais fatores a ter em conta quando se fala em armazenamento de soros

sdo: os frascos contentores, a temperatura e a manipulagao diaria.

3.6.1 Frascos contentores

Deverao ser utilizados frascos de polipropileno, policarbonato ou de vidro borossi-
licado, pois possuem uma baixa capacidade de absorc¢io de proteinas. E também

util utilizar frascos transparentes pois permitem uma rapida inspecao (Figura 30).

Figura 30 — Frascos contentores

Fonte: http://www.bio-rad.com/webroot/web/images/ps/products/affinity_media/sku_view/global/156-
3004_view.jpg

3.6.2 Temperatura

Este fator é talvez o mais determinante quando se fala em conservagdo de anticor-

pos.
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Todas as indicagdes dos fabricantes deverdo ser seguidas criteriosamente em rela-
¢do a esta condicionante. Os frigorificos e arcas congeladoras utilizados para arma-
zenar anticorpos devem ter indicacdo digital da temperatura e devem ser monito-
rizados regularmente para prevenir eventuais flutuagdes. Devera existir um siste-
ma de Back-up para compensar eventuais falhas de energia. E também de evitar o
n n Ly ~
descongelar/congelar” diario dos soros que requerem congelacdo, mantendo-se

uma pequena quantidade de soro a 42C para uso de curta duragao.

3.6.3 Manipulagdo diaria

O tratamento adequado dos soros durante a sua utilizacdo previne a sua deteriora-
¢do ou contaminacdo. Deve-se manter o reagente afastado do calor e da luz solar
direta, para além de se proceder a sua rapida devolug¢do ao local de armazenamen-
to ap6s utilizacio. E também importante utilizarem-se pontas descartaveis para

recolha de soros.

3.6.4 Azida de sodio

Os reagentes biologicos utilizados em imunohistoquimica recorrem a azida de so6-
dio (NaN3) como conservante. Este produto quimico é altamente t6xico na forma
pura, no entanto, as concentrag¢des utilizadas nos referidos reagentes (15 mmol/L)
sdo extremamente baixas e, consequentemente, apresentam pouco risco. Em situa-
¢coes de elevada concentracdo do produto, embora ndo sendo classificada como
perigosa, a azida de s6dio pode reagir com as canalizacdes de chumbo e de cobre,
formando acumulag¢bes de azidas metalicas altamente explosivas. Ao eliminar o
soros de imunohistoquimica, deve-se adicionar 4gua abundante para evitar a acu-

mulacdo de azidas metalicas na canalizagao?”.
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4 IMUNOFLUORESCENCIA

4.1 Métodos de Imunofluorescéncia

Da-se a designa¢do de imunofluorescéncia aos métodos de imunohistoquimica que
utilizam moléculas fluorescentes como substancias propiciadoras da visualizacao

do antigénio (Figura 31).

Figura 31 - Imunofluorescéncia

Fonte: http://www.microscopyu.com

Estes métodos exigem a utilizacdo de um microscopio especial para a visualizagdo
das marcagoes, com uma lampada que emite radiagdo com comprimento de onda

no campo dos ultravioletas de 480-590 nm (Figura 32).

Penetrates Earth's
Atmosphere? N N
Radiation Type Radio Microwave Infrared Visible Ultraviolet  X-ray Gamma ray

Wavelength (m) 1072 107° 0.5x10 8 108 10710 10712

el ||| W f L w @

Buildings Humans  Buiterflies Needle Point Protozoans Molecules  Atoms  Atomic Nuclei

104 108 102 10'S 108 108 1070
Temperature of

objects at which
this radiation is the )
most intense 1K 100 K 10,000 K 10,000,000 K
wavelength emitted 272°C  -173°C 9,727 °C ~10,000,000 °C

Figura 32 - Espectro de radiacdes

Fonte: http://chemwiki.ucdavis.edu/@api/deki/files /9199 /67 5px-
EM_Spectrum_Properties_edit.svg.png?size=bestfit&width=675&height=400&revision=1
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As técnicas de imunofluorescéncia foram introduzidas por Albert Coons e pelos
seus colaboradores em 1941 e, desde entdo, sdo aplicaveis tanto para diagnostico
como para investigacao.

A fluorescéncia primaria ou autofluorescéncia é aquela que certos tecidos ou or-
gaos apresentam sem haver necessidade de serem modificados. Por exemplo, a
lamina elastica das artérias mostra autofluorescéncia em determinadas circuns-
tancias. As técnicas de imunohistoquimica induzem fluorescéncia em determina-
das substancias que ndo tenham esta capacidade (fluorescéncia secundaria) mar-
cando, com fluorocromos, anticorpos dirigidos contra antigénios tecidulares.

As técnicas de imunofluorescéncia realizam-se quase sempre com tecido congela-
do pois existe a perce¢do de que o processo de fixacdo com formaldeido e a inclu-
sdo em parafina alteram a estrutura dos tecidos, provocando um aumento dos fe-
noémenos de autofluorescéncia e o bloqueio de alguns determinantes antigénicos,
no entanto, alguns estudos tém permitido perceber que isso é ultrapassavel e exis-
te a possibilidade de aplicar técnicas de imunofluorescéncia em tecidos fixados em
formaldeido3839,

Na generalidade, estes métodos sao de uso limitado no diagnéstico de rotina, pois
as moléculas fluorescentes perdem atividade com o passar do tempo, ndo permi-
tindo a conservacgao das laminas em arquivo, e a contextualiza¢do tecidual e celular

é limitada, sendo por isso pouco utilizadas neste contexto.

4.1.1 Fluorocromos

Fluorocromos sao substadncias que tém a propriedade de absorver altas fontes de
energia precedentes da radiacdo UV e do espectro de luz visivel (Tabela 6). Assim,
quando estas substancias sdo iluminadas, ha uma libertacao gradual de energia
que se prolonga mesmo sem a fonte luminosa. Este fendmeno denomina-se fosfo-

rescéncia.
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Tabela 6 - Caracteristicas de fluorocromos

Fonte: http://www.docstoc.com/docs/document-preview.aspx?doc_id=65801331
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Os fluorocromos mais utilizados nas técnicas de imunofluorescéncia sido a fluores-

ceina e a rodamina. A fluoresceina usa-se quase sempre sob a forma de isotiociana-
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to (FITC), que absorve a luz azul e emite fluorescéncia verde. A rodamina usa-se na
forma de isotiocianato de tetrametilrodamina (TRITC), absorvendo luz verde e

emitindo fluorescéncia vermelha (Tabela 7).

Tabela 7 - Caracteristicas dos Fluorocromos

Composto Forma activa 4 absorvido | & emitido Tonalidade
Flugresceina | Isatiocianato de Fluoresceina (FITC) 480-500 nm | 510-530 nm | Verde
Rodamina |zatiocinato de Tetrametilradamina (TRITC) | 510-530 nm | 560-5%0 nm | Laranja/vermelho
Texas Red | Texas Red [TR) RE0-R90 nm | 600-620 nm | Yarmelho

Para ser utilizado em imunofluorescéncia, um fluorocromo devera ter determina-
das caracteristicas:
A. Nao deve interferir com a relacao antigénio-anticorpo;
0 seu armazenamento devera ser estavel;
Devera encontrar-se disponivel na sua forma purificada;

A sua emissdo devera ser maxima no espectro do visivel;

m Y 0w

O comprimento de onda da luz absorvida e da luz emitida devem ser muito
diferentes para que possam diferenciar-se facilmente.

Os fluorocromos podem ligar-se de forma covalente aos anticorpos sem alterar as
suas propriedades e estes ultimos ligam-se depois aos antigénios. Assim, os fluoro-
cromos ligados a anticorpos especificos constituem um meio util para visualizar
zonas onde ocorra a reacao antigénio-anticorpo. Também podem marcar-se os an-

ticorpos especificos com fluorocromos distintos realizando marca¢dao multipla.

4.1.2 Unido dos fluorocromos a anticorpos

O tipo de ligacdao depende do tipo de fluorocromo. O FITC e o TRITC associam-se ao
anticorpo atraves de ligacdes covalentes com os grupos amina e carboxilo dos anti-
corpos. Esta ligacao deve ser feita em pH alcalino e devem usar-se moléculas puri-
ficadas para que os fluorocromos nao se liguem a outras proteinas e originem fal-

sas marcacgoes.
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4.1.3 Microscopio de fluorescéncia

Para a visualizacdo das técnicas de imunofluorescéncia deve usar-se um microsco-
pio de fluorescéncia (Figura 33). Este tipo de microscépio tem incorporado:

1. Fonte de luz UV e visivel;

2. Filtros primarios (ou de excita¢do) que selecionam o comprimento de onda
que vai incidir sobre a amostra;

3. Filtro secundario (ou de emissdo) que seleciona os comprimentos de onda
emitidos dentro do espectro de luz visivel, deixando passar apenas a luz
emitida por uma substancia fluorescente.

A fonte de luz pode ser uma lampada de vapor de mercurio a alta pressdo ou uma
lampada halogénea de quartzo. A primeira produz mais energia e é preferivel
quando se pretende uma imunofluorescéncia de baixa intensidade. No entanto, é
dispendiosa, ha risco de explosao e perde a intensidade com o tempo. Existem dois

tipos de microscépios de imunofluorescéncia: o microscépio de transmissao e o de

/@\etector N

luz de incidéncia.
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Figura 33 - Microscopio de Fluorescéncia

Fonte: http://www.jic.ac.uk/microscopy/more/t5_6.htm

4.1.4 Microscopia de Imunofluorescéncia no diagndstico

A utilizacdo da imunofluorescéncia para o diagnéstico das doengas glomerulares
do rim é tdo importante que algumas delas devem seu nome a particularidades da

técnica*0. As glomerulopatias podem apresentar-se com imunofluorescéncia nega-
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tiva (doencas glomerulares ndo imuno mediadas). Porém, a maioria apresenta
imunofluorescéncia positiva para anticorpos anti-IgA, IgG, IgM ou complementos
C1, C3 ou C4, que pode ter padrao linear ou padrao granular (cerca de 95%).
Quando o padrdo da imunofluorescéncia é fortemente linear é feito o diagnostico
de Doenga Glomerular por anticorpos anti membrana basal glomerular. Essa doen-
¢a quando associada ao componente pulmonar é chamada de Doenga de Goodpas-

ture*! (Figura 34).

Figura 34 - IgG em padrao linear.

Fonte: http://classconnection.s3.amazonaws.com/33/flashcards/602033/jpg/gps_vs_sle1317950166424.jpg

Quando o padrao é granular evidencia-se outra patologia glomerular cujo diagnos-
tico exige a técnica de imunofluorescéncia que é a Glomerulopatia de IgA, quando a

imunoglobulina detetada pela imunofluorescéncia é a IgA%2 (Figura 35).

Figura 35 - Imunofluorescéncia positiva para IgA em padrao granular
Fonte: http://classconnection.s3.amazonaws.com/33/flashcards/602033/jpg/gps_vs_sle1317950166424.jpg
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5 IMUNOENZIMOLOGIA

Da-se o nome de imunoenzimologia aos métodos de imunohistoquimica que utili-
zam enzimas como substancias propiciadoras da visualizagdo do antigénio. Sao os
métodos mais utilizados atualmente, pois permitem a visualizagdo em microscopio
6tico comum e a obtencdo de preparagdes permanentes® (Figura 36). Permitem
ainda a visualizagdo da estrutura geral do tecido em simultdneo com a marcagdo

imunohistoquimica.

\ =3~
A \
-
\ \
r \
. . i--,“
- 9}
A\
A — ot A f
’ -~ . A\ -"--' |
Vi 7 b | ~ N
/ J \.
/ V4 LIl
- "
/ V4 |
/ / £™Nn | 98
/ 4 < R, | "
vra
/ /
/ = ¢
/ B ! ; Noensy
]
e o
L ’ l'“l L ]— F&
|
) oo y
7
\ l " nenk A [Hatn
\
\ -
i | ¢ 3 ‘
\\ | !
\ 1 { 4
A" ‘ .
‘\
\
= e -

Figura 36 - Microscdpio ético.
Fonte: http://biogv.webnode.com.br/a1%C2%BA%20a/

5.1 Enzimologia Basica

As enzimas sdo catalisadores biolégicos muito potentes e eficazes, responsaveis
pela maior parte das reagdes quimicas que mantém a homeostasia. Como possuem
um papel muito importante ao nivel dos processos dos seres vivos, tornam-se cha-
ves importantes no diagndstico clinico e terapéutica.

As enzimas podem ser classificadas, com base na sua composi¢do, em enzimas
simples, que sao constituidas apenas por proteinas, e enzimas complexas, quando

sdo compostas por proteinas e uma pequena quantidade de moléculas organicas43.
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As enzimas complexas também sao denominadas holoenzimas, cujo componente
proteico é denominado apoenzima e o componente nao-proteico coenzima ou
grupo prostético (e.g. protoporfirina de ferro da peroxidase). Quando a coenzima é

um ido ou molécula inorganica, denomina-se cofator#3 (Figura 37).

ENZIMAS COMPLEXAS EXEMPLO DE COFATOR

' 4
Q-
X
' % 2
coenzima Co? /

apoenzima holoenzima

J v

Figura 37 - Enzimas e Co-fatores
http://www.bio12.com/ch6/RemedialEnzymes.htm

As enzimas podem ser encontradas em todos os tecidos e fluidos do corpo, como:

e Enzimas intracelulares - catalisam as rea¢des da “cascata metabdlica”;

e Enzimas da membrana plasmatica - regulam a catdlise dentro das células
em resposta a sinais extracelulares;

e Enzimas do Sistema Circulatério - responsaveis pela regulacao da coagula-

¢do sanguinea.

5.1.1 Papel Catalisador

Um catalisador é uma substancia que acelera uma reag¢do quimica, diminuindo a
energia de ativacdo. Como catalisadores as enzimas atuam em pequena quantida-
de, ndo levando a cabo reagdes que sejam energicamente desfavoraveis, nao modi-
ficando o sentido dos equilibrios quimicos, mas sim acelerando o seu processo#3

(Figura 38).
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without enzyme

activation
energy without
enzyme

enzyme activation

energy with

enzyme

reactants
e.g. CO;+H;0

Energy

overall energy
released during

reaction

products
H2CO,

Reaction coordinate -

Figura 38 - Papel catalisador das enzimas numa reacio

Fonte: http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/f/fe/Carbonic_anhydrase_reaction_in_tissue.svg

5.1.2 Caracteristicas das Enzimas

As enzimas possuem a capacidade de distinguir de forma especifica o substrato
sobre o qual agem (Especificidade do Substrato) e cada reacdo é catalisada por uma
enzima especifica (Especificidade de Acao).
A reagdo entre enzima e substrato descreve-se da seguinte forma:
ENZIMA (E)+ SUBSTRATO (S) 5 COMPLEXO ENZIMA SUBSTRATO (CES)
CES = E + PRODUTO FINAL (P)

A acdo enzimatica caracteriza-se pela forma¢do de um complexo que representa o
estado de transicdo, logo é necessario a formag¢do do complexo enzima - substrato
antes da obtencdo do produto final. O substrato une-se ao centro ativo da enzima
através de numerosas interacoes (e.g. pontes de hidrogénio, ligacdes eletrostaticas
e ligacdes hidrofdbicas). O centro ativo é uma pequena por¢ao da enzima, constitu-

ida por uma série de aminoacidos que interatuam com o substrato43.
5.1.3 Modelos de Interacdao Enzima/Substrato

5.1.3.1 Modelo de Fischer - Chave/Fechadura

Elaborado por Fisher no inicio do século passado, é baseado no principio de que as
enzimas sao muito especificas e s6 atuam sobre determinados substratos, catali-
sando reagdes. Fisher sugeriu que esta especificidade é devida ao facto dos subs-

tratos encaixarem perfeitamente no centro ativo das enzimas, provocando a aber-
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tura ou fecho desta. De acordo com este modelo o centro ativo é uma estrutura

rigida, havendo assim um ajuste perfeito entre enzima e o substrato*+4s,

5.1.3.2 Modelo de Koshland - Encaixe Induzido

De acordo com este modelo, a enzima e o centro ativo nao sdo estruturas rigidas. O
substrato que tem afinidade para determinada enzima liga-se ao centro ativo, mo-
dificando-o, de modo que haja um encaixe perfeito do substrato a enzima. Exerce-
se assim uma forga sobre o substrato, quebrando ligagdes da molécula ou estabe-
lecendo outras (reacoes de catdlise ou de sintese). Assim se explica a especificida-
de relativa das enzimas, isto é, uma enzima pode catalisar alguns substratos com

diferencas estruturais pequenas4.

5.1.4 Fatores que afetam a Atividade Enzimatica

Existem diversos fatores que afetam a atividade enzimatica. Um deles é a concen-
tracdo enzimatica, sabendo-se que a velocidade de transformacao do substrato é
proporcional a concentragdo da enzima. Outro dos fatores é a concentragdao do
substrato, pois a atividade enzimatica aumenta com o aumento da concentracao do
substrato até a saturacao da enzima. Temos ainda o pH, que pode afetar de diferen-
tes maneiras: o centro ativo pode conter aminoacidos com grupos ionizados que
podem variar com o pH do meio, a ionizagdo dos aminoacidos que nao estao no
centro ativo pode provocar modificagdes na conformac¢do das enzimas ou o subs-
trato pode ser afetado por variacoes do pH. Um pH extremo modifica irreversivel-
mente a estrutura da enzima, desnaturando a proteina e em certos casos modifica
a ligacdo entre a apoenzima e a coenzima. Algumas enzimas apresentam variagdes
peculiares, como por exemplo: a pepsina do estomago apresenta um pH ideal de
2.0, enquanto a fosfatase alcalina do intestino apresenta um pH ideal de 12.0. A
temperatura também influencia fortemente a atividade enzimatica. Uma determi-
nada temperatura representa o0 maximo da atividade enzimatica, mas quando se
supera um valor consideravel (normalmente acima dos 50°C) a atividade enzimati-
ca cai bruscamente, pois a enzima sofre uma desnaturacao. E, finalmente, temos a
concentracdo de sais e ides da solugdo envolvente, pois algumas enzimas necessi-
tam que estejam presentes ides metdlicos (e.g. Mg++, Mn++, Zn++) que funcionam

como agentes eletrofilicos43.
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5.1.5 Classificacdo das Enzimas

As enzimas podem ser divididas em 6 tipos47:

Classe 1: Oxirredutases - Catalisam reacoes de oxirredugdo, transferindo eletroes,
hidretos (H-) ou protdes (H+) (Figura 39).

Classe 2: Transferases - Transferem grupos quimicos entre moléculas. Sdo deno-
minadas Quinases (Figura 40).

Classe 3: Hidrolases - Utilizam a 4gua como recetor de grupos funcionais de outras
moléculas (Figura 41).

Classe 4 - Liases - Formam ou destroem ligacdes duplas, respetivamente retirando
ou adicionando grupos funcionais.

Classe 5 - [somerases - Transformam uma molécula num isémero.

Classe 6 - Ligases - Formam liga¢cdes quimicas por reac¢des de condensagdo, con-
sumindo energia sob a forma de ATP

Existem as oxirredutases que atuam em reacoes de Oxidacao-Redugdo. Nestas rea-

¢oes ha uma molécula que se reduz e outra que se oxida.

