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TECNICA DE PEROXIDASE-ANTIPEROXIDASE (PAP)
EM BIOPSIA RENAL: ESTUDO COMPARATIVO
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Os métodos de imunoperoxidase tém muito em comum com 0s da imunofluo-
rescéncia para a demonstracdo de antigenos teciduais e celulares como no campo das
doencas renais relacionadas a imunoglobulinas e imunocomplexos.

Neste trabalho os autores fazem um estudo comparativo da sensibilidade dos
dois metodos (IF e PAP) em tecido de congelacao e blocos parafinizados de material de
biopsia renal. A andlise estatistica dos resultados mostrou uma concordancia significativa
entre a IF de congelacdo e a imunoperoxidase em tecido parafinizado com exce¢oes para
a deteccdo de fracoes de complemento e de fibrinogénio. Ndo houve concordancia entre a
IF em congelacao e I'F em tecido parafinizado.

A técnica de imunofluorescéncia data de 1941, quando Coons Creech & Jones
(1941) conseguiram conjugar compostos de isotiocianato de fluorescéncia com anticor-
pos. Durante os anos seguintes houve larga aplicacdo da técnica trazendo contribuicOes a
imunologia € a imunopatologia, inclusive no setor das doencas renais ondc constitui o
método de eleicdo para a detec¢do de imunoglobulinas e depdsitos de imunocomplexos
em material de biopsia renal.

As principais desvantagens da técnica da imunofluorescéncia s3o: nccessidade de
microscopia especializada;o fato de os preparados ndo serem permanentes e 0 materal n3o
poder ser guardado para exames repctidos ou retrospectivos sendo em fotografia; dificul-
dade para utilizacao na imunofluorescéncia de material parafinizado, por conjugacao incs-
pecifica e redugdo antigénica do material fixado, impedindo assim o estabelecimento de
uma correlacdo entre a microscopia Otica e a imunofluorescéncia; o fato do material de
biopsia tecidual ter de ser processado de imediato, exigindo uma intima ¢ rapida coopera-
¢do com o patologista sob pena de perda de todo trabalho Taylor (1978). Finalmente,
quando o material obtido por biopsia € exiguo nio € possivel a separacdo em dois cspéci-
mens: um para congelagcao e outro em parafina, havendo indecisao do médico, ainda mais
que em muitos dos casos a lesdo ndo se verifica nas duas amostras Huang, Minassian &

More (1976).

Surgiu assim a demanda de¢ sistemas alternativos que evitassem ao maximo essas
desvantagens, os mais importantes dos quais surgiram ap0s 0 advento de anticorpos mar-

Trabalho das disciplinas de Patologia Geral ¢ Clinica Médica (Nefrologia) da Faculdade de Ciéncias Mé-
dicas da UFRJ — Rua Teodoro da Silva, 48 — Rto de Janeiro, rcalizado com auxilio do CNPg.

Recebido para publicagao em 6 de marco de 1980.



174 F.N.SARNO, L.M.M. VIEIRA,F. RUZANY ,C. SZWARCWALD & J. LAN DMANN

cados por enzimas Nakane & Pierce (1976) e Avrameas & Uriel (1966) e sdo conhecidos
hoje com o titulo geral de técnicos de imunoperoxidase que se devem principalmente a
Avrameas & Uriel (1966), Nakane & Pierce (1966) e Sternberger (1974).

A utilizacdo da técnica de imunoperoxidase e mais especificamente o da ponte
enzimatica peroxidase-antiperoxidase (PAP) permitiu corrigir as desvantagens da imuno-
fluorescéncia, particularmente quando aplicada a tecidos embebidos cm parafinae fixados
por formaldeido. Muitos antigenos podem ser visualizados pela microscopia optica, o deta-
lhe morfolégico é excelente (equivalente a qualquer preparado cosina-hematoxilina) € os
estudos retrospectivos podem ser feitos em blocos de parafina previamente estocados.
Além disso, os métodos de imunoperoxidase sio aplicdveis aos exames com Mmicroscopia
eletronica criando um campo inteiramente novo para a precisdo da ultra-estrutura imuno-
citoquimica. Os principios e as praticas dessc novo método t€m muito em comum com 08
da imunofluorescéncia. Ambas tém elevado potencial para demonstragdo de antigenos e
ambas tém limitacdes no que concerne a um rigoroso controle de especificidade Taylor
(1978). Na literatura mundial, a sensibilidade dos métodos de imunoperoxidase compara-
se favoravelmente com os procedimentos de imunofluorescéncia Taylor (1978), Avrameas
(1972) e Bellon, Sapin & Druet (1975).

