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PREFACIO

Um dos principais objetivos da Sociedade Brasileira de Patologia € estimular a educagéo
continuada e contribuir para o desenvolvimento de todos os patologistas neste imenso Brasil.
Nestes dois Ultimos anos, realizamos muitas atividades cientificas, sempre com resposta
entusiasmada de nossos associados. O XXI| Congresso Brasileiro de Patologia, em Curitiba, exigiu
um grande esforgo de organizagdo, mas tenho certeza que ira alcancgar todo o sucesso. Lancamos
recentemente um programa para incentivo do controle de qualidade, dentro de conceitos modernos
e abrangentes, permitindo a patologistas dos quatro cantos de nosso pais participarem igualmente.
As atividades cientificas sao tantas que € dificil acompanhar o ritmo.

E indiscutivel que a literatura brasileira se ressente de boas publicagbes de referéncia.
Neste sentido, a S.B.P. realiza um esforgo incomensuravel para oferecer a sua comunidade um
pouco mais. Apds o segunda edicdo do Manual de Padronizacdo de Laudos, temos agora o
imenso prazer de langar o Manual de Imuno-histoquimica.

Esta publicagdo foi praticamente uma exigéncia dos Patologistas Brasileiros. Em uma
época em que o diagndstico preciso determina o tratamento e o prognostico das neoplasias, néo
podemos dispensar o uso da imuno-histoquimica. Uma boa pratica da patologia, tanto diagnostica
como investigativa, passa obrigatoriamente pela utilizacdo de marcadores teciduais. E necessario
conhecer-se exatamente os limites de sua utilizagdo, suas armadilhas e, principalmente, os seus

beneficios. Esta poderosa arma técnica néo pode ser dispensada por mais nenhum patologista em
atividade.

O presente Manual traz a discussao todos estes pontos. Os 26 autores, distribuidos em 22
capitulos, sdo todos especialistas em suas areas e profundos conhecedores do assunto. As
informagdes foram cuidadosamente elaboradas e sao resultantes do arduo trabalho didrio e
extensa pesquisa bibliografica. Os editores, trés expoentes e pioneiros da area, fizeram um
irrepreensivel exercicio intelectual de criticar, reunir e organizar uma edicdo marcante. O Manual
de Imuno-histoquimica encontra muitos poucos similares no mundo, pois nele as informagdes
estdo agregadas de forma densa e vertical. Os conhecimentos atuais no campo estao
apresentados concisamente, ao invés de espalhados por cada entidade nosologica, como nos
grandes livros texto.

Nada disso seria possivel sem a contribuigéo e dedicacso do pessoal de apoio. A Carmen
Silvia Leite Varoli e Luis Humberto Maviero Arrieta, os mais sinceros agradecimento da S.B.P. pelo
trabalho de secretaria e digitag&o.

Quando deparamos com o Manual pronto, nos apresentou mais um desafio administrativo;
o de viabilizar a sua edig&o, tornando-o acessivel ao maior nimero de patologistas, residentes e
alunos de poés-graduagdo. Os gastos com uma publicagdo sé&o muito elevados N&o podiamos
repassar estes custos aos nossos associados. Neste momento, contamos com nossos parceiros
comerciais, que responderam afirmativamente a proposta de financiar parcialmente, sem qualquer
sugestdo de interferéncia no conteldo tematico do livio. Embora desnecessario afirmar, a
liberdade dos editores jamais foi tolhida pela decisdo administrativa de encontrar financiamento

para o livro. E o grande privilegiado desta parceira é o nosso associado, gue tem a exceléncia
associada a um prego justo.

Assim & a S.B.P. hoje. Apostando alto na qualidade do Patologista Brasileiro, criando
condicées para o desenvolvimento harménico da especialidade. Pela criagdo de obras de
referéncia nacional, decorrente da experiéncia autdctone, acreditamos no incremento da qualidade
de nossos profissionais. Espero que todos apreciem o Manual de Imuno-histoquimica, como eu
proprio o fiz,

Atenciosamente

Fernando A Soares
Presidente
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_.-1. GARANTIA DE QUALIDADE EM IMUNO-HISTOQUIMICA
¢ Venéncio A.F. Alves

A aplicagdo da imuno-histoquimica (IHQ) & rotina diagnostica ja € uma realidade
em nosso meio, estimando-se seu uso em mais de 100 laboratérios no Brasil. Sendo
assim, agora, a principal meta para o desenvolvimento da IHQ €& a busca de
instrumentos para avaliar e assegurar a qualidade, visando a otimizagéo dos resultados,
e da relagdo custo-beneficio.

Uma vez treinada a equipe de trabalho e montada a estrutura laboratorial, os
principais pontos para a garantia de qualidade em IHQ s&o a correta indicagao de
casos para exame, num adequado contexto clinico-morfolégico, a selegdo de
anticorpos para compor o painel diagnostico, o protocolo de reagdes, devendo cada
etapa da reacdo ser detalhadamente padronizada e a interpretagao pelo medico
patologista #.

A indicagao do exame tem por base a selegdo de perguntas pertinentes ao
contexto clinico-morfolégico, sabendo-se de antemao as vantagens e os limites da
imuno-histoquimica em cada situagdo ***¢" . De modo generico, podemos considerar
como principais indicagdes para o exame imuno-histoquimico:

1. Diagndstico histogenético de neoplasias morfologicamente indiferenciadas

A persisténcia de antigenos de determinada linhagem celular, mesmo sem
evidéncias morfologicas de diferenciagdo, tem se mostrado de grande impacto na
selecao de terapéutica, aumentando a eficiéncia de esquemas radio ou quimioterapicos,
agora melhor dirigidos a linhagem das células neoplasicas.

2. Subtipagem de neoplasias

Exemplos desta aplicagdo séo os linfomas, que, na classificagdo mais atual “**"

tém a selegdo terapéutica direcionada pela integracdo dos parametros clinicos,
morfolégicos e imuno-histoquimicos, como sera apresentado nos Capitulos 11 a 16.

3. Caracterizagao da origem de carcinomas

Ainda que nem sempre permitindo o diagnéstico definitivo, a aplicagdo de
painéis imuno-histoquimicos em amostras de carcinomas metastaticos para a selegao
dos mais provaveis sitios de neoplasia original tem implicado em melhor selegdo dos
meétodos de imagem, com consideravel redugdo dos custos e do tempo de inicio do
tratamento. Este & o tema de detalhada discussao no Capitulo 3.

4. Caracterizagao de produtos de secregao de células neoplasicas

A demonstragédo de substancias, como os horménios, produzidas pela neoplasia,
permite detalhada correlagdo com manifestagbes clinicas, especialmente aquelas
conhecidas como “paraneoplasicas”, conforme apresentado nos Capitulos 7 a 9.
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5. Discriminagdo de natureza “Benigna” versus “Maligna” de determinadas
proliferagdes celulares .

Em situagbes especiais, o encontro de determinadas moléculas caracteriza um
comportamento biolégico nao identificavel em bases puramente morfologicas. Exemplos
desta situacéo sdo a presenca de células basais (positivas para CK14) em proliferacées
prostaticas benignas “? ou ainda a positividade imuno-histoquimica para p53 , propria
da “displasia” de varios epitélios, como o de célon ou o do eséfago de Barrett **. Uma
discussédo do problema “proliferagdo benigna x maligna” nos tecidos linféides pode ser
encontrada no Capitulo 11.

6. Avaliagao progndstica de neoplasias

Tendo como protétipo o carcinoma mamario (Capitulo 4), diversas neoplasias
tém sua avaliagdo prognostica complementada de modo importante pela deteccdo de
receptores hormonais, de oncoproteinas e de fatores ligados a angiogénese e ao ciclo
celular, sendo estes ultimos tema do Capitulo 17.

7. Identificagao de agentes infecciosos

Varias infecgbes tém reconhecimento de seu agente causal, nem sempre
identificavel a morfologia, pela detecgdo imuno-histoquimica de seus antigenos, aspecto
de grande importancia em infecgdes em imunossuprimidos. Algumas infecgdes, como as
hepatites por virus, tém, neste tipo de estudo, um de seus melhores controles de eficacia
de agentes anti-virais. Estes assuntos serdo estudados nos Capitulos 18 a 20.

Em levantamento de 200 amostras que recebemos em consulta, a busca de
histogénese foi a motivagdo para o estudo IHQ em 32% dos casos, sendo a sub-
classificagdo e a busca de orgdos de origem de neoplasias metastaticas responsavel
por 16 %. O estudo dos produtos de sintese de células neoplasicas motivou a realizacéo
do exame em 5%, a diferenciacdo entre a natureza “benigna’ ou “maligna’ de
proliferagbes em 7% e a caracterizagdo de um perfil de marcadores prognosticos
respondeu por 28%. A pesquisa de antigenos de agentes infecciosos foi a razéo para
indicagéo da IHQ em 12% dos casos.

No intuito de avaliar a questio da indicagdo dos exames imuno-histoquimicos
em nossas condi¢des praticas de trabalho, permitindo uma estimativa de seu custo num
contexto global em patologia cirurgica atual, fizemos recentemente um estudo de todas
as neoplasias malignas submetidas a exame anatomopatolégico em um hospital geral,
durante dois anos, discutindo as principais razées para a solicitagdo do estudo imuno-
histoquimico “*,

Dentre 8095 casos sequenciais, referentes aos anos de 1994 e 1995, solicitados
pelo corpo clinico do Hospital Alemao Oswaldo Cruz a seu laboratério, 1205 (14,69%),
constituiam neoplasias malignas. Dentre estas, 355 (4,2% do total de casos ou 28,55%
das neoplasias malignas), tiveram indicagdo e foram submetidas a estudo imuno-
histoquimico com finalidade de avaliagao diagnéstica ou prognostica.

Os 4,2% de indicagbes no total de casos mostram que, com o uso judicioso da
imuno-histoquimica , o custo adicional no conjunto da atividade laboratorial & muito
baixo, quando confrontado com o ganho de tempo até o diagnéstico definitivo, a
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economia ‘tom outros métodos diagnosticos muito mais onerosos e, em especial, a
elevada precisdo diagnostica, permitindo terapéutica mais eficaz .Em uma “auditoria”
realizada em 7 hospitais gerais na ltalia, Andrion‘e colaboradores, 1996, constataram
que a imuno-histoquimica foi indicada em uma faixa que variou de 2,7 a 8 % dos casos,
sendo 4,6 % a média de indicagées dos sete laboratérios .

Sua indicagéo, em nosso levantamento, em 28,5% das neoplasias malignas &
similar aos 30,5% da recente série de Rosai “®, sendo tal indice consideravelmente
inferior aos 47,5% dos tumores estudados por Leong & Wright ¥/, autores que também
demonstraram a grande utilidade da aplicagéo pratica da IHQ por centros capacitados e
experientes.

A Tabela 1 demonstra a freqliéncia de indicagdes para IHQ conforme as classes
de tumores analisadas.

Tabela 1 - Distribuigdo das principais classes diagnosticas de neoplasias
malignas conforme a indicagdo de exame imuno-histoquimico
Sim (%) Nao Total

Carcinomas 209 (22,28 %) - 729 938
Sarcomas 34 (47,89 %) . 37 ' 71
Tumores neurais 13 (26 %) a7 50
Melanomas 06 (15,78%) 32 38
Processos 64(80%) 16 80
linfoproliferativos
Tumores linhagem 04 (28,57%) 10 14
germinativa
Neoplasias 14 (100%) 0 14
malignas indif.
Total 344 (28,55%) 861 (71,45%) 1205

A selegado de painéis de anticorpos € um dos aspectos mais importantes para
a melhor aplicabilidade da IHQ no diagnéstico. Alguns autores mostram preferéncia por
“conjuntos de anticorpos dirigidos a conjuntos de diagnosticos diferenciais morfolégicos *
(tool boxes) “® e, apés o primeiro turno de reagbes, selecionam uma reag&o
complementar com anticorpos individualizados. Qutros, como nos, preferem selecionar
um painel de anticorpos para cada caso “*. Em ambas as situagées, é sempre
importante repetir a necessidade de inserir a abordagem imuno-histoquimica no contexto
clinico-morfologico de cada caso. Em recente estudo de controle de qualidade em
laboratérios dinamarqueses, Jensen e colaboradores, 1997 concluiram que “a selegéo
do painel de anticorpos e a interpretagéo dos padrbes de reajgéo de cada caso foram os
fatores mais importantes para o resultado diagnéstico final @" " Na Inglaterra, Prescott e
colaboradores, 1995, atribuiram a ma selegdo de anticorpos 42,1% das discrepancias
diagnosticas em IHQ ¥,
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A obtengao, manuseio e envio do espécime sdo fatores criticos. Aspectos
relacionados a fixagao e a recuperagao de antigenos serao detalhados nos capitulos que
se seguem. Sendo a fixagdo em formol e a mclusao em paraflna o processamento
hlStOlOgICO mais usado internacionalmente, concordamos com Wick ® e Swanson et al.

) que propdem que seja este o procedimento-padrédo para comparagao de desempenho
diagnostico das reagdes imuno-histoquimicas.

A quantidade de material a analisar tem sido discutida, especialmente neste
tempo em que se espera que o patologista oferegca diagnostico cada vez mais preciso
em amostras cada vez menores. De modo generico, concordamos com Balaton e
colaboradores, 1996, que consideram que, na maioria das situagbes, um bloco &
suficiente, preferencialmente contendo um fragmento de interface tumor-parénquima
circunvizinho, ou ja preparado quando do exame macroscopico com um fragmento do
tumor, longe de area hemorragica ou extensamente necrética, e outro representative do
parénquima distante da neoplasia ®®. Sempre que possivel, deve ser evitado o uso do
proprio tecido previamente submetido a exame de congelagéo.

A selegdo de metodologia mais adequada €& wuma das grandes
responsabilidades do Laboratério de Imuno-histoquimica. O extraordinario avango da
Imuno-histoquimica, especialmente na ultima década, com os sistemas de “recuperagao
de epit rEac:s através do calor' (HIER) e métodos de amplificagdo poderosos, como o
EPOS ©®” e 0 método de deposigdo de produto de catalisagéo (CARD) de Bobrow e
colaboradores ", adicionou um paradoxo & Imuno-histoquimica. De um lado, numerosos
casos até entdo “insoluveis” pela negatividade para os varios painéis, tornaram-se
marcaveis por anticorpos que passaram a permitir o diagnéstico preciso. De outra parte,
anticorpos que marcavam caracteristicamente determinadas neoplasias passaram a
reagir ‘“inespecificamente” em outras situagbes, como a actina muscular e as
citoqueratinas ®®. Preocupado com o que denominou “a anarquia” entdo introduzida,
Swanson ©¥ propds, recentemente, que nenhum método deva ser universalmente
aplicavel, devendo a escolha recair sobre a técnica que, na experiéncia do proprio
laboratorio, ou da escola seguida por seus patologistas, melhor tiver respondido a
questao diagnostica especifica. Concordamos plenamente com esse mestre da Imuno-
histoquimica, em que o0 mesmo principio se aplica aos estudos de interesse académico,
quando a aplicagdo cega de uma nova fecnica nao deve substituir outra ja bem
padronizada apenas por ter sido desenvolvida mais recentemente ou com maior alarde
por um determinado pesquisador.

Visando a simplificagdo dos procedimentos, reducéo de custos e riscos de erros
técnicos, para a rotina diagnostica, sugerimos a recuperagdo antigénica por irradiagéo
com microondas ou pelo calor umido em panela de press&o, com tempos de exposigao
adaptados (Para oferecer o mesmo padrdo de marcagdo em um conjunto de casos-
controle ®'¥. Consideramos, também, Gtil na reducdo de erros, o uso de anticorpo
secundario multivalente 7. Dentre os sistemas de amplificagdo de alto desempenho
(avidina-biotina-peroxidase, estreptavidina-biotina-peroxidase ou avidina-marcada
(LSAB), temos usado rotineiramente o sistema streptavidina-biotina-peroxidase 2.
Situagdes especificas requerem adaptagdes.

A Comissdo de Controle de Qualidade em Imuno-histoquimica da Sociedade
Francesa de Patologia publicou, em 1997, relatéric demonstrando que duas das
principais causas de erro diagnéstico em Imuno-histoquimica sdo a n&o utilizagdo de
técnicas de recuperagdo antigénica e o uso de metodos de amplificagdo pouco
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potente'si,‘ em particular agueles com anticorpos secundarios diretamente ligados a
oo (33)
enzima .

