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RESUMOC: ¥Fol uatilizada a técnica de anticorpes ndo marcades peroxidase-

antiperoxidase em fragmentos de iecidc hepético para a detecgio de antigeno de
superficie da hepatite B. Em confrento com sz imunofluorescéncia, esta reagho
apresenta as vantagens de aplicabilidade em tecidos fixados e emblocados rotinei-
ramente, andlise 4 microscopia dptica ou cletrdnica, visuslizagho de detalhes
morfolégicos do tecide por coniracorantes, além de manutengio da reagio por
um tempo indefenido. A utilizagie, neste esiudo, de arsenal imunolégico totalmente
produzide nos laboratdrios do Instituto Adolfo Lutz, 8ao Paulo, Brasil, é um
importante passe pars a aplicabilidade deste método na rotina diagnésiica, em

nosso meio,

DESCRITORES:
genos de superficie da hepatite B;

coloracdo de tecido hepstico, téenica imunocitoguimica; anti-
hepatite B, antigenos;

antigeno Australia.

INTRODUCAOQ

As técnieas imunoenzimaticas * introduzidas
nog anos 60, com fundamentos tedricos seme-
lhantes aos da imunoflorescéneia®, apresentam
as vantagens de: a) poderem ser empregadas
em tecidos fixados e emblocados rotineiramen-
te, nfo requerendo, portanto, ¢ proceso por
congelagio; b) possibilitarem a visunalizagéo da
reacdo nos tecidos através tanto da microscopia
éptica como da elotrénica; ¢) manterem deta-
thes morfolégicos, podendo ser o tecido contra-
corado por outros métedos; 4) permanecer o
material corade por perifodos mais longos.

STERNBERGER ' ™ introduziu a féenies de
“anticorpos nio marcados”, utilizando o com-
plexe peroxidase-antipercxidase, o gual con-
siste na aplieagdo de anticorpos primiries
especificos produzidos em coelhos, adicionando
a estes o soro de bode anti-IgG de coelho, em
excesso relativo, Utilizando o poder antigénico
da peroxidase, preparou o complexo peroxidase-
-antiperoxidase (PAP), obtido de coelho, Como
o soro de bode anti-IgG de coelho tem dois
sitios de ligacho ¢ estd em excesso, liga-se tanto
ao anticorpo primério como ao complexo PAP,
O substrato cromogénico desta reagio é a
diaminobenzidina que sofre peroxidacgio com
H.0: na presenca da peroxidase.

* Reslizado no Departamento de Patolegia da Faenldade de Medicina da Univerzidade de 880 Paulo
e na Secdo de Imunelogia do Instituto Adeolfe Lutz, Sao Paule, SP.

*+ Do Departaments de Patologia da Faculdade de Medicina da USP.

*¥e

Da Becio de Imunologia do Instituto Adelfo Lutz.
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Esta técnica proporcionou grande aumento
da sensibilidade da reacde ! 3715 18 havendo
até autores que obtiveram sensibilidade supe-
rior & do radioimuncensaic® Sua aplicabili-
dade pratica & vertiginosamente crescente,
sendo atualmente empregada na vispalizagdo
de agentes etiolégicos de doencas infecto-
parasitarias, bem como de seus antige
nos™ @2 ¥ de aute-anticorpos em doengas
auto-imunes ® e, em larga escala, na histopa-
tologia de tumores predutores de hormonios,

3 37

eom morfologia inconelusiva®®

No Brasil, ha relato do emprego deste
método ** mas, por ser utilizado arsensal imuno-
logico importade, nio traz perspectivas em
provedimentos diagndsticos de rotina.

O presente trabalho tem por finalidade
apresentar os resultades da aplicagio do com-
plexo PAP na pesguisa do antigenc de super-
ficie da hepatite B (AgHB:), em fragmentos
de tecido hepético fixado em formol e emblo-
cado em parafina, com arsenal imunolégico
totalmente produzido nos laboratérios de Imu-
nologia do Instituto Adoifo Lutz.

MATERIAL

a) Tecide hepdtico; 64 ldminas de
fragmentos de tecido hepitico, obtidos em
necropsia de paciente portador de hepalite
cronica, em fase cirrética, com AgHB: previa-
mente detectade no soro, mediante reagdo de
fizagiio de complemenio e, no citoplasma de
hepatéeitos, pela reagdo histoquimica com a
orceina de Shikata ™ *, utilizadas como con-
troles positivos; 64 laminas de fragmentos de
fecido hepdtico, obtide em necropsia de pacien-
te gem alteracfes Gbvias & microscopia éptica,
negativos para a reagdo pela orceina de Shi-
kata *®, utilizadas como controles negativos.

b} Soro enti-HB;: produzide em coelho, de
titulo 1:128, por hemaglutinacho passiva
reversa.

