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T resumo

Imuno-histoquimica Avaliou-se a influéncia do tempo de fixacdo em formalina neutra tamponada a 10% e dos diferentes
métodos de resgate de sitio antigénico induzido pelo calor [heat induced epitope retrieval (HIER)] para
a imunoexpressao dos anticorpos anti-antigeno nuclear de proliferacdo celular (PCNA) e anti-AE1AE3
(citoqueratinas), empregados por apresentarem imunocoloracéo nuclear e citoplasmatica ou submem-
branosa. Foram estudadas cinco tonsilas provenientes de amigdalectomias realizadas no Hospital Sdo
Paulo da Escola Paulista de Medicina da Universidade de Sdo Paulo (UNIFESP/EPM), as quais foram
seccionadas em 0,5cm? cada, fixadas em formalina, por periodos de tempo de seis, 12, 18, 24 e 48
horas e embebidas em parafina. Foram feitos cortes com 4um em laminas silanizadas. Para o estudo
imuno-histoquimico utilizamos os anticorpos anti-PCNA e AE1AE3, empregando os trés métodos de
resgate de sitio antigénico: banho-maria, microondas e panela de pressao. A positividade na imunoex-
pressao do PCNA foi avaliada através da relacdo nlcleos corados/total de nicleos x 100. A intensidade
da coloracéo resultante foi avaliada através da utilizacdo dos programas Corel Photo Paint 9 e UT Morph
2.0. Com relagdo a recuperacdo antigénica, concluimos que, para o anticorpo anti-PCNA no material
fixado nos periodos de nosso estudo, os melhores resultados foram obtidos com o uso do microondas.
O aumento do tempo de fixacdo interferiu na queda da imunopositividade do PCNA, em especial apds
o periodo de 24 horas. Em relacdo ao parametro intensidade de coloracdo para AET1AE3 nenhum dos
métodos foi superior. A metodologia estudada para a analise semiquantitativa na intensidade da reacéo
coincidiu com os resultados obtidos na avaliagdo criteriosa de cada uma das laminas.

Recuperagdo antigénica

Métodos de fixagdo

abstract IS "™

The effects of fixation time in buffered formaline at 10% on different methods of antigenic site retrieval induced | Imunohistochemistry
by heat (HIER) for the detection of the expression of antibodies anti-PCNA (nuclear proliferation antigen) and
anti-AE1 and AE3 (citokeratins) were studied. Specimens with cross section of 0,5 cm? from five Tonsils from
ellective tonsillectomies done at Hospital Séo Paulo UNIFESP/EPM were fixed for six, 12, 18, 24 and 48 hours | F xation methods
and embedded in paraffin for the production of 4um sections. For HIER was used a steamer, microwave oven and
pressure cooker. The level of PCNA expression was assessed by the ratio stained nuclei: total number of nuclei. The
staining intensity was assessed by using Corel Photo Paint 9 and UT Morph 2.0 softwares. The present study has
shown that: 1) for the detection of anti-PCNA, the use of a microwave oven provided the best results; 2) for the
detection of anti-PCNA, longer fixation periods, specially after 24 hours, causes the staining intensity to decrease;
3) for the detection of AET and AE3, all procedures used provided equivalent levels of staining.
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Introducéo

A primeira reacdo de imuno-histoquimica foi realizada
ha cerca de meio século®, quando foi introduzida a técnica
de marcacdo de anticorpos com produtos fluorescentes,
tais como o isocianato de fluoresceina, para a deteccédo de
antigenos teciduais.

A seguir, Nakane e Pierce('¥ substituem o isocianato de
fluoresceina pela enzima peroxidase. Com o desenvolvi-
mento da técnica peroxidase antiperoxidase®, associada ao
método de hibridoma de anticorpo monoclonal ", houve
um grande avango na érea.

Na década de 1980, ha um importante incremento no
uso da imuno-histoquimica para diagnéstico, em funcéo
principalmente do desenvolvimento dos métodos avidina-
biotina-peroxidase (ABC) e resgate do sitio antigénico por
inducao de calor (conhecido como HIER). Esta técnica foi
pioneiramente desenvolvida por Shi et al.?%, envolvendo o
aquecimento de sec¢des de tecidos em solugdo tampao de
resgate de sitio antigénico®@”, em que, através de irradiacéo
de laminas em forno de microondas imersas em solucdo de
tiocianato de chumbo, foram obtidos excelentes resultados
no resgate de sitio de antigenos, para tecidos fixados e
embebidos em parafina.

Por causa da toxicidade da ultima solucéo, inimeros
outros tampdes foram pesquisados, obtendo-se excelentes
resultados e sendo hoje amplamente utilizados em imuno-
histoquimica.