A execucdo dos procedimentos diretamente relacionados a reagao requer
conhecimento, experiéncia e atengdo continuada de toda a equipe. Em recente Editorial,
Erlandson e Rosai "' recomendam que ‘todas as amostras que requeiram exames
especiais, como a Imuno-histoquimica, sejam avaliados a laboratorios bem
estabelecidos e equipados e, especialmente, contando com pessoal tecnico altamente
qualificado”.

O conhecimento das caracteristicas de cada reagente, especialmente dos
anticorpos, requer nova titulagdo em cada novo lote, selecionando-se a diluigdo que
ofereca o maior contraste “positividade verdadeira/fundo”. E necessaria a anotagéo de
cada procedimento no Livro Protocolo, como parte de um programa abrangente de
garantia de qualidade. Tal aspecto pode parecer repetitivo, mas, para cada erro ou
problema detectado a tempo podera ser buscada uma solugdo mais coerente, muitas
vezes ainda no curso das etapas seguintes da propria reagdo. Estas anotacgtes
permitem, agora, a implantagao dos procedimentos praticos dos Programas de Garantia
de Qualidade Inter-laboratorial que as Sociedades Brasileira de Patologia (SBP) e de
Citopatologia (SBC) estdo implantando em nosso pais.

A qualificacdo da equipe, através de cursos e treinamentos iniciais e em
reciclagem € fundamental, inclusive pela necessidade de continuo aprendizado das
inovacdes técnicas, uma caracteristica marcante desta subespecialidade, ressaltando-
se, em nosso meio, os esforcos associativos, de ambito nacional ou regional, que muito
tém contribuido para a continua elevacao dos padrées de qualidade .

Reagentes

Enquanto as substancias quimicas dos tampdes e substratos ja tém sua
producédo plenamente regulamentada, ainda ha polémicas quanto aos anticorpos poli ou
monoclonais, cruciais para a identificagdo especifica dos antigenos caracteristicos de
cada entidade nosologica. A origem de cada anticorpo, o(s) real(is) sitio(s) antigénico(s)
por ele reconhecido e seu desempenho em diversas condigdes laboratoriais, sao fatores
cuja padronizagdo acarreta num dilema: a falta de regulamentagao pode permitir o uso
de reagentes de eficacia ndo comprovada, enquanto seu excesso pode inviabilizar o uso
de numerosos reagentes ja consagrados na pratica diagnostica B4

Tal polémica foi, em parte, resolvida nos EUA, onde o orgao regulador, FDA,
ap6s grande polémica, isentou-os de muitos pré-requisitos no registro pré-
comercializagdo, viabilizando, inclusive, o uso de anticorpos “home-made”, desde que
comprovada por relatérios técnico-cientificos sua afinidade especifica para o antigeno
proposto 3, Fica, desta forma, reconhecido o fato de serem os anticorpos, ainda que
essenciais, apenas um dos componentes para a aplicagdo diagnoéstica da imuno-
histoguimica, cuja seguranga e eficiéncia depende também dos protocolos de reagéo e,
em especial, da condicdo clinico-morfologica especifica daquela aplicagdo. A aplicagao
final recai, portanto, no médico patologista, que conduz o caso em sua integralidade.
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Interpretagdo das laminas

A validagdo dos achados requer a verificagao dos padrées de reatividade dos
controles positivos e negativos, internos e externos,, que também deve ser anotada no
Livro Protocolo. Os controles externos devem ser incluidos em cada painel, preparados
a partir de amostras fixadas nas mesmas condigbes dos casos em teste, e ndo em
condigdes superiores, que poderiam implicar em falsa seguranga da validade da reacg&o.
E, ainda, necessaria a atengdo a reatividade de estruturas presentes na propria lamina
do caso em estudo que possam servir como controles positivos internos, como por
exemplo a reatividade dos vasos para vimentina, marcadores musculares e endoteliais
ou ductos mamarios adjacentes a neoplasias para receptores de estrogeno e de
progesterona. De modo analogo, estruturas sabidamente negativas para um marcador
oferecem excelente controle negativo interno, ja que foram submetidas ao mesmo
tratamento que o tecido-teste #6718

A responsabilidade indelegavel do patologista quanto a interpretacao reside
especialmente em identificar quais células exibem reatividade para o antigeno, as
alteragbes morfolégicas nas células reativas , bem como a distribuico intra-celular do
(angég;eno, em comparagdo com os padroes ja relatados na literatura para cada molécula

Jensen e colaboradores, 1997 “” e Rickert e Malanic consideram a
interpretagéo, juntamente com a selegdo dos painéis de anticorpos, os fatores mais
criticos referentes a qualidade diagndstica em imuno-histoquimica, sendo fundamental o
dominio dos perfis de reatividade antigénica mais comuns de cada tipo de neoplasia,
bem como das ‘expressdes andomalas’(excecbes) mais conhecidas. Ressaltam, ainda,
Jensen e colaboradores, 97 ®”, aimportancia de se valorizar mais as positividades que
as negatividades para um diagnéstico individual.

k (38)

Em trabalho de “auditoria técnica de desempenho de um laboratério de patologia
cirurgica de um hospital geral na Inglaterra®, Prescott e colaboradores, 1995 relataram
que a interpretacao errbnea de laminas foi responsavel por 15 8% das discrepancias
diagnosticas em imuno-histoquimica “®.

Mesmo que a vasta maioria dos exames imuno-histoquimicos n&o requeira
urgéncia absoluta, é claro que o tempo entre a recepgao da amostra e o retorno do
laudo ao requisitante € um fator crucial para a credibilidade do método. Nossa avaliagéao
€ que este tempo deva ser sempre inferior a uma semana, aceitando-se excegoes,
especialmente quando os paingis iniciais ndo permitirem a elucidagao do caso. No caso
de infecgdes em imunossuprimidos, entretanto, muitas vezes a analise requer urgéncia,
ja que infecgdes por agentes como P.carinii e citomegalovirus podem ocasionar o obito
muito rapidamente .

O LAUDO IMUNO-HISTOQUIMICO

Seguindo varias idéias de Peter Banks , apresentamos agora algumas
sugestoes para o preparo de um Laudo Padronizado em Imuno-histoquimica:

(19)

e |logo ap6s a identificacdo completa do paciente, incluinde dados do laudo
morfolégico original, deve ser apresentado o problema diagnéstico que motivou o
exame.
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» A natureza.do espécime recebido, bloco, laminas, adesivos e, especialmente, tipo e
tempo de fixagdo devem ser explicitados.

« Breve descricao dos procedimentos deve inclgi'r os métodos de recuperagdo
antigénica usados, bem como os sistemas de amplificagéo e os controles.

e« Devido a crescente variedade de reagentes disponiveis, & fundamental a
apresentacdo dos clones empregados, principalmente em familias moleculares
maiores, como por exemplo as citoqueratinas.

s A conclusdo devera ser a mais completa possivel, procurando, como ja assinalado,
maxima integragado com os aspectos clinicos e morfologicos.

e Apods a emissdo do laudo, a comunicagdo com o requisitante precisa ser continua,
gerando-realmente uma parceria entre os colegas, visando ao melhor resultado em
termos de diagnostico e de avaliagdo progndstica.

e Os arquivos de laudos, requisicdes, blocos, laminas (incluindo controles de cada
reaco), bem como do livro de protocolo de reagdes séo de grande importancia, quer
para dirimir duvidas que possam surgir posteriormente, quer para analises custo-
beneficio ou levantamentos de interesse cientifico.
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2. TUMORES DE PARTES MOLES
Maria Teresa de Seixas, Cristiane Gobbo Cangado e Carlos E. Bacchi

Sarcomas de partes moles sd&o um grupo de doengas que com frequéncia
apresentam dificuldades diagnosticas ao patologista. Em aproximadamente 25-30% dos
sarcomas, dependendo da experiéncia do patologista, ndo se consegue obter diagnostico
preciso da histogénese, utilizando-se somente a microscopia optica. Isso ocorre pois
sarcomas, e mesmo outros tipos de tumores, podem apresentar guadro morfolégico
superponivel. Felizmente o numero crescente de marcadores tumorais aplicaveis a
tecidos fixados em formalina e incluidos em parafina, tem permitido maior precisao
diagnéstica entre os sarcomas. Nesse capitulo, apresentamos os tumores de partes
moles mais freqiientes e aqueles que apresentam dificuldade diagnostica, juntamente
com a descri¢do dos seus marcadores.

RABDOMIOSSARCOMA

O Rabdomiossarcoma , neoplasia cuja unica linha de diferenciagao celular é a de
rabdomioblastos . constitui-se no sarcoma de partes moles mais frequente no grupo
pediatrico. Com relagao ao diagnostico € necessario demonstrar de maneira inequivoca a
presenca do rabdomioblasto neoplasico. Cumpre lembrar que o tumor recapitula a
miogénese fetal , dai a diversidade de aspectos histologicos variando desde neoplasias
extremamente primitivas, embrionarias, até tumores bem diferenciados. A presenga de
estriagbes transversais ndo & necessaria para o diagnostico, uma vez que nem sempre
ela é visivel a microscopia Optica convencional. Estima-se que tal achado inconstante se
encontra presente em menos de 50% dos rabdomiossarcomas. Estes tumores
consistentemente expressam vimentina, filamento intermediario de 57Kd, presente no
cito-esqueleto da maioria das células mesenquimais.

Anticorpos contra uma variedade de antigenos musculares sdo uteis no
diagnéstico dos rabdomiossarcomas .

A mioglobina, hemoproteina carreadora de oxigénio, &€ um dos marcadores mais
antigos de rabdomiossarcomas. Tsokos et al (1983) “) testando a mioglobina em
rabdomiossarcomas demonstrou sua utilidade porem baixa sensibilidade nos tumores
primitivos. Parece haver uma correspondéncia entre o grau de diferenciagdo e a imuno-
expressdo, sendo os rabdomioblastos mais diferenciados positivos enguanto 0s
indiferenciados tendem a ser negativos (5878 Mesmo nesses casos, as células positivas
costumam revelar achados citologicos evidentes de rabdomioblastos.

A desmina, filamento intermediario de 53Kd, associada a banda Z, encontra-se
presente em todas as células musculares estriadas e na maioria das células musculares
lisas. Truong et al (1990) estudaram atravées do método imuno-histoquimico a expressao
de desmina em 584 amostras de tecidos normais e neoplasicos e concluiram ser este um
marcador sensivel e especifico para determinar diferenciagéo muscular @ Kodet relatou
em rabdomiossarcomas uma positividade de 87% ('®. Dodd et al 1989 ressaltaram a
utilizacdo da desmina como critério diagnostico nesses tumores (Y A variagéo de
positividade provavelmente reflete as diferengas no grau de diferenciagdo do tumor, no
critério diagnostico utilizado para sele¢ao dos casos, na afinidade tecidual do anticorpo,
nos fixadores utilizados, além da utilizagdo ou ndo de métodos de recuperagao de
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epitopos. Gitamos por exemplo o trabalho de Molenaar et al 1985 que estudando
rabdomiossarcomas com desmina em uma epoca pré recuperagdo antigénica por calor
encontrou grande numero de casos negativos para este anticorpo '?.Com o advento da
recuperagdo antigénica pelo calor (HIER- Heat Indutced Epitope Retrieval ) a sensibilidade
da desmina em detectar tais neoplasias tém sido alta.

A expressao de desmina, € encontrada na vasta maioria dos rabdomiossarcomas.
A desmina nao e marcador especifico para musculo esquelético, sendo também expressa
em células musculares lisas, normais e neopldsicas , nos tumores que apresentam
diferenciagdo miofibroblastica. A desmina tem sido encontrada também em tumores com
diferenciagéo divergente ¥,

As actinas sado microfilamentos compostos por sequéncias de aninoacidos, que
podem ser separados por eletroforese em 06 isoformas, com peso molecular de 42 Kd e
sdo agrupadas em 03 subunidades: alfa (muscular), beta (ndo muscular) e gama (células
musculares e ndo musculares). Como a desmina, as actinas estdo associadas a banda Z.
Existem 03 isoformas de actina alfa (esquelética, cardiaca e de musculo liso). Tsukada et
al 1987 desenvolveram o clone HHF-35 ¥ anticorpo monoclonal pan-actina com alta
sensibilidade em material fixado em formol e incluido em parafina. Esse anticorpo HHF-
35 reage com as actinas alfa e gama, reconhecendo células musculares lisas e
estriadas"®. O antigeno detectado & resistente a fixacéo prolongada. Resultados falso-
positivt?ss) podem ser obtidos quando o anticorpo ndo € previamente pre-diluido em
EDTAY™.

Carter e Hall (1992) analisaram 52 rabdomiossarcomas e concluiram ser a actina
sarcomérica Util na identificacdo das formas primitivas da neoplasia '". Hasegawa et al
(1998) encontraram 100% de positividade em 06 casos de rabdomiossarcomas
analisados '®.

O HHF35 é comumente utilizado no diagnostico dos rabdomiossarcomas. Em
estudo de Schmidt et al (1988) incluindo 30 rabdomiossarcomas, todos os 9 bem
diferenciados e 20 (95%) dos moderadamente e pouco diferenciados reagiram com este
marcador '?. Esse resultado demonstra a alta sensibilidade do HHF35 no diagnéstico dos
rabdomiossarcomas.

Recentemente um grupo de genes denominados Myo D1 (gene 1 da determinagéo
da miogénese) foram isolados, identificados e mostraram-se capazes de induzir
diferenciagdo muscular “®. O gene presente no brago curto do cromossomo 11 codifica
uma fosfoproteina nuclear de 45Kd. O MyoD e expresso em um estagio precoce de
diferenciacado muscular estriada, antes mesmo da expressdo de outras proteinas
miogenas, tais como a desmina. Scrable et al (1989) demonstraram a expressao deste
gene em todos os RMS avaliados ?”. Dias et al (1990) desenvolveram um anticorpo
policlonal anti-MyoD “?. Posteriormente o mesmo autor desenvolveu anticorpo
monoclonal para material congelado. Em material embebido em parafina, Tsokos et al
(1994) salientam a utilidade da recuperacdo de epitopos para a imunolocalizagdo dos
antigenos relacionados ao MyoD1 @ Parham (1996) e Tallini et al (1994) ressaltam a
utilizagdo do anticorpo anti- MyoD no diagnostico desta neoplasia. Wesche et al (1995)
estudaram a imuno-expressao de MyoD1 em sarcomas pleomérficos de adultos “®. Rubin
et al ®” encontraram positividade para o Myo D1 e outros marcadores de diferenciagio
muscular em 02 casos de rabdomiossarcomas de celulas fusiformes de pacientes adultos,
salientando a utilidade da imuno-histoquimica no diagnostico diferencial de tumores
fusiformes.
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Outra proteina reguladora da diferenciagao miogena € a miogenina, parece ser
especifica de musculo estriado, estando presente nas fases iniciais de diferenciagao
miogena. Hasegawa et al (1998) estudando 06 casos de rabdomiossarcomas em
pacientes portadores de retinoblastoma bilateral encontraram 100% de positividade
imuno-histoquimica para vimentina, miogenina, desmina, HHF35 e actina sarcomérica e
positividade para mioglobina em apenas 50% '®. Wang et al publicou estudo analisando a
imuno-expressdo da miogenina em tumores pediatricos com boa sensibilidade e
especificidade detectar rabdomiossarcomas “®.

LEIOMIOSSARCOMA

Os leiomiossarcomas, acometem preferencialmente individuos adultos. Localizam-
se comumente em retroperitbneo, cavidade abdominal, visceras, pele e subcutaneo
(chamados de superficiais) ou encontram-se relacionados a grandes vasos, tais como
veia cava inferior, artéria pulmonar, etc. Microscopicamente apresentam-se como
sarcomas fusocelulares, com ou sem areas mixoides e componente epitelidide, por vezes
o elemento predominante em alguns tumores. Demonstram imunorreatividade para
marcadores musculares, tais como desmina , actina muscular humana e actina anti-
musculo liso ©2% 33132 A nositividade para a desmina é frequente nestes tumores e
parece estar relacionada ao sitio de origem, .sendo menor nos tumores gastrointestinais.
Skalli et al (1986) descreveram um anticorpo especifico contra alfa actina muscular
humana util na subclassificagdo dos tumores musculares ®¥. A actina anti musculo liso,
clone 1 A 4 demonstra alta sensibilidade nestes tumores. Algumas neoplasias de aspecto
epitelidide podem imuno-expressar citoqueratinas Rizeq et al (1994) encontrou alta
expressado de citoqueratinas em tumores epitelidides, com maior positividade para a anti-
citoqueratina AE1 do que para o Camb.2. Salientam a importancia da expresséo
concomitante de marcadores musculares tais como desmina, actina musculo-especifica e
actina anti-musculo liso no diagnéstico diferencial com neoplasias epiteliais ®¥. Schurch et
al (1996) analisando uma série de tumores pleomoérficos, encontraram 14
leiomiossarcomas, sendo todos 0s casos positivos para vimentina, 7 para desmina, 8 para
actina anti-musculo liso e nenhum deles positivo para actina sarcomérica ©®. Qutras
lesbes com diferenciagdo miofibroblastica, tais como a fasciite nodular podem imuno-
expressar actina musculo especifica (HHF35) e actina anti musculo liso. O
reconhecimento disto é de extrema utilidade pois a presenca de componente
miofibroblastico ndo deve levar a um diagnéstico errdbneo. Rizek et al (1994) referem 36%
de positividade para o CD34 nos tumores fusiformes e apenas 6% de positividade nas
neoplasias epitelidides ®. Leong et al (1997) referem que os leiomiossarcomas
expressam colageno |V ao redor de células individuais ©°.