Ha] [a]
B B|H

Figura 39 - Reacao de oxidacdo-reducao

Fonte: http://www.enq.ufsc.br/labs/probio/disc_eng_bioq/trabalhos_pos2003/const_microorg/enzimas.htm

Figura 40 - Reacao de transferéncia

Fonte: http://www.enq.ufsc.br/labs/probio/disc_eng_bioq/trabalhos_pos2003/const_microorg/enzimas.htm

Figura 41 - Reacao de hidrolise

Fonte: http://www.enq.ufsc.br/labs/probio/disc_eng_bioq/trabalhos_pos2003/const_microorg/enzimas.htm
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5.1.6 Tipos de Inibicao

Podem existir dois tipos de inibi¢do. Por um lado temos a inibi¢ao competitiva, que
ocorre em enzimas que tém a capacidade de se ligar a mais do que um substrato,
sabendo-se que se o inibidor se liga a enzima ao nivel do centro ativo, diminui a
sua afinidade para o substrato. Temos ainda a inibi¢do ndo competitiva, na qual o
inibidor se liga a enzima no centro alostérico (zona especifica extra centro ativo),
levando a uma alteragdo da configuragdo do centro ativo, o que faz com que a en-

zima tenha dificuldade a ligar-se ao substrato*3.

5.2 Imunoenzimologia

Os métodos de marcagdo imunoenzimaticos utilizam reacdes do tipo enzima-
substrato para obterem produtos finais coloridos a partir de cromogénios incolo-
res.
As enzimas mais utilizadas sao:
A. Peroxidade (Horseradish Peroxidase — HRP);
B. Fosfatase Alcalina (Calf intestine Alkaline Phosphatase);
C. Glucose Oxidase (Aspergillus niger glucose oxidase).
Sao critérios uteis para selecao de enzimas para utilizagdo em imunohistoquimi-
ca’:
A. A enzima deve existir em grandes quantidades na natureza numa forma al-
tamente pura e ser pouco dispendiosa;
B. A conjugac¢do ndo deve anular a atividade enzimatica;
A enzima conjugada deve ser estavel em solucao;
D. A atividade da enzima end6gena nao deve interferir em grande escala com a
técnica;
E. Os produtos da reagdo enzimatica devem ser facilmente detetados e perma-

necerem estaveis durante longos periodos.

5.2.1 Horseradish Peroxidase - HRP

A enzima mais utilizada é a Horseradish Peroxidase ou HRP obtida da raiz do raba-
no Armoracia rusticana (Figura 42)48. Esta molécula possui um peso molecular de

40 kDa e é bastante estavel. Como p0 liofilozado, pode ser guardado durante mui-
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tos anos a 4°C. Em solugdo aquosa (1mg/ml) pode ser mantida mais do que um
ano a 4 °C, sem diminuicdo da atividade.
Possui ainda outras particularidades muito vantajosas®:
A. Existe em grandes quantidades na natureza numa forma altamente pura e
pouco dispendiosa;
B. A sua conjugacao nao anula a atividade enzimatica;
Os produtos da reacdo enzimatica sao facilmente detetados e permanecem

estaveis durante longos periodos.

Figura 42 - Horseradish
http://content.answcdn.com/main/content/img/wiley/visualfood/27_HerbesEpicesCondiments/40758-RacineRaifort.jpg

A peroxidase pode ser dividida em mais de 30 isoenzimas, sendo que a forma pre-
dominante é a isoenzima C (HRP C), uma glicoproteina monomérica com peso mo-

lecular de aproximadamente 44 kDa (Figura 43).
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Figura 43 - Estrutura quimica da HRP
Fonte: http://www.york.ac.uk/depts/chem/staff/jrls.html

E caracterizada como uma tnica cadeia de polipeptideo com 308 residuos, com
um residuo N-terminal bloqueado por piroglutamato. E fortemente glicosilada

(18% em massa) e contém um unico grupo de protoporfirina IX como grupo pros-
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tético, dois ides de calcio, quatro pontes dissulfeto, e oito cadeias de carbohidratos
N-linked. Contém um grupo de base férrica (hematina) no seu centro ativo (Figura

43), possuindo, em solucdo, cor castanha*°.

Figura 44 - Estrutura tridimensional da HRP. O grupo heme esta localizado no cen-

tro com o atomo de ferro a vermelho e os ides de cdlcio sdo as esferas pretas
Fonte: http://www.pdb.org/pdb/explore/explore.do?structureld=1HCH
A hematina da peroxidase forma um complexo com o peréxido de hidrogénio

(substrato) provocando a sua decomposicdo em dgua (H20) e oxigénio atomico>. A
peroxidase também pode oxidar outras substancias como os nitratos e os polife-
nois>°.
Pode ser conjugada com outras proteinas de duas maneiras:
A. Ligacdo covalente:
a. Pode ser realizada utilizando o glutaraldeido;
b. Estdo envolvidos os grupos E-amino da lisina e os grupos N-terminal
de ambas as proteinas.
B. Ligacao ndo-covalente:
a. ligacdo anticorpo / peroxidase através da por¢dao Fab (Complexo
PAP).
Em imunohistoquimica, a HRP oxida indiretamente os cromogénios ao reagir com
o peroxido de hidrogénio. Os cromogénios utilizados sdao substancias que na sua
forma oxidada sdo coloridas e estaveis, conferindo cor ao local da reac¢do. Existe
sob a forma de peroxidase endégena em varias estruturas humanas como os glébu-

los vermelhos.
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5.2.1.1 Substratos e Cromogénios

A HRP, em presenca de per6xido de hidrogénio, forma, numa primeira fase, um
complexo enzima-substrato, e, posteriormente, oxida um dador de eletrées que
permite que a reacdo prossiga na degradacdo do peréxido em agua e oxigénio livre.
Alguns dadores de eletroes uma vez oxidados tornam-se coloridos e portanto sdao
designados cromogénios. Este facto associado a capacidade de precipitarem no
local da reacdo ap6s a oxidacdo, torna-os muito Uteis em imunohistoquimica, pois

permite identificar a presenca e localizacdo do antigénio> (Figura 45).

Dador de eletroes
3,3’-DAB

Complexo Enzima + Substrato Produtos finais

Peroxidase | <4 H,0, = Peroxidase + H,0, Peroxidase + H,0 +0%

3,3’-DAB
Precipitado castanho

Figura 45 - Representacio esquematica da revelacio por DAB

O cromogénio mais utilizado é a 3,3’-diaminobenzidina tetrahidrocloreto (DAB)
que gera um precipitado castanho/bronze insoluvel em alcool e noutros solventes

organicos (Figura 46).

g
s

Bl .va.aﬁ".

RSN
Figura 46 - Imunomarcacao por DAB

A sua oxidagdo causa a polimerizacao, permitindo a reacdo com o tetroxido de 6s-

mio, aumentando a intensidade da cor e permitindo o surgimento da densidade

para os eletrdes, que pode ser util em microscopia eletrénica>?.

O composto final pode mudar a sua cor para negro caso seja utilizado, em simulta-

neo com a oxidacdo, o cloreto de niquel. Pode também intensificar-se a cor casta-

nha caso seja utilizado, em simultaneo com a oxidagao, o sulfato de cobre>1.
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Por sua vez, o cromogénio 3-Amino-9-Etilcarbazol (AEC) ap6s oxidagdo forma um
produto final vermelho-rosado, soltivel no alcool (Figura 47). Devem ser utilizados
um meio de montagem e um contraste aquosos. No entanto, existem atualmente
alguns meios de montagem permanentes que podem também ser utilizados>? (e.g.

Ultramount - Dako™).

Figura 47 - Revelac¢ao por AEC
0 cromogénio 4-Cloro-1-Naftol (CN) forma um produto final azul. E solivel em

alcool e noutros solventes organicos. Tende a difundir-se do local onde precipita.

5.2.2 Fosfatase Alcalina (Calf intestine Alkaline Phosphatase);

A Fosfatase Alcalina possui um peso molecular de 100 kDa e tem com fung¢do prin-
cipal remover por hidrdlise e transferir grupos fosfatos de ésteres organicos, que-
brando as ligagdes P-0. E formada uma ligagio temporaria entre a enzima e o subs-
trato - PO4. Estas reacdes sdo ativadas por diversos ides metalicos como: Mg*+,
Mn++ e Ca*+.

Nao era muito utilizada em Imunohistoquimica até surgir o método APAAP, que
tem como principal vantagem o facto de evitar a atividade enddgena da peroxidase.
E recomendada a sua utilizagio em esfregacos e tecidos com muito sangue. Para a
inibicao da fosfatase alcalina endégena do osso, rim, figado e glébulos brancos, re-

comenda-se a utilizagdo de Levamisole, que é adicionado a solugdo de revelagdo.

5.2.2.1 Substratos e Cromogénios

A enzima hidrolisa os ésteres de fosfato-naftol (substratos) em compostos fendli-
cos e fosfatos. Os fenois reagem com os sais incolores de Diazonium (cromogénio)
para produzir corantes azo.

Podem ser utilizadas diferentes combina¢des de substrato/cromogénio como o 5-

Bromo-4-Cloro-Indolil Fosfato (BCIP)/Nitro Blue Tetrazolium (NBT).
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O BCIP ¢ hidrolisado pela fosfatase alcalina levando a formag¢do de um composto
temporario que posteriormente é dimerizado para produzir um corante de indigo.

O NBT é reduzido a formazan pela dimeriza¢do do composto anterior (Figura 48).
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Figura 48 - Reacao de revelacao da fosfatase alcalina por NBT-BCIP

Fonte: http://www.invitrogen.com/etc/medialib/en/images/ics_organized/References/the-handbook/Ultrasensitive-

Detection-Technology/Enzyme-Labeled-Fluorescence.Par.35337.Image.-1.0.1.gif

Esta combinacdo de reagentes forma um precipitado azul a negro insolavel em sol-

ventes organicos>? (Figura 49).

- . .

Figura 49 - Revelacao por NBT-BCIP

Fonte: http://www.maxim.com.cn/show/product/showlist.asp?id=128&tid=&tid1=4

A New Fucsin® é um cromogénio que produz um tom avermelhado, sendo insold-

vel nos solventes organicos52. Possui uma intensidade bastante forte (Figura 50).
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Figura 50 - Revelacao por New Fuchsin

Fonte: http://www.maxim.com.cn/show/product/showlist.asp?id=128&tid=&tid1=4

O substrato Naftol As-Mx Fosfato pode ser utilizado na sua forma acida ou de sal
sélido (substrato) e, quando combinado com os cromogénios Fast-Red TR ou Fast
Blue BB, produz uma cor vermelha (Figura 51) ou azul brilhante respetivamente,

sendo estes soliiveis em alcool e nos solventes organicos.

Figura 51 - Revelacao por Fast Red TR

Fonte: http://home.primus.com.au/royellis/hmb45.html

Existem ainda outros Cromogénios como o Fast Red LB ou o Fast Garnet GBC.

5.2.3 Glucose Oxidase (Aspergillus niger)

Sendo uma holoenzima, a glucose oxidase possui 185 kDa e é constituida por duas
subunidades idénticas, que estao ligadas entre si por ligacdes ndo covalentes. Exis-
tem cerca de 120 pontos de contacto entre os dimeros centrados a volta de 11 re-
siduos, formando cada um liga¢des de hidrogénio. Nao existe nos mamiferos, o que
significa que nao existe atividade enzimatica enddgena. Possui pouca sensibilidade
quando comparada com a fosfatase alcalina e com a peroxidase. As suas prepara-

¢Oes sdo estaveis durante anos se guardadas no frio. No seu estado puro contém
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polissacaridos como amilase, maltase e sucrase, que podem contribuir para falsos

resultados.

5.2.3.1 Substratos e Cromogénios

Existem muitos sais cujos produtos de reacao sdo apropriados para as técnicas de
imunoenzimologia que utilizam a glucose oxidase, como o INT (2 (p-iodophenyl)-
3-(p-nitrophenyl)-5-phenyl tetrazolium chloride) de cor violeta e soltvel no alco-

ol. As laminas devem ser montadas em meio de montagem aquoso.

5.2.4 Contraste

As coloragdes de contraste sdo escolhidas tendo em conta a cor do produto final
obtido na técnica de imunohistoquimica.
Pode ser utilizada a Hematoxilina de Harris de cor azul (Figura 52), a Hematoxilina

de Mayer de cor azul (Figura 53), o Nuclear Fast Red (Figura 54) ou Kernechtrot de

cor vermelha ou ainda o Methyl Green (Figura 55) ou verde de metilo, de cor verde.
" A

Figura 53 - Hematoxilina de Mayer
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Figura 54 - Nuclear Fast Red

Fonte: http://www.vetmed.fu-berlin.de/einrichtungen/institute/we01/studium/histologie /uebungen_ss/index.html

Fonte: http://www.pathology-skin-rjreed.com/html/amf__dendritic_cells_htm
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6 METODOS IMUNOHISTOQUIMICOS

Uma vez que os anticorpos, como proteinas que sdo, ndo possuem cor propria nem outra
forma de serem visualizados nas preparacoes histologicas e citoldgicas, foi necessario
encontrar forma de lhes conferir uma maneira de serem observaveis quando se encon-
tram ligados aos antigénios que se querem detetar em Anatomia Patoldgica.

Existem atualmente diversos métodos aplicaveis a imunohistoquimica. A sua invencao
teve praticamente sempre o mesmo denominador comum: a procura de uma ampliacdo
de sinal mais potente. Todos ambicionaram continuamente associar o maximo de molé-
culas visualizaveis ao complexo anticorpo-antigénio.

Se no inicio, com Coons, a amplia¢do de sinal era mediocre, o que limitava a exequibili-
dade da imunohistoquimica a situacdes excecionais e esporadicas, isso ndo toldou as
potencialidades destas técnicas, tendo desde sempre os investigadores procurado iden-
tificar quantidades cada vez mais infimas de antigénio®3.

Ao longo dos anos tém sido desenvolvidas abundantes formas de aumentar o sinal (cor,
fluorescéncia, etc.) que esta associado ao antigénio tecidual. Algumas dessas metodolo-
gias ndo singraram e nunca obtiveram uma expansdo relevante, outras tiveram muita
aplicabilidade no seu tempo mas foram ultrapassadas e ndo sdo praticamente utilizadas
nos dias de hoje. No entanto, todas possuem as suas vantagens e desvantagens que de-

vem ser conhecidas para uma compreensao mais profunda da Imunohistoquimica.

6.1 Meétodo Direto

Neste método é utilizado somente um anticorpo primario, que possui o marcador. Isto

significa que o anticorpo que possui o marcador se liga diretamente ao antigénio (Figura

56).
O

-

Figura 56 — Método direto
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Possui como principais vantagens a simplicidade e a rapidez, e, como desvantagens, a
pouca amplia¢do de sinal, pois somente existe uma molécula de marcador por molécula
de antigénio e o facto de ser dispendioso, pois obriga a existéncia de anticorpos prima-

rios com marcador.
6.2 Métodos indiretos

6.2.1 Simples

Neste método sao utilizados dois tipos de reagentes (Figura 57):

A. Primadrio - anticorpo dirigido contra o antigénio que se quer detetar;

B. Secundario - anticorpo dirigido contra as imunoglobulinas da espécie animal em
que foi produzido o anticorpo primario. Esta marcado com a substancia que permi-
te a visualizacao do complexo.

Podem ser utilizados como anticorpos secundarios, entre outros, os Rabbit anti-mouse
Igs (RAM) no caso do anticorpo primario ser produzido em ratinho ou os Swine anti ra-

bbit Igs (SAR) no caso do anticorpo primario ser produzido em coelho.

*

Figura 57 - Método indireto simples
Possui como principais vantagens ser mais sensivel do que o método direto, pois ha
maior numero de moléculas de marcador por cada molécula de Antigénio, possuir maior
versatilidade do que o método direto, pois basta possuir um anticorpo secundario mar-
cado e ndo é necessario que os primarios estejam marcados, e € mais econdémico.
Como desvantagens assinala-se que € mais demorado e complexo do que o método dire-

to.

6.2.2 Método Peroxidase Anti Peroxidase (PAP)

Neste método sdo utilizados trés tipos de reagentes>* (Figura 58):
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A. Primario - anticorpo dirigido contra o antigénio que se quer detetar;
B. Secundario (ou de ponte) - anticorpo dirigido contra as imunoglobulinas da espé-
cie animal em que foi produzido o anticorpo anterior;

C. Complexo Peroxidase Anti-Peroxidase (PAP).

w

AP

:

Figura 58 - Método PAP
Para que o anticorpo secundario possa fazer a ponte entre ambos, o complexo PAP deve-
ra ser produzido na mesma espécie animal do anticorpo primario.
0 anticorpo secundario deve ser aplicado em excesso de modo a manter uma porg¢ao Fab
ligada ao anticorpo primadrio e a outra porg¢do Fab livre para se poder ligar ao complexo
PAP.
Possui, como principais vantagens, maior sensibilidade relativamente aos métodos ante-
riormente descritos, a ndo utilizacdo de anticorpos marcados e permite o aumento das
dilui¢des do anticorpo primario e consequentemente a diminui¢do da marcagdo de ines-
pecifica.
Como desvantagens é de assinalar que é mais demorado e complexo do que os métodos

anteriores.

6.2.3 Método APAAP (Alkaline phosphatase anti Alkaline phosphatase)

Método semelhante ao PAP, mas que utiliza como marcador a fosfatase alcalina em vez

da peroxidase (Figura 59).
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E bastante utilizado em situacdes que pela sua natureza impecam ou dificultem a utiliza-

¢do dos métodos de imunoperoxidase, como, por exemplo, laminas de imunocitoquimica

e

@' APAAP
) 3

-

Figura 59 - Método APAAP

(amostra citolégica) com muitos eritrécitos.

6.3 Métodos de avidina-biotina

6.3.1 Enquadramento histérico

Os métodos de avidina-biotina sdo utilizados desde a década de 40 em cromatografias
bioquimicas que se baseavam na grande afinidade entre a avidina e a biotina. S6 em
1977 se da a aplicacdo do sistema avidina-biotina em Imunohistoquimica, por Hegge-
ness e Ash em métodos de imunofluorescéncia>>. Em 1981, Hsu et al introduziram o
Complexo Avidina-biotina (ABC), que permitiu a grande popularizacao destas técnicas e
que ainda hoje tem alguma utilizagcdo>6>7. Posteriormente surgiram inovagdes como a
utilizacdo da streptavidina, a técnica da Labelled Avidin-biotin (LAB) e a técnica da Labe-
lled Streptavidin-biotin (LSAB).
Todos os métodos de avidina-biotina se baseiam em 4 principios gerais:
A. A extraordinaria afinidade existente entre a avidina e a biotina que se ligam es-
pontaneamente formando um complexo praticamente indissociavel;
B. A possibilidade existente de ligacdao entre a biotina e outras moléculas, como en-
zimas e anticorpos (anticorpos biotinilados);
C. Possibilidade de se marcar a avidina com uma variedade de substdncias como
enzimas, metais pesados ou fluorocromos;
D. Possibilidade de utilizacdo da avidina como ponte entre duas moléculas biotini-

ladas (e.g. um anticorpo e uma enzima).
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6.3.2 Principais caracteristicas da avidina

Trata-se de uma glicoproteina basica com peso molecular de 67 kDa, presente na clara
do ovo em grandes quantidades e que, apesar de existir em alguns oviparos, ndo tem
expressdo nos mamiferos. E constituida por quatro subunidades, que por sua vez sdo
constituidas cada uma, por uma cadeia polipeptidica simples de 128 aminoacidos.

A principal caracteristica da estrutura terciaria desta molécula é a formagao de quatro
“bolsas”, cada uma correspondente a uma das referidas subunidades (Figura 60), e que

tém a capacidade de se ligar a uma molécula de biotina®® (Figura 61).

