


Imunohistoquímica - IHC  

 

 

 

 

Metodologia utilizada para localização de  

Antígenos  específicos   em   tecidos ou células através da relação 

 antígeno-anticorpo. 

 



1940 -Coons et al desenvolveram a técnica de imunofluorescência 

para detectar antígenos em tecidos congelados. 

 

1974 - Taylor e Burns mostraram que era possível demosntrar 

alguns antígenos em tecido processados. 

 

1975 - Köhler & Milstein desenvolveram os primeiros anticorpos 

monoclonais. 

 

1990 - aplicação na patologia cirúrgica com o desenvolvimento da a 

enzima HRP. 

 

1991- introdução da Recuperação de antígenos pelo calor. 





Reprodutibilidade 



ANTÍGENO 

ANTICORPO 

É uma molécula que induz a formação de anticorpos 

São proteínas que atuam no sistema imunológico como defensoras 

IgA   IgD   IgE   IgG   IgM 



Fonte:Diagnostic immunohistochemistry: theranostic and genomic 

applications ,David J. Dabbs.—3rd ed. 

Fonte:https://pathologika.com/imuno-histoquimica/anticorpos-munoglobulinas/producao-

de-anticorpos-monoclonais-e-policlonais/ 



IHC 

Fase Analítica Fase Pré Analítica Fase Pós Analítica 

• Tempo de isquemia 
• Fixação 
• Processamento histológico 

• Avaliação do controles 
• Interpretação do exame 
• Liberação do laudo 

• Preparo da lâmina 
• Recuperação Antigênica 
• Bloqueios endógenos 
• Aplicação do Ac 1º 
• Aplicação sistema de detecção 
• Aplicação do cromógeno 
• Finalização da lâmina 



  

  

  

Digestão Enzimática 

 

 A subdigestão resulta em coloração fraca. 

 A  digestão excessiva pode produzir coloração 

falso positiva, alto background e dano tecidual. 

 Favoravel para demonstração de Ig e C em bx 

renais. 

  

  

Panela de pressão 

 

 O aquecimento é mais uniforme do que os outros 

métodos. 

 Maiores vantagens para Ag nucleares 

  

  

  

Banho Maria 

 

 Menos prejudicial ao tecido devido a temperatura 

ficar abaixo do ponto de ebulição. 

 O tampão não evapora. 

  

  

Microondas 

 

 Aquecimento irregular. 

 Ag nucleares podem exigir maiores tempos 

  

  

  

Steammer 

 

 Aquecimento menos eficiente do que micro-ondas 

e panela de pressão. 

 Tempos superiores a 40min são exigidos. 

 Menos prejudicial aos tecidos. 

  

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

Fonte:Antigen Retrieval Immunohistochemistry Based Research and Diagnostics Shan-Rong Shi 

and Clive R. Taylor 

Recuperação Antigênica 



 

 

 
 

• Solução Citrato pH 6 

 

• Solução Citrato-EDTA pH 6,2 

 

• Solução EDTA pH 8 

 

• Solução Tris-EDTA pH 9 

 

• Solução TBS pH 9 

 

• Solução Tris pH 10 

 

 

 

• Qualidade dos Reagentes 
• Qualidade da água 
• Aferição do pH com uso de peagâmetro 
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Fonte:Diagnostic immunohistochemistry: theranostic and genomic 

applications ,David J. Dabbs.—3rd ed. 

Soluções de Recuperação Antigênica 



 

Biotina  

 

Fígado, rim, TGI, pulmão, baço, 

cérebro 

 

Fosfatase Alcalina  

 

rim, fígado, medula óssea, ovário, 

bexiga, glândulas salivares, 

placenta. 

 

Peroxidase  

 

Hemácias, leucócitos  

 

Ligações  Não-específicas 

 

Tecido conjuntivo, tecido epitelial 

e tecido adiposo. 

