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Definicao

O termo imunohistoquimica surgiu das palavras. imunologia, histologia e quimica. A
imunologia estuda o sistema imunolégico, a histologia estuda tecidos e 6rgaos
utilizando-se 0 microscopio, apos a sua coloracdo. Para facilitar a observacdo, diversos
tipos de coloragdes podem ser usados para identificar diferentes partes de um tecido. O
processo de identificar antigenos nos tecidos com anticorpos, através de seccéo corada €
definido como imunohistoquimica.

Glossario

Antigeno: quaquer substancia que sob condi¢des apropriadas é capaz de estimular a
formacao de anticorpos.

Epitopo: é o determinante antigénico, o sitio exato de ligagcdo do anticorpo na
mol écula do antigeno.

Biotina: vitamina (vitamina H) de baixo peso molecular (244.3), hidrossoltvel,
derivada da dieta e de bactérias intestinais. Pode ser ligada covalentemente a cadeias de
aminoéacidos ou agUcares de proteinas e glicoproteinas.

Avidina: é uma glicoproteina basica com PM de aproximadamente 68.000, obtida a
partir da clara do ovo ocorrendo também no oviduto de varias espécies de passaros.
Molécula quadrivalente, tetramero com simetria 2:2, cada lado da molécula contendo
um par de receptores para a biotina.

Estreptoavidina: obtida a partir do Sreptomyces avidinii ndo contem carboidrato,
possui ponto isoelétrico proximo ao neutro, mantém as propriedades de ligagdo da
avidina sem apresentar, entretanto problemas fisicos indesgjaveis.

Proteina A proteina derivada da parede celular do Saphylococcus aureus, que se
liga (ligacdo ndo imunoldgica) ao segmento Fc da 1gG da maioria dos mamiferos
(homem, coelho, camundongo, suino e hamster).

HIER : Heat induced retrievel

PIER : Protein induced retrievel

Aplicacéo

Os procedimentos de imunohistoquimica sdo aplicaveis a secgdes de parafina e
criostato, esfregacos e suspensdes celulares.

Pré-requisito: o antigeno tecidual deve permanecer insollvel, a estrutura tercidria do
antigeno ndo deve estar alterada para que o sitio antigénico se ligue ao anticorpo.



Preparo do tecido

Colheita daamostra, clivagem.

Preservacao do tecido — Fixagdo ou congelamento em nitrogénio liquido.

Fixacéao

Nd ha um fixador ideal. O fixador idead deve preservar a morfologia, a
imunorreatividade, prevenir a extracdo difusdo e deslocamento do antigeno durante as
etapas que se seguem a fixacdo e ndo interferir com as reacBes subseqlentes na
localizag&o do antigeno.

Solucdes fixadoras

Aldeidicas Alcodlicas Com adicdo de
pontes convalentes coagulacéo de proteinas metais pesados
Zinco
Formaldeido 4-10% Carnoy 70% etanol 20% antigenos de membrana
Paraformaldeido 4% cloroférmio 10% ac.acético
PLP periodato-lisina- glacial. Mercurio—B5.
paraf ormaldeido Metacarn 70% metanol 20% Igintracelulares.
Glutaraldeido cloroférmio 10% ac.acético
alacial.

Desidratacdo e clareamento.

A desidratacéo parece ter pouco efeito na imunorreatividade da maioria dos antigenos.
Quanto a0 clareamento, os efeitos lesivos acarretados pelo uso do xilol podem ser
revertidos com o emprego datripsina.

Incluséao.

N&o se deve ultrapassar a temperatura de 60°C quando da inclusdo em parafina.
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Recuperacao Antigénica

A fixagdo em formalina promove ligagbes multiplas entre 0os grupos aminos e a
formacgéo de pontes de metileno entre os varios aminoécidos presentes nos peptideos de
uma determinada proteina e desta com as proteinas adjacentes. Estas multiplas ligacdes
bloqueiam 0 acesso de anticorpos aos epitopos alvo, mascarando o antigeno.

O desmascaramento se refere em geral aos métodos enzimatico ou com utilizagdo do
calor aplicados com objetivo de melhorar a imunorreatividade dos tecidos.

A demonstracdo de que a digestdo enzimatica por protease melhorava a
imunorreatividade dos tecidos por Huang em 1976 ganhou popularidade entre os
Laboratérios ao permitir a utilizacdo de um maior nimero de anticorpos que poderiam
ser aplicados aos tecidos processados de maneirarotineira.

Como o numero de anticorpos que se beneficiam com esta técnica € limitado quando
comparado ao HIER e sendo técnica de dificil reprodutibilidade pelas caracteristicas
empiricas na determinacdo da concentracdo, tempo de digestdo e tipo de protease é
aconselhavel otimizar 0 uso de uma ou no maximo duas proteases. No LPBC a digestéo
enzimatica é feita com o uso de tripsinaa 0,1% a 37°C, 30min.