O mecanismo de acdo de HIER ndo é completamente
conhecido, seguramente promove uma quebra do cross-
link, revertendo a conformacao das trocas moleculares na
molécula de proteina estabelecidas pelo formol.

Mais recentemente, Shi et al.!> 22 investigaram mui-
tos aspectos de HIER e concluiram que o resgate do sitio
antigénico estd associado a temperatura e ao tempo de
aquecimento na solucdo tampdo.O pH da solucédo é tam-
bém um importante fator de referéncia no resgate do sitio
antigénico. Sabe-se que alguns anticorpos respondem
melhor quando recuperados em pH mais basico.

Atualmente, as diferentes metodologias de aplicacao
do calor (HIER) utilizadas variam desde o uso de micro-
ondas até panelas de pressdo, autoclaves, banho-maria
€ outros.

A Imuno-histoquimica é uma técnica essencialmente
qualitativa, embora aplicagdes quantitativas possam ser
realizadas para determinar a intensidade em que o antigeno
se encontra presente na amostra. Seu objetivo basico € a
localizagdo topogréfica deste na célula ou no tecido.

Andlises quantitativas de imunocoloracdo em seccdes
de tecidos podem ser representadas por produto ou soma
da intensidade de coloragéo e porcentagem da positividade
em células e estruturas. Esses dois valores podem ser em-
pregados em variadas férmulas mateméticas como método
de andlise quantitativa®.

A anélise da imagem permite a mensuracéo da intensi-
dade de coloracdo do método imuno-histoquimico, como
o reflexo da concentracdo do antigeno no tecido.

O grande problema encontrado na tentativa de quan-
tificar aimunoexpresséo é representado pelas imprevisiveis
alteracdes na preservacao dos espécimes.

Metodologia

O estudo constou da andlise de cinco tonsilas inteiras,
provenientes de amigdalectomias realizadas no Hospital
Sdo Paulo da Escola Paulista de Medicina da Universidade
Federal de Sdo Paulo (EPM/UNIFESP), no periodo de
janeiro a julho de 2002. Apds o exame macroscopico, 0s
espécimes foram seccionados em 0,5cm? cada e fixados
aos pares em formalina neutra tamponada a 10%, por
periodos de tempo de seis, 12, 18, 24 e 48 horas. Em
seguida, foram embebidos em parafina, dando origem
a um total de 25 blocos. Destes, foram confeccionados
cortes histoldgicos com espessura de 4pm em laminas
silanizadas.

As laminas foram coradas pelo método imuno-his-
toquimico para os anticorpos monoclonais anti-PCNA
(clone PC10, M0879, DAKO Corporation, USA, 1/6000)
e anti-AETAE3 (M3515 ,DAKO Corporation, USA, 1/200).
O método de revelacdo utilizado foi o LSAB/HRP (K0490,
DAKO Corporation, USA, pré-diluido), marcado com a
enzima peroxidase.

As laminas foram lidas com o auxilio de sistema digital
de imagem, que consistiu de um microscépio Olympus
BX51 com objetivas plan-acromaticas, acoplado a uma
camara da marca Oly 200 e um microcomputador Pentium
com 128mB de meméria RAM, com placa digitalizadora
de imagens, contendo os softwares Corel Photo Paint 9
e UT Morph versdo 2.0 da Universidade do Texas, ambos
trabalhando em ambiente Windows.

Para a analise do PCNA foram avaliados dois centros
germinativos por lamina e considerados positivos os nlcleos
que exibissem algum grau de colorido castanho. A avalia-
¢do porcentual da positividade foi feita através da relacao
ndcleos corados/total de nicleos x100.
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Para os dois antigenos pesquisados, a intensidade de
coloracéo foi avaliada, importando-se as imagens digitali-
zadas para o programa Corel Photo Paint 9, em que foram
selecionados e protegidos os tons em castanho através de
mdscaras. O restante da imagem foi apagada com o uso
da ferramenta borracha. As ilustracdes estdo nas Figuras
le2

As imagens resultantes desse processo foram importadas
para o programa UT Morph 2.0, sendo realizada a leitura
da intensidade da densidade éptica em pixels, que variaram
de 0 a 255. Para as laminas que apresentaram menores
intensidades de coloragdo foram obtidos resultados mais
préximos de 255.

O método estatistico empregado foi o de anélise de
variancia ANOVA e, para se determinar os pares do grupo
onde havia diferencas significativas, aplicamos o método
de Bonferroni.