Figura 60 - Representacio esquematica da avidina com 4 bolsas

avidina /|
} ‘bmtma

Figura 61 - Representacio esquematica da avidina ligada a 4 biotinas

Apesar das suas uteis caracteristicas, a avidina possui uma desvantagem que € a presen-
c¢a de residuos oligossacaridos na sua estrutura>?. Estes elementos induzem a ligagao da
avidina a estruturas tecidulares de carga eléctrica negativa, o que provoca o apareci-
mento de marcacdo inespecifica de fundo. Para suplantar este problema implantou-se a

utilizacdo de streptavidina®®.

6.3.3 Principais caracteristicas da streptavidina

A streptavidina é uma proteina de peso molecular de 60 Kd, extraida da cultura de Strep-
tomyces avidinii, ndo possuindo residuos oligossacaridos. Embora a avidina possua uma
estrutura secundaria, tercidria e quaterndaria quase idéntica a da streptavidina, as duas

proteinas mostram apenas 30% de semelhan¢a quando sequenciadas e pensa-se que
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ndo possuem relacao evolutiva®l. Se a avidina tem uma maior afinidade para a biotina

ndo conjugada, a streptavidina possui maior afinidade para a biotina conjugada®?.

6.3.4 Principais caracteristicas da Biotina

Também conhecida por vitamina H, é uma proteina muito simples de apenas 244 d, exis-
tente em grande quantidade na gema do ovo (Figura 62). A sua simplicidade permite a
sua ligacdo em cada uma das “bolsas”, que existem na molécula de avidina para a qual é

especifica.

H 0

H,C CH;C— —C—C—4
- aHz H, H, H, “oH

Figura 62 - Estrutura quimica da Biotina

Fonte: http://www.csapt.it/b/bi/biotina.html

6.3.5 Aligacdo entre a avidina e a biotina

A ligacdo entre a avidina e a biotina é devida a ligagdes quimicas ndo covalentes e é ex-
tremamente rapida e forte, sendo uma das ligacdes mais duradouras das existentes na
Natureza®3. S6 pode ser quebrada em situagdes extremas como a utilizacdo de um meio

de pH extremamente baixo (1.5)%4.

6.3.6 Biotinilacao

Processo pelo qual a biotina é conjugada com uma variedade de moléculas por exemplo:
enzimas, acidos nucleicos ou anticorpos. O pequeno tamanho da molécula de biotina
permite a ligacdo as referidas estruturas sem que ocorram alteracdes ao nivel das suas
caracteristicas imunologicas ou fisicas®. Pode até ser efetuada a multipla biotinilagdo do
mesmo anticorpo sem que surjam altera¢des imunoldgicas. Surge-nos assim a possibili-
dade de “revestir’ um anticorpo ou uma enzima com um grande numero de moléculas
de biotina, que se comportam como locais de ligacdo para a avidina. O nimero maximo
de moléculas de biotina que se podem ligar a um anticorpo foi estimado em 150.

0 processo de biotinilagdo implica a passagem da biotina para a sua forma ativada per-

mitindo assim a sua ligacdo através do grupo carboxilico as zonas NHz da molécula a ser
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biotinilada. A biotinilacio ndo é somente aplicada a anticorpos, mas também a Acidos

nucleicos para utilizacao em ISH (in situ hibridization).

6.3.1 Bloqueio da biotina end6gena

A biotina existe normalmente em alguns 6rgaos humanos, sendo neste caso denominada
enddgena. Para evitar que esta molécula se ligue a avidina utilizada na imunohistoqui-
mica, criando falsos positivos ou fundo inespecifico, pode ser feita um bloqueio da bioti-
na endogena, que consiste na aplicacao, no inicio da imunohistoquimica, de avidina livre
que se ira ligar a biotina endégena, bloqueando-a. Seguidamente é aplicada biotina livre
para bloqueio dos pontos ativos livres da avidina previamente aplicada. Logo, no local
onde havia uma molécula de biotina passa a existir um complexo de avidina-biotina
completamente desativado (Figura 63).

Aplicacdo de Aplicacdo de

avidina Iivre' biotina livre'

D

Biotina endogena Complexo avidina-

Biotina endogena
bloqueada blotina bloqueado

Figura 63 - Bloqueio da biotina enddgena.

6.3.2 Marcacgao da avidina

A avidina pode ser marcada com diversas moléculas, como por exemplo:

A. Fluorocromos: FITC ou TRITC;

B. Enzimas: HRP, fosfatase alcalina, beta- galactosidase;

C. Ferritina ou ouro coloidal.
No caso dos fluorocromos, pode existir ligagcdo via um derivado do isotiocianato. Para as
enzimas e a ferritina é utilizado um reagente de braco duplo como o glutaraldeido; fi-

nalmente o ouro coloidal liga-se através de forgas eletrostaticas ndo covalentes.

6.3.3 Técnicas imunohistoquimicas de avidina-biotina

As técnicas que utilizam a avidina e a biotina nao diferem, no seu essencial, das outras.

Logo ndo é necessaria a utilizacdo de processamento ou fixacao especial, o que permite a
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sua aplicacdo na rotina hospitalar. As técnicas mais conhecidas sdo a streptavidin-biotin
complex (streptABC) e a labelled streptavidin-biotin (LSAB).
As suas principais vantagens sao:

A. Alta sensibilidade: a possibilidade de biotinilagdo de um anticorpo com cerca de
150 moléculas de biotina permite uma amplia¢do de sinal, que as técnicas usadas
anteriormente nao atingiam;

A. Alta versatilidade: a alta polivaléncia do processo de biotinilagdo permite a utili-
zagdo das técnicas de avidina-biotina em diversas situa¢des como a imunohisto-
quimica, Hibridagdo in situ ou a citoquimica de afinidade, quer em microscopia
eletronica quer em microscopia o6tica.

As suas desvantagens sdo:

A. Ligacdo da avidina a estruturas tecidulares carregadas negativamente. Esta des-
vantagem foi suplantada com a introdu¢ao da streptavidina;

B. Ligacdo da avidina e streptavidina a biotina endégena que existe normalmente

em alguns 6rgdos humanos como o rim, o figado ou a mama.

6.3.3.1 Técnica streptABC

Nesta metodologia sdo utilizados 3 passos (Figura 64):
A. Aplicagao do anticorpo primario dirigido contra o antigénio pretendido;
B. Aplicacdo do anticorpo secundario biotinilado dirigido contra o anticorpo prima-
rio;
C. Aplicacdo do complexo streptavidina-biotina (marcado com substancia propicia-

dora da visualizac¢ao - normalmente HRP).

Figura 64 - Método streptABC

58



IMUNOHISTOQUIMICA METODOS IMUNOHISTOQUIMICOS

A preparacao do complexo streptABC é feita cerca de 1 a 4h antes da aplicacao. Mistura-
se streptavidina e biotina marcada com HRP de modo a que haja ligacao entre elas. As
proporg¢des adicionadas devem facultar a existéncia de uma zona livre na streptavidina e

trés ocupadas com biotina marcada.

6.3.3.2 Técnica LSAB

Nesta metodologia sao utilizados 3 passos (Figura 65):
A. Aplicagao do anticorpo primario contra o antigénio pretendido;
B. Aplicagdo do anticorpo secundario biotinilado dirigido contra o anticorpo prima-

rio;

C. Aplicacio da streptavidina marcada com substancia propiciadora da visualizacao

(normalmente HRP).

| biotina

[Ae_]

Figura 65 - Método LSAB/LAB

6.3.4 Aplicacoes praticas

Os métodos que utilizam a avidina-biotina, sendo bastante sensiveis, sdo tuteis para a
detecdo de pequenas quantidades de antigénio. Estas pequenas quantidades podem
existir normalmente ou como consequéncia da fixacdo e processamento. Também devi-
do a alta sensibilidade, estes métodos permitem a diminui¢cdo do “fundo” por aumento
da diluicdo dos anticorpos primdrios, o que também diminui os custos. No entanto, a alta
sensibilidade pode ter consequéncias negativas como a ampliacdo do sinal de pequenas
quantidades de biotina enddgena ou a ampliacao de sinal de pequena quantidade de an-
ticorpo primario ligado inespecificamente. Para além disso, estes métodos facultam uma

diminuicao dos tempos de incubacao, tornando a técnica mais rapida.
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As técnicas que utilizam a avidina marcada foram muito populares durante varios anos,
mas estdo atualmente em forte decréscimo devido a introducdo dos métodos de polime-

ro.

6.4 Métodos de polimero

Fruto de uma evolucdo constante que gerou varias patentes registadas®-68, estao, atu-
almente, em uso os sistemas de amplificacdo de polimero que permitem novas aborda-
gens dos conceitos anteriormente utilizados. Os métodos que maior sucesso obtiveram
foram os métodos de polimero, que podem ser de esqueleto interno ou de micropolime-
ros de enzimas.

Tendo em conta que, através da utilizacdo dos polimeros, existe a possibilidade de con-
jugar grandes quantidades de marcador a anticorpos, emerge uma capacidade superior
de amplificagdo, pois conseguem concentrar bastantes moléculas propiciadoras de visu-
alizacdo, normalmente enzimas, por molécula de antigénio. Como estd presente um
grande niimero de enzimas no polimero, maior quantidade de cromogénio sera precipi-
tada, o que resulta numa marcag¢ao mais intensa e brilhante, aumentando assim a sensi-
bilidade do método, permitindo detetar até as quantidades mais infimas de antigénio®°.
Além disso, estes métodos permitem diminuir os custos com anticorpos primarios pois
facultam um aumento das suas dilui¢des de trabalho sem comprometer a intensidade
das marcagdes. Com maiores diluicdes de trabalho dos anticorpos primarios surgem
também outras vantagens, como a forte diminuicdo das marcagdes inespecificas provo-
cadas pelas marcagdes cruzadas. O facto destes sistemas ndo possuirem (strept)avidina
nem biotina torna desnecessaria a utilizacao de reagentes bloqueadores??. Paralelamen-
te permitem ainda a utilizacdo de recuperagdo antigénica mais vigorosa sem o receio de
evidenciar biotina endégena’l. Os sistemas de polimero possibilitam todas estas vanta-
gens enquanto se beneficia da simplicidade e rapidez de um ensaio de poucas etapas®®.
Na generalidade, os métodos sdo simples e de rapida execugao, tornando menos prova-
vel a variabilidade intra-laboratorial, aumentando a reprodutibilidade e a facilidade de
padronizacdo, e diminuindo fatores de erro, equivocos e repeticdes. Para reforcar esta
tendéncia os reagentes sao normalmente fornecidos pelo fabricante em formato liquido,
pronto a aplicar, com proteina estabilizadora e conservante. Estas caracteristicas au-

mentam a qualidade e garantem a diminuicao dos custos do trabalho e do tempo técnico
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e, quando associadas a possibilidade de aumentar diluicdes dos anticorpos primarios,
permitem compensar largamente os custos destes reagentes®°.

De um ponto de vista muito pratico, estes métodos sdo extremamente Uteis, particular-
mente quando sao necessarios resultados muito rapidos. Podem, por exemplo, ser apli-
cados rotineiramente para avaliar, em exame intra-operatdério, as margens cirurgicas de
um melanoma através de cirurgia micrografica de Mohs, detetando melandcitos por via
do antigénio MART-1/Melan A. Com este método rapido e sensivel surgem beneficios
para o doente e para as equipas de cirurgia e patologia, garantindo margens cirurgicas
mais seguras, com todas as consequéncias que dai advém em mortalidade, morbilidade e

qualidade de vida72.

6.4.1 Polimero de esqueleto interno

Como o préprio nome indica estas metodologias recorrem a uma macromolécula consti-
tuida por um esqueleto central de grandes dimensdes, ao qual estdo acopladas grandes
quantidades de anticorpos e moléculas propiciadoras da visualizacdo que podem ser

enzimas (Figura 66).

)

e ©
e

Figura 66 - Polimero de esqueleto interno

As principais moléculas utilizadas como esqueleto interno sao os dextranos. Estes polis-
sacarideos hidrofilicos sao caracterizados pelo seu elevado peso molecular de aproxi-
madamente 500 kDa, alta hidrosolubilidade e baixa toxicidade/imunogenicidade. Sao
bioquimicamente inertes, devido a sua rara ligacdao poli-(a-D-1,6-glucose) que os torna
resistentes a clivagem pela glucosidases enddgenas celulares?3.

O dextrano é comercializado sob a forma de aglomerados poliméricos extremamente
flexiveis, que em solucdo se transformam em espirais muito expansiveis. Este composto
é facilmente soliivel em agua e eletrdlitos, constituindo solu¢des incolores, transparen-
tes e altamente estaveis. O pH nao afeta significativamente a sua solubilidade e é possi-

vel dissolvé-lo em sulfeto de metilo, formamida, etilenoglicol e glicerol. No entanto, é
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insolivel em metanol, etanol, isopropanol, acetona e 2-propanona. As solu¢des de dex-
trano podem ser esterilizadas em autoclave e sdo estaveis por muitos anos, devendo ser
conservadas a temperatura constante. O pH ideal para o armazenamento é entre 6.0 e
7.0, no entanto, o dextrano é estavel a temperatura ambiente por longos periodos na
faixa de pH 4-10. Em aplicacdo farmacéutica este composto € utilizado em varias prepa-
racdes parentéricas, é um ingrediente de solugdes para uso oftalmico e também é usado
em cremes e pomadas’3.

Os dextranos sao formados a partir da sacarose durante o crescimento de bactérias per-
tencentes aos géneros Leuconostoc, Streptococcus e Lactobacillus, todas pertencentes a
familia Lactobacillacea. No entanto, a maioria dos dextranos é sintetizada pela bactéria
Leuconostoc mesenteroides’3.

A biodegradacao do dextrano é realizada por enzimas (dextranases) produzidas por al-
guns fungos como Penicillium e Verticillium. Os produtos de degradacao sao essencial-
mente acdcares de baixo peso molecular, por exemplo glicose ou isomaltose. Da mesma
forma, muitas bactérias produzem dextranases extracelulares que degradam o dextrano
em acdcares de baixo peso molecular: Lactobacillus, Cellvibrio, Cytophaga e Bacillus

spp”#+7> (Figura 67).

Figura 67 - Dextrano (esquerda - estrutura quimica; centro - aspeto fisico; direita - Leuco-

nostoc mesenteroides)

Fontes: http://www.enterprise-europe-network.ec.europa.eu/src/request/pictures/Structure%20dextrane.gif;

http://www.dextran.net/dextrans-image-gallery.html; http://genome.jgi.doe.gov/leume/leume.home.html

Este tipo de polimero atinge grandes dimensdes e engloba cerca de 100 moléculas de
HRP e até 20 anticorpos secundarios do tipo cabra antiratinho ou cabra anticoelho. To-

das estas moléculas estao ligadas diretamente ao esqueleto de dextrano ativado®®.
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6.4.1.1 Polimero de esqueleto interno direto
Neste método utiliza-se somente um polimero que é constituido pelo esqueleto de dex-
trano ao qual estao acoplados anticorpos “primarios” e substancias propiciadoras da

visualiza¢do - normalmente HRP (Figura 68).

Figura 68 - Polimero de esqueleto interno direto
Por possuir s6 um passo, trata-se de um método extremamente rapido e facil, evidenci-
ando uma diminuicdo de fatores de erro. No entanto, possui pouco poder de amplifica-
¢do. Para além disso, é relativamente dispendioso e existem poucos anticorpos prima-
rios comercializados desta forma.
O principal polimero deste tipo a ser comercializado foi o0 Enhanced Polymer One-Step
Staining (EPOS™), da Dako, apresentado por Bisgaard et al e introduzido no mercado em

199376,

6.4.1.2 Polimero de esqueleto interno indireto

Neste método aplica-se um anticorpo primario dirigido contra o antigénio pretendido e

)

posteriormente aplica-se um polimero ao qual estdo acoplados anticorpos “secundarios’

e substancias propiciadoras da visualizacao - normalmente HRP (Figura 69).

—_ ;|

Figura 69 - Polimero de esqueleto interno indireto
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Por possuir s6 dois passos, trata-se de um método rapido e facil, evidenciando uma di-
minuicao de fatores de erro. Para além disso é um método muito ampliativo, deslocando

bastantes moléculas propiciadoras de visualizagdo por molécula de antigénio. E, no en-

tanto, relativamente dispendioso.

6.4.2 Micropolimeros de enzimas

A utilizacao dos polimeros aumenta drasticamente o numero de enzimas que podem ser
conjugadas com anticorpos. No entanto, no inicio da sua comercializacao, com os poli-
meros de esqueleto interno, esses produtos conjugados possuiam um tamanho muito
elevado e a densidade de enzima por unidade de superficie ndo assumia uma proporg¢ao
eficiente para esse tamanho. Tendo em conta esta caracteristica, conceptualizou-se que
seria desejavel obter um complexo anticorpo-enzima mais compacto, com um elevado
numero de moléculas de enzima ligado a cada anticorpo, mas garantindo um aumento
minimo de tamanho molecular?”.

De forma a alcangar este objetivo, fizeram-se algumas experiéncias que procuravam
combinar pequenas moléculas de estrutura linear ou minimamente ramificada, de forma
a polimerizar anticorpos e enzimas, constituindo um complexo muito compacto. Obser-
vou-se entdo que a polimerizacdao de pequenas moléculas organicas monoméricas pode
ser realizada com recurso ao acido acrilico e ao acido bisacrilico. Assim, utilizaram-se
estes reagentes de forma a criar um complexo de elevado nivel de polimerizacao que
ndo perde o seu poder de reacao e penetrabilidade pois o racio de polimerizacao, apesar
de elevado, nao se torna incomportavel, pois é condicionado pelo facto da HRP apenas
possuir um grupo amino que é facilmente acessivel?’.

Ao contrario dos sistemas de polimero de esqueleto interno, que utilizam moléculas de
dextrano com configuracdo molecular extensa, os micropolimeros de enzimas apostam
no pequeno porte e na elevada concentracdo funcional. Embora o produto final desta
conjugacdo por via do acido acrilico e dos seus derivados, seja um complexo heterogé-
neo, com diferentes tamanhos moleculares, formas e racios enzima/anticorpo, a experi-
éncia pratica sugere que o conhecimento da relacdo exata entre anticorpo e enzima, da
forma molecular ou do tamanho nao é fundamental para avaliar o seu desempenho. Os
resultados dos estudos indicam que a imunomarcacao proporcionada por estes reagen-
tes é de elevada qualidade, independentemente dos antigénios serem de membrana,

citoplasma ou ntcleo?7.78,
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Segundo os seus fabricantes esta abordagem evita os problemas decorrentes do uso de
dextrano ou de outras macromoléculas como esqueleto. O micropolimero com uma alta
densidade de enzima muito ativa acoplada a um anticorpo secundario gera um reagente,
que supera a interferéncia estérica que advém do enorme volume ocupado pelo polime-
ro de esqueleto interno. Este método proporciona maior acessibilidade ao antigénio pois
a pequena dimensao dos seus reagentes permite uma melhor difusdo aos pontos-alvo e

uma reducao da ligacdo ndo especifica’?80 (Figura 70).

@%@
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Figura 70 - Micropolimero de enzimas indireto.