Estudos recentes tém sugerido que o virus do Epstein-Barr (EBV) esta associado
a leiomiossarcomas em criangas e adolescentes com AIDS, mas nao esta relacionado
aos casos em individuos soro-negativos ©®.

TUMOR NEUROECTODERMICO PRIMITIVO (PNET) E SARCOMA DE EWING

O primeiro relato de neuroepitelioma periférico foi de Stout em 1918 tratava-se de
um tumor de nervo ulnar em paciente masculino de 42 anos . Em 1942 Murray e Stout
descreveram um caso similar no nervo radial de um homem de 35 anos . Um dos
primeiros relatos de PNET em crianga foi de Nesbitt e Viddone quase 60 anos apos o
relato de Stout. Em 1975 Angervall e Enzinger descreveram um caso de tumor de partes
moles similar ao S de Ewing ésseo que foi descrito pela primeira vez na literatura por
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James Ewing em 1921. Em 1979 Askin relatou 20 casos de “um tumor maligno da regiao
toraco-pulmonar de criangas e adolescentes” ficando o tumor conhecido pelo epdnimo de
Tumor de Askin ©*®, Linnoila et al (1986) demonstraram a evidéncia de diferenciagéo
neural e PAS positividade ®®. Dehner cristalizou os'conceitos desta neoplasia e os novos

casos descritos na literatura tornaram este um tumor nao infrequente no grupo pediatrico
(40,41,42)

O sarcoma de Ewing e o PNET apresentam semelhangas clinicas e morfolégicas,
além de uma aberragdo citogenética especifica, que € a translocagéo reciproca do brago
longo do cromossomo 11 e 22, t ""*?(q24,q12) encontrada em aproximadamente 85 a
90% dos casos “?. Estes achados, juntamente com a expressao do gene MIC2, reforgam
as evidéncias de que o sarcoma de Ewing e o PNET s&o espectros de uma mesma
doenga “%*,

O MIC2 é um gene pseudoautossémico localizado no cromossomo X e Y, cuja
expressdo independe do sexo. Mapeado na regiao terminal do brago curto do
cromossomo X (Xp22.32-pter) e na regido eucromatinica do cromossomo Y (Yq11-pter.) o
gene codifica uma glicoproteina transmembrana de peso molecular 30000 —32000 daltons
(n30/32 -CDY99 produto do gene Myc2) cuja fungdo é desconhecida. Papel na adeséo e
acdo mediadora na proliferagdo celular (via IGF1 por exemplo) foram hipoteses
levantadas “*,

Um numero de anticorpos monoclonais (mAbs) contra o CD 99 foram
desenvolvidos e testados nesta neoplasia com alta sensibilidade . Destacamos os clones
12E7™, 013(8) e HBA71 “***) que podem ser utilizados em parafina, estando os dois
primeiros disponiveis comercialmente .

O estudo imuno-histoquimico no diagnéstico do sarcoma de Ewing /PNET é€
realizado também para se excluir outros tumores de pequenas células. Por exemplo, a
positividade para CD45 permite a diferenciagdo com linfoma e os neuroblastomas em
geral sdo negativos para o CD99 “*“¢4748) Embora nao haja marcador especifico para o
sarcoma de Ewing /PNET, a forte positividade para CD99 favorece este diagnéstico “%. A
imunorreatividade em padrdo membrana para CD99 nos Sarcomas de Ewin/PNET e visla
em aproximadamente 90% dos casos. O CD99 pode ser positivo em alguns oulros
tumores, incluindo linfoma linfoblastico, em consequéncia seu uso deve ser sempre
utilizado em conjunlo com um painel de anlicorpos ©% Salientamos também a
posilividade em células da granulosa e de Sertoli e seus tumores , Tumor neuroendocrino
de ilhola pancreatica, componente tubular do T de Wilms, elc. ©"*”

SARCOMA ALVEOLAR DE PARTES MOLES

Desde sua descricdo em 1952 por Christopherson ©? a histogénese do sarcoma
de partes moles tem sido controversa e permanece desconhecida. Trata-se de tumor raro,
que tem sido relacionado a uma série de neoplasias, principalmente neural e muscular.
Em criancas tende a ocorrer na regido da cabega e pescogo ©? e em adultos na
exlremidade inferior Evidéncias de diferenciagcdo muscular esquelética tém sido baseadas
na demonstragdo imuno-histoquimica de alguns antigenos musculares especialmente a
desmina. Embora a desmina seja classificada como um marcador musculo-especifico,
ela pode ser encontrada em oulros tumores ndo musculares. Cerca de 50% dos casos de
sarcoma alveolar apresentam positividade para desmina, porém, essa posilividade e focal
ou limitada a poucas células. Foschini e Eusebi (1994) referiram que a positividade para
aclina (de musculo liso e estriado), desmina e MyoD1 favoreceria a hipotese de
diferenciagdo muscular desta neoplasia ®. Wang et al (1996) estudaram 12 casos de

Tumores de partes moles __ 13




sarcoma alveolar com uma série de marcadores musculares , e encontraram positividade
para desmina em 06 tumores e negatividade para mioglobina, actina musculo especifico,
miogenina e MyoD1. Curiosamente em 11 tumores houve imuno-expressdo granular
citoplasmatica para o Myo D1 (clone 5.8 A). Estudos de Western Blot com material a
fresco disponivel evidenciaram presenca de banda de 53Kda com o anticorpo anti-
desmina e auséncia de banda de 45 Kda para o anticorpo anti- MyoD1 (clone 5.8 A). Tal
achado sugere que a imuno-expressao citoplasmatica do MyoD1 observada representaria
uma reagdo cruzada nao especifica com um antigeno citoplasmatico e colocaria em
duvida a histogénese muscular do sarcoma alveolar de partes moles ©°.

SARCOMA EPITELIOIDE

O Sarcoma epitelidide € um tumor raro, de histogénese incerta, ocorrendo
principalmente em criangas e adultos jovens **°”,

O padréo imuno-histoquimico tipico do sarcoma epitelidide &€ co-expressao de
citoqueratina e vimentina encontrado em 75% a 100% dos casos. Qutro marcador
epitelial frequentemente expressado &€ o EMA (positivo em 60% a 100% dos casos).

E sabido que os sarcomas epitelidides expressam CD34, o que pode auxiliar em
muito o diagnéstico diferencial de tais tumores com os carcinomas metastaticos e
sarcomas sinoviais, que sdo em geral CD34 negativos ©®.

Hazelbag et al (1996) estudaram subtipos de citoqueratinas em sarcomas
epitelidides, observando positividade em todos os casos analisados para CKs 8/18,
positividade para CKs 14 e 19 em aproximadamente metade dos tumores e negatividade
para CK7 na totalidade dos casos avaliados. Os autores sugerem que a negatividade para
CK7 nos sarcomas epitelidides pode ser util em diferenciar tais neoplasias de
adenocarcinomas metastaticos e sarcomas sinoviais, principalmente quando a formagao
glandular é ausente ©9.

TUMOR RABDOIDE

Haas et al (1981) foi quem primeiro descreveu este tumor como sendo uma tipo de
tumor renal em criangas pequenas . Desde entao varios casos renais e extra-renais foram
relatados. Em partes moles, esta neoplasia altamente maligna e rara, tem sua existéncia
questionada como entidade . N&o existe um concenso se tal tumor representa uma
entidade clinico-patologica distinta ou um fenotipo comum a uma série de neoplasias.
Suas células demonstram a presenga de inclusées citoplasmaticas, cujo estudo de
microscopia eletrénica demonstrou serem filamentos intermediarios, que imuno-reagem
para vimentina e citoqueratinas ©'?,

SARCOMA DE CELULAS CLARAS (MELANOMA DE PARTES MOLES)

O padrdo imuno-histoquimico para sarcoma de celulas claras (melanoma de
partes moles) & semelhante ao melanoma cutaneo. A presenga de HMB-45 e proteina S-
100 tem sido demonstrada e com forte intensidade. Marcadores muscular e citoqueratinas
s&0 negativos neste tumor 2848
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SARCOMA SINOVIAL

Quando o sarcoma sinovial se apresenta na forma classica bifasica ndo ha
dificuldade diagnoéstica. Entretanto, quando o compenente epitelial ndo esta presente ou
este tumor é do tipo monofasico, o seu diagndstico se torna um desafio ©®. O sarcoma
sinovial monofasico e facilmente confundido com outros sarcomas que apresentam o
padrdo semelhante incluindo por exemplo o schwannoma maligno e o
hemangiopericitoma. O achado imuno-histoquimico mais importante é a expressdo de
marcadores epiteliais, especialmente a citoqueratina, que é expressa ndo sO no
componente epitelial mas, também nas células fusiformes do tumor ®”. A maioria dos
sarcomas sinoviais expressam além da citoqueratina e EMA, bcl-2 , CD99 e proteina
S100 e sdo negativos para o CD34 ©#%27°7) Em yma andlise de 20-sarcomas sinoviais
pouco diferenciados, van de Rijn et al (1999) encontraram 95% de positividade para o
EMA, 42% para citoqueratina e 63% para a proteina S100 “®. Machen et al (1999)
estudaram o perfil de 21 sarcomas sinoviais pouco diferenciados e 13 PNET e
encontraram nos sarcomas sinoviais positividade em todos os casos para pelo menos
uma citoqueratina, positividade para A1/AE3 em 62% dos casos, CK7 em 52% , CK19 em
43% e 32% de positividade para CD99 em padréo citoplasmatico e ndo membranoso, em
contraste, 92% dos PNET imuno-expressaram CD99 em padrao membranoso , CK19 em
15% e AE1/AES3 focalmente em 31%. N&o houve imuno-expressdao de CK7. Os autores
sugerem que a positividade para CK7 pode auxiliar no diagnoéstico diferencial entre estes
dois tumores "®. Suster et al (1998) encontraram forte positividade nas areas fusiformes
dos sarcomas sinoviais para o bcl-2. .Em estudo de 39 sarcomas sinoviais (15 bifasicos e
24 monofasicos) houve reatividade para citoqueratina e EMA em todos os casos bifasicos

e 15 (63%) dos casos monofasicos demontraram positividade para ceratina 7 para EMA
)

ANGIOSSARCOMA

O diagnostico histolégico do angiossarcoma bem diferenciado geralmente néo é
apresenta alto grau de dificuldade, especialmente quando o tumor se apresenta na sua
forma classica. Contudo, o seu diagnostico pode ser dificil quando é predominantemente
solido e com padrao epitelidide ou fusocelular, Nestes casos, a imunocoloragao para os
marcadores endoteliais € fundamental para aumentar a precisdo diagnostica ™. Os
marcadores endoteliais mais especificos sdo Fator VIl e o CD31 @7 Outros
marcadores que podem ser utilizados sao o CD34 e o Ulex europaeus, sendo sensiveis
para este tumor, porém com especificidade menor que o Fator VIl ou CD31 ®& O
Ulex europaeus e uma lecitina que reconhece o residuo glicosil-terminal do antigeno H
em hemacias e endotélio. E altamente sensivel (aproximadamente 90% de positividade),
mas €& positiva também no sarcoma epitelidide e em carcinomas metastaticos 7. O
CD34, também, pode ser expresso em outros tumores mesenquimais incluindo o tumor
estromal gastrointestinal ®®. Aproximadamente 20% dos angiossarcomas, particularmente
os predominantemente solidos, sdo negativos para Fator VIl dai a necessidade do uso de
painel de anticorpos.

LIPOSSARCOMAS, HEMANGIOPERICITOMAS E FIBRO-HISTIOCITOMAS MALIGNOS

N&o existem marcadores especificos para o lipossarcoma. De certa utilidade pode
ser a imuno-express&o da proteina S100 . Dei Tos et al (1996) analisaram 100 casos de
lipossarcomas utilizando o antisoro policlonal anti-proteina S100 e encontraram
positividade em 65% dos lipossarcomas bem diferenciados, 36% dos mixodides/células
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redondas e em 54% dos pleomérficos.O componente fusiforme do mixoéide foi positivo em
40% dos casos e as areas indiferenciadas de células redondas do subtipo mixdide/células
redondas imuno-expressou a proteina S-100 em 50%. Os tumores puramente de células
redondas foram positivos em 71% dos casos. Os autores concluiram que esta
positividade poderia auxiliar na diferenciagcdo do lipossarcoma de células redondas de
outras neoplasias de celulass redondas, bem como tornava mais facil o reconhecimento
da variante pleomérfica ®?. Entretanto a negatividade para este marcador ndo exclue o
diagnostico de lipossarcoma.

Uma série de tumores podem conter areas hemangiopericiticas, principalmente os
fibro-histiocitomas malignos , o0s sarcomas sinoviais e 0s condrossarcomas
mesenquimais. Salientamos que nos sarcomas sinoviais a imuno-expressao de
citoqueratina e nos condrossarcomas mesenquimais a positividade para a proteina S100
podem auxiliar no diferencial. Tem sido relatada positividade para o CD34 em
hemangiopericitomas e isto pode ser util no diferencial com os sarcomas sinoviais que
sdo CD34 negativos ®". Tem sido sugerido que esta expressdo pode estar relacionada a
uma origem comum ,da célula endotelial e pericitica 2.

Ndo existem marcadores para o fibro-histiocitoma maligno. O anticorpo
monoclonal KP1 que reconhece 0-CD68 , glicoproteina de peso 110 Kd encontrada nos
lisossomos de monocitos , macrofagos e em granulos de neutréfilos tém sido positivo em
outros tumores ®*%4888  Pparece que o anticorpo detecta riqueza de lisossomos nas
células mais do que diferenciagao histiocitica ®*. Outro aspecto importante & a riqueza de
histiécitos reacionais em uma série de outras neoplasias, os quais seriam realgados pelo
método imuno-histoquimico, podendo levar a um diagnéstico errbneo . Qutro dado € que
nos proprios fibro-histiocitomas malignos a imuno-expressao € inconstante. Outros anti-
macréfagos tais como o MAC387 e o HAMS6 também carecem de especificidade.

SCHWANNOMA MALIGNO

A proteina S-100, a proteina mielina basica e o Leu-7 sao marcadores mais
comumente utilizados no diagnostico do schwannoma maligno.A proteina S100, recebe
este nome por ser 100% sollvel em sulfato de aménia, trata-se de uma proteina de baixo
peso molecular pertencente ao grupo das calmodulinas (familias das proteinas ligadoras
de Ca++), presente em numerosas células tais como células de Schwann, melanadcitos,
células de Langerhans, histiocitos, condrocitos e lipocitos, além de células mio-epiteliais
@7 Ao contrario dos schwannomas benignos, que usualmente expressam proteina S-100,
somente metade dos schwannomas malignos reagem com. este marcador, e a
positividade geralmente é focal e limitada a pequeno numero de células. Tal dado aliado
ao aspecto morfolégico ajuda a diferenciar os schwannomas celulares dos tumores
malignos, pois os primeiros expressam a proteina S100 de maneira difusa ©®®, Apesar
desta limitagdo, em alguns casos, o estudo imuno-histoquimico auxilia na distingao entre
schwannoma maligno, que apresenta padrdo estoriforme ou fibrossarcoma-like, do FHM e
dos fibrossarcomas, isso porque esses tumores sao negativos para proteina S-100.

A interpretagdo da positividade para proteina S100 deve ser analisada com cautela
uma vez que tumores de outra linhagem celular, por exemplo melanomas podem
expressar fortemente esta proteina nao sendo infreqliente melanomas apresentarem-se a
morfologia como neoplasias fusocelulares.