O HIER primeiro relatado por Shi e cols., 1991 é feita em tampdo citrato a 0,01M pH6.0
(Catorelli e cols.) em forno de microondas de 450Wats por 10 minutos mantendo uma
temperatura constante de 90°C.

Problemas em imunohistoquimica

A atividade de enzimas endogenas, a ligacdo inespecifica de anticorpos a componentes
teciduais quer por ligaces hidrofobicas ou interagdes i6nicas constituem as principais
causas de coloracdo de fundo sem especificidade e indesgjavel em imunohistoquimica.

As principais causas de coloragéo de fundo s&o:

- Ligacdo ao receptor FC

- Presencade Biotinaenddgena

- Ligag&o alectinas teciduais

- Reagéo cruzadainespecificado Ac quando o epitopo do Ag a ser corado €
partilhado com outras proteinas

- Difusdo do Agaser investigado do local de sintese para o tecido circundante

- Presencado Ag em altas concentragdes no plasma perfundindo o tecido
anteriormente a sua fixagéo

- Ingestéo do Ag por fagécitos, resultando em coloragdo ndo normalmente
observada nestas células

- Injariafisicado tecido causada por dessecacao ou por incompleta fixacéo do
tecido

- Autdlise

- Residuos do meio de embebicéo, desparafinizagdo incompleta

- Contaminagao pelo anticorpo secundario com anticorpos naturais que se ligam de
forma inespecifica no tecido

- Reagdo cruzada do anticorpo secundério devido areagdo cruzada entre espécies

- Hiperdigestdo por enzimas proteoliticas

- Pigmentos teciduais coloridos similares ao produto final dareacdo




Métodos de Bloqueio

Peroxidase enddgena

Normalmente ocorre atividade de peroxidase em hemécias, pseudoperoxidase,
granul écitos, mieloperoxidase, hepatécitos, sistema nervoso central e tecidos sensiveis a
estrogénio. As peroxidases enddgenas, citocromo oxidase e catalase produzem produtos
de reacdo com diaminobenzidina (DAB). Quando do uso de HRP *“horseradish
peroxidase” o bloqueio da peroxidase enddgena deve ser procedimento de rotina

Ha varios métodos de bloqueio 0 mais comumente utilizado em cortes parafinados € 0,3
a 0,5% de perdxido de hidrogénio em metanol por 10 a 30 min a temperatura ambiente.
Como reagentes oxidativos podem danificar o sitio antigénico preconiza-se realizar o
bloqueio da PE ap6s aincubagdo com 0 Ac 1° na técnica de imunoperoxidase indireta e
ap0s o0 secundario quando se utilizao Ac 2° biotinilado.

Um outro excelente bloqueador da PE € a azida sodica, utilizada a 0,1% em mistura
com 0,3% de H202 na solugdo tampdo remove satisfatoriamente a atividade de
mieloperoxidase de granulécitos e de pseudoperoxidase de hemécias. Também é o
método de escolha para materiais criopreservados.

Fosfatase alcalina enddgena

A fosfatase alcalina (FA) esta amplamente distribuida nos tecidos humanos. |soenzimas
de FA sdo encontradas em atas concentragBes na mucosa intestinal, nos tubulos
proximais do rim, em regides calcificadas, na superficie de células endoteliais arteriais e
de capilares, nas células reticulares do estroma, em neutréfilos, nos linfocitos da zona
do manto em seccdes criopreservadas de linfonodos, baco e tonsilas.

O blogueio efetivo é obtido com a adicdo de Levamisole 1-5mmol/l na solucdo
substrato da enzima.

A fosfatase acida ndo € afetada pelo Levamisole para prevenir esta atividade é essencial
que o pH da solugéo substrato estejaem pH 8.0 ou acima.

Biotina enddgena

A biotina é vitamina e coenzima encontrada em diversos tecidos, particularmente no
figado, pulméo, baco, tecido adiposo, glandula mamaria, rim e cérebro. A atividade da
BE pode ser suprimida pelo uso de tampdes acalinos, a pré-incubagcdo com avidina ou
com leite desnatado. O método mais comumente utilizado € a técnica de supresséo pela
ligac&o biotina-avidina.



- PBS2x5min

- Avidina0,1% 10 min TA

- Escorrer erinsar com PBS ou
PBS 2x 5 min

- Biotina0,01% 10 min TA
- PBS2x5min

A pré-incubag8o com avidina permite o
bloqueio da BE porque abiotinaso é
capaz de se ligar auma Gnica molécula
deavidina.

A aplicacdo subseqiente de biotina é
essencial para que se blogueie receptores
livres da avidina ndo ocupados pelaBE.