6.4.3 Sistemas de dois e trés passos

Os sistemas de polimero, atualmente os mais difundidos, podem possuir sé dois passos,
ou seja implicar apenas a incubac¢do do anticorpo primario e, posteriormente, do poli-
mero propriamente dito. No entanto, para a detecdo de alguns antigénios verificou-se
que a intensidade de imunomarcacgao ficava diminuida e assumiu-se que isso era devido
a problemas de penetracdo do polimero nos tecidos, provavelmente em resultado de
impedimento espacial provocado pelo elevado peso molecular dos grandes conjugados
poliméricos’8. Para tentar ultrapassar este problema foram criados os sistemas de trés
passos, nos quais € incluida a aplicacao de um anticorpo extra (comummente designado
pelos fabricantes como ativador), entre o primario e o polimero, que aumenta a capaci-
dade de detecdo do sistema e a sua sensibilidade??. Este segundo anticorpo permitira o
aumento da superficie de ligacao disponivel para o polimero que é colocado a posteriori

(Figura 71).
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Figura 71 - A colocacdo do segundo anticorpo permite aumentar a quantidade de polime-

ros ligados

Além disso, este anticorpo permitira aumentar, em dimensdo tridimensional, todo o
complexo que esta ligado ao tecido, facilitando assim a ligacdo do polimero nas situacdes

em que o antigénio se encontra na profundidade tridimensional do tecido (Figura 72).

Figura 72 - A colocagdo do segundo anticorpo permite associar o polimero ao antigénio
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7 ASPETOS PRATICOS DOS METODOS

Uma das principais estratégias para o sucesso dos métodos imunohistoquimicos
passa pela aplicagdo rigorosa de todos os procedimentos, incluindo uma planifica-
¢do cuidada e devidamente registada. Outra das estratégias implica a utilizacao de
reagentes de elevada qualidade devidamente validados, incluindo a efectiva verifi-
cagao dos limites de validade.

Nunca se deve realizar a técnica sem o devido controlo de qualidade, positivo e
negativo, de modo a garantir a fidelidade dos resultados.

Todas as técnicas devem ser aplicadas e/ou controladas por profissionais com
formacao e experiencia em imunohistoquimica de modo a garantir a sua eficiéncia

e adequado troubleshooting.

7.1 Cuidados com material e reagentes

Existem diversos procedimentos a assegurar na execug¢ao de técnicas imunohisto-
quimicas, sendo que um dos principais se prende com a correcta utilizagdo do ma-
terial e reagentes. Todo o material a utilizar deve encontrar-se devidamente limpo,
de forma a evitar contaminag¢des ou danos na técnica, e aquele que é descartavel
deve ser cuidadosamente separado apés utilizagdo.

Os reagentes habitualmente utilizados nas baterias de hidratacao/desidratagao,
como etanol, xilol ou dgua destilada devem ser mudados dos recipientes com rela-
tiva frequéncia, de forma a manter o maior grau de pureza possivel.

Ao utilizar pipetas de Pasteur, estas devem ser descartadas num recipiente apro-

priado apds cada utilizagcdo, bem como as pontas das micropipetas.

7.2 Diluicao de soros de anticorpos

Existem no mercado diversos soros sob a forma pré-diluida que permitem aplica-
cdo imediata, mas a margem de manobra que facultam é limitada (Figura 73). A
maior parte dos anticorpos sdo comercializados sob a forma concentrada e é ne-
cessario proceder a sua diluicdo para posterior aplicacdo. A apresentacao concen-
trada dos anticorpos € a ideal para a adaptacao personalizada de cada laboratério

com as suas caracteristicas pré-analiticas especificas, sendo assim possivel contor-
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nar condic¢des de fixacao e de processamento que, por vezes, se encontram longe

das ideais.

Figura 73 - Soros pré-diluidos

Fonte: http://www.bio-
rad.com/webroot/web/images/cdg/products/autoimmune/product_detail/global/aibu_29403_pdp.jpg

7.3 A diluicao ideal

E considerada diluicio ideal de um soro a diluicido que permite a maior intensidade
de marcacdao com o menor fundo possivel. A diluicdo representa-se por: X/Y; sendo
que X= [partes de soro concentrado] e Y= [partes de solugdo final]. Exemplos de
dilui¢cdes usuais sdo: 1/20; 1/1000; 1/5000.
E necessario efectuar alguns calculos quando se pretende calcular as quantidades
de soro a pipetar. Existe ainda a possibilidade de conjugar a diluicdo do anticorpo
com outros factores que podem ser manipulados de modo a melhorar e adaptar a
técnica as condi¢des de cada laboratério:

A. Método utilizado;

B. Tempo de incubacgao;

C. Temperatura de incubacao.

7.4 Teste de diluicdo de soros de anticorpos

Caso o fabricante fornegca uma indica¢ao de partida para a diluicdo ideal do anti-
corpo, esta devera ser utilizada como ponto de partida para o teste. Se isso nao
acontecer, devera ser utilizado o teste padrdao do laboratério para os anticorpos,
cuja diluicdo é desconhecida. Exemplo: 1/20; 1/50; 1/100; 1/200; 1/500.

A diluicdo correcta de um anticorpo é o factor que mais contribui para a qualidade

de uma lamina de imunohistoquimica.
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A maneira mais utilizada para o teste de anticorpos é a utilizagdo de um método
sensivel, um tempo e uma temperatura de incubagdo constantes, fazendo variar as

diluicoes de forma programada até se identificar a diluicdo ideal.

7.5 Pipetagem

Os soros utilizados em imunohistoquimica sao utilizados normalmente em quanti-
dades muito reduzidas da ordem dos microlitros. O microlitro é a unidade de vo-
lume equivalente a milionésima parte de um litro, representada pelo simbolo pL e
equivalente ao milimetro cubico (mm3).

Para manusear pequenas quantidades de reagente de forma precisa, utilizam-se
micropipetas, que medem um volume exacto e facilmente aspiram e expelem liqui-
dos. Ao utilizar a micropipeta, deve escolher-se a ponta adequada, normalmente
reconhecida pela cor presente no topo da micropipeta. Por regra, utiliza-se o pole-
gar para controlar cuidadosamente o émbolo da micropipeta, pois este é, para a

maioria dos individuos, o dedo com melhor motricidade fina.

7.5.1 Cuidados gerais

Selecione o volume a pipetar dentro da amplitude da micropipeta. Nao tente selec-
cionar um volume que ultrapasse o minimo ou o maximo permitido.

Quando utilizar a micropipeta colocar sempre primeiro a ponta. Se nao proceder
desta forma podera aspirar liquido para dentro da camara e provocar danos gra-

ves8! (Figura 74).

Figura 74 - Colocac¢ao de ponta na micropipeta

Fonte: http://www.accessexcellence.org/AE/AEPC/geneconn/smallvol/partl.php
Mantenha sempre a micropipeta numa posicao vertical quando tem liquido na

ponta. Ndo permita que o liquido possa escorrer para o seu interior8! (Figura 75).
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Figura 75 - Colocacao da micropipeta
Fonte: http://www.accessexcellence.org/AE/AEPC/geneconn/smallvol/partl.php
Mude sempre de ponta a cada pipetagem. Utilize o seu polegar para controlar a
velocidade a que aspira ou dispensa o liquido. Se for demasiado brusco pode aspi-

rar liquido para dentro da cAmara da micropipeta®! (Figura 74).

PR

Figura 76 - Utilizacao do polegar para pipetar
Fonte: http://www.accessexcellence.org/AE/AEPC/geneconn/smallvol/partl.php

7.5.2 Preparacao da Micropipeta

Verifique se possui a micropipeta correcta para pipetar a quantidade desejada. No
caso de micropipetas de volume variavel existem trés amplitudes mais comuns: 1-
10pL, 10-100uL, 100-1000pL. Ao regular o volume desejado tenha sempre presen-
tes as caracteristicas mecanicas da micropipeta. Pressione a extremidade da mi-
cropipeta na ponta adequada. As pontas amarelas sdo para 1-200 pL. As pontas

azuis sao para 100-1000 pL8%.

7.5.3 Como retirar uma amostra com uma micropipeta

Antes de pegar na micropipeta destape o tubo ou frasco de onde vai retirar a amos-
tra. Segure a micropipeta na posicdo vertical numa mao e o tubo na outra mao.

Ambos deverao estar ao nivel dos olhos8! (Figura 77).

70



IMUNOHISTOQUIMICA ASPETO0S PRATICOS DOS METODOS
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Figura 77 - Micropipeta e tubo ao nivel dos olhos

Fonte: http://www.accessexcellence.org/AE/AEPC/geneconn/smallvol/partl.php

Antes de colocar a ponta dentro do liquido pressione o émbolo da micropipeta até
sentir a primeira pressdo e mantenha essa posicdo. Ndo ultrapasse a primeira

pressado ou ira pipetar um volume incorrecto8! (Figura 78).

Figura 78 - Pressdo no émbolo da micropipeta

Fonte: http://www.accessexcellence.org/AE/AEPC/geneconn/smallvol/partl.php

Introduza a ponta no liquido a pipetar8! (Figura 79).

Figura 79 - Introducio da ponta no liquido

Fonte: http://www.accessexcellence.org/AE/AEPC/geneconn/smallvol/partl.php

Aspire o liquido libertando lentamente o émbolo da micropipeta. Em seguida tape

o tubo ou frasco que contem o liquido a pipetar8! (Figura 80).
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Figura 80 - Libertar o @émbolo da micropipeta

Fonte: http://www.accessexcellence.org/AE/AEPC/geneconn/smallvol/part1.php

7.5.4 Como expelir a amostra da micropipeta

Com a mao livre destape o tubo ou frasco para onde pretender colocar o liquido
pipetado. Segure a micropipeta numa posicdo vertical com uma mao e segure o
tubo ou frasco de destino com a outra. Ambos deverdo estar ao nivel dos olhos.

Toque a parede interior do tubo ou frasco de destino com a ponta. Isto cria uma
pequena tensdo superficial que auxilia a expulsado do liquido da ponta da micropi-

peta8! (Figura 81).

Figura 81 - Ponta a tocar parede do tubo

Fonte: http://www.accessexcellence.org/AE/AEPC/geneconn/smallvol/partl.php

Lentamente pressione o émbolo da micropipeta até a primeira pressdo. Depois

continue até a segunda pressdo e mantenha o é&mbolo nessa posi¢dao®! (Figura 82).

Figura 82 - Pressio no émbolo da micropipeta

Fonte: http://www.accessexcellence.org/AE/AEPC/geneconn/smallvol/part1.php
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Lentamente retire a micropipeta do tubo ou frasco, mantendo o émbolo pressiona-

do e evitando aspirar liquido para dentro da ponta®.

7.6 Duracao da incubacao
Normalmente estabelece-se um tempo de incubac¢do uniforme para todos os soros.
Esse é o ponto de partida e s6 é alterado caso se prove ser inaplicavel.
Tempos mais utilizados:
e 30 minutos (o mais utilizado).
e 60 minutos.
e 16 horas (incubagao overnight).
De um modo geral, quanto maior o tempo de incubacdo, maior a intensidade de

marcacao especifica e consequentemente de marcacao inespecifica e de fundo.

7.7 Temperatura de incubacao
E estabelecida no inicio dos testes, e s6 é alterada caso se prove inaplicavel por
maus resultados.
Temperaturas mais utilizadas:
A. 4°C
B. 37°C;
C. Temperatura ambiente (a mais utilizada).
De um modo geral, quanto maior a temperatura, maior a marcagdo e consequen-

temente maior a marcac¢ao de fundo.

7.8 pH

E estabelecido no inicio dos testes e assim permanece até final com o auxilio da

solu¢do tampao. O intervalo de valores de pH mais utilizado vai de 7.4 a 7.6.

7.9 Higiene e seguranca no Laboratorio

Ao trabalhar dentro de qualquer laboratdrio, é importante ter presente regras de
seguranca indispensaveis a uma boa pratica. Cada individuo tem o dever de tomar
os procedimentos adequados a salvaguarda da satde e seguranca tanto suas como

daqueles que o rodeiam.
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0 uso de substancias toxicas, corrosivas, inflamaveis ou explosivas, de alta tempe-
ratura ou electricidade potenciam os riscos. Por isso, devem cumprir-se as regras
basicas de seguranga:

A. Conservar as bancadas arrumadas e limpas,
Nao correr ou fazer movimentos bruscos,
Lavar as maos com frequéncia,

Nao pipetar com a boca,

m o 0w

Fazer a correcta manipulacao de reagentes,

=

Adicionar solugdes concentradas sobre outras mais diluidas e ndo o inverso.
E também indispensavel o uso de equipamentos de proteccio individual, como
bata, luvas, 6culos, mascara e outros, sempre que a situacao o justifique. A protec-
¢do colectiva representa um importante factor de seguranca e é conseguida com
adequados sistemas de ventilagdo e extrac¢do de ar, entre outros.
Em caso de acidente é importante saber como agir. Para tal, sdo necessarias no¢des
basicas de primeiros socorros, destacando-se os procedimentos PAS a cumprir em
caso de acidente:
1. Prevenir - atuar no sentido de evitar a ocorréncia de mais acidentes ou o
agravamento dos ja ocorridos;
2. Alertar - informar as entidades competentes da ocorréncia;
3. Socorrer - abordar os feridos e proceder de acordo com as situagdes encon-
tradas.
Em caso de ingestdo de produto toxico ou nocivo nao se deve provocar o vomito ou
dar de beber a vitima sem indicacdo expressa de Profissional de Saide competente.
Quando um reagente perigoso contacta com os olhos, pele ou mucosas deve lavar-
se de imediato e abundantemente a zona afectada com agua fria.
Ao assumir uma atitude cautelosa/ponderada e respeitando as regras de seguran-
¢a laboratorial estamos a contribuir drasticamente para a diminuicao do nimero

de acidentes.
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8 PREPARACAO DE AMOSTRAS

Quando se pretende proceder a estudos imunohistoquimicos é essencial garantir a
preservacdo adequada da amostra e dos seus antigénios alvo, para além de se pre-
parar as células/tecidos para visualizagdo em microscopio 6tico. Nesse sentido, o
mais usual é proceder-se a fixacdo quimica da amostra e ao seu subsequente pro-
cessamento laboratorial e microtomia, com vista a obten¢ao de um corte histoldgi-

co integro e facilmente visualizavel em microscopia.

8.1 Fixacao em Imunohistoquimica

A fixacdo é uma das mais importantes fases da preparacao da amostra, sabendo-se
que a sua principal finalidade é manter as células e os tecidos o mais préximo pos-
sivel das caracteristicas in vivoS9, assegurando!482;
e Preservacao - as enzimas endogenas e a flora microbiana ficam impedidas
de destruir o tecido;
e Estabilizacdo - a estrutura molecular do tecido é estabilizada;
e Protecao - o fixador protege ainda os tecidos e as células das agressdes do
procedimento histolégico e coloragao.
O formaldeido tem sido o fixador mais utilizado nos laboratérios de Anatomia Pa-
tologica, pois é bastante econdémico e possui grande poder de penetragdo nos teci-
dos, preservando os detalhes morfologicos com artefactos de retracao reduzidos!.
No entanto, este quimico provoca algumas altera¢des estruturais nas biomoléculas,
principalmente nas proteinas, que, por sua vez, constituem o principal alvo das

identificac6es imunohistoquimicas.

8.1.1 Fixacdo para cortes de cridstato

Os cortes de criostato (Figura 83), pelo menos teoricamente, permitem uma maior
preservacdo dos antigénios do que os de parafina, mas perdem no pormenor estru-
tural. As técnicas de Imunohistoquimica podem ser realizadas sem qualquer fixa-
¢do quimica ou, posteriormente, podem ser utilizados diversos fixadores para os
cortes de cridstato, como alcool, acetona ou até formol. Cada laboratério deve de-

terminar o processo de fixacdo que considera melhor para si.
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Figura 83 - Cridstato para corte de material congelado

Fonte: http://education.vetmed.vt.edu/Curriculum/VM8054/Labs/Lab2 /IMAGES /cryostat.jpg

8.1.2 Fixacdao em Imunohistoquimica de rotina

A maior parte dos cortes de imunohistoquimica sao cortes de tecidos incluidos em

parafina (Figura 84), tendo surgido varias técnicas para a fixacdo inicial.

Figura 84 - Microtomo para cortes de parafina

Fonte: http://www.leica-microsystems.com/uploads/pics/KNIFE_Angle_Microtomy.png

8.1.2.1 Formaldeido

Quimicamente, o formaldeido é o mais simples dos aldeidos e tem a denominacgao
da International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC) de metanal. Possui a
férmula quimica H2CO e apresenta-se, em condigdes normais de pressdo e tempe-
ratura, como um gas incolor de cheiro caracteristico e penetrante, sendo toxico e
carcinogénico humano documentado83. E normalmente comercializado sob a for-
ma de gas a 37%-39% em solugdo aquosa, a que se da o nome de formol ou forma-
lina. Na utilizacdo em Anatomia Patolégica o fixador mais utilizado é o formol a

10% que deve ser tamponado para manter o pH estavell4.
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Ao nivel celular o formaldeido parece possuir a capacidade de fomentar o estabele-
cimento de pontes de metileno entre os aminoacidos de varias proteinas, alterando

a sua forma e contribuindo para a sua inativa¢do funcional - Figura 85.
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Figura 85 - Ponte de metileno entre aminoacidos.

Fonte: http://stainsfile.info/StainsFile /prepare/fix/agents/formalin.htm

O formaldeido fomenta assim alteracdes na conformagdo das proteinas que resul-
tam na inativa¢do das enzimas, sabendo-se que os compostos resultantes dos pro-
cessos de fixacdo diferem dos compostos iniciais nos aspetos quimicos e estrutu-
rais, e consequentemente nas caracteristicas dos antigénios teciduais. Por conse-
guinte, pode dizer-se que, apesar de ser um passo indispensavel na técnica histol6-
gica, a fixacdo afeta diretamente a imunohistoquimica, podendo “mascarar” alguns
antigénios e impedir o seu reconhecimento pelo anticorpo>.

O formaldeido pode reagir com um epitopo antigénico mascarando-o diretamente
ou pode também reagir com os aminoacidos envolventes do epitopo alterando a

sua forma e mascarando-o indiretamente®0- Figura 86.

Figura 86 - Alteracio estrutural em proteinas fixadas por formaldeido.

Fonte: http://www.nationaldiagnostics.com/article_info.php/articles_id /94
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Estudando uma outra via, Shi e seus colaboradores sustentam a hip6tese de que a
sensibilidade de alguns epitopos ndo é devida somente ao efeito direto do aldeido
mas sim a ligacdo de outros elementos ao epitopo, como, por exemplo, ides metali-
cos de que é exemplo habitual o calcio - Ca2+ 84,
Apesar de tudo, estas alteragdes podem, em boa medida, ser revertidas através do
aquecimento dos cortes histolégicos a alta temperatura em solugdes especificas.
Este procedimento denomina-se recuperagdo antigénica (antigen retrieval)8>. Se-
gundo Werner, Von Wasielewski e Komminoth®.

The pretreatment of parafin sections from formalin-fixed tissues by heat

in the presence of appropriate buffers resulted in retrieval of antigens

that were previously either undetectable or only weakly visualizable.
Apesar de causar efeitos adversos, o formaldeido continua a ser o fixador mais uti-
lizado em histopatologia por fornecer uma boa preservacdao morfoldgica e ser me-
nos dispendioso que outros fixadores alternativos®®. Acresce ainda que, devido ao
longo historial do uso deste quimico, foi com recurso aos tecidos por si fixados que
foi estabelecida a maior parte dos critérios em uso para diagndstico, prognostico e
indicacdo terapéutica®®.
Em ultima analise importa ainda referir que, apesar dos epitopos ocultados pelo
formaldeido poderem ser recuperados através de métodos diversos, o sistema de
amplificacdo de imunohistoquimica devera sempre ser sensivel e especifico o sufi-
ciente para dar um sinal forte e inequivoco’.
Os efeitos negativos causados pelo formol podem ser minimizados com a aplicacao
das condic¢des ideais de fixacao, pois a capacidade de afectar os antigénios ndo de-
pende somente do fixador utilizado mas também das condi¢des da fixagdo, como o
tempo de espera entre colheita de material e fixacdo, pH, temperatura, tamanho
dos fragmentos a fixar (o ideal seria 10*10*3 mm), duracdo da fixacao, entre ou-

tross0.