A proteina basica mielinica tem sido utilizada como marcador de neoplasias de
bainha nervosa periférica , bem como o receptor de fator de crescimento do nervo, tendo
este ultimo resultados superiores ao primeiro. Um outro marcador que foi inicialmente
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descrito como reconhecendo células natural- Killer, o CD57 HNK1 (Leu 7) reconhece uma
glicoproteina labil associada & mielina sendo também (til neste tipo de neoplasia ©*.

Qutro aspecto importante é a expressao de celageno e laminina, sendo esta ultima
de utilidade no diagnéstico diferencial com tumores fibroblasticos, em geral laminina

negativos %

E sabido que tais tumores podem apresentar componente rabdomioblastico
(ectomesenquimomas) e expressarem nestas areas marcadores musculares , bem como
areas glandulares (Shwannoma glandular) e imuno-expressarem EMA e citoqueratinas
@ tomando neste caso, o diagndstico diferencial com sarcomas sinoviais particularmente
dificil.
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3. CAfiACTEéIZA(;Ao DE SiTIOS PRIMARIOS DE CARCINOMAS METASTATICOS
8. Carlos E. Bacchi

Atualmente a imuno-histoquimica tem importante papel na caracterizagdo de sitio
primario de carcinoma metastatico. O ideal, quando nos deparamos com um caso de
carcinoma metastatico, sem informagdes clinicas precisas sobre o sitio primario, & utilizar
painel de marcadores tumorais e ndo reagente isolado. Com a analise, em conjunto, dos
resultados destes marcadores, freqlientemente podemos direcionar ou mesmo precisar o
sitio primario de determinado carcinoma metastatico. Com o objetivo de facilitar a
discussao dos marcadores utilizados nesta abordagem diagnostica apresentamos 6
estrategias imuno-histoquimicas diferentes. Freqlentemente os painéis discutidos
abaixo sao utilizados de maneira complementar, mesclando-se marcadores dos
diferentes grupos. Com a finalidade de facilitar o entendimento do texto, principalmente
em relagdo a sensibilidade dos anticorpos ou painéis, definimos deste ja, os seguintes
termos: em geral expressdo ausente: quando a expressdo de determinado marcador nao
ultrapassa 10% dos casos; por exemplo, expressdo de CEA em carcinoma de prostata.
Expressédo variavel: quando a expressao de determinado antigeno esta em torno de 50%
dos casos; por exemplo aproximadamente .50% dos casos de carcinoma de ovario
expressam CEA.

ESTRATEGIAS
Estratégia 1 - Citoqueratinas de alto e baixo peso molecular (PM)

Em relagdo ao peso molecular (PM), as citoqueratinas podem ser divididas em
dois subgrupos: citoqueratinas de alto PM e citoqueratinas de baixo PM ®* . Esta divisdo
tem se mostrado util em agrupar carcinomas de diferentes origens (Tabela 1). Existem
alguns reagentes anti-citoqueratinas, que estdao disponiveis comercialmente e, que
conseguem discriminar entre estes dois subgrupos de citoqueratinas. Por exemplo, os
anticorpos monoclonais 34RE12 e 35RH11 reconhecem citoqueratinas de alto PM e
baixo PM, respectivamente ®*. A utilizagdo destes dois anticorpos monoclonais, ou de
seus equivalentes na literatura, para caracterizagdo de carcinomas, ja tem sido
amplamente estudada e apresenta uso consagrado ¥, No Grupo 1 estdo listados os
carcinomas que frequentemente expressam apenas citoqueratina de baixo PM. No
Grupo 2, estdo os carcinomas que usualmente co-expressam citoqueratinas de alto e
baixo PM e no Grupo 3 esta o carcinoma escamoso que, na maioria dos casos, so
expressa citoqueratina de alto PM. Embora a estratégia do uso de reagentes
discriminatorios dos diferentes grupos de citoqueratinas mostre-se geralmente util, os
carcinomas por vezes podem ndo seguir a divisdo apresentada na Tabela 1. Por
exemplo, alguns carcinomas escamosos, embora menos comumente, podem co-
expressar citoqueratina de baixo PM; alguns carcinomas renais e coldnicos podem co-
expressar citoqueratina de alto PM. Por outro lado, casos de carcinomas que
normalmente s6 expressam citoqueratina de baixo PM, mas que apresentam areas de
diferenciagdo escamosa, sdo imunorreativos para citoqueratina de alto PM nestas areas.
O padréo de expresséo destas citoqueratinas também ¢ importante na avaliagéo do sitio
primario dos carcinomas metastaticos. Os adenocarcinomas do colon, por exemplo,
podem como mencionado, apresentar expressao de citoqueratina de alto PM, mas em
geral esta positividade & focal nas células tumorais e de padrdo sub-plasmalémico (sub-
membranoso), simulando a imunorreatividade da mucosa coldnica normal.
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Tabela 1 — Subgrupos de carcinomas distribuidos de acordo com a expressao de
citoqueratinas (CK) de altg e baixo PM

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3

Carcinomas de epitélio simples: Carcinomas de epitélio Carcinoma de epitélio
CK Baixo PM + CK Alto PM - complexo: €scamoso:
CK Baixo PM + CK Alto PM - CK Baixo PM — CK Alto PM +

Hepatocarcinoma Carcinoma mamario Carcinoma escamoso
Carcinoma de células renais Carcinoma pancreatico
Carcinoma endametrial Carcinoma ovariano
Carcinoma colénico Adenocarcinoma pulmonar
Neoplasias Carcinoma de ceélulas transicionais
Neuroenddcrinas:
Tumor carcinoide, Carcinoma de
peqguenas células
Carcinoma prostatico

Estratégia 2 - Expressao de citoqueratinas 7 e 20 e CEA

Alem de se utilizar citoqueratina para comprovar a natureza epitelial de
neoplasias indiferenciadas, a expressdo de determinado tipo de citogueratina pode
ajudar especificamente a caracterizar o carcinoma metastatico em questdo @Y.
Atualmente o nivel de requinte no estudo da biologia das citoqueratinas chegou ao ponto
de se dispor de anticorpos monoclonais contra quase todos os tipos individuais dessa
complexa familia de proteinas. Excelentes anticorpos monoclonais tém sido gerados
contra citoqueratinas 1, 4, 5, 7, 13, 18, 19 e 20 710111213

Citoqueratina 7 € um polipeptideo de 54 kD encontrado em varios epitélios
simples, incluindo pulmao, cérvix, mama, ducto biliar e ductos coletores do rim, além de
epitélio transicional da bexiga e mesotélio. Por outro lado, a citoqueratina 7 esta ausente
em epitelios do trato gastro-intestinal, tubulo proximal e distal do rim e epitélio escamoso
y A maior utilidade do uso do anticorpo anti-citoqueratina 7 € a identificacdo de
metastase de adenocarcinomas nao-gastro-intestinais *'"">'?,

Citoqueratina 20, originalmente descrita no epitélio intestinal, foi posteriormente
caracterizada em subgrupo de células epiteliais, tais como, células foveolares gastricas,
células superficiais do urotélio e células de Merkel da pele ”. Esta distribuicao seletiva
da citoqueratina 20 tem utilidade no diagnostico diferencial dos carcinomas de sitio
primario desconhecido.

Correlagio da Expressio de Citoqueratinas 7 e 20 (CK7/CK20) ‘8784

Mais recentemente, varios estudos tém demonstrado que o uso simultaneo das
CK7/CK20 pode ajudar na discriminagédo dos carcinomas metastaticos. Em estudo que
realizamos recentemente ¥ pesquisamos a expressdo de CK7/CK20 em 384
carcinomas primarios de varios 6rgdos e obtivemos algumas informagdes que tém se
mostrado uteis na identificagcéo de diferentes tipos de carcinomas. A Tabela 2 resume
os principais achados deste estudo. Virtualmente todos os carcinomas de células
transicionais de bexiga e adenocarcinomas de pancreas sdo CK7+/CK20+;
hepatocarcinoma, carcinoma de células renais, carcinoma da prostata, carcinoma
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escamoso e-peuro-endocrino do pulméo sdo CK7-/CK20-; o imunofendtipo CK7-/CK20+
& caracteristico dos adenocarcinomas de origem colo-retal. CK7+/CK20- é observado
nos carcinomas de outros sitios, incluindo pulmao,: ovario, mama e endometrio. A
expressdo das citoqueratinas 7 e 20 é a mesma nos carcinomas primarios e
metastaticos, caracteristica que torna o uso de ambas citoqueratinas essencial na
avaliacdo do sitio primario dos carcinomas metastaticos ‘',

Tabela 2 — Subgrupos de carcinomas distribuidos de acordo com a expressao
habitual das citoqueratinas individuais 7 e 20

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 . Grupo 4
CK7: + CKT:+ . CKT: - CK7: -
CK20: + CK20: - CJ20: + CK20: -
Carcinoma de células Carcinoma mamario Carcinoma cclo-retal Carcinoma hepatocelular
transicionais Adenocarcinoma Carcinoma de células
Carcinoma mucinoso pulmonar (grandes renais
ovariano células) Adenoccarcinoma
Carcinoma pancreatico Carcinoma seroso prostatico
ovariano Carcinoma escamoso
Adenocarcinoma Carcinoma
endometrial neuroendoécrino de
pequenas células

s Anticorpos Anti-CEA (CD66e)

Antigeno carcinoembriénico (CEA) foi originalmente descrito no sistema digestivo
humano, como antigeno tumoral associado. O CEA pertence ‘a grande familia de
glicoproteinas de alto PM, que inclui as imunoglobulinas e certas moléculas de adesao
celular. Atualmente, esta “superfamilia’ tem sido designada como CDE6, incluindo as
variantes CD66a, CD66b, etc: CEA é equivalente ao CD66e '®. A familia CEA inclui o
CEA ‘“verdadeiro”, o NCA (antigeno n&o especifico de reagao cruzada), BGP
(glicoproteina biliar) e outros. Os anticorpos policlonais, normalmente comercializados
no mercado, apresentam imunorreatividade para os trés componentes da familia CEA,
ou seja, CEA, NCA e BGP. Embora 'a primeira vista esta diversidade de
imunorreatividade pareca prejudicar a caracterizagdo das neoplasias, ela na verdade,
ajuda pelas seguintes razdes: a) a reagéo positiva em NCA, presente nos neutrofilos e
macrofagos, é Util no sentido de revelar controle interno da reagao no tecido teste e b) a
positividade no BGP é Unica e tipica dos hepatocarcinomas, revelando padrdo de
canaliculo-biliar. Existem também anticorpos monoclonais especificos contra o CEA, néo
reagentes com NCA e BGP.

A expressao de CEA é praticamente ausente em tumores né&o-epiteliais e
presente em subgrupo previsivel de carcinomas. Diferente dos filamentos
intermediarios, a expressdo de CEA nos carcinomas correlaciona-se com o grau de
diferenciacao celular, isto &, tumores pouco diferenciados tendem a expressar menor
quantidade de CEA, quando comparados com os carcinomas analogos bem
diferenciados.

Em relagéo a expressado do CEA, em geral, os carcinomas podem ser divididos
em trés grupos (Tabela 3). No grupo 1 estdo os carcinomas que apresentam intensa
expresséo do CEA e em elevada porcentagem dos casos (++). Neste, estao incluidos os
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adenocarcinomas primarios do trato gastro-intestinal, principalmente do cdlon,
carcinomas do pulmdo e mama. No grupo 2 estdo os carcinomas que raramente
expressam CEA (-); carcinomas de células renais e prostaticos. O grupo 3 corresponde
ao grupo intermediario, onde a expréssao do CEA e variavel (+), tanto na intensidade
quanto na frequéncia e sua importancia diagnéstica € menos valiosa. Pertencendo a
este Ultimo grupo estédo os carcinomas de endométrio e ovario.

Tabela 3 — Distribuigdo do CEA em diferentes tipos de carcinomas
Expressdao do CEA#

Tipos de Carcinomas

Carcinoma pulmonar de grandes células (++)
Carcinoma pulmonar de pequenas células (+)

Carcinoma colo-retal (++)
Carcinoma mamario (++)
Carcinoma de células transicionais (+)
Carcinoma cervical (+)
Carcinoma endometrial (+)
Carcinoma ovariano (+)

Carcinoma de células renais (-)
Carcinoma prostatico (-)
Hepatocarcinoma {(++)(*)

# (++) expressao freqlente (>75% dos casos) e intensa; (+),expresséo
expressao variavel (25-50% dos casos), (-). em geral
ausente; (*): padrao caniculo-biliar

Estratégia 3 - Co-expressao de Vimentina

Co-expressdo de citoqueratina e vimentina é caracteristica de subgrupo de
carcinomas, incluindo principalmente os carcinomas de rim, endométrio e tiredide. Na
Tabela 4 esta resumida a expresséo de vimentina em diferentes carcinomas.

Tabela 4 — Grupos de carcinomas divididos de acordo com a co-expressam de
vimentina

Carcinomas que habitualmente co-
expressam vimentina

Carcinomas que raramente co-
expressam vimentina

Carcinoma de células renais

Carcinoma endometrial

Carcinoma de glandula salivar
Carcinoma tireoideano

Carcinoma fusocelular

(independente da localizagdo anatémica

Carcinoma mamario

Carcinoma ovariano

Carcinoma pulmonar de pequenas e grandes células
Carcinoma prostatico

Carcinoma gastro-intestinal

*Habitualmente: >75% do casos; raramente; <10% dos casos

Estratégia 4 - Co-expressao de marcadores neuro-endocrinos

Neste grupo de marcadores estao incluidos a cromogranina A, sinaptofisina e
NSE (enolase neuronal especifica). O uso de anticorpos anti-NSE tem revelado pouca
especificidade, mostrando positividade em inumeros tumores nao neuro-endocrinos,
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inclusive em carcinomas de varias localizacées, etc. Atualmente, gracas "a versatilidade
do uso do forno de microondas, anticorpos anti-cromogranina A e anti-sinaptofisina estao
entre os marcadores mais importantes e uteis na identificagdo da diferenciagdo neuro-
endbcrina em carcinomas, incluinde os de pequenas células do pulmao, que
correspondem ao carcinoma neuroenddcrino pouco diferenciado. Ha correlagéo direta
entre grau de diferenciagdo do tumor e a expressdo de cromogranina no tecido. A
deteccdo de cromogranina € dependente da quantidade desta proteina nos
neurogranulos e a presenga destes esta diretamente relacionada 'a diferenciagao
tumoral. O uso dos anticorpos anti-marcadores neuro-endocrinos € importante
principalmente em casos de carcinoma de células intermediarias ou grandes, quando a
suspeita de diferenciagdo neuro-endécrina nao € evidente. Exemplo desta situagédo € o
carcinoma medular da tiredide metastatico. Deve-se ter em mente que a expressao
destes marcadores em carcinomas indica apenas diferenciagdo neuro-endocrina e nao
propriamente o sitio primario. Nestes casos, a pesquisa de outros peptideos
encontrados neste grupo de tumor pode ajudar na melhor caracterizacdo do sitio
primario, conforme ilustrado na Tabela 5.

Tabela 5 — Peptideos encontrados em carcinomas com diferenciagao
neuroenddcrina; correlagdo com sitio anatémico

Tumores ‘| Peptideos ou marcadores expressados
Tumor de ilhota do pancreas Insulina, glucagon, somatostatina e gastrina
Carcinoma de pequenas células do pulmao Bomesina
Carcinoma medular da tiredide Calcitonina

Estratégia 5 - Anticorpos anti-proteinas especificas

Infelizmente existem poucos marcadores anti-proteinas tecido-especificas que
podem ser utilizados na analise dos carcinomas metastaticos (Tabela 6). Entre os mais
uteis e difundidos sdo os marcadores prostaticos, PSA (antigeno prostatico especifico) e
PAP (fosfatase acida prostatica). O PSA & o mais especifico deles, pois ha alguns
tumores, tais como carcindides intestinais, nos quais ha relatos de expressao do PAP m,
Estes marcadores quando utilizados em conjunto conseguem identificar mais de 95%
dos carcinomas prostaticos metastaticos, mesmo os mais indiferenciados. Qutros
marcadores considerados como tecido-especifico sao GCDFP-15 (gross cystic disease
fluid protein-15) e tireoglobulina. Embora caracterizado na literatura como bom marcador
para carcinoma de mama, o GCDFP-15, em nossa experiéncia, & positivo somente em
minoria de carcinomas mamarios, especialmente do tipo lobular infiltrante.
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Tabela 6 — Anticorpos tecido-especifico e imunorreatividade em carcinomas

Anticorpos Expressao em * Sensibilidade | Especificidade
carcinomas
PSA Carcinoma prostatico Alta Alta
GCDFP-15 Carcinoma mamario Baixa Moderada
CAKA1 Carcinoma ovariano seroso Alta Alta
papilifero
Tireoglobulina Carcinoma tireocideano Alta Alta
Proteina ApoA do surfactante | Carcinoma de grandes Moderada - Alta
células do pulméo

Sensibilidade alta: deteccdo de mais de 75% dos casos; baixa. <25% dos casos e moderada: 25-50%

Estratégia 6: Anticorpos anti receptores de estrogeno e progesterona

Utilizados num painel de marcadores, os anticorpos anti-receptores hormonais,
estrogeno e progesterona, podem ser muito Uteis na orientagdo de sitio primario de
carcinomas metastaticos. E importante sempre lembrar que a expresséo dos receptores
hormonais ndo é privilégio dos carcinomas mamarios, ndo sendo portanto especificos
destes tumores. A Tabela 7 mostra os carcinomas que costumam expressar estes
receptores e aqueles que raramente ou nunca o fazem.