Interac®es hidrofébicas e ibnicas

Os conjugados de Peroxidase (HRP tipo V) sdo proteinas basicas e podem se ligar de
modo inespecifico a sitios anidnicos teciduais. A utilizagdo de detergentes ndo i6nicos
(Triton X-100 a 0,5%) ou de proteinas inertes tais como soro fetal bovino, soro
albumina bovina ao competir com os sitios de ligacdo reduz a absorcéo inespecifica.

As ligacOes inespecificas devidas a Interagbes hidrofébicas e ibnicas sGo mais
freglientemente observadas em tecido conjuntivo pela presenca de coldgeno elasting,

laminina e proteoglicanos, epitélio e adipocitos.

As ligagBes hidrofobicas entre proteinas teciduais e anticorpos sdo influenciadas pela
fixacao, fixadores adeidicos, pelo Ac 1°, Ig so particularmente hidrofdbicas e pelo tipo
e concentracdo idnica do tampdo. O método mais eficiente de bloquear as interactes
hidrof dbicas é o uso de proteina bloqueadora em separado ou junto ao diluente do AC.

Leite desnatado a 10% antesdo Ac 1° 30 min 37°C

Diluentes parao AC primario e Secundéario

Ac monoclonal — BSA a 2%

Ac policlonal - Soro normal da espécie do tecido a 10%

Caso persista coloragéo de fundo mesmo
apbs teste de controle de titulagdo,
intercalar apdés o AC I incubagéo por
30 min a TA de soro norma da mesma
espéciedo AC 2°.




Controle de Qualidade

Dos reagentes

Do método: controles positivos e negativos.

Controles Negativos
- Substituicdo do Ac 1° por isotipo da mesma espécie
- Absor¢do do Ac 1° com o Ag

Controles de qualidade recomendados
* OmissiodoAc1°
= Substituicdo do 1° Ac por soro ndo imune
» Substituicdo do 1° Ac por outro Ac dirigido par um Ag diverso ap em estudo
= Absor¢do do 1° Ac com o Ag utilizado em sua geracéo

» Inclusdo no painel de vimetina— controle do dano tecidual.



Apéndice

Preparo das Laminas

L avagem das |laminas

Mergulhar as |aminas em solucéo de detergente neutro Extran a 0,5% em agua
por 30 min.

Desprezar o detergente e lavar em agua corrente até completa remogao do
detergente (no minimo por 2 h)

Lavar as |aminas em &gua destilada vérias vezes

Colocar as laminas em solugéo de HCI 2N por 5 min.

Lavar em &gua destilada por 1 min

Lavar em solugéo de HCL 1% em etanol 70% por 5 min

Lavar em agua destilada

Secar em estufaa 70°

Guardar as laminas limpas em caixas para evitar contaminagao por poeira.

Poly-L-Lysina

Colocar as laminas em solucdo de poly-L-lysina (1:10), utilizar recipientes
plésticos

Secar em estufaa60° por uma horaou overnight aTA

Guardar as laminas limpas em caixas para evitar contaminagao por poeira.

100 ml de Poly-L-lysina/ 90 laminas
Estocar a solucéo diluida em agua deionizada a

2-8° e desprezar caso fique turva.

Silanizacéo de laminas

O APTS (silano) pode causar queimaduras na pele, portanto, 0 mesmo devera ser
mani pulado com luvas e com cuidado.

Preparar 3 cubas de vidro com tampa, na capela:
1. acetona PA

2. solucéo APTS (Sigma A3648) a 4% em acetona
3. acetona PA
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Silanizacéo:
- Imersdo das |aminas em acetona (cuba 1) por 2 min, esgotar muito bem o
excesso de acetona para néo diluir a solugdo de APTS
Imersdo em APTS a 4% (cuba 2) por 2 minutos, esgotar bem o excesso
Imersdo em acetona (cuba3) por 4 vezes, esgotar bem 0 excesso
Secagem em estufa, deixar esfriar e guarda-las em caixas.

O contetdo das cubas 1 e 3 podem ser descartados na pia com &gua corrente, o
contetdo da cuba 2 ndo devera ser descartado na pia, conservar em recipiente
devidamente identificado para posterior descarte.

Preparo das Solucdes

Tampéo PBS

Para 1 litro de solugdo

1,38g de NaH,PO4H,0

6,969 de K2HPO4

7,2g de NaCl

Dilui-los em 1litro de agua destilada, checar o pH e guardar em geladeira.

Tampéao TBS
Solucéo estoque: 6,069 de Tris HCI
1,399 de Tris base
100ml de &gua destilada
Solucéo estoque: Solugéo salinade 0,15M:
0,899 de NaCl
100ml de &gua destilada

Solucgdo para uso: TBS: 1/10: Diluir 1 parte de TrisHCI pH7.6 em 9 partes de solugéo
salina0,15M.

