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Resumo

Pesquisadores em 1941 investigavam um método pelo qual substancias antigénicas fossem reveladas em tecidos de mamiferos e desta forma foi
desenvolvido o método de fluorescéncia para identificacao de pneumococos em tecidos infectados. Como resultado, muitos estudos se aprofundaram
em outras metodologias para esta técnica, usando marcadores enzimaticos e metais pesados, pois havia a necessidade de um método mais sensivel e
especifico. Assim foram exploradas as técnicas imunocitoquimica para fins de pesquisa e diagndstico laboratorial. No diagnéstico laboratorial, tornou-se
fundamental na deteccao de carcinoma pulmonar, epidermoide e bexiga urinaria. O presente estudo objetivou a revisao da literatura, através de banco
de dados nos sites PubMed, LILACS e SciELO para analise e discussao da técnica de imunocitoquimica, sua aplicagao na pesquisa cientifica atual e sua
relevancia no diagndstico laboratorial. A imunocitoquimica tem se destacado entre as técnicas utilizadas na pesquisa como uma ferramenta rapida e
econOmica para deteccao de diversos biomarcadores, como exemplo, os casos de evidéncia de teldcitos em modelos animais com aterosclerose e na
marcacao de inimeras proteinas. A revisao sugeriu que essas novas técnicas foram introduzidas e tem demonstrado melhores resultados, perfil de
seguranca e eficacia no diagnostico laboratorial.
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Abstract

Researchersin 1941 investigated a method by which antigenic substances were revealed in mammalian tissues and in this way the fluorescence method
for identifying pneumococci in infected tissues was developed. As a result, many studies have delved into other methodologies for this technique, using
enzyme markers and heavy metals, as there was a need for a more sensitive and specific method. Thus, immunocytochemical techniques for research
and laboratory diagnosis were explored. In the laboratory diagnosis it has become fundamental in the detection of lung, epidermoid and urinary bladder
carcinoma. The present study aimed to review the literature, through a database on the websites PubMed, LILACS and SciELO to analyze and discuss the
technique of immunocytochemistry, its application in current scientific research and its relevance in laboratory diagnosis. Immunocytochemistry has
stood out among the techniques used in research as a fast and economical tool for the detection of several biomarkers, such as the cases of evidence
of telocytes in animal models with atherosclerosis and in the marking of numerous proteins. The review suggested that these new techniques were
introduced and have shown better results, safety profile and efficacy in laboratory diagnosis.
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INTRODUCAO

Um grupo de pesquisadores analisava uma forma pela
qual substancias antigénicas fossem expressas em tecidos
de mamiferos. Em virtude disto desenvolveram uma técnica
denominada imunocitoquimica pelo método de fluores-
céncia, com a utilizacao de derivados de anticorpos de
coelhos, que demonstram serem eficazes em conservar as
propriedades imunoldgicas iniciais da reacédo, favorecendo
sua visualizacdo. A ligagcao do anticorpo com o antigeno
tornava-se fluorescente quando a amostra era exposta a
luz ultravioleta.®

Em continuidade, muitos estudos se aprofundaram no
aperfeicoamento desta técnica para potencializar sua precisao
diagnéstica e elevar a abrangéncia de células e tecidos em
futuros estudos.

A técnica de imunocitoquimica utiliza a marcacao de
antigenos (Ag) sendo eles proteinas ou polissacarideos, em
células ou tecidos usando a especificidade ou sensibilidade
de um determinado anticorpo (Ac), e esta marcacao sé sera
visualizada devido a ligagdo do anticorpo ao antigeno, con-
dicdo também chamada de afinidade. Todos os antigenos
possuem estruturas quimicas chamadas epitopos que irdo
possibilitar a ligacao nao covalente a estrutura do anticorpo,
os paratopos.??

Na sua metodologia, hd o uso de um Unico anticorpo
primario ou pode ser em conjunto com um anticorpo secun-
dario, sendo eles monoclonais ou policlonais. Os anticorpos
monoclonais possuem como alvo somente um Unico epitopo
do antigeno em questdo, o que o torna mais especifico. Por
outro lado, os anticorpos policlonais sdo sensiveis, pois ten-
dem a ligar-se a diversos epitopos do antigeno.”

A imunocitoquimica pode ser aplicada pelo método
direto, em que a amostra é incubada em uma solugdo con-
tendo o anticorpo primario por um periodo preestabelecido
em protocolo e visualizada com o auxilio de cromégenos
de modo mais 4gil, mas com pouca amplificacdo do sinal
emitido pela reacdo. No método indireto, posteriormente a
incubacao do anticorpo primario, a amostra é incubada em
uma solucao contendo o anticorpo secundario, que criara
um sitio antigénico maior, o qual elevara a amplificacdo do
sinal da reacao favorecendo a identificacdo de antigenos em
baixa concentracao.”