O objetivo desse trabalho foi o de comparar a sensibilidade e a especificid ade dos
métodos de imunofluorescéncia com os da imunoperoxidase em material de biopsia renal,
estocada em bloco de parafina.

MATERIAL E METODOS

Foram estudados 25 fragmentos de biopsias renais provenientes de igual numero
de pacientes com glomerulopatias em que o material de congelagdo mostrou na imuno-
fluorescéncia a presen¢a de imunoglobulinas ou complemento ou fibrinogénio ou uma
combinacdo desses elementos. A obtenc¢do de espécimens para congelac¢io e para parafina
foi efetuada na mesma ocasido. Todos os fragmentos de biopsia renal toram submetidos as
3 técnicas: imunofluorescéncia em material de congelago, imunofluorescéncia em mate-
rial parafinizado e imunoperoxidase (PAP) em material parafinizado.

Paralelamente 20 espécimens de biopsia renal examinados por imunofluorescéncia
em tecido congelado e negativos para a presenca de imunoblobulinas, complemento ou fi-
brinogénio foram submetidos 4 imunoperoxidase em material parafinizado e utilizados
como controle negativo da reagdo. Todos os espécimens, antes da inclusao em parafina,
foram fixados em formaldeido a 10%.

Os reagentes utilizados foram testados quanto a sua especificidade pela técnica
de imunodifusdo radial contra imunoglobulinas, fibrinogénio e complemento pela forma-
cdo de uma tnica linha de precipitagdo com o antigeno correspondente Vieira et al
(1979).

As diluicdes dos soros empregados foram determinadas previamente por titula-

¢ao.

Imunofluorescéncia: os cortes foram desparafinizados em xilol a 379C, por 30
min, reidratados ¢ digeridos com pronase a 0,1% em tampao Tris/HC) 0.5 M, pH 7,6 por
15 min a 370C. Lavados durante 60 min em Tris/HC1 (para paralisar a acdo da pronase).
Em seguida incubados com os anti-soros nao fluoresceinados (anti-IgG, IgA, IgM, Claq,
C3 e fibrinogénio humanos — Behringwerke) diluidos a 1/10, durante 30 min e tavados,
posteriormente, em PBS pH 7.2 em trés banhos de 10 min cada. A seguir tratados com
soro de cabra antiimunoglobulina de coelho, fluoresceinado (Behringwerke) diluido a
1/16. Novamente lavados em trés banthos de PBS de 10 min cada ¢ montados com Evanol
(poluvinil dlcool Du Pont).
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Imunoperoxidase: as etapas iniciais s7o semelhantes & da IF em tecido parafini-
zado. ApOs a incubagdo com pronase e lavagem em Tris/HCI, os cortes foram incubados
com soro normal de cabra (20%) por 20 min, em seguida incubados com soros de coelho
anti-1gG. IgA, IgM, Clq, C3 e Fibrinogenio (Behringwerke) dilurdos a 1/10 por 30 min.
Posteriormente 3 adicdo de soro de cabra antiimunoglobulina de coelho (Behringwerke),
diluido a 1/20 durante 30 min os cortes foram incubados com o complexo peroxidase-
antiperoxidase 1/50 (PAP, Miles, Lab. Inc.) produzido em coelho por 30 min e, final-
mente revelados com solugdo de diaminobenzidina (diaminobenzidina 0,05% Baker Che-
mical Co. e H> C» 0,05%) e 10 a 20 min lavados em PBS, desidratadas e montadas com

balsamo do Canada.

