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RESUMO

Evidencia-se, por imunofluorescéncia, um componente de membrana do antigénio T
especifico do adenovirus tipo 12 em células transformadas por esse virus fixadas com
formaldeido. A localizacio do antigénio na membrana celular demonstra-se por prova
de ligacio de S. awrens. Os componentes intracelulares do antigénio T ndo se obser-
vam nas células fixadas com formaldeido e a impermeabilidade celular garantida por
essa fixacio demonstra-se pela negatividade de imunofluorescénéia com o soro
anti-actina.

A evidenciagio por imunofluorescéncia de antigénios localizados na membrana
celular exige: 1.°) que n@o haja reacgdo com antigénios intracelulares que mascarem
a reaccio de membrana ou ponham em divida a localizagio do antigénio; 2.°) que
o tratamento das células nio modifique as relacSes estereoquimicas com os demais
componentes da membrana, tornando o antigénio criptico.

A fixacio com solventes orginicos (acetona ou 4lcoois), usada de rotina na imuno-
fluorescéncia, ndo cumpre o primeiro desiderato pelo que tem sido corrente usar células
nio fixadas, logo impermeéveis a0s anticorpos, e tratadas por imunofluorescéncia em
suspensdo. ¢ Esta técnica, se tem vantagens priticas sobre outras técnicas imunoldgicas
para antigénios de membrana, tais como a citotoxicidade, * ndo deixa de ser fastidiosa
e de resultados frequentemente dificeis de interpretar.

Mautner e Hyness puderam visualizar por imunofluorescéncia a proteina de mem-
brana LETS fixando as células com formaldeido. Deppert e Pates © tentaram esta técnica
para a observagio do antigénio T de membrana especifico do SV40 mas s6 obtiveram
resultados positivos com soro anti-antigénio desnaturado, o que indica nio se cumprir
o segundo desiderato atris enunciado.

As células transformadas pelo adenovirus tipo 12 (Ad12) possuem um antigénio T
de membrana que nio é evidencidvel, por ambas as razdes apontadas, por imunofluo-
rescéncia em suspensio. "> ® Neste trabalho usa-se esse antigénio para demonstrar que
a fixagio com formaldeido pode ser um método adequado e simples para a evidenciagio
de antigénios de membranas.

MATERIAIS E METODOS
Células

Cultivaram-se células THA, originadas de um tumor de criceto induzido pelo
adenovirus tipo 12 (Ad12), em meio MEM com concentragio de Ca++ reduzida

a 0,1 mM e suplementado com 10 9% de soro bovino inactivado.

Recebido para publicagio: 6 de Agosto 1981



324 J. VASCONCELOS-COSTA

Soros imunes

1) Soro anti-T: obtido de cricetos portadores de tumores produzidos por trans-
plantacio subcutinea de células THA.

2) Soro anti-actina: produzido em coelho por injecgio intramuscular semanal,
seis vezes, de 0,5-1 mg de actina purificada (Sigma) misturada com adjuvante
de Freund incompleto. Colheu-se o soro 10 dias depois da tltima inoculagio.

3) Soro conjugado com FITC: obtiveram-se comercialmente (Miles) IgG de
coelho anti-IgG de criceto e I1gG de cabra anti-IgG de coelho, ambas conju-
8adas com isotiocianato de fluoresceina,

Imunofluorescéncia

Fixaram-se com formaldeido ou com acetona células cultivadas em monolayer,
sobre lamelas. Para a fixagio com formaldeido, lavaram-se as células com PBS completo
(com Ca** e Mg++) e fixaram-se imediatamente com formaldeido a 3,5 % em PBS,
durante uma hora, 2 0°C, A fixagio com acetona, depois- de lavagem com PBS, foi
feita a 4° C durante 15 minutos, seguida de secagem ripida ao ar.