Avidina 

Levamisol 

H2O2 

Soro Normal 

Bloqueios Endógenos 



Fonte:Immunohistochemistry: Essential Elements and Beyond, 

 Alexander E. Kalyuzhny 

Fonte:Diagnostic immunohistochemistry: theranostic and genomic  

applications ,David J. Dabbs.—3rd ed. 

Fonte:Diagnostic immunohistochemistry: theranostic and genomic  

applications ,David J. Dabbs.—3rd ed. 

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

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



• Ligam-se a um determinate antigênico – epítopo 

 

• São produzidos em várias espécies de animais 

        (camundongo, rato, coelho, cabra, ovelha) 

 

 

• Reage com um alvo antigênico  

• + específicos 

 

 

 

• Reage com vários alvos antigênicos 

• + sensíveis 

Anticorpos 

Monoclonal 

Policlonal 



 

• Especificidade 

 

• Compatibilidade 

 

• pH do meio 

 

• Proporção Ag-Ac 

 

Interação Ag-Ac 

Fonte: Education Guide Immunohistochemical Staining Methods Sixth Edition,  Dako Denmark A/S, 

An Agilent Technologies Company,2013 

 

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



 

- Anticorpo primário x espécie a ser testada  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

- Aplicação técnica adequada  

Compatibilidade 

Aplicação 

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

Fonte:www.cellsignal.com/browse/primary-antibodies?Ntt=ki67&N=102236+4294956287&Ntk 



 

 

 

 

 

 

 

 

Anticorpo monoclonal 
Produzido em Rato 
Reatividade para Humano 

Anticorpo monoclonal 
Produzido em ???? 
Reatividade para Humano, cachorro e 
ovelha 



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



 

• Anticorpos secundários conjugados com biotina, polímero ou enzimas -  HRP & PA 

• Devem ser compatíveis com o anticorpo primário e não reativo com a espécie em teste 
 

Humano 

Ac 1º - Monoclonal Mouse Anti- Human  

Ac 2º - XXX Anti-Mouse IgG + HRP  

 

Anticorpo secundário - Sistemas de Detecção 

 





• Sensibilidade – capacidade/quantidade relativa de Ag que uma técnica é                 

                                 capaz de detectar 

 

• Devem ser aplicados em temperatura ambiente. 

 



- Armazenamento – recomendação do fabricante 

- Registro Anvisa – IVD 

 

 

- Diluição 

- Temperatura ambiente 

- Diluentes comercias 

- Homogeinização 

 

- Pipetas 

- Calibradas 

- Compatível ao volume 

- Técnica correta para pipetagem 

 

 

 

 
 

 

Aplicação de Anticorpos primários 



Diluição ideal – coloração específica com o menor background (coloração de fundo) 

1:50 

1:300 

1:400 

 
+++/+++ 

↑ background 

 

 
+++/+++ 

Sem background 

 

+/+++ 
Sem background 

+++/+++ 
↓ background 

1:100 

1:200  

++/+++ 
Sem background 

Efeito prozona  - Alta concentração de anticorpos em relação ao antígeno 

1:200 

1:100 

1:50 

1:300 

1:400 





Controle Reagente Negativo 

- Avalia a especificidade do anticorpo primário. 

- Avalia reação falso positiva. 

 -  Substituição Ac 1º por Imunoglobulina não específica ao tecido 

teste (mesma classe e espécie do Ac 1º) 

 

 

 

 

 

- Validam a reação garantindo uma interpretação adequada. 

- Validam os resultados. 

- Validam a qualidade do protocolo aplicado. 

- Auxiliam na avaliação de variações de cada execução 

- Devem estar na mesma lâmina teste. 

Controles 

Controle Reagente Negativo 



- Avalia a especificidade do anticorpo primário. 

 

- Incubação com Ac2º + substrato avalia ligação inespecífica causada por 

outras fontes. 

 

- Suspeita de coloração presente por enzima pode ser confirmado pela 

aplicação do substrato no tecido. 