Baseando-se nas informagdes da Tabela 7, numa situagédo em que uma paciente,
com histéria de carcinoma de mama apresenta-se com nodulo pulmonar, e a dlvida & se
o tumor em pulméo é metastatico ou primario, a expressdo de receptor de estrogeno,
nas células tumorais, & praticamente diagndstica de carcinoma de mama metastatico,
excluindo-se consequentemente carcinoma de grandes células primario de pulmao.

Finalmente, enfatizado que a aplicagao de painéis de marcadores tumorais para
caracterizacao de sitio primario de carcinoma metastatico € apenas uma das ferramentas
disponiveis e, sempre que possivel, outros parametros, principalmente aspectos clinicos
e métodos de imagem, devem ser também considerados.
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4. MARCADORES PROGNOSTICOS EM CARCINOMA MAMARIO

Fernando C. Schmitt

INTRODUGAO

Nas ultimas décadas a imuno-histoquimica tem revolucionado a pratica da
Anatomia Patologica. Além do inestimavel auxilio ao diagnéstico de diferentes tipos de
neoplasia ", as técnicas imuno-histoquimicas tém permitido a identificacéo de diferentes
tipos de marcadores (enzimas, receptores, produtos de genes, _etc.) que estao
relacionados ao comportamento biolégico das neoplasias. O objetivo deste capitulo € o
de apresentar, baseado em nossa experiéncia pessoal e da literatura, os principais
marcadores prognosticos utilizados em carcinoma de mama.

CARCINOMA DA MAMA E PROGNOSTICO

O carcinoma da mama é a neoplasia maligna mais prevalente no sexo feminino
no mundo ocidental e uma das principais causas de morte por cancer. O avango nos
métodos de diagnéstico, quer através de metodos de imagem, quer da citologia
aspirativa, tem permitido a detecgao precoce deste tipo de neoplasia e uma intervengao
terapéutica progressivamente mais adequada. No entanto, um dos aspectos mais
extraordinarios e pouco entendidos desta neoplasia € a variabilidade do seu
comportamento biologico. A identificagao de marcadores relacionados com recorréncias,
sobrevida e resposta terapéutica facilitara a compreenséo do comportamento tumoral e,
consequentemente, a identificagdo de pacientes de maior risco de recidivas e
metastatizagdo a distancia. Nesta perspectiva & fundamental que os patologistas,
clinicos, cirurgiées, oncologistas e mastologistas estejam informados de todos os fatores
que possam estar correlacionados com 0 prognoéstico de doentes com cancer de mama.
Existe muita informacdo a este respeito na literatura médica mundial, tendo ja sido
descritos mais de uma centena de fatores potencialmente associados ao comportamento
bioldgico dos tumores de mama. Embora o exame anatomopatolégico tradicional, feito
com qualidade, fornega dados fundamentais para o prognostico, atualmente torna-se
necessario o estudo de outros marcadores, determinados por técnicas adicionais como a
citometria, biologia molecular e imuno-histoquimica. Estes marcadores constituem-se no
conjunto como um Painel Prognostico.

Um marcador prognéstico pode ser definido como qualquer marcador capaz de,
no momento do diagnostico (ou cirurgia) da neoplasia, fornecer informacgdes a respeito
da sua evolugao clinica. Para tal, este marcador deve estar relacionado a determinadas
caracteristicas biologicas envolvidas na transformagéo celular neoplasica, no
crescimento tumoral ou no processo da cascata metastatica. Este mesmo marcador
também podera ser considerado como preditivo, quando fornecer informagdes uteis na
selecado de pacientes suscetiveis a determinada terapéutica especifica. O protoétipo do
marcador preditivo s&o os receptores hormonais que mediam a resposta a terapéutica
hormonal adjuvante. No transcorrer deste capitulo iremos verificar que varios dos
marcadores testados para determinar prognéstico tambem tém valor preditivo. Para ter
validade, o marcador prognostico deve possuir valor preditivo independente e com
significado estatistico validado por testes clinicos. Além disto, deve ser detectado por
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método sensivel, confiavel e reprodutivel e deve ser de facil interpretagdo pelos clinicos,
sobretudo se tiver implicagées terapéuticas.

A Tabela 1 demonstra os principais fatores prognésticos estudados em carcinoma
da mama, sendo que enfatizaremos neste capitulo aqueles de maior utilizacdo e que sao
determinados por métodos imuno-histoquimicos.

Tabela 1 — Marcadores prognosticos em carcinoma de mama

Estabelecidos
Envolvimento axilar
Tamanho do tumor

Tipo e grau histolégico
Receptores hormonais *
Indice proliferativo *

Potencialmente uteis

Invasdo vascular

Oncogenes (c-erbB2) *

Genes supressores de tumor (p53) *
Ploidia

Angiogénese *

Catepsina D *

Fatores de crescimento e seus receptores *
Sialyl-Tn *

Em estudos experimentais

nm23*, bax/bel-2* metalotioninas*, receptores de laminina ", cadherinas*, ps2* p-
glicoproteina*, Ciclina D1*, p21* p27* CD 44*

Receptores de vitamina D

BRCA-1e 2

Fase do ciclo em que foi realizada a mastectomia

* Podem ser determinados por imuno-histoquimica

MARCADORES
1. Receptores de Estrégeno e Progesterona
Introdugao

Os receptores hormonais (receptores de estrogeno - RE e de progesterona - RP)
sdo proteinas nucleares responsaveis pela mediacdo dos efeitos do estrogeno e da
progesterona no epitélio mamario. Além de representarem um fator preditivo a resposta
terapéutica, sua expressao tem correlagdo com o curso clinico dos carcinomas da mama.
A presenga de RE e RP & um excelente marcador de diferenciacdo dos carcinomas
mamarios.
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Existem-varios métodos para detecgéo e quantificagdo dos receptores hormonais.
Os métodos bioquimicos (dextran-charcoal) foram os primeiros introduzidos na pratica e
foram, durante muito tempo, os Uunicos disponiveis para deteccdo dos receptores.
Entretanto, existem algumas desvantagens na utilizacao destes métodos, tais como: a
necessidade de se obter grandes quantidades de tecido mamario a fresco (o que limita o
seu uso em citologia aspirativa e bidpsias por agulha), os falso-negativos e positivos
(auséncia de um controle morfoldgico), os custos e o tempo de execugdo da técnica &
Embora ainda considerado como um método "standard" para analise de receptores
hormonais, com o desenvolvimento de bons anticorpos monoclonais anti-RE e anti-RP, os
métodos bioquimicos vém sido progressivamente substituidos pelas técnicas imuno-
histoquimicas. Estas técnicas permitem observar o sitio especifico. do receptor nas
células neoplasicas, distinguir atividade de RE e RP das células neoplasicas da sua
presenga no epitélio mamario benigno vizinho a neoplasia e determinar a presenga dos
receptores mesmo em casos em que o material disponivel para analise € pequeno, como
por exemplo em citologia aspirativa . Varios estudos comparativos mostram uma
significante correlagdo entre os métodos bioquimicos e os imuno-histoquimicos na
determinacado dos receptores “®. Além disto, alguns autores mostram que em casos
discordantes a imuno-histoquimica reflete mais precisamente o status hormonal das
células malignas do que a determinag&o bioquimica ®. Do ponto de vista clinico, Molino
et al. ™ demonstraram que tanto a determinagdo dos RE por métodos bioguimicos como
por imuno-histoquimicos tem o mesmo impacto prognéstico. Por todas estas razbes,
acreditamos que os métodos imuno-histoquimicos substituem, com vantagens, a
determinagao bioquimica dos receptores hormonais.

Anticorpos e técnicas imuno-histoquimicas de detecgao

Os primeiros anticorpos utilizados na pratica para a detecgao imuno-histogquimica
dos receptores (H222 para RE) foram desenvolvidos para o uso em material congelado.
Entretanto, a necessidade deste tipo de material cria algumas dificuldades de
preservacao antigénica bem como todos sabemos das dificuldades praticas em se obter
material a fresco em todas as cirurgias de carcinoma da mama.

Do ponto de vista do patologista cirlirgico o método imuno-histoquimico ideal €
aquele que pode ser feito em material fixado e incluido em parafina. Em 1992,
comprovamos ser possivel, utilizando o anticorpo monoclonal H222, determinar a
presenca de receptores de estrogénio em material fixado em formalina e incluido em
parafina . Para tal, introduzimos algumas modificagbes na técnica original: aumento do
tempo de tripsinizagdo (120 minutos), incubagdo do anticorpo primario durante toda a
noite e introdugdo do método da avidina-biotina-peroxidase ao invés do PAP.

Posteriormente, muitos outros clones foram desenvolvidos para permitir uma
deteccdo sensivel e especifica dos receptores em material de rotina. Em nossa
experiéncia, os clones ER1D5 (RE) e 1A6 (RP) sé@o aqueles que ao lado de fornecerem
bons resultados, melhor sdo padronizados na rotina de um laboratério de imuno-
histoquimica. Estes anticorpos mostram uma clara e inequivoca coloragdo nuclear em
material fixado em formalina e incluido em parafina. Recentemente introduzimos na nossa
rotina a pesquisa de RE com o anticorpo monoclonal 6F11. Nossos resultados tem
confirmado achados da literatura ®, demonstrando que este anticorpo € mais estavel e
fornece coloracdo de melhor qualidade que o 1D5. Em ambos, utilizamos métodos de
recuperagdo antigénica com microondas (15 minutos - 650 W em tampao citrato) e
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revelagao com. avidina-biotina-peroxidase (ABC). Alguns autores tém descrito melhores
resultados com streptavidina-biotina-peroxidase, entretanto em nossa experiéncia néo
verificamos diferengas substanciais e continuamos a'usar o método do ABC. A utilizagao
de metodos de amplificagédo, tais como o sistemd da catalisagdo pela biotinil-tiramida
(CSA/CARD) descritos no capitulo 21, tem tido grandes vantagens em termos de
hibridizag&o in situ, mas em termos de deteccéo de receptores ndo se justifica o seu uso
de rotina . Em nosso laboratério, utilizamos a diluicdo de 1/200 para o ER1D5 e 1/60
para o 6F11 e 1/40 para o RP (1A6). Em material de citologia aspirativa, previamente
fixado em alcool 95 e corado pelo Papanicolaou, também é possivel a deteccdo de
receptores . Apos a retirada da laminula e sem necessidade de usar procedimentos de
descoloragao do esfregaco, aplicamos a técnica imuno-histoquimica_habitual com o uso
do forno de microondas para recuperagdo antigénica. Em nossa experiéncia, ha uma
forte correlagéo entre a determinacado de RE nos esfregacos com aquela utilizada em
material congelado e em material fixado em formalina e incluido em parafina .

Interpretagao, uso de quantificagdo e controles

A positividade para RE e RP é considerada apenas quando observamos coloragéo
nuclear. Embora a coloragéo citoplasmatica seja rara para RE, em nossa experiéncia ela
aparece com maior frequéncia para RP, inclusive as vezes com padrao citoplasmatico.
De qualquer forma, so consideramos o caso como positivo quando vemos coloragéo
nuclear.

O uso de metodos de quantificagdo dos receptores em cortes histoldgicos e
esfregacos citolégicos € bastante discutido na literatura e freqlientemente tem sido posta
em causa. Parece que, mesmo a utilizagdo de métodos de analise de imagem, ainda nao
tem tido a padronizagdo e o tempo suficiente para termos uma idéia precisa do seu uso
clinico. Nossa experiéncia pessoal e de alguns autores “®” tem mostrado uma boa
correlagéo entre a quantificagdo imuno-histoquimica dos receptores e os seus niveis
determinados por técnicas bioquimicas.

O nosso laboratério utiliza o sistema proposto por Sannino e Shousha “ que leva
em conta a intensidade e extensdo de coloragdo. Neste sistema, a intensidade de
coloragao é dividida em moderada (score 1) e forte (score 2) e a porcentagem de células
tumorais coradas em ocasionais, até 1/3 (score 1), até 2/3 (score 2) e mais que 2/3 (score
3) de células tumorais positivas. O caso é classificado como: negativo quando ndo se
observam células tumorais coradas; positivo + indicando a presenca de células
ocasionais positivas; positivo ++ indicando casos com até 1/3 de células coradas de
moderada intensidade (score 1= 1X1); positivo +++ indicando até 2/3 de células coradas
de moderada ou forte intensidade ou até 1/3 de forte intensidade ou ainda moderada
intensidade em mais que 2/3 (score 2 a 4= 2X1, ou 2X2 ou 3X1); positivo ++++ indicando
coloragéo de forte intensidade em mais de 2/3 (score 6= 3X2). Este método, embora com
toda a limitagdo de se quantificar intensidade de coloragdo de modo subjetivo e de se
avaliar extensdo em um corte histolégico do tumor, tem mostrado que praticamente todos
0os casos considerados negativos ou positivos + sdo negativos do ponto de vista
bioguimico (menos de 10 fmol/mg) enquanto 80% dos casos positivos +++ e praticamente
todos positivos ++++ sdo positivos do ponto de vista bioquimico. Os casos positivos ++
sao aqueles de maior discordancia, mas nao sao freqlentes em nossa experiéncia .
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Em .reié.c;éo ao uso de controles, preferimos utilizar como controles positivos,
casos de carcinoma da mama positivos para RE e RP que tenham tido uma boa e
controlada fixa¢ao e inclusdo. Lembramos que o uso de tumores mamarios benignos e
outros tumores como leiomiomas uterinos tambem podem ser utilizados como controles
desde que a presenca de receptores tenha também sido previamente confirmada. Em
nossa experiéncia, embora o uso do tecido mamario benigno ou normal adjacente ao
tumor possa representar uma economia no uso dos anticorpos, ndo deve ser utilizado
como controle positivo. Em estudo recente em nosso laboratorio, verificamos que em até
cerca de 10% dos casos o tecido mamario adjacente a tumores positivos para RE e RP
era negativo para estes marcadores '%.

Problemas mais freqiientes

Em nossa pratica de imuno-histoquimica os problemas mais frequentes
encontrados com os receptores sdo os seguintes:

a. Descolamento dos cortes no microondas. O uso de |laminas com silano ou mesmo
com gelatina diminui bastante o descolamento. Além disto, o uso de solugdes "retrieval"
padrées, em panela de pressdo ou em "banhos-maria" a 100° C também produzem muito
menos descolamento do que o microondas. .

b. Coloragao citoplasmatica para os RP. Conforme mencionamos anteriormente, por
vezes observamos coloragdo citoplasmatica e até mesmo membrana com o clone 1A8.
Embora a padronizagéo da diluigdo possa diminuir este tipo de reacéo, as vezes ele
persiste. Nestas situagbes so valorizamos quando ha coloracdo nuclear, caso contrario
consideramos negativo.

c. Auséncia de coloragdo em casos positivos (falsos-negativos). Um dos problemas
mais freqlentes relacionados a falsos-negativos deve-se a alteracdo do pH da solugéo
tampao. Nao esquecer que em imuno-histoquimica a manutengéo do pH é essencial para
uma reacao adequada. Outra causa é a perda de reatividade do anticorpo. Temos
observado que o clone 1D5 para RE perde reatividade mais rapidamente gue o clone
6F11 e mesmo que o 1A6 para RP. Também a demora na fixagdo da peca (pecas que
ficam a fresco mais do que 1 h e depois s&o fixadas, tendem a mostrar fraca reatividade
para RE) ou fixagdo inadequada sao problemas observados, especialmente nos
laboratérios que recebem casos em consulta.