A técnica tornou-se vidvel em diversas identificacdes de
antigenos na pesquisa e como resultado, na rotina diagnés-
tica. Houve pesquisadores que utilizaram aimunocitoquimica

para estudar em caes o contagio do virus da hepatite infec-
ciosa canina (adenovirus tipo 1), utilizando tecidos em diver-
sos estagios da doenca, detectando os antigenos marcados
com anticorpos com fluoresceina para visualizacdo.”

Gradativamente, aimunocitoquimica fez-se indispensavel
na pesquisa e na rotina de diagnéstico laboratorial, onde
estudos declaram a sua importancia na identificacdo de
inumeros carcinomas, como pulmonar, pancreatico, bexiga
urinaria, entre outros.®

O presente estudo teve como objetivo realizar uma
revisdo da literatura para analisar e discutir a técnica de
imunocitoquimica, sua aplicacao na pesquisa cientifica atual
e sua relevancia no diagnéstico laboratorial.

MATERIAL E METODOS

A producao do contetddo baseou-se em revisao da litera-
tura cientifica, com o objetivo de andlise e discussao do uso
da técnica de imunocitoquimica, tanto na pesquisa cientifica
como no diagnostico laboratorial. Utilizou-se banco de dados
eletrénicos, como preferencialmente periddicos disponiveis
pelo National Center for Biotechnology Information, U.S.
National Library of Medicine (PubMed), Scientific Electronic
Library Online (SciELO) e posteriormente Literature in the
Health Sciences in Latin America and the Caribbean (LILACS).

O levantamento de dados se processou por meio dos
descritores: “immunocytochemistry technique, biomarkers,
laboratory diagnosis, research’, e os indexados de interesse
foram selecionados entre os anos de 1941 até 2020.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Nas linhas de pesquisas atuais, a imunocitoquimica é
utilizada para identificacdo da presenca de antigenos pela
marcacao com anticorpos especificos para a amostra que
sera estudada visando aplica-la no diagnéstico de forma
produtiva.©®

Em estudos da presenca de telécitos em camundongos
machos com deficiéncia do gene ApoE-/-, que resulta na
alteracdo da homeostase celular e no desenvolvimento
tecidual, além de favorecer a fisiopatologia de doencas,
foram utilizadas a imunocitoquimica pelo método indireto
e 3,3'-diaminobenzidina (DAB) como cromdgeno para iden-
tificacdo dos biomarcadores CD28,CD34,CD117 e PDGFR-a
em amostras de rins, figado e coracdo. Os teldcitos foram
negativados para CD28, positivados para CD34 e CD117 e
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parcialmente positivos para PDGFR-a no figado e no cora-
¢ao, porém foram negativados em amostras renais, logo
demonstra a relagao entre a aterosclerose e hiperlipidemia
em deficientes do gene ApoE-/-7

Aplicada em outro contexto, aimunocitoquimica junta-
mente com a DAB possui papel fundamental na marcacao
da expressao do ligante de morte programada 1 (PD-L1) ao
receptor de morte programada 1 (PD-1) que desempenha
a funcdo das células tumorais em evitar o sistema imune
do paciente, desta forma inibindo a ativacdo do linfocito T,
em amostras de adenocarcinoma e carcinomas de células
escamosas do pulmao.®?

O método indireto é a técnica aplicada com mais regula-
ridade na pesquisa. Por utilizar aincubacdo de um anticorpo
secundario, ela torna-se mais sensivel a diversos epitopos,
facilitando nas identificacbes de iniUmeras proteinas, mas
demandando tempo e empenho por parte dos pesquisadores
e profissionais.®

Por conta de sua sensibilidade, aimunocitoquimica pode
ser executada em diferentes linhas de pesquisa e visando
diversos fins. Por exemplo, como referéncia para marcacao
de antigenos em organoides de diversas origens, tamanhos e
componentes celulares para produzir a renderizacdo em 3D
com o software de visualizacao para as imagens geradas, o
que propicia a compreensao das complexidades celulares e
reduz a variabilidade na interpretacdo dos pesquisadores.®

A modernizacdo das técnicas vem sendo frequentemente
aplicada na rotina diaria dos laboratorios."” Devido a grande
demanda de amostras, pesquisadores e citopatologistas
necessitam da automacdo para serem capazes de desem-
penhar todas suas atividades. A MALDI (Matrix Assisted Laser
Desorption lonization) é um método que torna o extenso
processo da imunocitoquimica mais agil, em que a oncolo-
gia pode fazer uso de biomarcadores para serem analisados
rapidamente, ndo somente para diagnéstico, mas também
para determinar prognésticos."”