Depois de lavadas com PBS. incubaram-se as células com soro imune ou normal
durante 45 minutos, a 37°C. e seguidamente, nas mesmas condigBes, com soro conju-
gado com FITC. No fim de cada uma das incubacdes lavaram-se as células trés vezes
com PBS, sendo a Gltima destas lavagens durante 10 minutos.

Montaram-se as lamelas em glicerol-PBS (9:1) e observaram-se em microscpio
Zeiss com lampada HBO-200, filtro de excitagio FITC, e condensador de fundo escuro.
Fotografou-se com filme Kodak Tri-X-Pan.

Prova de adsorgio de Staphylococcus anreus

Fixaram-se com formaldeido, como para imunofluorescéncia, células THA culti-
vadas sobre limelas. Depois de lavadas com PBS, incubaram-se uma hora, 2 temperatura
ambiente, com soto anti-T ou soro normal de criceto e lavaram-se trés vezes, durante
10 minutos, com PBS. Em seguida, incubaram-se a 40 C, durante 30 minutos, com uma
suspensio a 19% em PBS de S. aureus (Cowan I) preparada segundo Kessler. ¢
Lavaram-se extensivamente as células, primeiro com PBS contendo 0,1 9 de SDS,
durante 10 minutos, e em seguida com PBS, sob controlo microscépico, até considerivel
redugio de fundo inespecifico. Montaram-se as lamelas em PBS e observaram-se em
microscépio de contraste de fase.

RESULTADOS

A Fig. 1 mostra as diferencas de padrio de imunofluorescéncia do antigénio T
do Ad12 em células fixadas com acetona e com formaldeido. Nas células fixadas com
acetona (Fig. 14) observa-se antigénio T nuclear, sob a forma bem conhecida de pin-
celadas € de granulos, bem como fluorescéncia especifica difusa no citoplasma. Nio &
possivel reconhecer-se claramente qualquer fluorescéncia como inequivocamente loca-
lizada na membrana celular.

As células fixadas com formaldeido mostram um padrio de imunofluorescéncia
diferente (Fig. 1b). A fluorescéncia aparece como um reticulo fino que cobre todo
© citoplasma e desenha bem o contorno das células, Aparentemente, a zona nucleir nio
estd corada, mas isso deve-se 20 diferente plano de focagem. Focando o plano da mem-
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brana sobre o niicleo pode entio observar-se nessa zona o mesmo reticulo fluorescente.
Em nenhum plano de focagem se observa o cléssico padrio imunofluorescente do anti-
génio T intranuclear.

_ Em qualquer dos casos, o soro normal de criceto deu resultados claramente
negativos.

A selectividade para antigénios de membrana da fixagio cbm formaldeido foi
confirmada de duas formas: em primeiro lugar, usando um anti-soro contra uma pfqtcina
exclusivamente intracelular, no caso a actina; em segundo lugar, demonstrando a loca-
lizacgio de membrana da reactividade do soro anti-T mediante uma técnica de imuno-
-adsorvente tirando partido da afinidade da proteina A do §. aurens para a zona Fc
das IgG.

A Fig. 2 mostra que o soro anti-actina cora intensamente a actina das células THA
fixadas com acetona, que aparece com o seu caracteristico padrio fibrilhar, por vezes
muito condensado (Fig. 2a). Porém, as células fixadas com formaldeido nio permitem
a visualizagdo da actina (Fig. 2b).

Na Fig. 3 pode ver-se que as células THA fixadas com formaldeido e pré-incuba-
das com soro anti-T fixam um nimero significativo de bactérias, qug}nﬁo sdo arrastadas
por processos de lavagem que as eliminam quase por completo das celulas pré-incubadas
com soro normal de criceto

Fig. 1 — Imunofiuorescéncia em células THA tratadas com soro anti-T. a) células fixadas com
acetona; b) células fixadas com formaldeido. A barra indica 10 pm.
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Fig. 2— Imunofluorescéncia em células THA tratadas com soro anti-actina. a) células fixadas com
acetona; b) células fixadas com formaldeido. A barra indica 10 pm.