¢} Antiimunoglebuling de eoelho: produzida
em bode, titulo de anticorpos precipitantes por
imunodifusdo igual a 1:4.

d) Compleno peroridase-antiperoxidase
(PAP): percxidase * conjugada & antiperoxi-
dase obtida em coelho, segundo método descrito
por STERNBERGER™, com titule de precipitagfio
igusl a 1:R8

e} Sere nde dmune de bode

1) Solugde revelodora: diaminobenzidina,
25 mg; azida sodics, 31,5 mg; dgua oxigenads
{130 vols.), 26 ml; tamplo saline fosfatado
{pH 7,23, 530 mlL

* Peroxidase, tipe II, da Sigma Chemical Cem-
pany, St. Louls, Ms, E.U.A,
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METODO

Utilizou-se o método descrito por STERNBER-
GER “, modificado por BURNS

Foram necessdrias algumas alieragbes nas
dilniges dos anti-soroes:

a} Na ineubagdo com anticorpos de coelho
anti-HBs, foram usadas as dilugdes 1/5, 1/10
e 1/20,

b} Na incubacdo com anticorpo de bode
anticoelho, foram usadas as diluigdes 1/2, 1/4,
1/8 o 1/186.

¢} Na incubacko com complexe soldvel
peroxidase-antiperoxidase, foram usadas as
diluigdes 1/2, 1/4, 1/8 e 1/186.

RESULTADOS

O padrio “positive” apresentou coloragio
edstanho-escura, em padrdo homogéneo, difuso,
no citoplasma de agrupados de hepatdcites,
poupando o nfcleo, visivel como um centro
claro (figuras 1 e 2). Os demais hepaidcitos
células de Kupffer, ductos billares, artérias,
veias e heméecias, assim como o intersticio,
tomaram eoloracio “pele”, eom mintdsculos
grinulos acastanhados, irregulares {artefato
de técnica).

O padrio “negalivo” apresentou coloracio
“aelo”, difusa, havendo minusculos grénulos
acastanhados, irreguiares,

Os resuitados das 128 [Aminas estudadas
foram os seguintes:

a) 12 idminas controle positivo incubadas
com complexo PAP em diluigdo 1/2, conforme
figura 3.

b) 12 laminas controle positive incubadas
com complexo PAP em diluigie 1/4, como
demonstra a figura 4.

¢} 24 lAminas controle positivo incubadas
com complexo PAP em diluighes 1/8 e 1/16
que resuifaram negatives, independentemente
de diluigfo do antl-HB: (1/5, 1/10 e 1/20)
e do anticorpo bode anticoelho (1/2, 174, 1/8
e 1/16).

d) Todas as 64 lAminas controle-negative
resultaram megativas, independentemente da

diluigdo dos anti-soros e anti-IBs: e bode-anti-

coelho, bem como do complexo PAP.

¢} 16 liminas que receberam o PAP na
diluicao dos anti-soros e anti-HB, e bode-anti-
as quais foram suprimidas as etapas 2, 3 e 4
do métode de STERNBERG™, que apresentaram
resultados semelhantes aos das l&minas pro-
cessadas com todas as etapas do métode,
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FIGURA 1 — O citoplasma de hepaticitos infectados com AgHBg toma coloragio castanho-escura, difusa,
) enquanto o niueleo permanece como um centro claro, negativo. Os demais hepatdcitos
e intersticios tomam coloragdao “Gelo”. (PAP. 40 x)

FIGURA 2 — Detalhe do mesmo tecido apresentado na figura 1 — O citoplasma dos hepatécitos com
AgHBjg é facilmente diferenciado das demais estruturas devido a coloragdo castanho-escura,
difusa. (PAP. 140 x)
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FIGURA 3 -~ Resultado das ldmipas de contreie positivo submetidas ao

complexc PAP em diluigio 3/2.
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FIGURA 4 — Resullade das ldminas de controle positivo submetidas ac cvomplexe PAP em diluicdo 1/4.
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DISCUSSAO

Os anticorpos produzidos no Instituto Adolfe
Lutz apresentaram resuitados inicizizs que
podem ser considerados satisfatérios, na
detecgcdio do antigeno de superficie da hepatite,
em corfes de figade obtidos de necropsia de
paciente portader de cirrose por hepatite B.
Foram eles anti-HBs e antiperoxidase,
ambos  produzidos em coelhos, assim como
soro  anticoelho, produzido em Dbode. Este
tltime, como se sabe, reaginde com soro de
coethe, permitiu  a ligagdo do anticorpe
anti-HBs com antiperoxidase {(ambos imuno-
globulinas de coeltho). Dresta maneira, a aplica-
¢iio deste complexo imunoldgico ac tecido fez
com que a reagic de HBs do tecido com o
anti-HBs trouxesse consigo ifambém o eom-
plexo PAP capaz de reagir com a diamino-
benzidina, corandc os locals em que se encontra
o antigeno no figado.

