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Em Salde, todos os dias surgem novas propostas e € necessario que os profissionais estejam em permanente actualizagao, de modo a maximizarem as tecnologias postas as seu dispor.
Os Técnicos de Anatomia Patoldgica também se incluem neste grupo, estando, portanto, sujeitos as mesmas contingéncias, evoluindo e adaptando-se, sendo o fruto dessas
metamorfoses a melhoria da prestagao dos cuidados de saude. Entre as principais areas de actuagao do Técnico de Anatomia Patoldgica esta a Imunocitoquimica (ICQ), conjunto de
técnicas que utilizam as reacgdes antigénio-anticorpo para a detecgao de diversas estruturas celulares, como virus, bactérias ou proteinas tumorais. Recentemente, tiveram lugar alguns
desenvolvimentos ao nivel das tecnologias aplicaveis nesta area, com recurso a novas abordagens, das quais se destaca a utilizagdo de radiagao por microondas, o que significara um
aumento de capacidades de intervencao dos profissionais. As microondas sao ondas electromagnéticas semelhantes as ondas de radio, luz visivel ou raios-X, possuindo uma frequéncia de
100 MHz a 100 GHz. Actuando somente sobre as moléculas polares, como a agua, as microondas possuem a capacidade de promover o aquecimento das substancias por conducao da
energia produzida por friccdo molecular. Este aquecimento pode ser aproveitado em varias situacées, nomeadamente em Imunocitoquimica, ao nivel da marcacdo acelerada, da
multipla marcacao e das novas técnicas de recuperagao antigénica.

Com a elaboragao deste poster procura-se intervir no sentido de melhorar o conhecimento nas areas referidas anteriormente, apresentando exemplos da aplicabilidade das microondas

Introducao

em ICQ.

A FISICA E A ANATOMIA PATOLOGICA:
AS MICROONDAS EM IMUNOCITOQUIMICA

Marcacao Acelerada

A utilizacao de incubacées em microondas pode
acelerar as técnicas de ICQ sem compromisso da
qualidade final dos resultados (Gu, 1994). Estao aqui
subjacentes dois mecanismos de funcionamento:por
um lado ha um aumento de temperatura como no
aquecimento convencional mas mais rapido e
uniforme, e, por outro lado, emerge um aumento da
cinética molecular (Boon & Kok, 1992). A chave para
esta reaccao esta em encontrar a temperatura e o
tempo ideais para cada tipo de técnica.

De um modo geral o intervalo optimo de
temperatura vai de 25° a 42° C, mas pode ser
ajustado com a duragdo da irradiacao, sabendo que
existe uma relacdo inversamente proporcional entre
estas grandezas.

Segundo alguns autores (Choi et al., 1995) a técnica
ideal consiste na utilizagao de uma temperatura de
37° C durante 2 a 3 minutos. No entanto a
quantidade de energia absorvida pela gota de soro
colocada na lamina é influenciada por diversos
outros factores: a sua constituicdo, volume e a
localizacao da lamina no forno de microondas. Como
estes factores sdo muito dificeis de controlar:é de:
todo recomendavel a utilizacdo de fornos “de.
laboratério com controlo de temperatura  por
infravermelhos. Por outro lado é importante
proceder a pausas de 2 minutos entre irradiacoes
afim de permitir a consolidacdo da’ ligacdo
antigénio/anticorpo previamente formada. -Todos os
passos da técnica podem ser acelerados por
irradiacao por microondas mas o mais sensivel é a da
adicao do composto enzimatico.

Para a aplicacao desta técnica a rotina hospitalar é
necessario personalizar tempos e temperaturas a
cada um dos anticorpos disponiveis de forma a obter
os melhores resultados de imunomarcacao.

Para finalizar é importante referir que estas técnicas
sao perfeitamente exequiveis mas requerem um
trabalho inicial profundo de forma a procurar a
estandardizacao necessaria a reprodutibilidade.

Consideracées finais

Multipla Marcacao

A imunomarcagao de varios antigénios num Unico corte
histologico é um objectivo importante, uma vez que
permite, entre outras coisas, o estabelecimento de
uma relagdo topografica entre os dois ou mais
antigénios em causa. No entanto, isto tem sido dificil
de alcancar, dada a discutivel veracidadé - dos

resultados obtidos com os métodos se'qhensiais

simples, que nao garantem uma abSoluta
independéncia  entre os  complexos “icriados
sucessivamente. =

Recentemente surgiram alguns avancos ad nivel da
miltipla marcagdo recorrendo a deshaturacao
intercalar com a utilizacdo de forno microondas. A
variagao proposta é simples e consiste na execugao de
duas sequéncias de marcagao através de um método
sensivel como o polimero indirecto, intercaladas por
um processamento rapido em forno de microondas (5
minutos a 750watts, em tampao adequado a situagao),
que desnaturara os complexos anticorpo-antigénio
obtidos na primeira sequéncia, mas nao a deposicao
de cromogénio. Este permanecera no tecido, podendo
ser visualizado simultaneamente com a deposicao de
cromogénio decorrente da 2® sequéncia ICQ.
Posteriormente podera ser realizada nova

desnaturacao e marcacao, até ao limite_de cores ..
disponiveis no laboratério para identificacao’ de |

antigénios. Desta forma garante-se que. cada
sequéncia € completamente independente  da

precedente e também da subsequente, conferindo ;

uma cor distinta a cada antigénio.