Aplicagdes Clinicas

A determinag&o de RE e RP por imuno-histoquimica tem valor prognéstico " e
preditivo a terapéutica. O valor prognostico € de maior impacto em casos com axila
positiva. Cerca de 70 a 80% dos tumores RE e RP positivos respondem ao tratamento,
enquanto nos restantes 20 a 30% tal ndo acontece. A determinacdo dos receptores
também & de grande importancia na resposta terapéutica em carcinomas recidivantes. Se
possivel, todo carcinoma mamario recidivante deveria ser analisado para pesquisa de
receptores desde que ha uma variagdo entre o tumor primario e suas metastases de até
25% dos casos. Recentemente, Kuukasjarvi et al. ' mostraram que a perda de RE em
recidivas esta associada a pior resposta a terapéutica enddcrina. Desde que a expressao
de RP é induzida por RE a maioria dos tumores RP positivos é também positiva para RE.
Embora saibamos que raros tumores possam ser RP positivos e RE negativos por imuno-
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histoqdi'r:ﬁicavr‘sempre que isto ocorrer devemos verificar a reatividade do nosso anticorpo
para RE. Casos RE e RP positivos mostram melhor resposta a terapia endécrina do que
casos somente RE positivos e Silvestrini et al. ' mostraram que casos RP negativos e
p53 positivos, independentemente do RE, sdo de grande risco para recidiva local.

Mulheres na pds-menopausa tém carcinomas mais frequentemente RE e RP
positivos do que mulheres na pré-menopausa. Embora nao substituam a determinacao
dos receptores, em estudo prévio demonstramos que carcinomas ductais bem
diferenciados, carcinomas lobulares, mucinosos, sem necrose, com discreto ou ausente
infiltrado linfocitico e com acentuada elastose s3o quase sempre receptores positivos 2.

2. Marcadores de Proliferagao Celular

O capitulo 17 discute, em detalhes, os principais marcadores de proliferagéo
celular.

Aplicagdes clinicas

N&o ha duvida de que a determinacao do indice proliferativo dos carcinomas da
mama pelo MIB-1 tem um grande impacto prognostico '". Além da correlagdo com varios
fatores adversos tais como tamanho do tumor, grau histolégico, negatividade para
receptores, aneuploidia e expressdo do p53 (15), tem também sido demonstrado que
carcinomas da mama com elevados indices proliferativos apresentam maiores taxas de
recidiva, menor sobrevida e periodo livre de doenga *'*?". Nenhum dos marcadores de
proliferagdo estudados se correlaciona com a presenga de metastases axilares,
provavelmente porque a cinética celular e a capacidade metastatica sejam propriedades
distintas da célula tumoral.

A utilizagdo do indice proliferativo como um fator preditivo a resposta
quimioterapica tem sido estudada com muito interesse, com resultados iniciais
promissores. Estes dados estimulam o estudo do indice proliferativo em material de
citologia aspirativa em casos submetidos a quimioterapia neoadjuvante "®.

3. Produto do oncogene c-erbB-2

Introdugao

O protooncogene c-erbB-2 esta localizado no cromossoma 17 e codifica uma
proteina receptora transmembranar de 185KDa semelhante ao receptor do fator de
crescimento epidérmico. E o analogo humano do gene transformador neu originalmente
encontrado em linhas celulares de neuroblastoma de rato derivadas de tumores induzidos
por etilnitrosuréia. A expressao excessiva (“overexpression”) do produto do oncogene c-
erbB-2 em células NIH/3T3 em cultura induz transformacao maligna.

Desde a descrigo original de Slamon et al. em 1987 * mostrando a existéncia de
uma correlagao entre amplificacao do c-erbB-2 e agressividade biolégica nos carcinomas
mamarios, foram descritos numerosos artigos na literatura acerca do valor prognéstico
deste oncogene em varios tipos de neoplasia. Expresso em cerca de 10 a 20% dos casos
de carcinoma da mama, o c-erbB2 tem correlagdo com a sobrevida, especialmente em
pacientes com metastases axilares. Demonstrou-se também que os carcinomas c-erbB-2
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positivos" disseminam-se sistemicamente com maior precocidade, especialmente para o
figado """, Em nossa experiéncia a expressao do c-erbB-2 também correlaciona-se com
fatores de agressividade, como por exemplo a aneuploidia ‘**. Em relacdo aos casos
"axila-negativos", o valor prognostico do c-erbB2 é ainda muito controverso.

Recentemente, foi demonstrado que o c-erbB2 esta envolvido na motilidade das
células mamarias e que pode atuar como um fator promotor da motilidade ®*, Estes
achados, determinados a partir de casos de Doenga de Paget e experimentalmente, vem
sido confirmados através da observagdo de que carcinomas invasores com extenso
componente intraductal ** assim como carcinomas intraductais com maior extensio tem
mais freqUuentemente expressdo de c-erbB-2 " Estes achados tém importante
significado clinico na determinagao de recidivas em cirurgias conservadoras.

A determinagao da expressao de c-erbB-2 por imuno-histoquimica apresenta uma
grande vantagem sobre o estudo de produtos de outros genes, ja que na quase totalidade
dos casos a presenga de uma coloragdo de membrana para o produto do c-erbB-2 esta

associada a real amplificagdo do gene, como demonstrado por técnicas de biologia
molecular.

Anticorpos e técnicas imuno-histoquimicas de detecgdo

Existem varios anticorpos que detectam o produto do oncogene c-erbB-2. Em
nosso laboratério temos experiéncia com dois deles: o monoclonal NCL-CB11 e o
policlonal A 485. O primeiro reconhece um dominio interno da oncoproteina e é o que
melhor se correlaciona com a amplificagdo do oncogene. A diluigdo utilizada para este
anticorpo em nosso laboratério € de 1/40, com incubacédo durante toda a noite e sem
tratamento enzimatico prévio ou qualquer método de recuperagéo antigénica. Em relagao
ao policlonal A 485, fazemos recuperagédo antigénica com microondas, incubagao durante
toda a noite e diluicdo de 1/200. Este anticorpo reconhece um epitopo citoplasmatico. A
técnica de deteccéo, como nos casos anteriores € o ABC. O c-erbB-2 também pode ser
detectado em material de citologia previamente corado e fixado.

Interpretagao, uso de quantificagdo e controles

Com a utilizagao do anticorpo NCL-CB11 somente temos encontrado positividade
de membranas e sé a esta consideramos como positivo. Alguns autores descrevem
positividade citoplasmatica para c-erbB2 em carcinomas da mama, inclusive com valor
prognostico ®?, entretanto ndo temos observado este tipo de coloragao em nossos casos
e, portanto, consideramos apenas a coloragdo de membrana, com a qual temos
encontrado correlagdo com fatores de agressividade biolégica em carcinomas invasores
¥ & in situ 1%

Nao quantificamos o c-erbB-2 e utilizamos como controles positivos, casos de
adenocarcinomas (estémago e mama) com amplificagdo demonstrada por métodos de
biologia molecular e que tenham tido uma boa e controlada fixagéo e incluséo.
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Aplicagdes clinicas

Nao ha duvida de que em carcinomas invasores, especialmente aqueles com axila
positiva, a expressdo do c-erbB-2 esta relacionada a um comportamento biolégico mais
agressivo e com metastatizacéo sistémica precoce. especialmente para o figado V. A
demonstragao que a expressao do c-erbB-2 esta relacionada a extensao dos carcinomas
in situ (61% dos tumores maiores que 2 cm sao positivos, enguanto somente 10% dos
tumores menores que 1 cm sdo positivos) e que carcinomas invasores com extenso
componente intraductal sdo mais freqUentemente positivos que os carcinomas invasores
apoiam o papel do c-erbB-2 na motilidade das celulas neoplasicas no interior dos ductos
mamarios ‘“?*_ Na verdade, tem sido mostrado que carcinomas mamarios positivos para
c-erbB-2 apresentam recidiva local com maior frequéncia que os negativos (56% vs. 10%)
em casos com 10 anos de follow-up “?”. Recentemente, Molina et al. demonstraram que
os niveis séricos de c-erbB-2 também estéo relacionados a recidiva loco-regional *®.

O recente desenvolvimento de terapéuticas farmacoldgicas baseadas no uso de
anticorpos monoclonais contra o c-erbB-2 torna ainda mais importante a determinacgéo
sistematica do c-erbB-2 em casos de cancer de mama.

4. Produto do gene supressor tumoral p53

Introdugao

O p53 & um gene localizado no cromossoma 17, que codifica uma fosfoproteina
nuclear de 53KDa, que atua na proliferagado celular regulando a transcricdo do DNA. Ao
parar o ciclo celular em G1 a proteina do p53 permite que os mecanismos de reparagédo
atuem sobre os erros espontaneos ou induzidos no DNA. Se estes mecanismos falharem
o p53 pode acionar eventos apoptéticos levando a destruicdo da célula danificada. A
inativagdo funcional do p53, seja por mutagdo ou por delegdo, representa uma das
anormalidades genéticas mais freqientemente encontradas em neoplasias humanas. Nas
células normais a proteina p53 do tipo selvagem tém curta meia-vida e ndo se acumula
em niveis detectaveis. As mutagdes levam a producdo de proteinas de conformacao
alterada que, por terem maior meia-vida, se acumulam nas células neoplasicas e podem
ser detectadas por imuno-histoquimica '". O efeito regulador negativo do p53 sobre a

proliferacdo celular parece ser inativado pelas mutagbes, o que confere vantagem
proliferativa a estas células.

Em 1982, Crawford et al. *® demonstraram a expressdo de p53 em 9% dos
carcinomas mamarios e associaram esta expressdo a presenga de metastases a
distancia. Desde entdo, centenas de artigos tém sido publicados sobre o valor da
determinagao do p53 no prognostico em carcinomas da mama. A taxa média de
expressdo e de 35% e varios métodos sao utilizados para sua deteccdo, desde métodos
moleculares até imuno-histoquimica. A maior parte das séries mostra correlagéo entre
expressao do p53 e grau histolégico, indice proliferativo elevado e negatividade para
receptores '". Da mesma forma que para o c-erbB2, as associacées entre pior sobrevida
e menor periodo livre de doenga € bem demonstrada nos casos de carcinoma com
metastases axilares, sendo o valor em casos axila negativos bastante controverso "',

E importante realgcar que, ao contrario do c-erbB-2, a positividade imuno-
histoquimica para p53 nem sempre corresponde a alteragées do gene, como por
exemplo, mutacdes. Este fato é bastante relevante, desde que em algumas séries a
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ana’ﬂise"""(_:las..f'hutagées tem maior valor prognodstico que a determinagdo imuno-
histoquimica *”. Devemos também lembrar que a proteina do p53 pode ser estabilizada
por interacdo com outros fatores (mdmz2, proteinas do HPV) e acumular-se nas células
mesmo na auséncia de mutagoes. y ,

Anticorpos e técnicas imuno-histoquimicas de detecgao

Existem varios anticorpos que detectam o produto do gene pS3. Em nosso
laboratério temos experiéncia com dois monoclonais: DO7 e PAb1801 ©". Estes
anticorpos reconhecem tanto as formas selvagens como mutantes do p53. O PAb 1801
reage com um epitopo entre os aminoacidos 32 e 79 enquanto o DO7 reage com um
epitopo entre os aminoacidos 1 e 45. A diluigdo que utilizamos € de 1/40 para o PAb 1801
e de 1/50 para o DO7, com incubagdo durante toda a noite e com métodos de
recuperacao antigénica idénticos aos citados para os receptores (microondas - 15
minutos - 650 W em tampéao citrato) e revelagdo com o metodo ABC. Em nossa
experiéncia o anticorpo DO7 funciona melhor em material de rotina que o PAb 1801, que
funciona melhor em congelagao. Entretanto, a positividade para o PAb 1801 tem melhor
correlagdo com a presenca de mutagées. O p53 tambem pode ser detectado em material
de citologia previamente corado e fixado.

Interpretagao, uso de quantificagao e controles

So consideramos como positivos casos com coloragdo nuclear. Da mesma forma
que para o c-erbB2, coloragdo citoplasmatica tem sido descrita por alguns autores 2,
entretanto nao temos observado este tipo de coloragdao em nossos casos e, portanto,
consideramos apenas a coloragao nuclear como positiva.

Varios estudos demonstraram que a detecgcdo de mutagdes para o p53 tem um
maior valor prognostico e, mesmo, preditivo a terapéutica do que a imuno-histoguimica.
Porém, na maioria dos casos, a presenc¢a de mutagdes esta associada a forte coloragao
imuno-histoquimica ®°*, Recentemente nosso grupo estudou uma série de carcinomas
mamarios e comparou a positividade imuno-histoquimica para o p53 com o anticorpo
monoclonal DO7 e a pesquisa de mutagbes pelo método SSCP-PCR. Neste estudo,
quantificamos o p53 com um sistema idéntico ao descrito anteriormente para os
receptores hormonais, descrito por Sannino e Shousha . Verificamos que todos os
casos positivos ++++ e 70% dos positivos +++ apresentavam mutacées, enquanto os
casos com células ocasionais positivas € positivos + quase sempre eram negativos para
mutagées. Portanto, atualmente em nosso laboratorio quantificamos a positividade imuno-
histoquimica do p53, segundo um score que leva em conta intensidade e extenséo de
coloragao.

Utilizamos, como controles positivos, casos de adenocarcinomas (estémago e
mama) com mutagdo demonstrada por metodos de biologia molecular e que tenham tido
uma boa e controlada fixagao e inclusao.
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Aplicagées clinicas

Os numerosos estudos feitos com diferentes séries de carcinomas da mama
utilizando diferentes metodologias, |, diferentes gnticorpos, tém mostrado resultados
controversos acerca do papel do p53 na determinagéo prognostica dos carcinomas da
mama. N&o se tem duvida de que a expresséo do p53 associa-se a fatores adversos e
que a expressdo conjunta p53 e c-erbB2 pode identificar um grupo de carcinomas
mamarios com fenotipo bastante agressivo ““. Apesar do valor encontrado em casos com
metastases axilares, varios estudos tém sido publicados acerca do valor do p53 em casos
sem metastases axilares. Embora grande parte destes estudos nio tenham demonstrado
valor prognostico nesta situagéo, é de realcar a série de Allred et al, que compreende

700 pacientes com carcinoma da mama axila negativa e em que a expressdo do p53
associou-se a recidiva e morte.

Provavelmente, a grande utilizagdo do p53 nos préximos anos sera devido ao seu
valor como preditivo a resposta radio e quimioterapica. Mutagdes especificas do p53
parecem estar associadas a maior resisténcia a determinados agentes quimioterapicos
% Além disto, a expressdo do MDR 1 (multidrug resistence gene) esta associada a
mutagdes no p53. O p53 também pode modular a atividade transcricional da p-
glicoproteina, cuja expressdo excessiva (“overexpression”) na membrana celular causa
resisténcia a drogas. Enquanto a proteina p53 selvagem reprime a expressdo da p-
glicoproteina, as formas mutantes aumentam a sua atividade ",

5. Marcadores de angiogénese

Introdugao

Em 1991, Weidner et al. (36) demonstraram que a quantificacdo de vasos
neoformados na periferia dos carcinomas mamarios, utilizando marcagao imuno-
histoquimica para o antigeno relacionado ao fator VIII (FVIII), poderia ser um fator
independente na previsdo de metastases & distancia. O crescimento tumoral e a
angiogénese sao fenémenos interrelacionados: apds o tumor alcangar alguns milimetros
de diametro, necessita induzir neoformacio vascular para continuar sua progressao.
Portanto, as mesmas alteragdes que permitem a célula formar grandes tumores, também
devem induzir direta (fatores angiogénicos produzidos pela celula neoplasica) ou
indiretamente  (fatores produzidas pelas células hospedeiras) a angiogénese.
Angiogénese € por si sO um processo invasivo, pois implica na degradacéo de
membranas basais e migracdo de células neoformadas (capilares) no interior de tecidos
solidos. Nao e surpreendente, portanto, que seja um processo que facilita a invasao direta
das células tumorais.

Atualmente, a avaliagdo da angiogénese é considerada como um dos fatores de
prognostico promissores em carcinoma da mama, entretanto os resultados obtidos em
diferentes séries tém sido algo controversos, muito provavelmente pelas dificuldades de
reprodutibilidade na quantificagdo dos vasos neoformados.