Figura 1 - Fotomicrografia de amigdala humana normal (400X), digitalizada em
computador, com 24 horas de fixagio em formalina e resgate em microondas. A
coloragdio em castanho é resultante de imunocoloragéo para o anticorpo anti-PCNA

Figura 2 - A mesma amigdala anterior, apds ter sido trabalhada pelo programa
Corel, onde o colorido que néo apresentava qualquer tom em castanho foi eliminado
através da ferramenta borracha
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Resultados

Podemos concluir que, pela andlise conjunta dos cinco
grupos para 0 PCNA, em relacdo a intensidade de colo-
racdo, os melhores resultados foram obtidos com uso de
microondas.

Podemos concluir que o método de resgate é indiferente,
quando analisamos a intensidade de coloracdo do AETAE3
em relacdo ao tempo de fixacdo. Isso confirma os resultados
obtidos na andlise por grupos, realizada anteriormente.

Ao observarmos tais resultados, concluimos que o tem-
po de fixacdo é altamente significante na positividade para
0 PCNA, havendo queda na imunopositividade em periodos
superiores a 24h de fixacdo. Além disso, observamos que
o método de recuperacéo para reverter esses efeitos sobre
a positividade é indiferente.

Discussao

O objetivo principal de nosso estudo consistiu na
avaliagdo das diferentes respostas obtidas na intensidade
da imunocoloracéo, em funcédo das variaveis tempo de
fixacdo e método de recuperacéo antigénica. Para tanto,
empregamos dois antigenos largamente utilizados em nosso
laboratério, sendo um de expresséo nuclear (anti-PCNA) e
outro citoplasmatico ou submembranoso (anti-AETAE3).

Alguns estudos apontam melhores resultados no resgate
do sitio antigénico através do uso de tampéo citrato de sédio
pH 6 para antigenos de expressao citoplasmatica®®?>2, e tam-
pao glicina EDTA pH 3,6 para os de expresséo nuclear.

Em nosso trabalho, optamos pelo emprego do tampéao
citrato de sédio pH 6 para ambos os anticorpos, por ser
eficaz no resgate de um grande painel de antigenos.

Distintas metodologias de resgate de sitio antigénico
em espécimes fixados em formalina e embebidos em pa-
rafina tém sido avaliadas ao longo do tempo, seja através
do emprego de pré-digestdo enzimatica (uso de enzimas
proteoliticas), microondas(%2®, panela de pressao®, ba-
nho-maria e outros.

Assim como nos diversos estudos que apontaram
melhora significativa na imunocoloracdo com o uso do
microondas em material fixado em formalina e embebido
em parafina para grande ndmero de anticorpos®*'?, obti-
vemos de igual modo resultados bastante satisfatérios com a
utilizacdo do mesmo em ambos os anticorpos estudados.

Avaliamos em nosso trabalho o anticorpo anti-PCNA
(clone PC10) em material fixado em formalina e embebido
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ir-L I R Intensidade de coloracao para o PCNA segundo tempo de fixagdo e método de resgate

Método de resgate

6 horas
Microondas N 10
Média 146,93
Desvio-padrao 36,04
Minimo 82,84
Maximo 199,98
Panela de pressao N 10
Média 153,1
Desvio-padrao 22,79
Minimo 124,05
Maximo 182,87
Banho-maria N 10
Média 148,75
Desvio-padrao 16,33
Minimo 124,72
Maximo 163,94
Total N 40
Média 145,94
Desvio-padrao 23,52
Minimo 82,84
Maximo 199,98

Tempo de fixacao

12 horas 18 horas 24 horas 48 horas Total
10 10 10 10 50
134,39 149,6 142,69 137,58 142,24
10,96 8,89 11,28 18,11 19,78
122,41 135,92 122,91 107,13 82,84
159,54 161,6 155,79 159,93 199,98
10 10 10 10 50
163,91 174,15 156,53 160,6 161,55
21,74 19,51 15,27 22,5 21,01
144,76 132,83 140,81 133,34 124,05
200,66 205,61 181,4 190,88 205,61
10 10 10 10 50
152,59 146,6 155,88 166,3 154,02
11,7 10,63 15,38 24,32 17,2
140,34 132,22 128,67 139,16 124,72
175,93 163,49 175,11 197,51 197,51
40 40 40 40 200
143,39 153,46 148,15 149,94 148,18
20,84 17,94 17,88 23,88 21,04
114,89 132,22 100,51 107,13 82,84
200,66 205,61 181,4 197,51 205,61

Resultado das comparacoes
cLIIEWE miltiplas para o método de resgate

Método de Bonferroni

Comparacao p (valor)
Microondas x p. pressao <0,001*
Microondas x banho-maria 0,007*
P. pressdo x banho-maria 0,224

*Estatisticamente significante.

em parafina, com resultados bastante satisfatérios, confor-
me observado por alguns autores?-?,

De maneira analoga aos achados da literatura, em que
alguns trabalhos relatam queda de imunopositividade
para o anticorpo anti-PCNA com aumento do tempo de

fixacdo® 13, observamos em nosso material a queda no
porcentual de nicleos corados no periodo de tempo de
24 horas de fixacao.