8.2 Processamento histoldgico

Se o fragmento estiver corretamente fixado, um processamento histologico consis-
tindo em desidratacao, diafanizacdo e impregnacdao de parametros normais nao

terd grande impacto na qualidade antigénica dos tecidos. No entanto, podem surgir
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alteracdes ao nivel dos antigénios, principalmente devido ao aquecimento do teci-
do na impregnacao e inclusao>.

Normalmente, os referidos passos do processamento histologico sao realizados
com recurso a um equipamento proprio, denominado processador de tecidos

(Figura 87).

Figura 87 - Processador automatico de tecidos

Fonte: http://www.leica-

microsystems.com/fileadmin/downloads/Leica%20PELORIS/Brochures/Leica_Peloris_Brochure_EN.pdf

8.3 Preparacao de laminas

Quando sujeitas as lavagens da técnica de imunohistoquimica e a recuperagdo an-
tigénica, os cortes podem descolar da lamina, perdendo-se assim trabalho e tempo,
por vezes essencial ao doente8. Isto implica que, por regra, as laminas de vidro
utilizadas em imunohistoquimica sdo sujeitas a um tratamento prévio que permite
um aumento da forca de ligacdo com os cortes.

Tendo em conta que a carga elétrica dos tecidos é maioritariamente negativa (ADN,
grupos fosfato, ides monovalentes, entre outros), ao fornecer as laminas uma carga
oposta (positiva) torna-se mais facil o estabelecimento de liga¢cdes entre o tecido e
a silica do vidro da lamina®. Este procedimento baseia diversas metodologias de

adesivacdo das laminas: histobond®, superfrost plus®, silanizacao, entre outros.

8.3.1 Cromo-alimen gel

Este método é facil de aplicar e permite bons resultados. Tem a desvantagem de

fazer “ponte” entre o vidro e os corantes, levando a que as laminas no final da téc-
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nica fiquem, em toda a sua extensao, coradas da cor do corante de contraste. Uma
vez que utiliza substancias de origem organica, ha tendéncia para a formacao de

contaminantes (fungos e bactérias) nas laminas preparadas e armazenadas.

8.3.2 Vectabond

Este método permite bons resultados. Tem a desvantagem de utilizar reagentes

toxicos e corrosivos.

8.3.3 Laminas com cargas electrostaticas

Estas laminas sao adquiridas ja preparadas (ex. superfrost plus) e permitem exce-
lentes resultados. Apesar de serem relativamente dispendiosas sao muito faceis de
utilizar pois sdo prontas a utilizar. Trata-se de um método muito utilizado em labo-

ratérios com um grande volume de trabalho e poucos recursos humanos.

8.3.4 3-Amino-Propil-Trietoxisilane (APES/TESPA/SILANE)

Trata-se de um dos métodos mais utilizados, e, apesar de utilizar reagentes toxicos
e corrosivos, permite obter laminas adesivadas de forma rapida, simples e pouco

dispendiosa. A técnica para utilizagdo deste composto estd em Apéndice 1.

8.4 Microtomia

Os cortes para imunomarcac¢ao (Figura 84) deverdo ser o mais finos possivel (2-
4ym) e ndo deverao possuir pregas ou estrias que facilitam o descolar nas lavagens
e recuperacdo antigénica®. E importante que estejam colocados numa posi¢ao cen-
tral da lamina, que por sua vez deve ter esmerilados de boa qualidade para que nao
se apaguem os numeros de registo.

O corte nao deve ser demasiado espesso, principalmente quando se utilizam apare-
lhos automaticos com fungdes baseadas em capilaridade. Na altura do corte, se o
bloco histolégico a estudar ja se encontrar desbastado ndo se deve proceder a um
novo desbaste, de forma a manter a mesma superficie de corte obtida na HE (He-
matoxilina-Eosina), garantindo assim comparagao entre os casos.

Apés o corte, as laminas permanecem o tempo necessario na estufa para que o te-

cido adira a lamina (e.g. 20min a 80°C).
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9 RECUPERACAO ANTIGENICA

No ano de 1974, Taylor, Hambridge e Burns defenderam a importancia da aplica-
¢do da imunohistoquimica a cortes de parafina, procedimento que nao era feito até
entdo, indicando que esse passo traria uma verdadeira revolucao na anatomia pa-
tolégica®’. No entanto, o desejo destes autores esbarrou num obstaculo: a maioria
dos antigénios investigados sdo significativamente influenciados pela fixacdo em
formaldeido que provoca alteracdes conformacionais dos epitopos>3.

Para ultrapassar esse problema, apds alguns anos de investigacdo, estabeleceu-se
que alguns métodos de tratamento dos tecidos podem levar a reorganizagao pro-
teica e devolver quase toda a estrutura tridimensional da proteina a sua configura-
¢do nativa3. Surgiu assim o conceito de recuperacdo antigénica®> ao demonstrar-
se que as alteracdes conformacionais dos epitopos nao eram irreversiveis, como
era teoria até entdo®, desde que as proteinas mantenham a sua estrutura primaria
fornecida pelo conjunto de aminoacidos>.

A introducao de métodos de recuperagdo antigénica, que comegou com a aplicacdo
da digestdo proteolitica dos cortes histolégicos, foi um dos principais avangos que
permitiram o desenvolvimento da imunohistoquimica, pois até ao seu aparecimen-
to somente uma pequena percentagem de antigénios podia efetivamente ser dete-
tada. A posterior utilizacdo da recuperacdo antigénica por alta temperatura facul-
tou um avang¢o determinante pois permitiu um aumento drastico de substancias
detetaveis nos tecidos ou células e possibilitou a consolidacdo das metodologias
imunohistoquimicas tanto ao nivel do diagndstico, como do progndstico, como da

indicacdo terapéutica.

9.1 Consequéncias da fixacao

As alteracgoes decorrentes da fixacao podem ser de tal maneira extensas que levam
ao ndo reconhecimento do antigénio fixado por parte do seu anticorpo especifico.
As consequéncias da fixacdo dependem de:

A. Concentracao de formaldeido;

B. pH;

C. Temperatura °C;
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D. Duracdo da fixagdo.

No final da fixacdo e processamento histolégico podem existir trés tipos de situa-
coes:

A. Pode ser possivel detetar diversos antigénios teciduais mesmo apds fixagdo
e consequente alteragdo proteica, ndo sendo necessario recorrer a proces-
sos de recuperacao antigénica;

B. Alguns antigénios tém o seu numero diminuido nos tecidos ap6s fixagao,
sendo de todo o interesse recorrer a processos de recuperagdo antigénica,
de forma a aumentar a sensibilidade da técnica (evitando eventuais falsos
negativos);

C. Outros antigénios ficam completamente obstruidos pela fixacdo sendo im-
perioso recorrer a processos de recuperagdo antigénica (evitando de certe-

za falsos negativos).

9.2 Digestao enzimatica proteolitica

Em 1975, Huang®® refere que a utilizacdo da digestdo enzimdtica, com enzimas
proteoliticas, nos cortes de parafina, permite evidenciar antigénios mascarados
pela fixacdo. Estas enzimas digerem as proteinas envolventes do epitopo, expondo
assim antigénios que estavam obstruidos ou mascarados pelas alteragdes estrutu-
rais decorrentes da fixacdo e tornando possivel o seu reconhecimento pelo anti-
corpo®8. No entanto, este tratamento enzimatico nem sempre é eficaz: muitas vezes
ndo consegue recuperar os epitopos em estudo ou os epitopos sdo, eles proprios,
digeridos pelas proteases, conduzindo deste modo a resultados falsos negativosi4,
devendo o processo de digestao enzimatica ser controlado de forma extremamente
rigorosa.

Podem ser utilizadas varias enzimas proteoliticas como: pronase, tripsina, protei-
nase K ou pepsina. Para a digestdo enzimatica em banho-maria a temperatura ideal
ronda os 372C, que é a temperatura 6tima de actuacao da maior parte das enzimas

utilizadas.
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9.3 Recuperacdo antigénica de origem térmica por alta tempera-
tura

A recuperacdo antigénica por alta temperatura consiste no aquecimento a alta
temperatura de cortes histoldgicos de modo a recuperar a antigenicidade obstrui-
da pela fixacdo em formaldeido®°.
Na década de 40, Fraenkel-Conrat e seus colaboradores®? realizaram diversos es-
tudos bioquimicos sobre as interacdes entre o formaldeido e as proteinas, demons-
trando que as ligagdes induzidas podiam ser destruidas por aquecimento a altas
temperaturas ou por tratamento em solugdes alcalinas fortes. Muito posteriormen-
te, em 1991, estudos efetuados por Shi e colaboradores permitiram um grande
avang¢o nas investigacdes sobre a recuperagdo antigénica ao descobrirem que o
processamento das laminas de imunohistoquimica a alta temperatura quando
mergulhadas em solugdes especificas é um fator muito importante e eficaz nesta
técnica. Estes investigadores demonstrarams®:

“A dramatic enhancing effect of this treatment on the recovery of many

antigens, which is particularly intriguing in view of the presumed delete-

rious effects of high temperatures on protein antigens.”
Apesar de se saber que as proteinas desnaturam entre os 702C e os 909C, verifica-
se que nos tecidos fixados, elas resistem a desnaturacao a estas temperaturas®l.
Muitos outros investigadores puderam comprovar esta descoberta, nomeadamen-
te, Kawai e colaboradores®? que concluiram que a recuperacao antigénica a 909C
durante 10 minutos é mais eficaz do que a 60°C durante 120 minutos. Em 1993,
Cattoretti e colaboradores?3, confirmam a eficacia desta técnica e propdem alterna-
tivas a solucdo de recuperacdo antigénica de metais pesados, utilizada até entao. A
partir dessa altura, a solugdo de tampao citrato 0,01M a pH 6.0 passou a ser a solu-
¢do de recuperacdo antigénica mais utilizada. No entanto, posteriormente, verifi-
cou-se que ndo existe uma Unica que se adeque de forma universal a todos os tipos
de antigénios®. Assim, devem-se testar os varios anticorpos, até serem encontradas
as condi¢des ideais de recuperacdo antigénica.
Outro fator muito importante é o pH das solu¢des utilizadas. De acordo com Shi e

colaboradores®4:
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“..In addition to high-temperature heating, the pH of the Antigen Retrie-

val solution influences the degree of unmasking of epitopes.”
Alguns investigadores chegam mesmo a afirmar que o valor do pH de uma solucdo
de recuperacao antigénica é mais importante do que a composicdo quimica da
mesma, principalmente para antigénios nucleares e de membrana celular®*.
A existéncia de agentes quelantes (promovem a extracao dos ides calcio do tecido)
também afeta de algum modo a recuperagdo antigénica®>¢, surgindo antigénios
com preferéncia por determinados agentes quelantes, normalmente o acido etile-

nodiamino tetra-acético (EDTA) entre outros - Figura 88.

r-

Figura 88 - Reac¢do entre Ca2+ e EDTA

Fonte: http://employees.csbsju.edu/hjakubowski/classes/ch331 /catalysis/olmethodscat.html

De um modo geral, as solu¢des de recuperacao antigénica mais difundidas atual-
mente sdo:

A. Tampao EDTA 1mM pH 8.0;

B. Tampao citrato pH 6.0;

C. Tampao Tris-EDTA pH 9.0.
Como forma de obtencdo de alta temperatura foram testados varios métodos, tais
como: forno de micro-ondas®3, autoclave?7-100, panela de pressaol01102 banho de
adgua quente?? e vapor quentel03104 Destes, os mais utilizados atualmente, sdo o
micro-ondas e a panela de pressao, sendo ambos bastante semelhantes e eficazes.

Se por um lado a panela de pressao exige um maior consumo de solugdo tampao
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relativamente ao micro-ondas, por outro lado, o micro-ondas obriga a uma maior
duracao do processamento.

Para a recuperacdo térmica em forno micro-ondas € utilizada frequentemente uma
poténcia de 750W durante 15/20 minutos e para a panela de pressao o processa-
mento normalmente dura 3/4 minutos a pressdao maxima. Em qualquer destes
procedimentos a morfologia geral do tecido ndo é, regra geral, particularmente
afetada.

No que diz respeito ao uso da panela de pressao, a quantidade de tampao colocada
depende do didametro da panela, devendo sempre ter-se em atencao o facto de que
as laminas devem ficar totalmente submersas durante todo o procedimento pelo
que a solucdo tampao deve estar cerca de 1cm acima do nivel das laminas. As lami-
nas s6 sao colocadas na panela quando a solucdo ja esta em ebuli¢do e o tempo co-
meca a ser cronometrado a partir do momento em que é alcangada a pressdao ma-
xima da panela, o que demora cerca de 2 minutos depois de fechada.

A grande vantagem da utilizacdo de panela de pressao tem a ver com o facto do
efeito da pressao no ponto de ebulicao dos liquidos ser no sentido de que aumen-
tando a pressao, se eleve o ponto de ebulicdo. Um liquido entra em ebuli¢do quan-
do a sua pressao de vapor é igual a pressdo externa e como a pressiao de vapor
cresce com a temperatura, aumentando a pressdo externa, aumenta o ponto de
ebulicdao. Assim, sdo atingidas temperaturas mais elevadas na panela de pressao do
que nos outros sistemas de aquecimento. A titulo de exemplo pode-se evidenciar
que uma panela de pressdo que atinja os 15 psi pode levar ao aumento do ponto de
ebulicdo da 4gua para os 120°C105,

Em qualquer um dos procedimentos de aquecimento as laminas tém que ser arre-
fecidas, 15min na prdépria solucdo (a temperatura ambiente) seguida de breves
passagens em agua corrente e, posteriormente, agua destilada ou tampao de lava-
gem.

O sucesso da recuperacdo antigénica demonstrou que a modificacdo da estrutura
proteica induzida pelo formol é um processo reversivel sobre certas condi¢bes e
desde que as proteinas mantenham a sua estrutura primaria fornecida pelo con-
junto de aminoacidos>1.

A introduc¢do de métodos de recuperacdo antigénica foi, sem duvida, um dos prin-

cipais avancos que permitiram o desenvolvimento da Imunohistoquimica até ao
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modo que hoje conhecemos, pois até ao seu aparecimento somente uma pequena
percentagem de antigénios podia efectivamente ser detectada. Com o aumento de
substancias detectaveis nos tecidos ou células aumentou a procura da Imunohisto-
quimica tanto ao nivel do diagndstico, como do progndstico, como da indicagdao

terapéutica.
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10 INIBICAO DE PARTICULAS ENDOGENAS

10.1Peroxidase Endégena

Existe principalmente em tecidos com glébulos vermelhos, mas também ao nivel
do Bago, Rins, Figado, Medula 6ssea e em areas de necrose. E bloqueada por um
excesso de substrato (H202) que leva a saturagdo da atividade enzimatica. Para a
inibicdo efectiva da peroxidase enddgena pode ser utilizada uma solu¢do de H202 a
1.5% - 3% em agua destilada imediatamente ap6s a desparafinacao/hidratagdo ou

noutro momento considerado adequado.

10.2Fosfatase Alcalina

Existe em pequena quantidade no rim, figado e osso. O bloqueio é feito por adigdo
de levamisole a 5mM a solugdo de revelacdo. As fosfatases alcalinas do intestino

nao podem ser inibidas desta forma.

10.3 Glucose Oxidase

Nao existe nos mamiferos.

10.4Pontos susceptiveis de atrair proteinas

Podem ser pontos hidrofébicos, electrostaticos ou outros. Estas estruturas tecidu-
ais podem existir em qualquer 6rgdo ou tecido e poderdo provocar o aparecimento
de coloracdo de “fundo” ou de marcacdo inespecifica. Deverao ser anulados ou ini-
bidos utilizando varias técnicas como:

A. Utilizacao de soro normal ndo imune de uma espécie animal diferente da
utilizada para produzir o anticorpo primario, aplicado imediatamente antes
do soro primario;

B. Utilizagcdo de PBS ou TBS de lavagem e de diluicao de soros com um deter-
gente (ex. triton X100; tween 20);

C. Utilizacdo de PBS ou TBS de dilui¢do de soros com albumina sérica bovina

(BSA) a 0.05%.

10.5Causas de marcacao inespecifica®

A. Interagdes hidrofébicas.
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Interagdes idnicas.

Atividade enzimatica enddgena.
Anticorpos naturais.
Anticorpos contaminantes.
Difusao antigénica.

Reagdes cruzadas.

T o mE U 0w

Recetores Fc.

P

Outros:
a. Tecido necrosado
b. Fixacao deficiente

c. Ma desparafinagao

88



IMUNOHISTOQUIMICA INIBIGAO DE PARTICULAS ENDOGENAS

11 IMUNOCITOQUIMICA

11.1Enquadramento histérico

Tal como foi referido no inicio deste documento, considera-se imunocitoquimica o
conjunto de metodologias que usam imuno-ensaios para co-localizar um epitopo
de interesse em esfregacos citologicos, preparacdes citocentrifugadas (e.g. cytos-
pin™) ou preparacdes monocamada (e.g. thinprep®)1.

Em 1980, Nadji descreveu as potencialidades do diagndstico imunocitoquimico,
criando um método de imunoperoxidase ligeiramente modificado que aplicou em
amostras de citologia aspirativa e esfoliativa, no sentido de avaliar a histogénese
de células neoplasicas e diferenciar populacdes linféides reativas e neoplasicas.
Verificou que a técnica era exequivel, permitindo uma boa morfologia, o que lhe
pareceu justificar uma mais ampla aplicagdo desta metodologia no diagnoéstico ci-
tolégico de rotinal?6,

Por sua vez, Chess e Hadju em 1986, concluiram que as técnicas padrao de imuno-
peroxidase, podem contribuir para a resolucdo de certos problemas de diagndstico
em citologia. No entanto, os resultados devem ser interpretados com prudéncia e
com pleno conhecimento das limitacdes da técnical?’.

Um estudo posterior de Koss, em 1990, contudo, demonstrou que a aplicabilidade
da imunocitoquimica era condicionada pela fragilidade e baixa quantidade celular
das amostras, verificando-se que nem sempre a interpretacao dos resultados é facil
e a ocorréncia de situagcdes que podem levar a falsos positivos, é muito elevadals,
Num outro estudo, Flens e colaboradores, compararam os resultados de imunoci-
toquimica com os de imunohistoquimica e concluiram que existiam uma elevada
concordancia (90%) entre estas metodologias, tendo estimado que em 50% dos
casos, a imunocitoquimica contribuiu para um diagndstico correto0°.