Fig. 3 — Ligagdo de Staphylococcus aureus a células THA fixadas com formaldeido e incubadas
com (a) soro anti-T ou (b) soro normal de criceto. Observario em contraste de fase.
A barra indica 10 pm.
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DISCUSSAO

Embora nio se possa generalizar esta experiéncia a outros antigénios, este trabalho
mostra que, pelo menos no caso do componente de membrana do antigénio T do Ad12,
¢ possivel evidencid-lo por imunofluorescéncia em células fixadas com formaldeido,
evitando-se assim o recurso & técnica de citotoxicidade com libertagio de 51Cr até agora
utilizada, 7 muito mais dispendiosa e envolvendo maiores dificuldades laboratoriais.

A imunofluorescéncia em células fixadas com formaldeido pode vir a demonstrar
ser adequada para a evidenciagdo de outros antigénios de membrana, eventualmente
com importincia médica.

Nio é seguro, porém, que esta técnica possa ter aplicacdo geral, sendo necessirio
experimentar caso a caso a sua utilidade. Com efeito, pelo mengs no caso do antigénio T
de membrana do SV40 s6 se consegue evidenciar determinantes antigénicos dependentes
dirctamente da estrutura primdria da proteina. ®

Como os aldeidos induzem por esterificagio a formagio de pontes entre cadeias
proteicas ou entre moléculas vizinhas, assim se explica, provavelmente, a sua acgio
impermeabilizadora da membrana em relagio a macromoléculas, Como os anticorpos.
Por outro lado, podem impedir a visualizagio de antigénios, quer modificando a sua
estrutura tercidria ou quaterniria quer mediante bloqueio estérico por ligagio a outras
proteinas.

A impermeabilidade das células fixadas com formaldeido foi confirmada pela nio
reactividade com soro anti-actina. Por outro lado, demonstrou-se a localizacio de mem-
brana do componente do antigénio T evidenciado em células fixadas com formaldeido
usando §. awreus como imuno-adsorvente. A dimensio da bactéria impede obviamente
a sua ligacdo a imunocomplexos que ndo estejam localizados na superficie exterior da
membrana celular.

A téenica utilizada é simples, econdmica, rdpida e reprodutivel. Convém no
entanto chamar a aten¢fio para alguns pormenores que, segundo a experiéncia do autor,
sdo criticos.

Assim, € necessdrio utilizar formaldeido preparado de fresco por dissolugio de
paraformaldeido e nunca solugSes comerciais de formaldeido, que contém metanol e por-
tanto permeabilizam as células. Paraformaldeido Serva ou TAAB sio adequados a esta
técnica, embora certos lotes contenham impurezas que resultam em ligeira permea-
‘bilizagio.

E também critico que no decurso de todas as lavagens ou incubagbes nunca se
deixe as células secarem.

A temperatura de fixagio ndo parece critica. Mautner e Hynes 3 usaram inicidl-
mente a fixagio 4 temperatura ambiente, durante 10-30 minutos. No caso das células
THA esta fixagio também permite a evidenciagio do antigénio T de membrana, com
impermeabilidade das células. No entanto, as células tendem a encolher e arredondar,
tornando dificil 2 focagem da membrana e a observagio e fotografia da imunofluores-
céncia. A fixacdo mais prolongada mas a 0°C d4 portanto melhores resultados, pelo
menos com estas células.
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SUMMARY

FORMALDEHYDE FIXATION FOR SELECTIVE IMMUNOFLUORESCENCE
OF MEMBRANE ANTIGENS

A membrane component of adenovirus type 12 T antigen can be observed by
immunofluorescence on transformed cells fixed with formaldehyde. The membrane
location of the antigen is confirmed by a . auress binding test. Intracellular T antigen
is not observed in formaldehyde-fixed cells and the impermeability of formaldehyde-fixed
cells is demonstrated by the nonreactivity of anti-actin serum.
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