Sistemas de anélise de imagem para avaliacdo quanti-
tativa vém sendo pesquisados ao longo do tempo('”:27, na
tentativa de eliminar a subjetividade do sistema semiquan-
titativo através de cruzes na avaliacdo da intensidade de
imunoexpressdo, utilizada hoje por patologistas®# 29,

Optamos pela utilizacdo de sistema de analise de
imagem para quantificar a imunoexpressao, com base
no sistema de quantificacdo aplicado por Engelman® na
avaliacdo do glicogénio hepatico.

Assim, concluimos que o método de quantificacéo
empregado mostrou-se de facil aplicabilidade e reprodu-
tibilidade, com resultados coincidentes com a impressao
subjetiva das laminas pelos pesquisadores.
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=L FRC Intensidade de coloragao para o AE1AE3 segundo tempo de fixagdo e método de resgate
Tempo de fixacao

Método de resgate 6 horas 12 horas 18 horas 24 horas 48 horas Total
Microondas N 10 10 10 10 10 50
Média 148,74 135,58 140,16 152,96 158,66 147,22
Desvio-padrao 17,33 21,93 22,16 16,30 19,96 20,67
Minimo 119,19 91,76 104,27 137,21 132,91 91,76
Maximo 160,49 169,76 190,42 185,41 190,42 199,98
Panela de pressao N 10 10 10 10 10 50
Média 158 166,22 155,19 141,91 159,38 156,14
Desvio-padrio 29,91 12,6 17,41 25,55 17,9 22,2
Minimo 126,34 146,91 124,76 92,79 129,37 92,79
Maximo 197,54 194,25 176,72 165,64 186,26 197,54
Banho-maria N 10 10 10 10 10 50
Média 142,79 152,11 157,4 153,28 152,44 151,6
Desvio-padrao 27,49 12,34 21,85 21,47 24,77 21,8
Minimo 90,38 133,18 118,56 133,09 109 90,38
Maximo 166,47 173,03 191,06 202,48 198,94 202,48
Total N 40 40 40 40 40 200
Média 148,4 153,55 152,14 148,91 155,05 151,61
Desvio-padrao 23,91 18,96 20,38 21,62 24,09 21,82
Minimo 90,38 91,76 104,27 92,79 84,64 84,64
Maximo 197,54 194,25 191,06 202,48 198,94 202,48

i-LI WA Resultado das comparacoes miltiplas para o tempo de fixagdo

. Método de Bonferroni
Comparacdo (horas)

p (valor)
6 x 12 > 0,999
6x 18 > 0,999
6 x 24 <0,001*
6 x 48 0,403
12 x 18 > 0,999
12 x 24 <0,001*
12 x 48 0,709
18 x 24 <0,001*
18 x 48 > 0,999
24 X 48 0,032*

*Estatisticamente significante.
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LI\ ERCW Positividade segqundo tempo de fixagdo e método de resgate

Método de resgate
6 horas
Microondas N 10
Média 64,53
Desvio-padrao 14,9
Minimo 38
Maximo 90,2
Panela de pressao N 10
Média 66,76
Desvio-padrao 59
Minimo 61,09
Maximo 79,62
Banho-maria N 10
Média 59,84
Desvio-padrao 17,46
Minimo 22,53
Maximo 78,19
Total N 40
Média 66,08
Desvio-padrao 13,86
Minimo 22,53
Maximo 90,2

Tempo de fixacao

12 horas  18horas 24 horas 48 horas Total
10 10 10 10 50
63,93 58 53,82 64,48 60,95
5,82 15,45 18,62 16,7 15
52,17 35,06 28,25 28,57 28,25
72,25 82,61 78,33 86,27 90,2
10 10 10 10 50
65,71 61,96 49,7 66,94 62,21
12,32 9,85 14,31 11,95 12,62
44,22 45,54 31,67 45,71 31,67
82,58 74,55 71,71 82,61 82,61
10 10 10 10 50
58,01 55,15 46,76 40,42 52,04
12,31 20,12 14,75 18,18 17,71
31,84 25,87 23,73 19,62 19,62
75,38 88,83 67,92 68,25 88,83
40 40 40 40 200
65,24 63,64 49 59,1 60,61
11,17 16,41 19,72 18,84 17,33
31,84 25,87 0,53 19,62 0,53
85,1 88,83 87,14 86,77 90,2

LTIEWGE Resultado das comparagoes miiltiplas para o método de resgate

Comparacao

Microondas x p. pressao
Microondas x banho-maria
P. pressdao x banho-maria

Método de Bonferroni
p (valor)

0,999
0,022*
0,006*

*Estatisticamente significante.
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