Com o surgimento das técnicas de recuperacao antigénica e com o aumento das
capacidades ampliativas proporcionado pelos modernos sistemas de detecao, a
imunocitoquimica tem-se tornado uma importante ferramenta de auxilio ao diag-
nostico citolégico. Todavia, embora os resultados tenham melhorado ao longo dos
ultimos anos, ainda ndo atingiram os niveis de sucesso obtidos com a imunohisto-

quimica de material biolégico fixado em formaldeido e incluido em parafinal10.111,
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11.2Aplicacdo da imunocitoquimica

A andlise de amostras citoldgicas baseia-se essencialmente na observacdo das ca-
racteristicas morfologicas das células, pelo que a aplicacdo de técnicas de imunoci-
toquimica constitui atualmente uma mais-valia, pois permite a caracterizagdo mo-
lecular, através da detecdo de diversas proteinas que sdo identificadas através da
reacdo antigénio-anticorpoll2. Torna-se assim possivel caracterizar neoplasias
pouco diferenciadas, definir a natureza primaria ou metastatica da lesao, determi-
nar a origem das lesdes metastaticas e avaliar o prognosticol13.

A ampla variedade de anticorpos que se encontra disponivel para uso em tecidos
fixados em formalina e incluidos em parafina pode também ser usada nas amostras
citoldgicas. Uma vez que a maioria das amostras citolégicas sao fixadas em alcool, a
imunocitoquimica tem que ser capaz de atuar em amostras sujeitas a este tipo de
fixacdo, o que se revela uma vantagem pois, com alguns anticorpos, obtém-se bons
resultados nestas condi¢des. No entanto, por serem frequentemente uma adapta-
¢do das técnicas utilizadas para caracterizar amostras histoldgicas, as técnicas
aplicadas em amostra citolégica podem apresentar resultados inconsistentes.

A aplicacdo da imunocitoquimica possui a vantagem de permitir caracterizar anti-
génios em células especificas que podem nao ser observaveis em amostras histol4-
gicas, todavia, a quantidade de material em citologia é frequentemente escassa e
raramente se conseguem obter laminas em grande quantidade com homogeneida-
de de material celular, surgindo assim a dificuldade ou mesmo impossibilidade de
se obter controlos externos.

Apesar do seu potencial inico é importante ter presente que existem varias limita-
¢Oes para a aplicacdo da imunocitoquimica, destacando-se o facto dos anticorpos
disponiveis no mercado estarem altamente optimizados para amostras histologi-
cas fixadas em formaldeido e incluidas em parafina. Desta forma podera ser util em
determinados casos processar o material citologico até ao bloco de parafina ou
adaptar metodologias de fixacao114115,

As principais causas de falsos positivos e de falsos negativos em imunocitoquimica
estdo assim associadas a fatores que vao desde a degeneracdo celular tipica das
amostras citologicas até aos anticorpos menos otimizados para estas amostras16

(Tabela 8).
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Tabela 8 - Principais causas de resultados falsos em imunocitoquimica.

Principais Causas ‘

Falsos Positivos eCélulas em autdlise

eNecrose

eIntensa inflamagdo

eConcentragdo elevada do anticorpo

eAnticorpos pouco otimizados

Falsos Negativos eFalha técnica

eFixacdo alcodlica dificulta imunomarcagdo por alguns anticorpos
eVariabilidade na sensibilidade dos anticorpos usados

11.3Preparac¢ao de amostras

A imunocitoquimica pode ser aplicada em esfregagos convencionais, corados ou
ndo, amostras citocentrifugadas, amostras processadas por método de monocama-
da, ou ainda, amostras processadas até ao bloco de parafina 116117,

As caracteristicas mais importantes de cada uma destas metodologias vao desde a
sua aplicabilidade quando o material é escasso até a dificuldade causada pelo tipo
de fixacdo utilizado (Tabela 9).

Tabela 9 - Caracteristicas das metodologias de preparacio de amostras citologicas.

Pontos Positivos Pontos Negativos ‘
Esfregago eSimples e pouco dispendioso ePresenca de fundo
eExigem grandes quantidades de an-
ticorpo
Citocentrifugagdo oUtil em casos de escasso material ePresenca de fundo
eNecessidade de maior quantidade
de material
Monocamada eMenos fundo oA fixagdo em metanol pode interfe-
eFacilidade de acesso a material que rir com alguns antigénios
se encontra armazenado
Bloco parafina eUso de controlos eAmostras com pouco material ndo
eMaterial facilmente armazenado podem ser usadas

11.3.1 Esfregaco convencional

Os esfregacos convencionais, por possuirem geralmente maior quantidade de célu-
las, permitem a subdivisdo de forma a serem aplicados varios anticorpos na mes-
ma lamina. No entanto, existe elevada probabilidade de ocorréncia de imunomar-
cacdo de fundo devido a presenca de sangue, material necrosado, fluidos celulares
ou diatese inflamatoria. Outra desvantagem é a necessidade de uma grande quan-

tidade de anticorpo para cobrir a amostra celular na sua totalidade119,
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11.3.2 Processamento em monocamada

O material citolégico é atualmente processado com maior frequéncia de acordo
com a metodologia monocamada que apresenta algumas vantagens para aplicacdo
de técnicas de imunocitoquimica, pois o material é colhido diretamente para uma
solucdo fixadora, prevenindo a ocorréncia de artefactos de secagem e otimizando a
preservacao celularl® (Figura 89).

DIAPATH,

1
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Figura 89 - Lamina, filtro e embalagem de fixador utilizados para método monoca-

mada.

Fonte: http://www.labosphera.eu/shop/

Adicionalmente, a transferéncia de material para a lamina, numa reduzida area e
em monocamada, facilita a interpretacdo microscépica da imunomarcagao. Outra
das vantagens do processamento em monocamada prende-se com o facto de per-
mitir o armazenamento do material citologico até seis semanas apds a colheita a

temperatura ambiente, permitindo a preparacao de laminas adicionais!1® (Figura

90).

Figura 90 - Amostra de Citologia Ginecoldgica. Esfregaco convencional (esquerda) e

método monocamada (direita). Coloracio de Papanicolaou, 100x.
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11.3.3 Processamento em bloco de parafina

Este tipo de processamento é aplicado em amostras citoldgicas, possibilitando a
realizacdo de técnicas complementares como a imunocitoquimica. Pode também
ser um recurso quando existem biopsias de pequenas dimensdes ou o material
recolhido possui caracteristicas mucdides, evitando assim perda de amostra.

Este método apresenta como principais vantagens: possibilidade de processar a
totalidade da amostra sem perda de material, concentracao do material facilita a
inclusdo e a microtomia, conservacao das amostras celulares em parafina e conse-
quente arquivo por longos periodos de tempo. Além disso, parece aumentar a sen-
sibilidade do diagnéstico citolégico 120-122,

Existem varias metodologias diferentes de preparac¢do destas amostras incluindo o
HistoGel, o Cellient automated cell block system ou o Cytoblock, mas ndo existe um

método eleito universalmente pelos diferentes laboratérios17.

= 't s » 2
e g

Figura 91 - Histogel.

Fonte: http://www.berktree.com/richard-allan-scientific-histogel-specimen-processing-gel-starter-kit-starter-kit.html

11.4Fixacao em imunocitoquimica

Tal como na imunohistoquimica, a fixacdo afeta a qualidade final da imunocito-
quimica, tanto ao nivel da intensidade como da marcac¢ao inespecifica/fundol23,

Os fixadores mais frequentemente utilizados para a conservagdo de amostras em
citologia sdo os de base alcodlica (etanol e metanol) ou a acetona, que provocam a
coagulacdo das proteinas. Em oposicao, o formaldeido, utilizado vulgarmente na
fixacdo de amostras histoldgicas, exerce o seu efeito ao estabelecer pontes de meti-
leno entre aminoacidos, o que, entre outras consequéncias, promove uma inativa-
¢do enzimatica por via da alteragdo estrutural das proteinas124125,

Tendo em conta que a aplicacao das técnicas de imunomarca¢do em material cito-

l6gico parece levar a resultados menos consistentes comparativamente com a apli-
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cacdo das técnicas de imunomarca¢do em amostras histologicas, devido a maior
incidéncia de falsos negativos, falsos positivos e marcacao de fundo110.111,116,126
alguns autores tém demonstrado que a introducdo de uma etapa de pds-fixacdo,
mergulhando as laminas citolégicas em formaldeido, podera incrementar a quali-
dade da imunomarcagdol18. Nestes casos podera ser introduzida uma etapa de re-
cuperacao antigénica no protocolo de imunomarcagdo pois parece ser benéfica
para a qualidade da técnicall8. Existem mesmo publicacdes que demonstram que a
recuperacao antigénica por alta temperatura pode ser incluida nos protocolos de
imunocitoquimica de material fixado por reagentes coagulativos, permitindo bons

resultados sem modificagdes morfolégicasi?’.

A

Figura 92 - Imunomarcacao para Citoqueratinas 8/18 em amostra citolégica com

pos-fixacao em Formaldeido (400x).
Fonte: Barata C, Anagua M, Roque R, Borges-Ferro A. Imunocitoquimica em amostras bronquicas processadas em ThinPrep:

comparacao de trés métodos de pos-fixacdo. NewsLab Aguarda Publicacdo.

Nao existe, no entanto, consenso relativamente ao fixador ideal sendo recomenda-
vel, no sentido de otimizar a qualidade da imunocitoquimica, padronizar e validar
todas as condi¢des de realizacdo das técnicas para cada laboratério, tendo em con-

ta o tipo de amostra e o antigénio que se pretende identificar.
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12 CONTROLO DE QUALIDADE

O controlo de qualidade da técnica é da responsabilidade do Profissional Técnico
de Anatomia Patolégica que a executou e surge como um dos passos mais impor-
tantes do seu desempenho, pois implica conhecimentos profundos e capacidade
critica rigorosa.
Todas as laminas que saem de um laboratério de imunohistoquimica tém que ser
avaliadas pelo Técnico responsavel e ponderada a sua qualidade, tirando dai as
consequentes ilagdes, tendo como objectivo maximo a melhoria permanente da
qualidade do produto final do seu trabalho.
Tipos de controlo de qualidade:
A. Controlo de procedimentos
a. Substituicdo de reagentes
B. Controlo tecidual
a. externo
i. Positivo
ii. Negativo
b. Interno
i. Positivo

ii. Negativo

12.1Avaliacdo da qualidade da imunohistoquimica

De forma a permitir a interpretacdo e avaliacao de laminas de imunohistoquimica,
¢ importante possuir uma escala de avaliagdo que quantifica os parametros pre-
servacao da morfologia do tecido, sensibilidade e especificidade.

Se num estudo cientifico for usado um procedimento de recolha de dados nao re-
produtivel, ao repetir o mesmo estudo, nas mesmas circunstancias podem-se obter
diferentes resultados e conclusées. E fundamental ter garantias de reprodutibili-
dade, por um lado, optando pelo envolvimento de observadores experientes, que
podem aumentar a consisténcia dos dados, especialmente na concordancia inter-

observador, e, por outro lado, utilizando um instrumento que normalize a recolha
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de dados, pois a falta de normas simples e objetivas podem também ser uma causa
da falta de reprodutibilidade de um procedimento.
Apesar de ja existirem alguns programas informaticos que permitem avaliar a qua-
lidade da imunomarcacdo por analise de imagem, o seu preco elevado e a sua irre-
gular sensibilidade e reprodutibilidade implicam uma baixa implantacao, pelo que
a quantificacdo automatizada da marcag¢dao imunohistoquimica ainda constitui um
problema de estandardizacdo por resolver12s.
Segundo Barnes e seus colaboradores, na avaliacdo da qualidade dos resultados
das técnicas imunohistoquimicas é importante que, entre os métodos rigorosa-
mente construidos, se selecione um que seja “easy, quick and reproducible”129, en-
quanto para o International Concensus Group on Standardization and Quality Con-
trol in Immunohistochemistry importa que exista uma garantia de validacdo relati-
vamente a interpretacdo uniforme do método imunohistoquimico130.131,
Estas diretrizes fundamentaram a escolha do método de avaliacio da imunomar-
cacdo utilizado neste trabalho, tendo-se optado por uma metodologia simples,
objetiva e operacionalizada baseada em Leake!32 e defendida por varios grupos de
trabalho, nomeadamente o UK Receptor Group, o UK National External Quality As-
sessment Scheme for Immunocytochemistry, o Scottish Breast Cancer Pathology
Group e o Receptor and Biomarker Study Group of the European Organization for
Research and Treatment of Cancer. Trata-se de um método de avaliacdo que surge
na continuidade dos estudos de Allred e colaboradores3? e Harvey e colaborado-
res133, procurando por oferecer elevada consisténcia na reprodutibilidade intra e
inter-observadores (Figura 93).
Simplicidade
T3

de recolha de
\ dados

Objetividade [~ Operacionalizagdo

|Experiéncia dos |

i observadores

__________________

.............................

Resultados
consistentes e

———

Figura 93 - Conceptualizacao da metodologia de recolha de dados
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Com base nesta conceptualiza¢do e de forma a permitir a interpretacao e avaliacao
da imunomarcac¢do, torna-se importante possuir uma escala de avaliacdo que

quantifique os parametros sensibilidade e especificidade.

12.1.1 Preservacao da morfologia do tecido

E fundamental que uma metodologia imunohistoquimica garanta a estabilidade do
substrato onde é aplicada, independentemente de este ser fresco ou de se apresen-
tar fixado, ou entao de se constituir em base citoldgica ou base histologica. A ope-
racionaliza¢do sera direta criando-se uma escala ordinal que corresponde a uma
hierarquia iniciada na op¢do “auséncia total de preservagdo morfolégica do tecido”
que corresponde a pior situacdo possivel, e terminando na opc¢do “preservagao

perfeita da morfologia do tecido” que corresponde a melhor situagdo possivel (ver

Tabela 15).

12.1.2 Sensibilidade

A sensibilidade é definida como a capacidade de reconhecer os verdadeiros positi-
vos134, Partindo deste principio poderemos operacionalizar este parametro anali-
sando e classificando a intensidade da marcacao especifica e a quantidade relativa
de estruturas marcadas.

Assim, quanto mais forte for a intensidade e quanto maior for a quantidade de es-
truturas marcadas relativamente as estruturas elegiveis (verdadeiros positivos)

tanto melhor é a qualidade da imunomarcagao.

12.1.3 Especificidade

Genericamente pode-se afirmar que a especificidade é a capacidade de reconhecer
os verdadeiros negativos!34. Em imunohistoquimica, a especificidade de um anti-
corpo permite-lhe reconhecer e estabelecer ligacdes com antigénios individualiza-
dos e especificos. Partindo deste principio pode-se inferir, em oposicao, que a
inespecificidade é a capacidade de um anticorpo estabelecer ligagdes com estrutu-
ras que nao estiveram na sua génese. Aplicando estes conceitos a marcagao imu-
nohistoquimica podemos caracterizar como inespecifica a presenca de marcacao
em células ou em estruturas extracelulares que nao deveriam estar marcadas, uma

vez que o anticorpo ndo é dirigido contra elas. Assim, quanto maior for a quantida-
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de de estruturas marcadas relativamente as estruturas “nao elegiveis” (verdadei-
ros negativos) tanto pior é a qualidade da imunomarcagao.

A marcacao inespecifica pode surgir por diversos motivos, como por exemplo rea-
¢oes cruzadas entre anticorpos ou baixa afinidade entre anticorpo e antigénio. Co-
mummente é feita a distincdo entre marcacao inespecifica propriamente dita e
marcacao de fundo. A principal diferenca entre estas duas é dada pela forma de
apresentacdo: enquanto a marcag¢do inespecifica propriamente dita é eletiva para
as estruturas intra ou extracelulares marcando-as de forma semelhante a marca-
¢do especifica, a marcacdo de fundo ndo é eletiva dispersando-se de forma irregu-
lar pelas estruturas celulares. No entanto, para efeitos desta escala de avaliacao
nao foi considerada relevante esta distingdo pois uma marcag¢ao imunohistoquimi-
ca é de baixa qualidade quando apresenta marcacdo inespecifica, independente-

mente do seu subtipo.

12.1.4 Contraste

Finalmente, foi também avaliado o contraste utilizado, tendo em conta que a sua
qualidade pode incrementar ou diminuir a intensidade e eletividade da imunomar-

cacdo, tendo algum impacto na sua qualidade final.

12.1.5 Operacionalizacdo do instrumento de recolha de dados

Quantificou-se a qualidade da marcacao imunohistoquimica constituindo como
metodologia de recolha de dados a observagdao microscépica com recurso a uma
grelha de avaliacao que permite atribuir uma pontuacao aos parametros: intensi-
dade de imunomarcagao, imunomarcacao especifica, imunomarcag¢do nao especifi-

ca e intensidade da coloracgdo de contraste - Figura 94.
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Figura 94 - Operacionalizacdo da metodologia de recolha de dados

12.1.5.1 Preservagdo da morfologia do tecido

A preservacdo da morfologia do tecido permite avaliar a capacidade de agressao
tecidular dos métodos utilizados. Este item obtera expressao pratica submetendo-
0 a hierarquiza¢dao numa escala ordinal que se inicia em auséncia de preservagdo
morfoldgica que invalida a avaliagdo, que corresponde a pior situacdo possivel,
passa por auséncia de preservagdo morfolégica que ndo invalida a avaliagdo, e ter-
mina em preservagdo perfeita da morfologia que corresponde a melhor situacdo
possivel.

Ap0s a visualizagdo ao microscopio da totalidade do tecido em estudo € classifica-
da a intensidade de marcagdo de acordo com uma escala de cinco niveis associados
aos valores 0 a 4 (Tabela 10).

Tabela 10 - Classificacao da preservacao da morfologia

0 Auséncia de preservac¢do morfolégica que invalida a avaliacdo Alteracdes visiveis em baixa ampliacdo - 40x
2 Auséncia de preservacido morfoldgica que ndo invalida a avaliacdo Alteracoes visiveis somente em grande amplia¢do - 100x
4 Preservacdo da morfologia Sem alteragdes visiveis
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12.1.5.2 Intensidade de imunomarcac¢ao

A intensidade de marcacao permite apreciar a capacidade amplificativa dos méto-
dos de amplificacdo utilizados. Este item obtera expressao pratica submetendo-o a
hierarquiza¢do numa escala ordinal que se inicia em marcagdo nula que corres-
ponde a pior situacdo possivel e terminando em marcagdo de muito forte intensi-
dade que corresponde a melhor situacdo possivel.

Ap6s a visualizacdo ao microscépio da totalidade do tecido em estudo é classifica-
da a intensidade de marcagdo de acordo com uma escala de cinco niveis associados
aos valores 0 a4 (Tabela 11).

Tabela 11 - Classificacao da intensidade de imunomarcacgao

0 Marcacio nula ---

1 Marcagdo de fraca intensidade Visivel somente em muito grande ampliacdo - 400x
2 Marcagdo de moderada intensidade Visivel somente em grande amplia¢do - 100x

3 Marcacio de forte intensidade Visivel em baixa ampliacdo - 40x

4 Marcacio de muito forte intensidade Nitidamente visivel em baixa ampliacdo - 40x

12.1.5.3 Proporg¢do de imunomarcacgao especifica

A proporc¢do de imunomarcacgao especifica permite examinar o racio entre estrutu-
ras “marcaveis” e estruturas marcadas. Este item obtera expressao pratica subme-
tendo-o a hierarquizacao numa escala ordinal que se inicia em 0% de marcagdo do
alvo que corresponde a pior situacao possivel e terminando em marcagdo em 90 a
100% do alvo que corresponde a melhor situacao possivel. Apds a visualizacao ao
microscopio da totalidade do tecido em estudo € classificada a propor¢ado de estru-
turas verdadeiras-positivas de acordo com uma escala de quatro niveis associados

aos valores 0 a 4 (Tabela 12).

