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Imuno-histoquimica: etapas

Coleta, preservacao e fixacao
Processamento e obtencao dos cortes
Blogueio da peroxidase endogena
Recuperacao antigénica

Incubacao com anticorpos primarios
Incubacdo com anticorpos secundarios

Sistema de revelacao da reacao
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Protocolo Lab. da Disciplina de Patologia de Moléstias Transmissiveis — FMUSP

“Como eu faco”:

Desparafinizacao — 20 minutos t.a.

Hidratacao — sequencia decrescente de etanol — 5 minutos cada

Agua corrente / destilada

Bloqueio de peroxidase endégena — H,0O, 2x15 minutos camara escura

Agua corrente / destilada / PBS

Exposicao de antigenos com TRIS/EDTA pH9.0 ou Tampéao citrato pH 6.0
— Banho Maria 95°C — 25 minutos

Agua corrente / destilada / PBS

Incubacao com leite desnatado — 30 minutos (opcional)



Protocolo Lab. da Disciplina de Patologia de Moléstias Transmissiveis — FMUSP

“Como eu faco”:

% Anticorpo secundario

Complexo SABC ou Polimeros

Anticorpo primario estreptavidina
peroxidase

vA¢ A 4
‘,’{ ‘,’{ antigeno biotina

Para deteccéao de citocinas: Lavagem com PBS/saponina 0,1% 10 minutos
antes do secundario e terciario




Imuno-histoquimica e agentes infecciosos

Especificidade
Alta sensibilidade
*Anticorpos primarios poli ou monoclonais

Sistemas de deteccao sensiveis



Aplicacao diagndstica da imuno-histoquimica

e |dentificacao especifica do agente etiologico

e Demonstracao de agentes antes que ocorra resposta

caracteristica no tecido
e Evidéncia de infeccao ativa

e Estudos retrospectivos em material parafinado



itomegalovirus

C




Herpes virus tipo |l



Herpes 8




Adenovirus




Raiva




Papilomavirus humano




Linfonodo

HIV - p24




Virus da hepatite B



Virus da hepatite B




Dengue tipo I







Micobactéria




Paracoccidioides brasiliensis
R




Pneumocystis carinii




Cryptococcus neoformans
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Candida albicans




Histoplasma capsulatum
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Criptosporidium sp




Trypanosoma cruzi




Leishmania
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Shistosoma mansoni
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Toxocara



Dendracitos Dérmicos FXllla+
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Células de Langerhans




Langerina/CD207







~Macrofagos CD68+




Linfocitos T CD4+ (OPD4)
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Resposta Thl, Th2, Treg, Th17

Th17

+ Extracellular bacteria
(skin, lining of intestine)

* Fungi
* Autoimmunity

IL-17
IL-21
Physical Triggers of IL-22
Immune Response:

« Infections Antigen
-Bacterial, viral Presenting Cells
-Fungal, parasitic

* Toxins
-Exogenous

-Endogenous ThO
* Food peptides :

* Allergens
* Medications
* Auto antigens

ThO: Naive T cells L4
Th: Helper T cells IL-5
e IL-6

Treg: Regulatory T cells
IL: Interleukin
TNF-a: Tumor necrosis factor-alpha
IFN-7: Interferon-gamma
TGF-$: Transforming growth factor-beta

» IL-10
Treg IL-13
* Immune tolerance

* Lympocyte homeostasis

* Regulation of immune
responses

Th1

* Cell-mediated immunity and
inflammation

* Intracellular pathogens
- Viruses, bactena

* Autoimmunity
* Inflammation

Th2

* Antibody-mediated immunity
* Extracellular parasites

* Asthma, allergy



Linfdcitos T reguladores Foxp3+




Células com expressao de TNF-a.
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Células com expressao de IFN-y




de TGF beta

Xpressao

E




Células com expressao de IL1
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Células com expressao de IL-5
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Células com expressao de IL-10




de IL17

pressao
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Células com ex




Linfocitos T CD8+










Analise quantitativa das células de
Langerhans

0,25 mm

Fracdo de area epidérmica







Analise quantitativa

N 26 m

1cm =10 mm

10 mm / 40 (aumento do microscépio) = 0,25

No aumento de 400x:

Para quantificacao em 9 campos:

Ex: 900 células / 9 = média de 100 células por campo.

