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Imunohistoquimica - IHC

Metodologia utilizada para localizagao de
Antigenos especificos em tecidos ou células através da relacao
antigeno-anticorpo.




1940 -Coons et al desenvolveram a técnica de imunofluorescéncia
para detectar antigenos em tecidos congelados.

1974 - Taylor e Burns mostraram que era possivel demosntrar
alguns antigenos em tecido processados.

1975 - Kohler & Milstein desenvolveram os primeiros anticorpos
monoclonais.

1990 - aplicacao na patologia cirurgica com o desenvolvimento da a
enzima HRP.

1991- introducao da Recuperacao de antigenos pelo calor.
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ANTIGENO

E uma molécula que induz a formacéo de anticorpos

ANTICORPO

Sao proteinas que atuam no sistema imunologico como defensoras
IgA IgD IgE IgG IgM
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Fonte:Diagnostic immunohistochemistry: theranostic and genomic
applications ,David J. Dabbs.—3rd ed
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Fonte:https://pathologika.com/imuno-histoquimica/anticorpos-munoglobulinas/producao-

de-anticorpos-monoclonais-e-policlonais/



Fase Pré Analitica

Tempo de isquemia
Fixacao
Processamento histoldgico

Fase Analitica

Preparo da lamina
Recuperacdo Antigénica
Bloqueios enddgenos
Aplicacdo do Ac 1@

Aplicacao sistema de deteccao
Aplicacao do cromdgeno
Finalizacdo da lamina

Fase Pos Analitica

Avaliacao do controles
Interpretagao do exame
Liberacao do laudo




Recuperacao Antigénica

: Formaldehyde
Epitopa —

Fonte:Antigen Retrieval Inmunohistochemistry Based Research and Diagnostics Shan-Rong Shi
and Clive R. Taylor

Digestdo Enzimatica

Panela de pressao

Banho Maria

Microondas

Steammer

A subdigestdo resulta em coloragao fraca.

A digestdo excessiva pode produzir coloragao
falso positiva, alto background e dano tecidual.
Favoravel para demonstragao de Ig e C em bx
renais.

O aquecimento é mais uniforme do que os outros
métodos.
Maiores vantagens para Ag nucleares

Menos prejudicial ao tecido devido a temperatura
ficar abaixo do ponto de ebuli¢do.
O tampao nao evapora.

Aguecimento irregular.
Ag nucleares podem exigir maiores tempos

Aguecimento menos eficiente do que micro-ondas
e panela de pressao.

Tempos superiores a 40min sdo exigidos.

Menos prejudicial aos tecidos.

Fonte:Theory and practice of Histological Techniques, Bancroft’s, 8rd ed,2019




Fonte: Education Guide Immunohistochemical Staining Methods Sixth Edition, Dako Denmark A/S, An Agilent Technologies Company,2013

Solucdes de Recuperacao Antigénica

Solucao Citrato pH 6

* (Qualidade dos Reagentes

Solucao Citrato-EDTA pH 6,2 * Qualidade da agua

e Afericao do pH com uso de peagametro

Solucao EDTApH 8

Solucao Tris-EDTApH 9
Solucao TBS pH 9

Solucgao Tris pH 10

=)
3
wl
=
3
-
=
o
M
[=1
A
=
=

yH value from 1 to 10

Fonte:Diagnostic immunohistochemistry: theranostic and genomic
applications ,David J. Dabbs.—3rd ed



Blogueios Enddgenos

Figado, rim, TGI, pulmao, baco,

Biotina ,
cérebro

rim, figado, medula éssea, ovario,
Fosfatase Alcalina bexiga, glandulas salivares,
placenta.

Peroxidase Hemacias, leucocitos

L - o Tecido conjuntivo, tecido epitelial
Ligacbes Nao-especificas : : Soro Normal
e tecido adiposo.




Fonte:Diagnostic immunohistochemistry: theranostic and genomic
applications ,David J. Dabbs.—3rd ed
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Fonte:Diagnostic immunohistochemistry: theranostic and genomic Fonte:Immunohistochemistry: Essential Elements and Beyond,
applications ,David J. Dabbs.—3rd ed Alexander E. Kalyuzhny




« Ligam-se a um determinate antigénico — epitopo

« S&o produzidos em varias espécies de animais
(camundongo, rato, coelho, cabra, ovelha)

VARIABLE REGIONS

-
§ &
Monoclonal o

« Reage com um alvo antigénico
* + especificos

Policlonal

 Reage com varios alvos antigénicos
* + sensiveis




Interacao Ag-Ac

Especificidade
Compatibilidade
pH do meio

Proporcao Ag-Ac

Antigen

Fonte: Education Guide Immunohistochemical Staining Methods Sixth Edition, Dako Denmark A/S,
An Agilent Technologies Company,2013

Fonte:http://pt.slideshare.net/gildocrispin/antigeno



Compatibilidade

Anticorpo primario x espécie a ser testada

Dog Cat Mouse Rat Monkey Rabbit Chicken Cattle Horse Sheep  Shrew Hamster Guinea Pig Pig Lizard Fish