Anticorpos e técnicas imuno-histoquimicas de deteccio

Trés anticorpos sdo mais comumente utilizadas para identificar os microvasos a
serem quantificados: FVIIl, CD 31 e CD 34. Em nosso laboratério, temos utilizado o
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anticorpo monoclonal anti-FVIII para avaliar os indices de angiogénese. Este marcador foi
utilizado nos trabalhos originais % e posteriormente, considerado menos efetivo que o
CD 31 e CD 34 para identificacdo dos vasos. Entretanto em dois estudos independentes
recentes foi demonstrado que o CD 31 era o anticorpo com menor performance para este
fim e que o melhor era o CD 34 ®’* tendo o FVIIl uma performance aceitavel e com
significado prognédstico ®®. O FVIIl em nossa experiéncia tem nos dado resultados muito
bons e continua sendo em nosso laboratério o anticorpo de eleicao para avaliar
angiogénese . Utilizamos estes anticorpos nas seguintes diluigdes: FVIII - 1/60; CD 31 -
1/10 e CD 34 - 1/20. Fazemos tratamento proteolitico para o FVIIl e o CD 34 e néo
fazemos qualquer tratamento prévio para o CD 31. As incubagbes sdo durante toda a
noite e a técnica &€ o ABC.

Interpretagao, uso de quantificagao e controles

Um dos maiores problemas na determinagdo do indice de angiogénese é a
metodologia na interpretacdo e quantificagdo destas reagbes. Em nossa pratica,
utilizamos os critérios mais freqlentemente usados na literatura: qualquer coloragéo
positiva de células isoladas ou grupos de células claramente separadas de grupos
adjacentes, com ou sem lumen, s&o considerados como um vaso individual.
Posteriormente, identificamos a area com maior nimero de microvasos através de um
screening do corte histolégico em pequeno aumento ("hot spots"). A partir desta area,
contamos 0s vasos em trés campos adjacentes de 200 X (o que corresponde a cerca de
0.74 m2). O primeiro campo a ser contado & aquele identificado no pequeno aumento
como de maior vascularizagdo “**® Tanto na nossa experiéncia *®, como na de outros
autores ®” ndo ha diferenca estatistica significativa entre o indice determinado pelo
campo de maior numero de microvasos como aquele determinado pela contagem média
dos trés campos. Entretanto, Martim et al. ®® demonstram que esta abordagem pode ser
diferente de acordo com o anticorpo utilizado. Usando o CD34, demonstraram melhor
associagdo de angiogénese e sobrevida tanto usando o campo de maior contagem como
a media, enquanto para o CD31 somente quando se usava o campo de maior nimero de
vasos € que se verificava associagées. Na nossa pratica com o FVIII, utilizamos a média
da contagem dos trés campos *. Talvez seja na 4rea da determinacdo da angiogénese
que os métodos de imagem tenham sua maior utilizagéo, na identificagado dos "hot spots”
com maior objetividade “?. Outro problema relativo & quantificagdo em angiogénese diz
respeito aos cut-offs que, na literatura, sdo bastante variaveis. Da mesma forma que para
outros marcadores, por enquanto ndo ha consenso sobre e "melhor cut-off' para
angiogénese. Cerca de 80 a 100 microvasos/mm2 quando se utiliza o FVII como
marcador parece ser o cut-off mais consensual em dividir os casos com baixo e alto
indice angiogénico ¥,

O controle positivo para estes marcadores é o endotélio dos vasos presentes na
amostra.

Aplicagdes clinicas

A determinagdo do indice de angiogénese parece ser um fator prognostico
promissor em carcinomas da mama de modo a identificar casos com elevado potencial de
metastatizacdo a distancia. Entretanto, provavelmente devido a problemas
metodologicos, resultados controversos tém surgido na literatura. Em nossa experiéncia,
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o indice angiogénico esta relacionado com a idade, tendo as pacientes jovens niveis de
angiogénese significativamente maiores “. Se este achado esta relacionado ao fato de
que cancer de mama em mulheres jovens tem maior indice de recidiva e pior prognoéstico
ainda esta por se determinar. Como alguns estudos apontam gue o indice de
angiogénese & um fator progndstico independente de disseminagdo metastatica, em
nossa opinido vale a pena tentar sistematizar sua analise em grupos selecionados de
carcinomas da mama, embora até o momento nio tenhamos incluido esta determinacéo
como rotina em todos nossos casos.

6. Fatores de Crescimento e seus Receptores 2

Os principais fatores de crescimento envolvidos no cancer da mama sao’ fator de
crescimento epidérmico (EGF), fatores de crescimento alfa e beta (TGF-o. e TGF-3,
fatores de crescimento de tipo "insulina-like", fator de crescimento do endotélio vascular
(VEGF), fator de crescimento dos fibroblastos (FGF), entre outros. Como as células
neoplasicas expressam o receptor e o ligando para varios destes fatores tem sido
sugerido que uma alga autdcrina possa ser um importante mecanismos de regulacao do
crescimento destas células in vivo. Além disto, muitos destes fatores podem atuar no
estroma e estdo envolvidos com a angiogénese. Recentemente, nosso grupo demonstrou
que a expressao do TGF-a esta relacionado com o indice de angiogénese (dados nao
publicados). O TGF-u exerce seu efeito através do receptor de fator de crescimento
epidérmico (EGFR), € mitogénico e sua sintese é regulada pelos estrogénios. Ha
evidéncias clinicas que as drogas anti-estrogénicas podem modular a expressao do TGF-
o diminuindo sua expressdo '". Em nossa experiéncia o0 TGF-a pode ser demonstrado
por imuno-histoquimica, tanto nas células neoplasicas como no estroma, através do uso
de anticorpos monoclonais., O TGF-f, tem efeito inibitério ao crescimento celular e
estimula a sintese das metaloproteinases TIMP1 e TIMP2, responsaveis pela inibicao
tecidual do ativador de plasminogénio tipo uroquinase e da colagenase tipo IV. Os anti-
estrogénicos sdo capazes de estimular a sintese de TGF-p o que poderia explicar a
melhor sobrevida apés tratamento com tamoxifen em pacientes pos-menopausicas com
axila positiva e receptoras de estrégeno negativas. Além disto. baixos niveis de TGF-B
estdo associados com menor intervalo livre de doenga em pacientes com carcinoma da
mama "".O EGFR ¢ expresso em proporgao inversa ao RE e esta relacionado com alto
grau histologico e elevada taxa proliferativa. Atualmente também pode ser demonstrado
em material de rotina através do uso de técnicas imuno-histoquimicas com anticorpos
monoclonais anti-EGFR. Este marcador parece ser Util na definicdo de subgrupos de
risco: paciente RE negativos e EGFR positivos tem pior prognéstico que aqueles que sdo
RE e EGFR negativos. Em pacientes sem metastases axilares, com baixo grau
histolégico mas com EGFR positivo tem significativa redugao do tempo livre de doenca e
da sobrevida média ‘",

Sialyl-Tn

Sialyl-Tn (STn) & um antigeno simples das mucinas que €& freqlentemente
expresso em neoplasias e cuja expressio esta associada a comportamento bioldgico
agressivo. A expressdo deste marcador em carcinomas da mama esta associada a
presenca de metastases axilares, negatividade para receptores, expressao de c-erbB2 e
alto grau histolégico “?. Acreditamos tratar-se de um promissor marcador de prognéstico
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e mesmo preditivo, desde que tem sido mostrado maior resisténcia a quimioterapia em
casos STn positivos. Nos utilizamos em nossa rotina o anticorpo monoclonal STn a
diluicdo de 1/8 sem métodos de recuperagao antigénica. A coloragao que observamos €
citoplasmatica e/ou de membrana e'consideramos positivo quando mais de 5% das
células estiverem coradas “?. Uma das potenciais utilidades deste marcador é o de
identificar casos de risco para metastatizagao axilar.

Outros marcadores

Existem dezenas de outros marcadores que podem ser identificados por imuno-
histoquimica e que foram ou estdo sendo estudados como marcaderes de prognéstico
em carcinoma da mama. Muitos deles ja pertenceram a rotina da avaliagdo prognostica,
como, por exemplo, o antigeno carcinoembridnico, catepsina e a vimentina. Este ultimo
pode ser usado conjuntamente com um painel basico, especialmente em laboratérios que
recebem casos em consulta, pois representam um bom marcador da qualidade de fixacéo
dos tecidos. Embora alguns estudos tenham demonstrado que a expressao de vimentina
estava associada a pior prognoéstico, outros estudos falham em confirmar esta hipotese
“% Recentemente, outros marcadores vém sendo estudados e adicionados a lista dos
potenciais marcadores de prognéstico, como por exemplo: o produto do gene anti-
metastatizante nm23, as proteinas envolvidas no controle da apoptose: bcl-2 e bax, as
metalotioninas, os receptores de laminina, as moléculas envolvidas na ades@o celular
como a cadherina e o CD 44, o pS2, p-glicoproteina e as proteinas envolvidas no controle
do ciclo celular; ciclinas, p21 e p27 e muitos outros. Vale a pena realcar os resultados
promissores obtidos com a determinagdo imuno-histoquimica do p27 “®. O p27 é um
inibidor kinase-dependente das ciclinas e sua perda ou diminuigéo esta associada a um
descontrole do ciclo celular. Recentemente, foi demonstrado que baixos niveis de p27
determinados por imuno-histoquimica estdo associados com significativa reducdo do
periodo livre de doenga em pacientes com carcinoma da mama “*.

CONSIDERAGOES FINAIS

Alem dos marcadores de prognéstico enumerados neste capitulo, muitos outros
tém sido estudados. Nao existe, no entanto, qualquer marcador isolado que possa prever
com exatidao o comportamento de um tumor em uma paciente em particular. No caso do
carcinoma da mama, os fatores de prognostico determinados pelo exame
anatomopatologico classico, tais como: tamanho do tumor, tipo e grau histolégico,
invasdo vascular e envolvimento axilar continuam sendo preponderantes. Entretanto,
fatores determinados por imuno-histoquimica passam também a ser obrigatérios na
avaliagdo de qualquer carcinoma mamario, tais como os receptores hormonais e os
marcadores de proliferagao, e outros (como por ex.: p53 e c-erbB2) também ja o sdo em
situagbes mais particulares. Estudos prospectivos muito provavelmente irdo determinar,
dentro deste grande numero de marcadores, quais deverdo ser incorporados em nossa
rotina. A Tabela 2 mostra um resumo dos principais marcadores imuno-histoquimicos
usados em nosso laboratdrio com estes objetivos.
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Tabela 2 — Caracteristicas dos principais marcadores utilizados para avaliagao
prognostica dos carcinomas de mama

Marcador Anticorpos Diluigao Trata!'nento Quantificagao Utilizagao
prévio

RE 1D5 e 6F 11 1/200 e 1/60 | Microondas sim Rotina

RP 1h6 1/40 Microondas sim Rotina

Ki-67 MIB-1 1/200 Microondas sim Rotina

c-erb-B2 NCL-CB11 1/40 Nao utilizado nao _ | Emalguns casos
A 485 1/200 Microondas

P53 PAB 1801 1/40 Microondas sim Em alguns casos
DO7 1/50

Angiogénese Fator VIII 1/60 Enzimatico sim Em investigagao
CD 31 1/10 Néao utilizado
CD 34 1/20 Enzimatico

Sialyl Tn STn 1/8 Nao utilizado nao Em investigacdo
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5. TUMORES UROLOGICOS
Fernanda B. C. Cavalcante e Venancio A.F. Alves

A aplicacdo da Imuno-histoquimica ao estudo das neoplasias Urologicas tem
demonstrado grande utilidade na definicdo de entidades particulares de cada o6rgéo, no
diagnostico diferencial entre lesdes benignas e malignas e na avaliagéo de fatores
prognosticos. :

RIM

O carcinoma de células renais € um tumor de adultos (média de idade ao
diagnéstico: 62 e 72 décadas), podendo acometer adultos jovens quando associado a
esclerose tuberosa, Doenca de von Hippel Lindau, doenga cistica adquirida ou doenca
policistica do adulto.

Atualmente, o carcinoma de células renais & reconhecido como uma familia de
carcinomas derivados do epitélio tubular, mas que apresentam aspectos morfolégicos
distintos, resultantes de anormalidades genéticas diferentes .

Marcadores ?

Os dois tipos mais freqlentes de carcinoma de células renais, o classico de
“células claras” e o de “células cromofilas”, apresentam coexpressédo de vimentina e
citoqueratinas (CK 8/18, 19 e 7), além da expressao do antigeno da membrana epitelial
(EMA) @122,

O carcinoma de células cromoéfobas, por outro lado, costuma mostrar-se negativo

para vimentina, fracamente positivo para CK19 e fortemente positivo para CK8/18 e 7
(32,33)

O oncocitoma €& neoplasia benigna da coértex renal que nao costuma expressar
vimentina (exceto nas areas centrais de regressao) e € particularmente rico na expressao
da proteina CD 68 de lisossomas (também presente, em graus variaveis, nos outros
carcinoma renais) .

O carcinoma de ductos coletores ¥ parece originar-se do néfron distal e apresenta
caracteristicas imuno-histoquimicas intermediarias entre o carcinoma de células renais e
o carcinoma urotelial da pelve renal, coexpressando CK8/18 e19 e vimentina, ao lado da
expressao de antigenos dos grupos sanguineos ABH, sendo, porém, negativo para CK13.

Os carcinomas uroteliais intrarrenais ou de pelve renal podem se apresentar com
morfologia classica, papilifera ou sodlida, ndao sendo incomum no entanto sua
apresentagao “sarcomatoide” “ que se assemelha ao fibro-histiocitoma maligno.
Felizmente para nos, mesmo os que exibem esta Ultima morfologia apresentam, pelo
menos focalmente, areas de displasia urotelial adjacente ou mesmo focos de aspecto
morfolégico mais classico, dai a importancia de uma boa representagdo de diferentes
areas tumorais e nao tumorais. Nos casos onde a duvida persiste, o perfil imuno-
histoquimico pode auxiliar, pois essas neoplasias apresentam expressdo de
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citoqueratinase antigeno da membrana epitelial (EMA), sendo negativas para vimentina e
actinas.

Na diferenciagdo entre carcinoma urotelial € de células renais, além da nao
expressao de vimentina, a positividade para antigenos dos grupos sanglineos ABH e
citoqueratinas de epitélio tipo escamoso (5/14/17 e 13) bem como a citoqueratina 20 de
epitélio de tipo ductal/ tubular, geralmente & suficiente para o diagnoéstico.

O angiomiolipoma * é uma neoplasia composta por tecido adiposo, vasos
sanguineos e tecido muscular liso, que pode ser Unica ou multipla (nesses casos, mais
frequente na Esclerose Tuberosa) , podendo coexistir com carcinoma de células renais e
oncocitoma. Apresenta imunorreatividade peculiar com expressdo de HMB-45
(presenca de pré-melanossomas citoplasmaticos vistos a microscopia eletrénica, aspecto
recentemente atribuido por Pea et al.,, 1998, a sua origem nas celulas epitelidides
perivasculares (PEC) ®“. Esta neoplasia também exibe reatividade para vimentina e
actina.

BEXIGA

O carcinoma de células transicionais representa cerca de 90% de todos os
tumores primarios desse 6rgao, podendo ser Unico, multiplo, exofitico ou endofitico. Mais
comumente visto em adultos de meia idade, pode acometer qualquer faixa etaria,
incluindo a pediatrica.

Marcadores

O epitélio transicional normal expressa positividade para CK 14 e 16 nas células
da camada basal e CK 8 e 18 nas do glicocalix (“umbrella cells”). Algumas condigbes,
como os ninhos de von Brunn, a metaplasia escamosa e a cistite glandular podem alterar
a intensidade e distribuicdo desses antigenos ‘.

Os carcinomas de células transicionais tendem a mostrar positividade difusa para
esses 2 grupos de citoqueratinas, com diminuigdo da positividade da CK 18 nos de mais
alto grau. Além desses dois grupos de citoqueratinas, como ja foi dito nos carcinomas
uroteliais de rim, essa neoplasia pode expressar CK 20 em graus variaveis 7. E
conhecida sua reatividade para antigeno da membrana epitelial (EMA), CD15 ® e CEA ),
bem como de Ag ABH 1",

Fatores progndésticos

Dentre todos os tumores Urologicos, os carcinomas de células transicionais sé&o
os que apresentam resultados mais constantes em relagdo a fatores prognésticos. Como
esses marcadores ja foram discutidos em outro capitulo, nos limitaremos a escrever
sobre suas aplicagdes nos carcinomas uroteliais.