Na rotina laboratorial, a imunocitoquimica possui papel
crucial no diagnéstico e progndstico de diversas patologias,
como carcinomas e neoplasias na identificacdo de agentes
infecciosos. Em pacientes saudaveis, a imunocitoquimica se
mostra eficaz na marcacdo de altos niveis das proteinas KRT84 e
ARID1A.723 Em condigdes nao saudaveis, quando os pacientes
sdo diagnosticados com carcinoma pulmonar e urotelial, a
expressdo destas proteinas diminui conforme aumenta o grau
e estdgio do tumor, evidenciando que a imunocitoquimica
possui papel no diagnostico e progndstico, assim como define
marcadores preditivos na citologia oncética.®1213)

Para aumentar a precisao diagnéstica das amostras de
puncao aspirativa por agulha fina (PAAF) em tumores de teci-
dos moles, aimunocitoquimica foi incluida nas abordagens
de identificacdo por sua capacidade de diagnosticar neo-
plasias de células pequenas, neoplasia de células fusiformes
e histiocitose de células de Langerhans (HCL) positivando
seus devidos alvos." A imunomarcacdo de esfregacos de
PAAF é uma forma 4gqil, efetiva e econdmica para inimeros
diagnosticos oncoldgicos.+19

Assim como qualquer outra técnica utilizada na pesquisa
ou como forma diagndstica, a imunocitoquimica também
possui desvantagens. Um estudo publicado pela Citopato-
logia do Cancer (Cancer Cytopathology), no qual se afirma
que os citopatologistas, ao analisarem amostras, como por
exemplo, de fluidos corporais, que possuiam maiores niveis
do uso da imunocitoquimica como técnica primaria obtive-
ram altas porcentagens de diagndsticos finais indete, dife-
rentemente dos citopatologistas que a aplicavam somente
como uma técnica confirmatdria do diagnéstico ja obtido
por outro método.”

Outro estudo investigou se tecidos de amigdalas pala-
tinas e de adenoides poderiam ser locais de replicacao e
fontes de particulas virais vidveis removidas de criancas com
hipertrofia tonsilar. A citometria de fluxo em conjunto com
a imunocitoquimica de secdes destes tecidos embebidas
em parafina indicaram que linfécitos CD20+ B, TCD8+ e as
células CD11c+ sdo passiveis a infeccdo por virus Influenza
A e os dados indicam que os tecidos ndo somente abrigam
a expressao de proteinas, mas também abrigam o virus
infeccioso ativo."®

Assim como na deteccao do virus influenza A,"® foi
possivel detectar, com a utilizacdo da imunocitoquimica, o
betacoronavirus MERS-CoV em tecidos fixados em formalina
dos cornetos nasais de alpacas infectadas. Com a utilizacdo
de anticorpos monoclonais humanos, designados 1.2g5,
1.10f3 e 1.6¢c7, demonstraram serem eficazes em identificar o
antigeno MERS-CoV, com melhores resultados em marcagdes
imunoldgicas de anticorpos em menores dilui¢des (1:5).1

Em um novo estudo foi possivel identificacdo de trés anti-
corpos policlonais de coelho para as espiculas do SARS-CoV-2,
um anticorpo monoclonal de coelho e um de camundongo
e um anticorpo policlonal de coelho para uma proteina
nucleocapsidica para diagnéstico de SARS-CoV-2 por meio
daimunocitoquimica juntamente com aimunofluorescéncia
em tecidos de humanos e animais infectados fixados em
parafina. Estes ensaios podem apressar os estudos sobre a
patogenicidade do Covid-19 em humanos futuramente.?”
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CONSIDERACOES FINAIS

Conforme demonstrado, os resultados exibidos no pre-
sente estudo nos revelou que a técnica de imunocitoquimica
exerce um papel ativo e crucial nos laboratérios de pesquisa e
diagnostico em diversos setores. Aplicada preferencialmente
em conjunto com um segundo método, aimunocitoquimica
pode ajudar a corroborar com o resultado, propor um diag-
nostico inicial e determinar um prognéstico, demonstrando
seu papel confirmatorio.

Trata-se de uma técnica 4gil e econdmica que demanda
atencao e cautela para se evitar erros pré-analiticos e anali-
ticos. O estudo sugere que os métodos imunocitoquimicos
vém passando por aperfeicoamentos para que se obtenha
maior especificidade e uma localizacdo cada vez mais precisa
das macromoléculas pesquisadas, capaz de contribuir para
futuros entendimentos cientificos.
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