2 < -4 & w

Antibody

ACTH {

Fonte:www.cellmarque.com/cms/cross-reactivity.php

Aplicacao

Product Name Application Reactivity

A (PC10) Mouse mAb ﬂ n n : H, M, R, Mk, B, Pg

Aplicacao técnica adequada

Fonte:www.cellsignal.com/browse/primary-antibodies ?Ntt=ki6 7&N=102236+4294956287 &Ntk



OriGene Technologies
Ki67 rat monoclonal antibody, clone OTI5D7 (formerly 5D7) Anticorpo monoclonal
o aae

Applications: Immunohistochemistry (IHC) Produzido em Rato

Reactivity: Human (Hu) S
Quantity m Reatividade para Humano

Reviews:
Citations:

Anti-Ki67

Applications: Immunohistochemistry (IHC) Anticorpo m0n0C|Ona|
BeaEthiny; Hil.Dg; 30 Produzido em ????

Conjugate/Tag:  Unconjugated

Reatividade para Humano, cachorro e

Quantity: 1 ml
ovelha

Reviews:
Citations:




Country Availability
BioSite Brand

Clone

Clone Type

Control Tissue
Description
Supplier

CE/IVD

Alias Names

Alias Names

Protocol

Source / Host

Species Reactivity
Storage

Substrate / Buffer
Technical Specifications
UniProt Number

Product Page Updated

all
Optibodies
BS4

monoclonal

Tonsil, appendix, colon

Anti-Ki67, mouse monoclonal - Optibodies
Nordic BioSite

true

Kié7, also known as MKI67, is aprototypic cell cycle related nuclear protein, expressed by
proliferating cells in all phases of the active cell cycle (G1, S, G2 and M phase). It is absent
in resting (GO) cells. Ki6é7 antibodies are useful in establishing the cell growing fraction in
neoplasms (immunchistochemically quantified by determining the number of Ki67 positive
cells among the total number of resting cells = Ki67 index). In neoplastic tissues the
prognostic value is comparable to the tritiated thymidine labelling index. The correlation
between low Ki67 index and histologically low grade tumours is strong. Kié7 is routinely
used as a neuronal marker of cell cycling and proliferation

MKI67

MKI67

suitable for IHC-P,IHC-Fr

mouse

human, sheep/ovine, dog/canine

Store at 4°C

TRIS with 0.03% sodium azide, pH7,2
Control: Tonsil, appendix, colon
P46013

2019-02-20T14:36:52.701Z

Anticorpo monoclonal ( BS4)
Produzido em camundongo
Reatividade para Humano, cachorro
e ovelha




Anticorpo secundario - Sistemas de Deteccao

Anticorpos secundarios conjugados com biotina, polimero ou enzimas - HRP & PA
 Devem ser compativeis com o anticorpo primario € nao reativo com a espécie em teste

Intended Use
For in vitro diagnostic use.

P PO Netection Systems are used for the visualization pf mouse IgG, mouse IgM and rabbit IgG primary antibodied @
Polymei i B ] DAB (Polymer) contain component reagemkumm&mmmmui' 1 described

below. The clinical interpretation of any staining or its absence should be complemented by morphological studies using proper controls
and should be evaluated within the context of the patient’s clinical history and other diagnostic tests by a qualified pathologist.

Ac 22 - XXX Anti-Mouse 1gG + HRP

. ! ' A g Ac 12 - Monoclonal Mouse Anti- Human
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Product Description

Affinity purified|goat anti-mouse IgG (H&L)|antibody is conjugated to calf intestinal jalkaline

phosphatase|This product has been optimized for use as a secondary antibody in Western
blotting and ELISA applications.

Product Description

Affinity pLJFIfIEdlhDFSE' anti-mouse IgG (heavy and light chain)jantibody is conjugated to
horseradish peroxidase(HRP)|for chemiluminescent detection. This product is thoroughly
validated with CST primary antibodies and will work optimally with the CS5T western
immunoblotting protocol, ensuring accurate and reproducible results.




« Sensibilidade — capacidade/quantidade relativa de Ag que uma técnica é
capaz de detectar

 Devem ser aplicados em temperatura ambiente.




Aplicacao de Anticorpos primarios

Armazenamento — recomendacao do fabricante
Registro Anvisa — IVD

Diluicao
- Temperatura ambiente
- Diluentes comercias

- Homogeinizagao
- Pipetas
- Calibradas P2 0.1-24
. P10 0. 5-10ul
- Compativel ao volume P20 2204l
- Técnica correta para pipetagem P50 5-50

P100 10-10Qul

F200 20-200
PA1000 100-1 000
P5000 500-5000pu

F10ml 1=10m




Diluicao ideal — coloragcao especifica com o menor background (coloracao de fundo)

1:50 1:100 1:400
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Sem background Sem background

Efeito prozona - Alta concentracdo de anticorpos em relagao ao antigeno



RELATORIO DE VALIDACAO PARA ANTICORPOS/IHC
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Controles

- Validam a reacao garantindo uma interpretacao adequada.
- Validam os resultados.

- Validam a qualidade do protocolo aplicado.