Levando em consideracdo que, gomo ji foi
ressaliade, o goro de bode deve ao mesmo fempo
ligar-se tanto ao anti-HB: como ao PAP, hi
necessidade de excesso relativo de soro de bode
antieoelhos na reaclio, sem o gual ¢ anti-HB.
poderia consumir o sore antibode, sem efetivar
a ligacdo desejada. Desta maneira, diluigdes
aumentadas de sore de bode promoveriam um
excesso relative do anti-HBs e negatividade
da reacéo.

Com efeito, o soro bode anticecelho em dilui-
¢les de 1:8 e 1:16 nfo repetin a positividade
obtida com as dilunicbes de 1:2 € 1:4. De outra
parte, como nfo poderia deixar de ser, sucedeu
o inverso com o sore de coelho antl-HB. Em
diluicdes menores repetin-se a condiglo de ex-
cesso relativo, que deixnu de existir quando se
aumentou z diluicdo: assim, em diluigies de
1:5, a reagfo fol negativa, fornando-se positiva
a 1:10 e 1:20.

De cutra parte, deve ser ainda considerada
a possibilidade de obfengho de titules mals
elevados de PAP, aumentande a sensibilidade
do meétodo,

As mindsculas granulagées acastanhadas
que apareceram em todas as lAminas repre-

sentam cristais insoldvels de diaminobenzidina,
cuja presenga nfo interferiu na identificacio
do AgHBs, enquante a proporgdo dos hepaté-
¢itos corados, seu agrupamente em focos, bem
como padrdo intracitoplasmdtico difuso de
distribuigéo do antigeno, poupande o nicleo,
repete o referide na literatura 1 %3567 18 15,

Deve-se salientar que 2 utilizacdo dos itens
2, 3 e 4 da téenica descrita por STERNBERGER ¥,
que visam bloquear a atividade da peroxidase
endégena, em nosso material pareceu dispen-
sdvel, J4 que sua utilizagfo ndo causou resul
tados falso-positivos, ¢ gue discorda da expe-
riéncia de alguns autores? 1% 14 3615 Fsie
falo poderia, em parte, estar relacionado com o
tipo de tecido analizado, no caso o figado, ou
& incubacio com xileno, o que poderia destruir
a atividade da peroxidase endégena =

CONCI.USOES

As vantagens da implaniagio do ensaio
imunoenzimdtico em fragmentos teciduais, em
nosso meio, sdo significativas: a) a técnica
funciona na identifieaciio do AgHBs em fecido
hepéatico; b) torna desnecessiria a utilizagfo
de reagentes imunolégicos importados, permi-
tinde sua aplicacBo em cardter de rofina;
¢) desde gue se promova a producio de anti-
peroxidase em diferentes animals, para a
obtencio de diferentes conjugados, poderdo ser
identificados antigenos microbianos, hormonais
e tumorais; d) a aplicabilidade deste método,
altamente sensivel e especifice, praticamente
nég terd limites, ndo s6 no campo da pesquisa,
mas também no da rotina diagnéstica, especial-
mente na patologia cirdrgica.
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ABSTRACT: Peroxidase — antiperoxidase unlabelled antibody tfechnigue on
hepatic tisstte seetions was carried out for detection of hepatitis B surfsce antigen.
This method demenstrated advantages over immunofluorescence, regarding fo
ity utilfization in fixed or in blogk tissue, in routine procedures, in optical or
electronic microscopy, for visualization of detailed morphological tissue structures
by selective staining and preparation of permanent records. This technique using
=1l of the immunological materials prepared in our laberatery at Instituto Adelfe
Lute, Sfoc Paulo, Brazil, is an important atep for iis suitaghility for usze in
dingnostic proeedures.

DESCRIPTORS: staining, immunocitochemieal technigue for hepatie tissue;
gntigens, surface, hepatitis B: ‘hepatitis B surface antigens; Australia antigens.
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