Tampao citrato pH 6.0

2,19 de é&cido citrico

1000ml de &agua destilada, acertar o pH com NaOH 2 M, serdo adicionados
aproximadamente 13ml de base.

PBS + 2% BSA

PBS 10ml
BSA 200mg (Bovine serum albumin)



L eite desnatado a 10%

H.Od. 100ml
Leite 10g

PBS+ 1% SFB

PBS 100ml
SFB iml
Tripsina

Cloreto decalcio 100mg

Tripsina 100mg (Sigmacat n. T78128)

Cloreto de sédio  900mg

H20d 100m

Tripsina 100mg (Gibco 1:250, cat n. 27250-018)
PBS 100mg

Hematoxilina de Gill
Para 100ml de solucéo

Hematoxilina

lodato de sodio

Sulfato de duminio.18 H,O
Acido acético glacial
Etileno glicol

Azida sodica

H20 destilada

Tempo de coloracédo — 3 minutos.

DAB (solucéo estoque)

DAB 25mg (SigmaD5637)
H20 d. 10ml

200mg

20mg

1,76mg

2ml

25m|

250ul

Completar para 100ml



Protocolos

Imunoperoxidase indireta

I dentificacdo do antigeno HBS — Teste de titulacdo do Ac Primério

Material de estudo: secgdes de figado humano fixados em Bouin.
Segundo Objetivo: verificar aimportancia datitulagdo do Ac primario.

Despar afinizagéo
Xilol 3x 10 min cada
Acetonapa5 min

Hidratacéo

Alcool absoluto 2x de 5 min cada
Alcool 70% 3 min

Alcool 50% 3 min

Alcool 30% 3 min

Lavar em &gua corrente e destilada rapidamente
Lavar em PBS 2x 5min

Blogueio de liga¢Oes inespecificas
L eite desnatado a 10% em &gua destilada— 15 minaTA

Anticorpo primério - IgG de cabra anti-HBSAg (Dako)
1:1000 + soro AB 5% + SFB 1%em PBS- 1haTA
1:500 + soro AB5% em PBS - 1haTA

Blogueio da Peroxidase enddgena
Metanol + 3% de H,O, - 10 min TA

1



Lavar em agua destilada 3x
Lavar em PBS 2x 5min

Anticor po secundério — anti-1gG de cabra Peroxidase
1:200 + soro AB 10% em PBS - 45 min 37°C

Lavar em PBS 2x 5min

DAB
Preparar em frasco escuro. Filtrar na hora de uso

Tampéo 1000ml

DAB (sol estoque) 24 ul
H202 ul

Hepatitis B Core Particle

Features of HBs Proteins & Gene
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Estreptoavidina — Biotina — Peroxidase

Material de estudo: SeccOes de pata de camundongo infectadas com Leishmania
amazonensis.

Segundo Objetivo: verificar aimportancia do bloqueio da peroxidase endégena.

Despar afinizagéo
Xilol 3x 10 min cada
Acetonapa5 min

Hidratacéo

Alcool absoluto 2x de 5 min cada
Alcool 70% 3 min

Alcool 50% 3 min

Alcool 30% 3 min

Lavar em &gua corrente e destilada rapidamente
Lavar em PBS 2x 5min

Bloqueio de ligagbesinespecificas
L eite desnatado a 10% em &gua destilada— 15 mina TA

Anticorpo primério - 1gG de coelho anti-L.a (LINC)
1:1000 + soro camundongo normal a 10% em PBS — overnight a4 °C

Estabilizar a TA 30min
Lavar em PBS 2x 5min

Anticor po secundéario — anti-lgG de coelho Biotinilada
1: 1.600 + soro camundongo normal a10% em PBS - 45 min 37°C

Lavar em PBS 2x 5min

Bloqueio da Peroxidase endogena. (NAO FAZER EM UMA DASLAMINAS)
Metanol + 3% de H,O, + 0.1% Azida sodica- 10 min TA



Lavar em agua destilada 3x
Lavar em PBS 2x 5min

Estreptoavidina Per oxidase
1: 2000 em PBS

Lavar em PBS 2x 5min

DAB

Solucéo estoque: 25mg de DAB/10ml de agua destilada.
Preparar em frasco escuro. Filtrar na hora de uso.

Solucédo de uso

Tampéao 1000ml
DAB (sol estoque) 24 ul
H202 1ul

Lavar em agua corrente 5 min e destilada 3x

Contracoloracédo e M ontagem
Hematoxilinade Gill — 3 min. Filtrar na hora de uso.
Lavar em égua corrente 5 min e destilada 3 min.

Desidratacao
Alcool absoluto 2x 5 min

Clareamento
Xilol 2x o ultimo deixar por 5 min

Montar em balsamo do Canada diluido em xilol.

la"ll

e-mail: taniacs@ig.com.br
Salvador, 08-10/05/2000
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