0,25 x 0,25 = 0,0625 = area do graticulo (campo)

100/0,0625 = 1600 células/mm?






Esquema da reacao de dupla-marcag¢ao imunohistoquimica

| D=
n A

1° ac secundario
o . z - - . .
1° ac primario biotinilado

L) P4 |
N N\ AV A

2° anticorpo secundario
2° ac primario
biotinilado

DL
"

Complexo estreptavidina-
biotina peroxidase +
substrato

L |
A A

Complexo estreptavidina-biotina
fosfatase alcalina + substrato



Rea¢ao imuno-histoquimica de
dupla-marcac¢ao (CD4-azul/IL17-marrom)
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Paracoccidioides brasiliensis no citoplasma de dendrécitos dérmicos FXllla+

(Pagliari, Sotto) Correlation of factor Xllla+ dermal dendrocytes with paracoccidioidomycosis skin lesions

Medical Mycology 2002; 40:407-410



Paracoccidioidomicose — Mastocitos

Mycopathologia. 2006 Nov;162(5):331-5. Role of mast
cells as IL10 producing cells in paracoccidioidomycosis
skin lesions. Pagliari C, Fernandes ER, Guedes F, Alves
C, Sotto MN.

number of cells/mm?
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Dupla marcacao: cKit + IL10



Lesao de mucosa oral - paracoccidioidomicose
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Foxp3 — negro

CD25 - vermelho




Lesao de pele - Dupla-marcag¢ao Leishmania e dendrdcitos FXllla+




Lesao de pele — cromomicose

F.pedrosoi (NBT-BCIP - azul escuro)

Fator Xllla (vermelho)



J Cutan Pathol. 2004 Jan;31(1):14-8. Antigen distribution and antigen-
presenting cells in skin biopsies of human chromoblastomycosis. Sotto MN, De
Brito T, Silva AM, Vidal M, Castro LG.



Sarcoma de Kaposi
Lesdo de pele - Dupla-marca¢ao HHV8 e dendrocitos FXllla+

Br J Dermatol. 2008 Sep;159(4):839-46. The effects
of human herpesvirus 8 infection and interferon-
gamma response in cutaneous lesions of Kaposi
sarcoma differ among human immunodeficiency
virus-infected and uninfected individuals. Guedes F,
de Andrade HF Jr, Fernandes ER, Tuon FF, Brasil
RA, Pagliari C, Duarte M.




Sarcoma de Kaposi
Lesao de pele - Dupla-marca¢ao HHVS8 e dendrdcitos FXllla+




SK — HHVS8 e CD303



Raiva humana
Lesdo em SNC - Dupla-marca¢ao GFAP e virus da raiva

Astrocitos — vermelho

Virus da raiva - negro



Papilomavirus
Lesao de vulva - Dupla-marcagao HPV (Hibridizacao in situ) e FXllla

-

Acta Derm Venereol. 2008;88(4):391-3. Interaction of human papillomavirus DNA with factor Xllla-positive
dermal dendrocytes in vulvar lesions. Pereira NV, Pagliari C, Fernandes ER, Guedes F, Sotto MN, Duarte MI.



, . . Vasos — negro
Hanseniase multibacilar J

Bacilo — vermelho (Faraco)
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Interacdo de células endoteliais linfaticas e sangtiineas com o Mycobacterium leprae nas lesdes
cutaneas de hanseniase multibacilar.

Felipe Weisshaupt Stegun1, Profa Dra. Erika Pereira da Costa2, Profa. Dra. Mirian Nacagami Sotto3.



Monografia de conclusao de curso do aluno Wellington Luiz F. Silva - programa de aprimoramento profissional LIM HCFMUSP



S100 - verde

CD207 - laranja




S100 - verde

CD207 - laranja




Queratindcitos — laranja

P. brasiliensis - verde



Queratinodcitos — laranja

P. brasiliensis - verde
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