- Auxiliam na avaliacao de variacoes de cada execucao

- Devem estar na mesma lamina teste.

Controle Reagente Negativo

Controle Reagente Negativo

- Avalia a especificidade do anticorpo primario.
- Avalia reacao falso positiva.

- Substituicao Ac 1° por Imunoglobulina nao especifica ao tecido
teste (mesma classe e espécie do Ac 1°)

Reagent provided Ready-to-use mouse negative control antibody cocktailjof mouse lgG1, lgG2a, I gG2b, 1gG3 and IgMjprovided in

liquid form in a buffer containing stabilizing protein and 0703




Controle Negativo Tecidual

- Avalia a especificidade do anticorpo primario.

- Incubacao com Ac2° + substrato avalia ligacao inespecifica causada por
outras fontes.

- Suspeita de coloragcao presente por enzima pode ser confirmado pela
aplicacao do substrato no tecido.




Controle Positivo

Tecido com o Ag especifico em nivel conhecido, relevante e estavel.

Avalia o desempenho correto do protocolo.

Deve ser aplicado tecidos com alta e baixa expressao.

Positive control

arian carcinoma, squamous cell

5. ICQ/IF: Hela, HT-29 cells, HAF1 cells.




Amostras tumorais nem sempre tém o complemento completo do Ag e
alguns tumores apresentam distribuicao heterogénia.

Diluicdes que identificam células normais podem ser muito diluidas para
demonstrar as celulas tumorais.

Dé preferéncia a utilizagcao de TMAs.

Sempre que possivel, selecionar amostras com conhecimento do tempo
de fixacao e qualidade no processamento.
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Parecer 33 da SBP

Consulta: Normas para Utilizacao de Blocos de Parafina para Controle de outras Coloracoes.

Resposta: SIM, mas recomenda que para a realizacdo de controle de coloragcdes ou de
Imunoistoquimica:

1.utilize-se, preferencialmente, blocos histoldgicos de casos cujos laudos foram emitidos ha mais
de cinco anos.

2.Havendo necessidade de utilizacao de bloco histologico mais recente, deve-se evitar o desgaste
completo do tecido, pelo que desaconselha-se a utilizagao de bloco com amostra tecidual exigua.

3.Preservem-se as condicoes legais de utilizacao de material biologico estocado, ou seja:

* Que nao se permita acesso aos dados de identidade do paciente que forneceu o material
ou outras informagdes que possam vir a identifica-lo.

* Que o resultado das reacdes de controle nao gere informagdes que possam resultar em
beneficios ou riscos para o paciente ou seus familiares.

ANATOMIC PATHOLOGY

Vimentina
Assessment of Antigen Damage Avalia qualidade da fixacao.

in Immunohistochemistry

The Vimentin Infernal Control Esta distribuida uniformemente nos tecidos ( vasos e células estromais).

HECTOR BATTIFORA, M.D.



Todos os testes devem ser validados antes de colocar na rotina (Recomendado)
Atingir pelo menos 90% de concordancia global entre o novo teste e o teste
comparador ou os resultados esperados. Se inferior a 90% investigar a causa da
baixa concordéancia.( Recomendado)

Para validagéo analitica inicial de ensaios fatorias ndo preditivos testar 10
amostras positivo e 10 amostras negativas. (Opnigao de consenso de
especialistas).

v' - O conjunto de validagéo deve incluir expressdes de baixo e alta para os
casos e deve abranger o intervalo esperado de resultados ( nives de
expressao) para marcadore que sao relatados quantitativamente. (Opniéao
de consenso de especialistas

Para testes preditivos testar minimo de 20 casos positivos e 20 casos negativos.
(Opniao de consenso de especialistas).

Para marcadores com aplicagdo para ambos( Preditivo e ndo preditivo) validar
como um marcador preditivo. ( Recomendado).

Quando possivel utilizar tecidos processados com o mesmo método( fixagéo e
processamento histolégico) que o tecido teste.

Se realizado em tecidos descalcificados testar um n° suficiente de casos para
garantir que os ensaios atinjam os resultados esperados

v" Quando um lote de reagente ¢é inserido no servigo, confirmar o desempenho com
um controle positivo e um controle negativo

v" Quando for alterado diluigdo do anticorpo, fornecedor do anticorpo (mesmo clone),
tempos de incubagao ou recuperagao antigénica, confirmar o desempenho com
pelo menos 2 controles positivos e 2 controles negativos.

v' Confirmar o desempenho dos testes sempre que qualquer um dos intens mudar:

Tipo de fixagao

Método de recuperacado (mudanga de pH, plataforma de calor)

Sistema de deteccéao

Equipamento de processamento

Relocacgao do laboratério

O RT é responsavel por determinar quantos marcadores preditivos, nao

preditivos e controle negativo devem ser testados.

v

v" Revalidar o teste quando mudar o clone.

v Documentar todas as avaliagdes e verificagdes em cumprimento dos requisitos
regulamentados e de acreditagao.
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Muito Obrigado!

Um otimo congresso a todos!!!!

tgiulianni@yahoo.com.br
5199149 2130