Controle Negativo Tecidual 



- Tecido com o Ag específico em nível conhecido, relevante e estável. 

 

- Avalia o desempenho correto do protocolo. 

 

- Deve ser aplicado tecidos com alta e baixa expressão. 

 

 

 

 

 

 

Controle Positivo 



- Amostras tumorais nem sempre têm o complemento completo do Ag e 

alguns tumores apresentam distribuição heterogênia. 

 

- Diluições que identificam células normais podem ser muito diluídas para 

demonstrar as células tumorais. 

-  Dê preferência a utilização de TMAs. 

 

- Sempre que possível, selecionar amostras com conhecimento do tempo 

de fixação e qualidade no processamento. 





Consulta: Normas para Utilização de Blocos de Parafina para Controle de outras Colorações. 

Resposta: SIM, mas recomenda que para a realização de controle de colorações ou de 

imunoistoquímica: 

1.utilize-se, preferencialmente, blocos histológicos de casos cujos laudos foram emitidos há mais 

de cinco anos. 

 

2.Havendo necessidade de utilização de bloco histológico mais recente, deve-se evitar o desgaste 

completo do tecido, pelo que desaconselha-se a utilização de bloco com amostra tecidual exígua. 

 

3.Preservem-se as condições legais de utilização de material biológico estocado, ou seja: 

 * Que não se permita acesso aos dados de identidade do paciente que forneceu o material 

ou outras informações que possam vir a identificá-lo. 

 * Que o resultado das reações de controle não gere informações que possam resultar em 

benefícios ou riscos para o paciente ou seus familiares. 

 

Parecer 33 da SBP 

Vimentina 
Avalia qualidade da fixação. 
Está distribuída uniformemente nos tecidos ( vasos e células estromais). 



 Todos os testes devem ser validados antes de colocar na rotina (Recomendado) 

 Atingir pelo menos 90% de concordância global entre o novo teste e o teste 

comparador ou os resultados esperados. Se inferior a 90% investigar a causa da 

baixa concordância.( Recomendado) 

 Para validação analítica inicial de ensaios fatorias não preditivos testar 10 

amostras positivo e 10 amostras negativas. (Opnição de consenso de 

especialistas). 

 - O conjunto de validação deve incluir expressões de baixo e alta para os 

casos e deve abranger o intervalo esperado de resultados ( níves de 

expressão) para marcadore que são relatados quantitativamente. (Opnião 

de consenso de especialistas 

 Para testes preditivos testar mínimo de 20 casos positivos e 20 casos negativos. 

(Opnião de consenso de especialistas). 

 Para marcadores com aplicação para ambos( Preditivo e não preditivo) validar 

como um marcador preditivo. ( Recomendado). 

 Quando possível utilizar tecidos processados com o mesmo método( fixação e 

processamento histológico) que o tecido teste. 

 Se realizado em tecidos descalcificados testar um nº suficiente de casos para 

garantir que os ensaios atinjam os resultados esperados 

 Quando um lote de reagente é inserido no serviço, confirmar o desempenho com 

um controle positivo e um controle negativo 

 Quando for alterado diluição do anticorpo, fornecedor do anticorpo (mesmo clone), 

tempos de incubação ou recuperação antigênica, confirmar o desempenho com 

pelo menos 2 controles positivos e 2 controles negativos. 

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

 Tipo de fixação 

 Método de recuperação (mudança de pH, plataforma de calor) 

 Sistema de detecção 

 Equipamento de processamento 

 Relocação do laboratório 

 O RT é responsável por determinar quantos marcadores preditivos, não 

preditivos e controle negativo devem ser testados. 

   

 Revalidar o teste quando mudar o clone. 

 Documentar todas as avaliações e verificações em cumprimento dos requisitos 

regulamentados e de acreditação. 







Muito Obrigado! 

Um ótimo congresso à todos!!!! 

tgiulianni@yahoo.com.br 
51 99149 2130 