Tabela 12 - Classificacdo da imunomarcacio especifica

Caracteristicas Operacionalizacao
0 0% de marcacdo do alvo ---
1 Marcacdo de 1 a 10% do alvo Estimativa de marcacdo de 1 em 10 estruturas alvo
2 Marcacdo em 11 a 49% do alvo Estimativa de marcacdo de até 4 em 10 estruturas alvo
3 Marcacio em 50 a 89% do alvo Estimativa de marcacédo de até 8 em 10 estruturas alvo
4 Marcacgido em 90 a 100% do alvo Estimativa de marcacédo de até 10 em 10 estruturas alvo

12.1.5.4 Proporg¢ao de imunomarcacgao inespecifica

A proporc¢do de imunomarcacgao inespecifica permite examinar o racio entre estru-
turas "ndo marcaveis" e estruturas marcadas. Este item obtera expressdo pratica
submetendo-o a hierarquiza¢do numa escala ordinal que se inicia em marcagdo de

estruturas ndo-alvo que invalida a avaliagdo que corresponde a pior situacdo possi-
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vel, passa por marcagdo de estruturas ndo-alvo que ndo invalida a avaliagdo e ter-
mina em Auséncia de marcagdo de estruturas ndo-alvo que corresponde a melhor
situacdo possivel.

Apos visualizagdo microscopica da totalidade do tecido em estudo, é classificada a
proporc¢ao de estruturas falsas-positivas de acordo com uma escala de cinco niveis

associados aos valores 0 a 4 (Tabela 13).

Tabela 13 - Classificacdo da imunomarcagao inespecifica

Valor Caracteristicas Operacionalizaciao
0 Marcacdo de estruturas ndo-alvo que invalida a avaliacdo Estimativa de marcacdo de 3 em 3 estruturas ndo-alvo
2 Marcacio de estruturas ndo-alvo que ndo invalida a avaliagdo : Estimativa de marcacdo de até 1 em 3 estruturas nio-alvo

IS

Auséncia de marcacdo de estruturas ndo-alvo Estimativa de marcacgdo de 0 em 3 estruturas ndo-alvo

12.1.5.5 Intensidade de coloracao de contraste

A intensidade de coloracao de contraste possibilita a apreciacdo da qualidade do
contraste utilizado. Este item obtera expressao pratica submetendo-o a hierarqui-
zacao numa escala ordinal que se inicia em auséncia de coloragdo que corresponde
a pior situacao possivel e terminando em coloragdo de muito forte intensidade que
corresponde a melhor situagao possivel.

Ap0s a visualizagao ao microscopio da totalidade do tecido em estudo € classifica-
da a intensidade da coloracdo de contraste de acordo com uma escala de cinco ni-
veis associados aos valores 0 a 4 (Tabela 14).

Tabela 14 - Classificacdo da intensidade de coloracido de contraste

0 Auséncia de coloracdo ---

1 Coloracdo de fraca intensidade Visivel somente em muito grande amplia¢do - 400x
2 Coloracdo de moderada intensidade Visivel somente em grande amplia¢do - 100x

3 Coloracdo de forte intensidade Visivel em baixa ampliacdo - 40x

4 Coloracdo de muito forte intensidade Nitidamente visivel em baixa ampliacdo - 40x

12.1.6 Score final

Foi possivel assim construir uma grelha final coligindo todos os itens anteriormen-

te referidos (Tabela 15).

101




IMUNOHISTOQUIMICA

CONTROLO DE QUALIDADE

Tabela 15 - Grelha de avaliagdo de qualidade da imunohistoquimica

Sensibilidade Especificidade

P Preservacgao da Intensidade da Quantidade relativa Marcacao
on-
morfologia tecidu- marcacao especi- de estruturas mar- inespecifi- Contraste
tos
al fica cadas ca/fundo
Auséncia de preser- Marcagdo de
0 vagdo morfoldgica Intensidade de 0% de estruturas estruturas nao- Auséncia de
que invalida a avali- marcacgdo nula marcadas alvo que invalida a coloragdo
acdo avaliagao
1 Intensidade de 1 a 10% de estruturas Coloragdo de
marcagao fraca marcadas fraca intensidade
Marcagdo de
Auséncia de preser-
Intensidade de estruturas ndo- Coloragdo de
vagdo morfoldgica 11 a 49% de estrutu-
2 marcagdo mode- alvo que nao moderada inten-
que ndo invalida a ras marcadas
rada invalida a avalia- sidade
avaliacdo
cao
3 Intensidade de 50 a 89% de estrutu- Coloracgdo de forte

marcacao forte ras marcadas intensidade

Intensidade de Auséncia de mar- Coloragdo de

Preservagdo perfeita 90 a 100% de estrutu-
4 marcagdo muito

da morfologia

muito forte inten-

sidade

cacdo de estrutu-
ras marcadas

forte ras nio-alvo

Para permitir uma constatacdo mais imediata e percetivel da qualidade da imu-
nohistoquimica, uma comparabilidade entre estudos e um tratamento estatistico
mais aprofundado, foi criado o Score Global de qualidade da imunohistoquimica.
Este dado quantitativo resulta da aplicacao de um algoritmo sobre os itens referi-

dos anteriormente.

12.1.6.1 Factores de ponderacao

Numa tentativa de valorizar os itens que mais contribuem para a qualidade final da
marca¢do imunohistoquimica foram introduzidos fatores de ponderacdo. O item
considerado mais relevante foi “intensidade de imunomarcac¢ao” pelo que lhe foi
atribuido o fator de ponderacao 3. Em seguida foi considerado o item “imunomar-
cacdo especifica” com o fator de ponderac¢do 2. Finalmente surgem os parametros

» o«

“preservacdo da morfologia do tecido”, “imunomarcag¢do nado especifica” e “intensi-

dade da coloragao de contraste” com o fator de ponderagao 1 (Tabela 16).
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Tabela 16 - Fatores de ponderacio do score final da qualidade da imunohistoquimi-

ca
Sensibilidade Especificidade
Preservacao da Intensidade da Quantidade rela-
Marcagao inespe-
morfologia do marcacgao espe- tiva de estruturas Contraste
cifica/fundo
tecido cifica marcadas
Factor de
1 3 2 2 1
ponderacao

Desta forma procura-se garantir que ao maior score equivale a melhor qualidade
de marca¢do imunohistoquimica. O score final pode tomar valores entre 0 (pior
resultado possivel, em que ndo ha intensidade de marcacdo imunohistoquimica,
ndo ha marcacgao especifica, ndo ha contraste nem preservacao tecidular, havendo
somente forte marcacao inespecifica) e 36 (melhor resultado possivel, implicando
uma lamina com todas as células marcadas especificamente com muita intensida-
de, um contraste também muito intenso e sem marcacao inespecifica, nem destrui-
¢do tecidular). Para facilitar a interpretacdo, o score final podera ser multiplicado
pelo fator 2,77 para se obter valores finais na escala 0-100 pontos, normalmente

mais intuitiva.
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13 AUTOMATIZACAO

A automatizacdo em imunohistoquimica é um desejo dos investigadores que se
comecou a desenhar no inicio da década de 80 do século passado. Nessa altura co-
mecaram a ser propostos equipamentos que permitiam o processamento de lami-
nas histolégicas e citolégicas com menor intervengao humana. Os primeiros apare-
lhos podiam ser divididos em dois grupos: os que tinham como base tecnolégica a
capilaridade e os que eram “caixas de incuba¢do” com pipetadores automaticos.
Estavamos no final dos anos 80 quando a Shandon lanc¢a o seu Sequenza: um incu-
bador para imunohistoquimica que utilizava os famosos coverplates. Prometia faci-
litar a técnica tornando-a mais organizada e fidvel. Com recurso aos coverplates
dizia-se que a reprodutibilidade e a qualidade eram excelentes, para além de pou-
par reagentes e garantir que as laminas nao secavam.

Permitia a realizacdo de até 50 laminas por sequéncia com controlo bastante rigo-
roso da duracao da incubac¢do pois possuia um temporizador incorporado que
permitia 5 contagens independentes. Alguns destes equipamentos ainda estdo em

uso atualmente com bons resultados.

Figura 95 - Shandon Sequenza

Fonte: https://scontent-a-lhr.xx.fbcdn.net/hphotos-xafl/v/t1.0-
9/384563_319436328073433_1119716805_n.jpg?oh=c9f7b7b6728b941093089e498f9d21f2&0e=54CE7B5D

0 Cadenza da Shandon foi um dos primeiros equipamentos a propor automatizacao
da imunohistoquimica. Conseguia armazenar em memoria 10 protocolos diferen-
tes com um maximo de 20 passos cada. Processava um nimero extraordindrio pa-

ra a época de 20 laminas em simultaneo.
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Figura 96 - Shandon Cadenza

Fonte: https://fbcdn-sphotos-g-a.akamaihd.net/hphotos-ak-xaf1/v/t1.0-
9/313537_319443108072755_767725798_n.jpg?oh=ac3d7efdaf738eb2a0b75c617d26df24&o0e=54C24874&_gda_=14211
52677_596903ed35efede73fe0167c5336c292

Posteriormente surgiu o Techmate que proponha a capilaridade como principio
fisico de funcionamento e permitia a identificacao de varios anticorpos em simul-

taneo.

Figura 97 - Dako Techmate

Fonte: http://cdn.dotmed.com/images/listingpics/517339.jpg

O Autostainer foi provavelmente o “pipetor automatico” que maior sucesso atingiu
durante os anos 90, existindo ainda hoje varios em funcionamento. As laminas
eram colocadas na horizontal e os reagentes eram colocados em tubos de plastico
localizados em suportes laterais. O aparelho era programado para pipetar os soros
e proceder a lavagens a intervalos delimitados no tempo. Possuia ainda um blower
que eliminava o excesso de tampao de lavagem de cima do tecido antes da pipeta-
gem. Os reagentes e o tampdo de lavagem eram recolhidos apds utilizacdo num

recipiente a parte.
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Figura 98 - LabVision Autostainer

Fonte: http://www.abbott-ir.com/upload/images/IMG_59463.jpg

No inicio da década de 2000 foi apresentado o equipamento que possuia a inova-
cdo tecnolégica que pretendia revolucionar o mercado. Foi assim introduzida a
codificacao das amostras por cédigo de barras, a “lamela liquida” que impedia a
secagem do tecido e garantia a homogeneizacdo do soro, o vortex-mixing e os su-

portes aquecidos que aceleravam a técnica, diminuindo o tempo da sua duracgao.

Figura 99 - Ventana Nexes

Fonte: http://ocs.med.nyu.edu/system/files/nexes-1.jpg

Atualmente os equipamentos sdo bastante mais evoluidos e permitem, por exem-
plo, a realizacdo da desparafinagdo, hidratacdo e recuperacao antigénica no inte-
rior da plataforma.

E agora possivel garantir padrées elevados de qualidade de imunomarcacéo, me-
lhorando a padronizagdo e a rastreabilidade das operag¢des. Além disso a maioria
dos aparelhos atuais possuem elevada flexibilidade, baixo custo a longo prazo, au-
tonomia que permite que o técnico se dedique a outras actividade cientificas du-

rante a realizacao da técnica e aumentam a seguranca quimica e biolégica.
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13.1Ventana Ultra

Dos aparelhos mais populares atualmente destaca-se o Ventana Ultra. Este equi-
pamento foi concebido tendo em mente a produtividade, permitindo fluxo conti-
nuo de trabalho e utilizagdo simultanea de varias técnicas.

Possui 35 posicdes para reagentes e 30 posicdes para laminas em gavetas indivi-
duais de acesso continuo. Pode processar até 90 laminas em 8 horas, ou 120 1ami-
nas com um run suplementar durante a noite. Pode realizar simultaneamente imu-
nohistoquimica, Hibridagao in situ, dupla marcag¢do e imunofluorescéncia.

O interface é muito apelativo e intuitivo, permitindo atualizacdo permanente de
cada exame em curso. Também permite uma variedade de protocolos personaliza-

dos pelo técnico. Existe acesso continuo aos reagentes e residuos para melhoria do

fluxo de trabalho135 (Figura 100, Figura 101, Figura 102, Figura 103).

ST

Figura 100 - Ventana Ultra - vista frontal.

Fonte: http://amadeuferro.webs.com/apps/photos/photo?photoid=145073474

Figura 101 - Ventana Ultra - recipiente de recolha de detritos liquidos.

Fonte: http://amadeuferro.webs.com/apps/photos/photo?photoid=145073473
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Figura 102 - Ventana Ultra - aspeto do interior.

Fonte: http://amadeuferro.webs.com/apps/photos/photo?photoid=145073475

Figura 103 - Ventana Ultra - reagentes.

Fonte: http://amadeuferro.webs.com/apps/photos/photo?photoid=145073477

13.2Leica Bond III

Outro dos equipamentos mais populares atualmente é o Leica Bond IIl. Este é um
aparelho até 50% mais rapido mais do que a geracdo anterior, ndo requerendo
manutencdo diaria. Utiliza reagentes de alta qualidade e o Covertile bond™, lider na

sua classel3¢ (Figura 104, Figura 105, Figura 106, Figura 107).

Figura 104 - Leica Bond III - vista frontal.

Fonte: http://www.icsid.org/database/images/display/sb4c1647ff60142.jpg
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Figura 105 - Leica Bond III - covertiles colocados na superficie das laminas.

http://www.leicabiosystems.com/uploads/tx_leicaproducts/9._.1463_05_022_28.jpg

Figura 106 - Leica Bond III - aspeto do interior.

Fonte: http://www.pddnet.com/sites/pddnet.com/files/inventech.jpg

@

154

Figura 107 - Leica Bond III - reagentes.

Fonte:

http://www.selectscience.net/images/products/6112_bond250.jpg.ashx?maxwidth=300&maxheight=200&bgcolor=white&

mode=pad
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14 IMUNOHISTOQUIMICA NO DIAGNOSTICO

As técnicas de imunohistoquimica sdo uma ferramenta poderosa ao dispor do di-
agnoéstico anatomo-patolégico e da investigacdo. Nao obstante, a imunohistoquimi-
ca é um meio de pensar o diagndstico e frequentemente serve de complemento a
um raciocinio diagnoéstico, nao o substituindo. O progndstico e a indicagao terapéu-
tica sdo muito condicionados pelo recurso a estas técnicas, demonstrando aqui o
Técnico de Anatomia Patolégica toda a sua responsabilidade e relevancia para a
melhoria da quantidade e qualidade de vida do doente.

De um modo geral, ja sdo conhecidos e estudados os diferentes antigénios que po-
dem ser expressados pelos diferentes tipos de patologias, sendo necessario, muitas
vezes, detetar a sua existéncia para confirmar a patologia correspondente. Noutras
situagdes recorre-se a técnicas imunohistoquimicas, nao para confirmar uma sus-
peita proveniente do aspecto morfologico da patologia, mas sim como ferramenta
de primeira linha pois o aspecto morfolégico ndo indica caminhos definitivos. Aqui
recorrem-se a algoritmos diagnosticos (Figura 108 e Figura 109), surgindo a imu-

nohistoquimica como a principal determinante da resposta final.
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14.1Principais antigénios detetados por imunohistoquimica

14.1.1 Recetores de Estrogénio

Os Recetores de Estrogénio (RE) encontram-se nas células de varios 6rgaos, inclu-
indo a mama, onde funcionam como estimuladores de diversos processos biolégi-
cos, quando ativados pelo estrogénio. Por sua vez, a reducao dos niveis de estrogé-
nio no sangue reduz a atividade biolégica destas células alvo, o que fundamenta a
terapéutica endd6crina para mulheres com carcinoma da mama positivo para RE.
Uma concentracdo elevada de RE no tumor mamario correlaciona-se com maior
resposta a terapéutica enddcrina e, por consequéncia, a auséncia de RE no tumor
tornaria essa terapéutica inapropriada. Assim, o conhecimento do estado do RE
tem um papel crucial na indicagdo terapéutica. Os National Institutes of Health
(NIH) recomendaram, em 1979, a determina¢do do estado dos RE para todos os
carcinomas primarios da mama para, desse modo, se determinar a terapéutica
mais adequada. Em 1985, os NIH e a American Cancer Society publicaram, de forma
independente, relatérios que apoiavam a determinacdo do estado dos RE como
auxiliar a gestdo do cancro da mama. Apesar de existirem diversas abordagens ci-
rargicas para reduzir os niveis de estrogénio (incluindo a ovariectomia, a hipo-
fisetomia e a adrenaletomia), atualmente, o tratamento de eleicao para os carci-
nomas positivos para RE é o Tamoxifeno?33.

O conhecimento do estado do RE nos tumores da mama auxilia igualmente na de-
terminac¢do do progndstico, tendo sido demonstrado, numa série de estudos, que a
presenca do RE confere um progndstico favoravel, pois as doentes RE-positivas
possuem uma sobrevida global significativamente maior do que as doentes RE-

negativas137.138(Figura 110).

Figura 110 - Recetores de Estrogénio (HRP, 400x).
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14.1.2 Recetores de Progesterona

Os Recetores de Progesterona (RPg) sao proteinas especificas encontradas em va-
rios tipos de células que se ligam a progesteronal3®. Em 1996, a American Society of
Clinical Oncology, recomendou a determinagdo do estado dos RE e dos RPg em to-
das as lesdes primdrias e nas metastases para identificagdo dos doentes que tives-
sem mais probabilidade de beneficiar da terapéutica enddcrina adjuvante e da te-
rapéutica para doengas recorrentes ou metastaticas. O estado dos RPg pode ter um
papel importante no prognostico, mas tendo sempre em conta que devem ser ava-
liados em conjunto com outros critérios clinicos!49.

Atualmente, os RPg sdo marcadores importantes para a avaliagdo do carcinoma na
mama devido ao seu papel na determinacdo da funcionalidade dos recetores de

estrogénio também presentes no tumor. (Figura 111).

Figura 111 - Recetores de progesterona (HRP, 400x).

14.1.3 Proteina p53

Esta proteina tem fung¢des onco-supressoras predominantes na atividade celular. A
alteracdo do seu gene pode condicionar a sua estrutura e consequente funciona-
mentol4l. A proteina normal é denominada wild-type, enquanto a mutada é deno-
minada mutant-type. Apesar dos anticorpos utilizados para a sua detecao nao dis-
criminarem entre os dois tipos de proteina, sabe-se que somente a mutant-type
possui uma sobrevida em ambiente celular que lhe permite atingir quantidades
detétaveis pela técnica imunohistoquimica. Desta forma, a imunomarca¢do para
este antigénio pressupde que este se encontra no formato mutant-type, existindo
alguma controvérsia sobre se a negatividade implica a presenca obrigatéria de
wild-type. E, apesar de tudo, considerado um indicador de prognéstico para diver-

sos tipos de neoplasial4? (Figura 112).

115



IMUNOHISTOQUIMICA IMUNOHISTOQUIMICA NO DIAGNOSTICO

Figura 112 - Proteina p53 (HRP, 100x).