Metodologia estatistica: para avaliagdo de concordancia entre os métodos pro-
postos ¢ 0 padrdo, utilizou-se a estatistica de distribui¢ao Kappa cuja significancia foi
dada pelo teste Z Fleiss (1973).

RESULTADOS

As biopsias renais que mostraram resultados positivos em tecido congelado pela
IF foram reavaliadas simultaneamente em tecido parafinizado pelos métodos da imuno-

fluorescéncia e da imunoperoxidase (PAP).

Em apenas 7 dos 35 casos a IF em parafina apresentou resultados semelhantes
a IF em tecido congelado (Fig. 1). Em 21 casos a imunoperoxidase comportou-se de ma-
neira similar 4 IF (Fig. 2). A Tabela I mostra detalhadamente os resultados obtidos.

A correlacio entre as técnicas foi avaliada em separado comparando os resulta-
dos para cada antigeno pesquisado. Os resultados comparativos entre a técnica de fluores-
céncia em tecido fresco e a imunoperoxidase em parafina observam-se na Tabela II.

N3jo houve correlagdo para Clq e C3; o Fibrinogénio apresentou uma fraca con-
corddncia estatisticamente nio significativa. As imunoglobulinas apresentaram boa con-
cordancia.

Os resultados entre imunofluorescéncia a fresco e o material de parafina esta de-
monstrado na Tabela II1. N3o houve concordancia significativa para nenhum dos antige-

nos estudados.

DISCUSSAO

Na literatura mundial, os métodos de IF em tecido congelado comparam-se favo-
ravelmente com os da imunoperoxidase inclusive em material de biopsia renal Taylor
(1978), Avrameas (1972), Bellon, Sapin & Duret (1975), Denk, Syre & Weirich (1977) ¢
Witting (1977).

Em apresentacdo prévia Vieira et al (1979) comparamos as duas técnicas obtendo
depositos de imunoglobulinas e complemento com aspecto e distribui¢ao igual em material
preservado a —800C. No presente trabalho, entretanto, nao houve concordancia no que se
refere 3 presenca de fragGes de complemento (Clq ou C3) e de fibrinogenio. A nao detec-
cdo desses elementos no material parafinizado sugere uma possivel desnaturacdo dos sitios
antigénicos das fragOes de complemento, durante o processamento do maternal. Os nossos
resultados coincidem com os de Huang, Minassian & More (1976).

Embora nio tenhamos feito um estudo comparativo entre varios métodos de fi-
xacdo ha relatos na literatura que fazem supor que eles teriam importancia ¢ aliados ao
tempo e temperatura de inclusdo na parafina concorreriam para a ma preservagdo antigé-
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Fig. 1. Imunofluorescéncia em tecido parafinizado. Deposicao granular de I1gG
c¢m alga capilar e mesangio.

nica dos tecidos anatisados. A fixacdo prolongada reduziria a reatividade para imunoglo-
bulinas, lactoferrina e lisozima mesmo utilizando-se formaldeido tamponado que em geral
d4 bons resultados. A fixacdo em formaldeido velho, ndo tamponado, ¢ prejudicial. Nem
todos 0s antigenos resistem em igual intensidade 4 a¢do dos fixadores. A detec¢ao de imu-
noglobulinas pelo PAP fortemente concordante com o método da I[F pode;inclusive,signi-

ficar uma maior sensibilidade de método da imunoperoxidase, que seria capaz de mostrar
a presen¢a de imunoglobulinas mesmo parcialmente remanescentes.

Acreditamos que a m4a preservagdo encontrada em alguns casos n3o tenha sido
efeito da digestio enzimdtica uma vez que estudos anteriores de Denk, Syre & Weirich
(1977) mostrararn que a pronase além de diminuir a fluorescéncia inespecifica aumentou
a sensibilidade da imunoperoxidase e da IF talvez por expor sitios antigénicos.