E importante planear de forma adequada cada lamina, ¥

por forma a identificar, em cada caso, antigénios nao
sobreponiveis em termos de marcagcéo ICQ e
relevantes entre si. Normalmente sao utilizados os
cromogeénios: 3,3’-diaminobenzidina (castanho), 3,3’-
diaminobenzidina+Niquel  (negro) e  3-amino-9-
etilcarbazole (vermelho). Desta forma é possivel obter
maltiplas marcacdes em diversos tecidos e para
diferentes anticorpos, com um método efectivo,
simples e rapido, podendo, assim, contribuir para a
generalizacao e estandardizacao destas técnicas.

Novas Técnicas de
Recuperacao Antigénica

A introducdo as técnicas de recuperagdo antigénica
com recurso ao aquecimento a alta temperatura das
amostras histologicas em solugdes especificas foi dada
em 1991, por Shi et al., que propds a utilizagao do
forno de microondas como o método ideal de obtencao
de alta temperatura pela sua eficiéncia ‘e
versatilidade. Assim, tornou-se possivel reverter: o
efeito provocado pela utilizagdo da fixacdo <das '

amostras histolégicas em formol que promove a ir

alteracao estrutural das proteinas tecidulares e impede

o reconhecimento antigénio-anticorpo fundamental "y

para o éxito  imunocitoquimico. A especificidade
antigénica de diversos anticorpos pode assim ser
recuperada o que facilitou o exponencial
desenvolvimento do uso da ICQ na obtencao do
diagnostico, progndstico e indicacdo terapéutica em
Anatomia Patoldgica.

Desde a sua introducado as técnicas de recuperagao
antigénica por alta temperatura sofreram diversas
adaptacoes, nomeadamente ao nivel da composicao da
solucdo de recuperacdo. As primeiras solucdes aquosas
baseavam-se na utilizagao de metais pesados mas,
gradualmente, deu-se a substituicao destes compostos
por agentes quelantes que tedrica e empiricamente se
apresentaram como mais adequados. Este caminho
encontrou sustentagao nas descobertas cientificas que
propuseram um mecanismo de fixacdo histologica
operado pelo formol em colaboragao dinamica com os
ides calcio presentes no tecido (Morgan et al., 1994)."
O valor de pH da solucdo de recuperacao antigénica
também é importante (Shi et al., 1995), sabendo-se
que diferentes anticorpos funcionam melhor a
diferentes valores de pH. Num estudo posterior, Ferro
et al. (2003) procuraram demonstrar estatisticamente
que as solugdo de recuperagao antigénica com valores.
mais elevados de pH (EDTA 1mM, pH 8.0) permitiam
resultados finais mais consistentes para a generalidade
dos anticorpos. No entanto, apesar destes resultados
empiricos, ainda nao é completamente claro o
mecanismo do efeito do formol nas proteinas
tecidulares. Aparentemente o formaldeido potencia
uma grande variedade de ligagdes cruzadas podendo
ligar-se a diversos aminoacidos (Shi et al., 2000).
Contudo, ndo esta esclarecido se alguma destas
reaccbes é importante no contexto da recuperagao
antigénica, uma vez que nem sequer esta confirmado
que as ligagdes cruzadas promovidas pelo formaldeido
sao quebradas no decurso deste processo. Em resumo,
apesar da existéncia de algumas lacunas na teorizagao
e comprovagao cientifica, as técnicas de recuperacao
antigénica sd uma mais-valia indispensavel ao
funcionamento eficiente dos Métodos ICQ.

Finaliza-se referindo que a aplicagao da tecnologia de microondas em ICQ é uma pratica fiavel e com potencialidades bem vincadas, a qual devem ser creditados diversos
méritos em termos de qualidade e eficiéncia. No entanto, como em todas as aplicagbes inovadoras, é necessario um particular cuidado inicial na sua programagao e aplicagao.
Tendo em conta os recentes avangos tecnologicos e a procura de acreditagao laboratorial em salde é possivel vaticinar um futuro promissor para a aplicagao desta tecnologia,
nao s6 em ICQ mas também noutras areas da Anatomia Patologica.
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