14.1.4 ERBB2

0 ERBB2 (também conhecido por HER2) é um gene que expressa uma proteina,
também com essa designacao, que é um recetor de tipo 2 de fatores de crescimento
epidérmico humano presentes em células da mama. Tem como func¢do ajudar na
regulacdo do crescimento saudavel das células, na sua divisdo e reparacao. No en-
tanto, em caso de neoplasia pode existir uma amplificacdo do gene (aumento do
numero de copias) o que se pode traduzir numa sobrexpressao de proteina ERBB2,
resultando num crescimento e divisdo descontrolados de células. A detecdo desta
sobrexpressdo em casos de carcinoma da mama pode ser feita recorrendo a técni-
cas de imunohistoquimica, usando anticorpos dirigidos especificamente contra a
proteina ERBB2143, Os resultados obtidos sao depois avaliados de acordo com gui-

delines internacionalmente aceites#4# (Figura 113).
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HER2 testing (invasive component) by validated IHC assay

Batch controls and on-slide controls show appropriate staining

|
I l I

Circumferential Circumferential Incomplete No staining is observed*
membrane staining membrane staining membrane staining or
that is complete, that is incomplete and/or that is faint/barely Membrane staining that
intense, and within weak/moderate and within perceptible and is incomplete and is
> 10% of tumor cells* > 10% of tumor cells* within > 10% of faint/barely perceptible
or tumor cells* and within < 10% of
Complete and tumor cells

circumferential membrane
staining that is intense
and within < 10%
of tumor cells*

[
IHC 3+ IHC 2+ IHC 1+ IHC 0
positive equivocal negative negative

Must order reflex test (same specimen using ISH) or order a new test
(new specimen if available, using IHC or ISH)

Figura 113 - Algoritmo para avaliacdo de expressio de ERBB2 por imunohistoqui-

mica.

Wolff AC, Hammond MEH, Hicks DG, et al. Recommendations for Human Epidermal Growth Factor Receptor 2 Testing in
Breast Cancer: American Society of Clinical Oncology/College of American Pathologists Clinical Practice Guideline Update. J.
Clin. Oncol. 2013;31(31):3997-4013. doi:10.1200/]C0.2013.50.9984.

Tendo por base os resultados obtidos nas marca¢des imunohistoquimicas, prosse-
gue-se entdo para a decisdo terapéutica. Tratando-se de um carcinoma da mama
ERBB2 positivo existem tratamentos especificos: aquele que é usado mais frequen-
temente é o Trastuzumab (ou Herceptin) desenvolvido pela Genentech Incl45, que
se trata de um medicamento cujo modo de atuacao implica a sua ligacao aos re-
cetores ERBB2 impedindo a sua ligacao e bloqueando assim o estimulo que indu-
ziria a célula a crescer e dividirl46, Para além de contribuir para reduzir a velocida-
de de proliferacdo das células tumorais, este medicamento também funciona como
alerta para o sistema imunitario para destruir as células tumorais a que se encon-
tra ligado por via das células NK147.

A aplicacao da imunohistoquimica para a determinag¢do do status ERBB2 é um pro-
cedimento fundamental com implicacdes diretas para o diagnodstico, prognostico e
indicacdo terapéutica no carcinoma da mama, permitindo uma orientacdo mais

objetiva com consequéncias na vida das pacientes (Figura 114).
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Figura 114 - ERBB2 (HRP, 100x).

14.1.5 Bcl2

0 seu nome deriva do inglés B-cell ymphoma 2 ou linfoma de células B 2, dado ser
o segundo membro de um conjunto de proteinas inicialmente descritas como uma
translocacdo genética reciproca no cromossoma 14 e 18 em linfomas foliculares.
Sabe-se atualmente que esta familia é constituida por genes/proteinas que regu-
lam a permeabilidade da membrana externa da mitocondria, podendo ser pro-
apoptoéticos (Bax, Bad, Bak e Bok) ou anti-apoptdéticos (Bcl-2 propriamente dito,
Bcl-xL, e Bcl-w). Ha um total de 25 genes na familia Bcl2 conhecidos até ao presen-
te.148,

A auséncia da proteina Bcl-2 propriamente dita é necessaria para o amadureci-
mento dos linfocitos B nos centros germinativos dos foliculos linfaticos. Desta for-
ma, a auséncia de marcacdo imunohistoquimica para esta proteina nos referidos
centros germinativos esta relacionada com o normal funcionamento destas estru-
turas, enquanto que a presenca da proteina estd associada ao linfoma folicular, no
qual a ativacdo do oncogene bcl-2 pela translocacao nos cromossomas, resulta nu-

ma sobrevivéncia e divisdo exagerada das células B149 (Figura 115).

Figura 115 - Bcl-2 (HRP, 100x).
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14.1.6 CD3

CD3 é uma proteina de linhagem especifica considerada como um marcador global
de células T. E um componente de varios dominios do complexo receptor das célu-

las T que estd normalmente localizado no citoplasma de linfoblastos T imaturos e

Figura 116 - CD3 (HRP, 100x).

14.1.7 CD20

0 anticorpo monoclonal anti-CD20 (e.g. clone L26) identifica linfécitos B humanos,
sendo produzido a partir de liquido ascitico de ratinho e € uma imunoglobulina de
classe IgG2a de cadeias leves Kappa. Este anticorpo é especifico para marcar lin-
fécitos B e utiliza-se para diferenciar patologias associadas a estas células ou ou-

tras patologias do sangue tais como linfomas e leucemias!5! (Figura 117).

Figura 117 - CD20 (HRP, 400x).

14.1.8 Citoqueratinas 8/18

As citoqueratinas 8 e 18 humanas sao filamentos intermediarios do tipo [ que per-
tencem ao grupo basico e acidico das citoqueratinas, respetivamente, encontrados
no esqueleto intracitoplasmatico em tecido epitelial. Sdo proteinas com um peso

molecular de 52,5kDa (8) e 45kDa (18), sendo que, em tecidos normais encontram-
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se expressas no epitélio simples, glandular e de transicdo e ainda nos hepatdcitos e
acinos pancreaticos. Em tecidos neoplasicos encontram-se expressas na maioria
dos carcinomas mas ausentes nos carcinomas queratinizantes!>2. O anticorpo mais
utilizado para a sua detegdo € originario do clone 5D3, produzido por imunizacao

de ratinho e correspondendo a uma imunoglobulina de classe IgG1 (Figura 118).

Figura 118 - Citoqueratina 8/18 (HRP, 400x).

14.1.9 CD30

0 CD30 é um marcador de ativacdo, que é encontrado em células B activadas e cé-
lulas T, mas que nao é encontrado em células destes tipos em repouso ou macréfa-
gos. O padrao de imunomarcac¢ao do CD30 pode ser membranar, paranuclear ou
ambos. Este antigénio é utilizado como um marcador para linfomas anaplasicos de
grandes células e, principalmente, nas células de Reed-Sternberg no linfoma de
Hodgkin, o que constitui diagndstico diferencial para esta patologial>® (Figura

119).

Figura 119 - CD30 (HRP, 100x).

14.1.10CD45

O antigénio CD45, também conhecido como LCA (Leukocyte Common Antigen) é, na

realidade, uma familia de proteinas do tipo tirosina-fosfato que sdo expressas em
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praticamente todas as células linféides e seus precursores, com excecdo de eritro-
citos maduros e megacariocitos, ndo estando presente em nenhuma célula nao-
hematolinféide. Este antigénio ndo esta também expresso em plasmocitos. O seu
padrao de imunomarcagdo é geralmente membranar, mas podera existir marcacao

paranuclear?s? (Figura 120).

=

Figura 120 - CD45 (HRP, 100x).

14.1.11Ki67

Este antigénio é uma proteina nuclear ndo histona que esta presente em todos as

fases do ciclo celular exceto GO (Figura 121).

Figura 121 - A célula expressa Ki67 ao longo de todo o Ciclo celular, excepto na fase
GO

Este antigénio torna-se assim num excelente identificador de células em fase ativa

e proliferativa, contribuindo para o estabelecimento do progndéstico em diversas

neoplasias?®3 (Figura 122).
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Figura 122 - Ki67 (HRP, 100x).

14.1.12Proteina S100

O anticorpo anti-S100 permite identificar células que expressam esta proteina,
sendo uma ferramenta util na identificagdo de varias patologias, tais como: mela-
noma, histiocitose de Langerhans, condroblastoma e schwannoma.

A S100 é uma familia de multigenes de baixo peso molecular, sendo composta por
19 membros que sdo diferencialmente expressos num grande nimero de tipos ce-
lulares que vao desde as células gliais do sistema nervoso central e periférico, con-
drdcitos e adipdcitos, até as células epiteliais das glandulas salivares e células re-

nais154,

Figura 123 - Proteina S100 (HRP, 400x).

14.1.13Cadeias leves Kappa e Lambda

Os plasmoécitos e outros tipos de células B expressam cadeias leves do tipo Kappa
ou lambda, normalmente numa proporc¢do de 2/3 e 1/3, respetivamente. Tendo
em conta que uma célula sé expressa um tipo de cadeia leve, este marcadores po-
dem ser utilizados em conjunto para distinguir entre populag¢des linfocitarias poli-
clonais (fisiologicas) e populagdes monoclonais (neoplasicas)!>? (Figura 124 e Fi-

gura 125).
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14.1.14Vimentina
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Figura 125 - CL lambda (HRP, 100x).

A vimentina é um filamento intermédio de 57 kDa que pertence a classe III destes

filamentos, integrando o citoesqueleto das células de vertebrados. O anticorpo an-

ti-vimentina é utilizado para identificar células de origem do mesenquimatosa em

tecidos normais e neoplasicos!5> (Figura 126).

Figura 126 - Vimentina (HRP, 100x).

14.1.15Citoqueratina 7

A citoqueratina 7 é uma citoqueratina basica encontrada na maioria dos epitélios

transicionais e glandulares. A sua marcag¢do é maioritariamente utilizada para dis-
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tinguir a origem dos carcinomas, uma vez que € expressa no epitélio de ovario,
pulmdo e mama mas ndo no epitélio de célon, préstata ou trato gastrointestinal56

(Figura 127).

Figura 127 - Citoqueratina 7 (HRP, 400x).

14.1.16Citoqueratinas (clones AE1/AE3)

Este soro monoclonal, que corresponde a uma imunoglobulina de classe IgG1, é
produzido por imunizac¢do de ratinho e permite identificar filamentos de citoque-
ratina que proporcionam integridade estrutural as células epiteliais. Normalmente
as citoqueratinas de baixo peso molecular sao expressas na fase inicial do desen-
volvimento das células, enquanto as de alto peso molecular sdo expressas em célu-
las maturas. O clone AE1 marca a maioria dos epitélios e serve como triagem geral
para neoplasias epiteliais, apresentando uma marcag¢do seletiva para a camada
basal da epiderme e do epitélio esofagico, ndo marcando as células parenquimato-
sas do figado e pancreas. O clone AE3 marca todo o epitélio da maioria dos tecidos:
pele, es6fago, bexiga e também ductos e células do parénquima pancreatico. Assim
sendo, este anticorpo permite diferenciar tumores epiteliais (carcinomas) de tu-
mores ndo epiteliais (linfomas ou sarcomas). Pode também ser utilizado para ca-
racterizar a origem epitelial de tumores adenomatdides, para distinguir carcino-
mas indiferenciados de linfomas de grandes células e para distinguir carcinoma
indiferenciado de melanoma, quando combinado com o anticorpo para a proteina

S1009° (Figura 128).
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Figura 128 - Citoqueratina (clones AE1/AE3) (HRP, 400x).

14.1.17 Actina do Musculo Liso

A actina é um componente muito importante do citoesqueleto que se encontra pre-
sente em muitos tipos celulares. O anticorpo anti-actina do musculo liso é utilizado
para identificar células do musculo liso, miofibroblastos e células mioepiteliais. O
clone mais utilizado é o 1A4 e permite o diagnoéstico diferencial de leiomiomas,
leiomiossarcomas e adenomas pleomorficos. Este anticorpo pode ser usado junta-
mente com o anticorpo anti-actina muscular para distinguir entre leiomiossarcoma

e rabdomiossarcoma®® (Figura 129).

Figura 129 - Actina do musculo liso (HRP, 100x).
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15 MARCACAO MULTIPLA

A multipla marcacao consiste na aplicacdo de mais de um anticorpo primario num
corte durante a técnica imunohistoquimica e consequente identificagdo dos anti-
génios correspondentes. Cada ligagdo anticorpo-antigénio ird apresentar uma dife-
rente cor que pode ser separadamente identificada.

Esta metodologia possui vantagens do ponto de vista técnico, clinico e financeiro,
pois permitem co-localizar diferentes antigénios na mesma célula ou em células
adjacentes, em vez de interpretar os resultados provenientes da observacdo de
duas ou mais laminas individuais. Também é possivel a redu¢do do nimero de la-
minas que é necessario analisar e interpretar para validar resultados clinicos ou
investigacionais e a diminuicdo do material histologico/celular despendido para
proceder a analises imunohistoquimicas. Além disso, possibilitam a reducao dos
reagentes utilizados na desparafinacdo, hidratacdo, imunomarcag¢do, contraste,
desidratacao, clarificagdo e montagem e consequentes residuos do laboratériols7.
Existem duas formas distintas de aplicar marca¢do maultipla: método simultaneo e

método sequencialls?.

15.1Método simultaneo

Nesta metodologia de multipla marcagdo os anticorpos primdrios sdo todos colo-
cados em simultaneo na lamina, bem como os anticorpos secundarios e assim su-
cessivamente. E necessario que seja feita uma planificacdo adequada para que nio
surjam interacdes indesejadas entre os reagentes utilizados que podem compro-
meter a especificidade e sensibilidade da marcagao imunohistoquimica.
Vantagens:

e Rapida.
Desvantagens:

e Planificacdo complicada.

e Exigéncia de reagentes altamente especificos.
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15.2Método sequencial com desnaturacao intercalar

Este método implica a realizacdo de uma técnica imunohistoquimica completa,
incluindo revelagdo, seguida de uma desnaturacdo e posteriormente de nova técni-
ca imunohistoquimica e assim sucessivamente (Figura 130, Figura 131, Figura 132,
Figura 133).
A desnaturacao tem a funcdo de eliminar todos os reagentes colocados no tecido
pela técnica anterior, de forma a deixar o tecido limpo para os novos anticorpos.
Pode ser realizada com solu¢des de baixo pH ou por alta temperatura.
Vantagens:

e Planificacao mais simples.

e Nao exige reagentes altamente especificos.

Desvantagens:

e Mais demorada e trabalhosa.

Figura 131 - Glicoforina A (castanho), CD20 (negro) e CD3 (vermelho) em baco
(100x).
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Figura 132 - Insulina (castanho), Citoqueratina (negro) e CD34 (vermelho) em pan-

creas (400x).

Figura 133 - CD20 (castanho), Citoqueratina (negro) e AML (vermelho) em ap. ileo-
cecal (400x).
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16 CONCLUSAO

Este Manual procura facultar aos Estudante e interessados em imunohistoquimica
uma informacao atual e aplicada em lingua portuguesa. Na sua génese esteve prin-
cipalmente a experiéncia profissional do autor e uma revisao bibliografica que se
procurou que fosse adequada. No entanto, muito ficou ainda por dizer e fundamen-
tar, pelo que novas revisdes surgirdo, dando lugar a novos Manuais, que procura-

rao ser mais ajustados ao estado-da-arte em vigor.
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17 APENDICES

17.1Apéndice 1 - Adesivacgao de laminas - APES

Colocar as laminas em acetona - 5 minutos.

Secar as laminas ao ar.

Preparar solucdo APES 2% em acetona.

Colocar as laminas em solucdo de APES 2% - 30 minutos.

Colocar as laminas em agua corrente — 10 minutos.

A T o

Passagem por dgua destilada.
7. Deixar secar “overnight”, a temperatura ambiente ou a 37°C.
Notas:
a. APES - 3-AMINOPROPIL-TRIETOXISILANO (Sigma - 440140-500).
b. A solucdo de APES pode ser guardada no frigorifico para nova utilizagao.

c. Estaslaminas ndo possuem prazo de validade.

17.2Apéndice 2 - Tampao EDTA 1 mM pH 8.0

Preparacao da Solucao Stock 100x concentrada.
1. Juntar 29,2 g de EDTA a 1000 cm3 de agua Destilada.
2. Ajustar o pH com NaOH 0.1M para ajudar a dissolugao.
Notas:
a. A solucao stock deve se diluida a 1/100 antes da utilizagdo e ajustar o pH
com NaOH 0.1M.
b. Mergulhar as laminas em 400 ml de solu¢do tampao e colocar no forno mi-
croondas durante 15 minutos a poténcia de 900 w (nunca deixar secar as
laminas).

c. Aposrecuperacao, arrefecer gradualmente as laminas em agua corrente.

17.3Apéndice 3 - Tampao citrato, pH 6.0

Para 5000 cm3 de solucao:
1. Juntar 10.5g de Acido Citrico a 5000 cm3 de 4gua destilada.
2. Acertar o pH a 6.0 com NaOH 2M (aproximadamente 60 cm?3).

3. Adicionar 2,5 cm3 de tween 20 e homogeneizar.
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17.4Apéndice 4 - Tampao Tris/EDTA, pH9.0

Para 1000 cm3 de solucdo:
1. Juntar 1000 cm3 de agua destilada a 1,21 g de Tris Base e a 0,37 g de EDTA.
2. Verificar o pH e se necessario corrigir para pH 9, com NaOH 2M.

3. Adicionar 0,5 cm3 de tween 20 e homogeneizar.

17.5Apéndice 5 - Solucao de pepsina 0,4% pH 1/2

1. Dissolver 0,4 g de pepsina em 100 cm3 de agua destilada.
2. Adicionar 1 cm3 de Acido Cloridrico
3. AcertaropHentre1le2a379°C.
Notas:
a. asolucdo de pepsina é conservada no congelador e pode ser reutilizada até
quatro vezes.
b. Cada reutilizacdo exige o acerto de pH.

c. Evitar diluir a solugdao em cada reutilizacao.

17.6 Apéndice 6 - Solucao de bloqueio da Peroxidase Endogena

1. Medir 100 cm?3 de agua destilada.

2. Adicionar 3 cm3 de Peroxido de Hidrogénio 30% e homogeneizar.

17.7 Apéndice 7 - Protocolo de Técnica Imunohistoquimica LSAB

Desparafinar em xilol - 15 min.

Passagem em Alcool 100%.

Inibicao da Peroxidase end6gena em solugdo de bloqueio - 10 min.
Passagem por dgua corrente.

Recuperacao antigénica.

Lavagem em PBS e colocagdo de meio hidréfobo em volta do corte.
Colocac¢do em soro primario - 30 min.

Lavagem em PBS - 2 x 5 min.

© ® N o e W N

Colocac¢do em soro secundario biotinilado - 30 min.

—_
(=)

.Lavagem em PBS - 2 x 5 min.

—_
—_

. Colocagao em “soro tercidrio”- streptavidina conjugada com peroxidase - 30
min.
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12. Lavagem em PBS - 3 x 5 min.

13. Revelagdo com solucao de DAB - 5 min.
14. Lavagem em agua corrente.

15. Contrastar com hematoxilina de Mayer.

16. Desidratar, clarificar e montar.

17.8Apéndice 8 - Protocolo de Técnica Imunohistoquimica de Po-
limero Indireto

Desparafinar em xilol - 15 min.

Passagem em Alcool 100%.

Inibicdo da Peroxidase end6gena em solugdo de bloqueio - 10 min.
Passagem por dgua corrente.

Recuperacdo antigénica.

Lavagem em PBS e colocagdo de meio hidréfobo em volta do corte.
Colocag¢do em soro primario - 30 min.

Lavagem em PBS - 2 x 5 min.

© © N o s W

Colocagdo do Soro polimero indireto - 30 min.

(U
(=)

.Lavagem em PBS - 3 x 5 min.

—_
—_

. Revelagdo com solugdo de DAB - 5 min.

=
N

.Lavagem em agua corrente.
13. Contrastar com hematoxilina de Mayer.

14. Desidratar, clarificar e montar.
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