Concluimos que o método da IF embora de execugdo mais rapida nem sempre €
vidvel em matcrial parafinizado. O método da imunoperoxidase (PAP) por nos utilizado €
significativamente concordante com o da IF em congelacdo em relagdo a detecgao de imu-
noglobulinas. Novos tipos de fixadores talvez possam aumentar ainda mais a concordancia
ou a sensibilidade, o que contribuiria enormemente para evitar as desvantagens ja assinala-
das da IF em congelagao.
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Fig. 2. Imunoperoxidase em tecido parafinizado. Deposigao granular de IgG em

segm

TABELA I

Distribuicao da Positividade nas Trés Técnicas Utilizadas

entos de alca capilar.

Biopsias Congeladas

Biopsias Incluidas em Parafina

NO .
Imunofluorescencia Imunofluorescéncia Imunoperoxidase
1 1gG,Clq,C3 IeG IgG
2 IgM — IgM
3 IgG — IgG
4 IgG, IgM, C3 — IgG
5 IgM,Clq IgM [gM
6 1gG,IgA [gG IgG
7 1gG,Clq, C3 — IgG
8 IgG,IgA,Clq,C3 IgG IgG, IgA
9 IgG,C3 ~ IgG
10 IgM — IgM
11 IgG, IgA, C3 IgG IgG, IgA
12 1gG, IgM, C3 — _
13 1gG,IgM,Clq, C3 IgG 1gG, IgM
14 IgM, IgA, Clq,C3 IgM IgA, IgM
15  IgM, IgG — IgG, IgM
16 IgG, IgM — 1gG, IgM
17 1IgG, C3 — 1gG
18 IgG, IgA, Fibrinogénio, C3 — —
19 Igh _ _
20 IgG, IgM, Fibrinogénio, Clq _ _
21  IgG, IgA, IgM, C3 — IgG, IgA, IgM
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TABELA I (continuagao)

NO

Bidpsias Congeladas

Bidpsias Incluidas em Parafina

Imunofluorescéncia Imunofluorescéncia Imunoperoxidase
22 IgA,IgM — IgA, IgM
23  Fibrinogénio — Fibrinogénio
24 IgM — [gM
25 C3, Fibrinogénio — Fibrinogénio
TABELA 11

Concordancia (K) dos Métodos Imunoperoxidase em Cortes de Parafina com Imunofluo-

rescéncia em Cortes Congelados

) i IgG IgA IeM Clgq Cﬂ Fibrinogénio | Total
NO Casos | Imunoperoxidase 13 5 10 0 0 2 21

Posifivos Imunoﬂz'wrescéncia 15 T 7 14 7 i3 4 25

‘Kappa 0,84 0,78 0,69 0 0 0,63 0,84

—[; <001 <o0,01 <0,01 — — NS 0,01

p = nivel de significancia

N.S. = nao significativo

TABELA III

Concordancia (K) dos Métodos Imunofluorescéncia em Cortes de Parafina com Imuno-

fluorescéncia em Cortes Congelados

B IgG IgA IeM | Clg| C3 Fibrinogénio | Total
NO Casos | Parafina 5 0 2 _ 0 0 0 7_
Positivos | Congelagcao 15 7 14 7 13 4 25
Kappa 0,29 0 0,13 0 0 0 0,28_
P N.S. — N S. — — N S.
p  =nivel de significancia

N S. = njo significativo
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SUMMARY

Immunofluorescent (1F) and immunoperoxidase (PAP) technics have a lot in
commum in the detection of cellular and tissue antigens. In renal diseases they have been
used in the detection of immunoglobulins and immune complexes. In the present paper
the authors compare the technics of IF and PAP in paratfin sections to frozen renal biopsy
sections by IF in 25 cases. There was significant correlation between IF of frozen renal
biopsies with PAP of paraffin sections for immunoglobulins. There was on correlation for
complement components and fibrinogen as well as for IF on paraffin sections for all com-
ponents investigated. IF in paraffin sections was inadequate for the detection of deposits
1n renal glomeruli when perfomed in routine sections.
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