Em relagdo aos marcadores de proliferagédo celular, a expressdo de PCNA e Ki67
19 correlaciona-se com grau histolégico mais elevado do tumor. A expresséo de c-erb-
B-2 "? e p53 correlaciona-se com o grau dos tumores, sendo o primeiro também
correlacionado com estadio e prognostico.
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A sdbrevida dos pacientes com carcinoma de células transicionais esta
relacionado a integridade da membrana basal que, @ imuno-histoquimica, pode ser
estudada através da pesquisa de colageno IV ‘e'. laminina ¥, Também pode ser
pesquisada a express&o dos antigenos de histocompatibilidade (HLA 1 e )14,

A perda de antigenos de grupo sanguineo correlaciona-se com maior
probabilidade de tumores papiliferos invadirem a parede da bexiga (8,

O adenocarcinoma de bexiga compreende cerca de 1% dos tumores malignos
desse 6rgao, apresentando 2 formas: os originarios no uraco e os de bexiga propriamente
dita. Esta classificacdo baseia-se na localizagéo, dados clinicos e critérios morfoldgicos
pois, sob o ponto de vista imuno-histoquimico, ambos exibem o-mesmo perfil, com
positividade para citoqueratinas, CEA, CD15 e antigeno da membrana epitelial (EMA) .
Em particular, esses tumores podem expressar PSA e PAP, mesmo em mulheres, o que
também ocorre com os adenomas de glandulas de Cowper .

O carcinoma sarcomatoide urotelial, também é um tumor de faixa etaria mais
tardia, com apresentagdo clinica semelhante ao classico carcinoma de células
transicionais. Morfologicamente, consiste numa mistura de carcinoma com celulas
fusiformes malignas e, eventualmente, até elementos heterélogos. Nesses casos, a
imuno-histoquimica é fundamental para o diferencial com outras lesdes fusocelulares
puramente mesenquimais: pelo menos focalmente ha positividade para CKs e/ou EMA.
Mesmo que haja co-expresséo com vimentina, esses casos devem ser classificados
como carcinomas. Os elementos heterdlogos exibem a positividade pertinente a cada
tecido, sendo rara a expressdo de actinas e virtualmente nula a de desmina (Util na
diferenciacdo com leiomiossarcomas).

PROSTATA

O carcinoma de prostata tem tido um aumento na incidéncia ao longo das ultimas
décadas, sendo que, dentre os varios fatores que colaboraram com isso, esta,
certamente, a melhora na detecgdo precoce. Com isso, cada vez mais, o patologista
depara-se com bidpsias transretais que, devido a exiguidade de representagéo da lesao,
oferecem dificuldades basicas na diferenciagdo entre proliferagdo de natureza benigna e
maligna.

Nesse sentido, o conhecimento do padrao de reatividade das citoqueratinas desse
6rgao veio de encontro a essa necessidade pois a presenga de células basais
praticamente exclui a possibilidade de carcinoma, embora sua auséncia n&o seja criterio
suficiente para o diagndstico de malignidade. Nas neoplasias intraepiteliais (PIN), essa
camada existe, embora possa ser descontinua. Morfologicamente no entanto, pode ser
dificil a caracterizagdo dessas células, sendo importante portanto sua visualizagao
através de reacdo imuno-histoquimica.

Padriao normal de imunorreatividade '"

O perfil normal de positividade das células basais é de CK 5,10,11,13,16,14 e 19.
As células luminais expressam CK 19,7,8 e 18, PSA e PAP.
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Imunorreatividade das neoplasias

Os carcinomas prostaticos costumam expressar CK 8/18 e 19, e raramente 7.
Como né&o apresentam camada de células basais, sdo negativos para as citoqueratinas
de epitélio escamoso, que na nossa experiéncia pode ser pesquisada, com bons
resultados, através do anticorpo monoclonal 34BE12 # %),

As células normais e neoplasicas produzem e secretam o PSA e o PAP
(atualmente menos utilizada por ser menos especifica), sendo notéria a importancia da
dosagem sérica desses antigenos na detecgdo dos carcinomas de prostata. No tumor
primario, no entanto, & de pouca importancia a pesquisa desses antigenos, a ndo ser no
diferencial com tumores de célon ou do urotélio (embora nesses casos, algumas vezes
também apresentem expressao de PSA e PAP) que estejam invadindo a prostata % 22,

Vale lembrar que a positividade desses antigenos € variavel de célula para célula,
tendendo a ser menor nos tumores de mais alto grau (cerca de 1,.6% dos carcinomas
pouco diferenciados sdo negativos para PSA e PAP), sendo que os PINs tendem a ser
menos positivos.

A grande indicagdo do PSA e PAP é& na pesquisa de adenocarcinomas
metastaticos com sitio primario indeterminado, devido a sua alta sensibilidade e
especificidade. Deve-se ter em mente no entanto que outros tumores podem, focalmente
e com menor intensidade, expressar esses antigenos. Destes tumores, os mais
importantes sdo: adenoma pleomédrfico e carcinomas de glandulas salivares, adenoma e
adenocarcinomas de bexiga e de glandulas periuretrais ?'??. O PAP também é expresso
em neoplasias neuroenddcrinas.

Expressao de receptores hormonais % 2%

O receptor de androgenos apresenta positividade no nucleo de células basais e
luminais, no epitélio normal e nos carcinomas, responsivos ou nio a androgenoterapia,

nao sendo preditivos quanto ao tempo de progressdo da doenga pés deprivagao
hormonal.

Marcadores prognosticos

A expressao de p53 € rara nos carcinomas de prdstata, e essa mutacdo génica,
quando ocorre, & um evento tardio @ 227,

Outros marcadores, como o c-erb-B-2 2739 gpresentam resultados controversos,
nao sendo comprovada ainda sua importancia prognostica como fator independente de
outros parametros de estadiamento.

TESTICULO

Mais de 95% dos tumores testiculares sdo derivados das células germinativas.
Essas neoplasias altamente malignas que costumam afetar homens jovens, atualmente
sao curaveis em uma grande proporgao dos casos, 0 que torna importante o diagnéstico
preciso dessas neoplasias. O esquema terapéutico € influenciavel pelo tipo de tumor que
e classicamente dividido em seminomatoso, ndo-seminomatoso e misto.
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Marcadores dos tumores germinativos *®

A positividade de membrana celular para a fosfatase alcalina placentaria (PLAP) e
o mais sensivel marcador de diferenciagédo em célula germinativa e a expresséo desse
antigeno, na auséncia do EMA parece ser um padrédo unico dos tumores germinativos.

Tanto CD45, como S-100 sdo negativos nesses tumores, o que € util na
diferenciacdo desses do linfoma e melanoma. Na distingdo entre os seminomas e
tumores ndao seminomatosos, a positividade difusa destes Ultimos para citoqueratinas é
de grande valia. Ressalta-se, contudo, a positividade focal para citoqueratina em diversos
casos de seminoma. Os tumores mistos exibem perfil semelhante de cada componente
com o seu equivalente puro.

Marcadores de tumores individuais *®

1. Neoplasia intratubular germinativa: A espermatogdnia normal € negativa para a
PLAP, sendo rara a positividade dos espermatocitos para esse antigeno. Como a
morfologia da neoplasia intratubular germinativa dificiimente se confunde com o
espermatdcito normal, a positividade para esse antigeno &€ um marcador relativamente
confiavel desse tipo de leséo.

2. Seminoma: E o tipo mais comum de tumor germinativo puro, compreendendo cerca
de 50% de todos os casos. Atinge uma faixa etaria um pouco mais velha que os nao
seminomatosos (4% 5% década de vida), apresentando uma morfologia muito
caracteristica.

O perfil classico dos seminomas € a positividade de membrana citoplasmatica, da
PLAP. Ha uma variavel expressdao de vimentina, CD15, «-1-antitripsina, desmina e
neurofilamentos. As citoqueratinas sao positivas focalmente em alguns casos, sendo o
EMA negativo. Algumas células, com morfologia de sinciotrofoblasto, podem expressar
BHCG, sendo, no entanto, necessaria a presenca de cito e sinciotrofoblasto para o
diagnostico de coriocarcinoma. O seminoma espermatocitico espressa PLAP focal e
CK18 em “dot” para nuclear.

3. Carcinoma embrionario: embora muito comum nos tumores mistos, & raro como
forma pura, em grande parte pelo reconhecimento de focos de tumor de saco vitelino,
morfologica e imuno-histoquimicamente. Acomete uma faixa etaria de 22 32 décadas,
com morfologia variavel, podendo ser semelhante ao seminoma, quando apresenta
padrao sélido, ou ao tumor de saco vitelino quando apresenta padréo tubular.

O perfil imuno-histogquimico deste tumor caracteriza-se pela forte e difusa
positividade para CK 8/18, 4/17, 19. A PLAP, pode ser positiva e apresenta-se, em geral,
mais focal e menos intensa do que nos seminomas. Observa-se uma expressao variavel
de «o-fetoproteina (especialmente nos tumores mistos), o-1-antitripsina, CD15 e
vimentina. De particular, o carcinoma embrionario pode ser positivo para antigeno Ki-1
(CD30), sendo negativo para o EMA.

4. Tumor do saco vitelino ou seio endodérmico: € o tumor mais freqlente em criangas
pré-puberais, geralmente sob a forma pura. Nos adultos &, geralmente, associado a
outros tipos de tumores. A a-fetoproteina € o grande marcador desse tipo de tumor,
sendo mais expressa nos adultos, especialmente em areas hepatoides. Cerca de 50%
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dessa neoplasua apresenta positividade para «a-1-antitripsina, CEA, CKs, vimentina e
PLAP.

5. Teratoma: E o 2° tumor mais comum em criancas, sendo raro acima dos 4 anos.

A PLAP é expresso em alguns elementos glandulares desse tumor. Os outros
tecidos exibem imuno-expressdo dos antigenos esperados para cada tipo de linhagem
celular (Ex: GFAP em tecido glial).

6. Coriocarcinoma: E a neoplasia pura germinativa mais rara no testiculo, também

sendo menos freqlente como componente de um tumor misto. Na sua apresentacao

inicial, é freqlente a metastase a distancia, geralmente acometendo mduwduos entre a 22
e 3% décadas, sendo raro antes da puberdade.

O marcador mais importante deste tumor € o fHCG, aliado a morfologia, que deve
apresentar células do citotrofoblasto, porém sendo mais expresso nas sinciciais. As CK
7,8,18 e 10 e o CEA sao expressos nos 2 tipos celulares, e a PLAP em cerca de 50%
dos coriocarcinomas.

Tumores do estroma e cordao sexual

Muito raros, os tumores das células de Sertoli, Leydig e granulosa, raramente
apresentam dificuldade morfolégica no diagnostico diferencial dos tumores de células
germinativas.

Os tumores de células de Leydig sdo positivos para os horménios (e nio os
receptores) androgénicos e vimentina. Os de células de Sertoli exibem citoqueratinas e
vimentina. Podem ser positivos também para enolase e EMA. O tumor de células da
granulosa sao positivos para vimentina, negativos para o EMA, sendo ocasional e
expressao de CK8/18.

Tumores da regiao paratesticular

O tumor mais freqliente do epididimo e corddo espermatico, e o segundo da
regiao paratesticular (sendo o primeiro o lipoma), € o tumor adenomatodide ou
mesotelioma benigno nao papilar. Proveniente da tdnica albuginea ou vaginal, expressam
CK, marcador mesotelial HBME 1 e EMA (em padrao luminal, focal), sendo negativas as
pesquisas de CEA e de marcador epitelial Ber-EP4. O mesotelioma maligno dessa regido
apresenta perfil imuno-histoquimico idéntico ao da pleura e periténio.
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6. PELE E ANEXOS

. Gilles Landman

INTRODUGAO

A pele é originada da ectoderme em conjunto e sob a acdo indutora do
mesénquima primitivo. Esta colaboragéo, sobretudo em anexos epidérmicos, produz uma
variedade de neoplasias de classificacdo complexa. A histogénese destas lesdes
depende do conhecimento morfolégico, de técnicas histoquimicas, imuno-histoquimicas e
de microscopia eletrénica.

Uma unica camada de células constitui o revestimento do embrido, a ectoderme.
Entre a sexta e oitava semana, é formada outra camada de células, a periderme. As
células da basal ddo, através de intensa atividade mitética, origem ao epitélio germinativo,
do qual derivardo os anexos epidérmicos.

A partir da 24° semana de gestagéo, protuberancias epidérmicas iniciam um crescimento
em direcdo a derme, induzidas pelo mesénquima primitivo, o qual dara origem ao
complexo foliculo-sebaceo-apécrino. Assim, neoplasias originadas de glandulas
apécrinas, podem acompanhar-se de componentes sebaceos ou, eventualmente, fazer
parte de neoplasias do foliculo piloso, o que dificulta a interpretagdo histogenética,
sobretudo quando se estuda seu perfil imuno-histoquimico.

Um germe independente da origem as glandulas sudoriparas écrinas, as quais
conectam-se diretamente a epiderme. Embora provenientes de germes independentes, os
ductos das glandulas écrinas e apocrinas tém estruturas histoldgicas, histoquimicas, e
antigénicas semelhantes. O contrario ocorre em suas porgdes secretoras, diferentes
bioquimica e antigenicamente, como veremos adiante.

Da crista neural, migram células primitivas que se distribuirdo por todo o
tegumento, constituindo o sistema melanocitico e concomitantemente o sistema neuro-
endodcrino do qual fazem parte as células de Merkel.

As células apresentadoras de antigenos, provenientes da medula 6ssea,
distribuem-se na epiderme e derme. Estas tém prolongamentos dendriticos. As células de
Langerhans foram as primeiras descritas, inicialmente por suas caracteristicas
morfolégicas, como parte das células claras encontradas na epiderme. Posteriormente,
foram demonstradas suas caracteristicas antigénicas, expressando HLA-DR, CD1a,
proteina S-100, dentre os principais marcadores. Mais recentemente, células com
caracteristicas dendriticas foram encontradas na derme, algumas com padrdo antigénico
semelhante as de Langerhans, outras denominadas de dendrécitos dérmicos, marcadas
com o antigeno Xllla da cascata da coagulagéo, além de expressarem CD45 e CD68.
Assim, pode-se encontrar na derme, células dendriticas CD1a (+) / Fator Xllla (-), CD1a
(-)/ Fator Xllla (+) e CD1a (-) / Fator Xllla (-), estas Ultimas expressando HLA-DR,
atestando sua participagdo no sistema de células apresentadoras de antigenos.

O colageno tipo | predomina na derme do embrido e do feto, sendo
gradativamente substituido pelo de tipo I, quando na vida adulta, este predomina.

Estes sdo os conhecimentos basicos que vao nortear a nossa discussdo sobre o
estudo imuno-histoquimico da pele, que ndo pretende ser completo, mas sim mostrar as
areas de maior aplicabilidade na pratica diaria da patologia.
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A IMUNO-HISTOQUIMICA NA PELE

A imuno-histoquimica da pele vem se desenvolvendo vertiginosamente nos ultimos
anos. como nas demais areas, sobretudo com a descoberta de sua aplicagao na patologia
cirlirgica, através de anticorpos contra antigenos em tecido incluido em parafina. Assim,
a busca constante de marcadores especificos para diferenciar melanomas de lesées
melanociticas benignas, a tentativa de classificar tumores de anexos e a sempre dificil
distingdo entre hiperplasias linféides benignas das malignas, tem tornado a tarefa da
atualizagdo, se nao impossivel, pelo menos muito ardua.

Para efeito didatico, os marcadores imuno-histoquimicos utilizados na patologia
cutanea serdo divididos de acordo com as estruturas afetadas, ou seja, os tecidos de
origem das alteragbes em guestao, como segue:

1. NEOPLASIAS EPIDERMICAS

O diagnoéstico imuno-histoquimico de neoplasias da epiderme deve ser reservado
a rarissimos casos onde a morfologia convencional ndo permite melhor definicdo. Nestes
casos, recomenda-se o uso de citoqueratinas de alto peso molecular como ferramenta
diagnostica auxiliar, quer usando-se o anticorpo genérico 34BE12, contra CK 1, 5, 10, 11
e 14, quer através de anticorpos contra CKs individuais.

2. ALTERAGOES DERMO-EPIDERMICAS

Varias tentativas de estudar as modificagcdes da jungdo dermo-epidérmica foram
realizadas, sobretudo no estudo das doengas bolhosas e nas doengas por deposigéo de
imunoglobulina. Apesar do desenvolvimento de anticorpos para material incluido em
parafina, o estudo destas doengas, por imunoperoxidase nao tomou grande impulso,
provavelmente pela dificuldade técnica decorrente da deposicdo de fibrina e
imunoglobulinas préprias do paciente, as quais induzem a adsorg@o dos anticorpos da
cascata dos reagentes utilizados, gerando um fundo inespecifico ou mesmo falsa
positividade da reagao.

Feitas estas ressalvas, seguem-se algumas das aplicagdes da imuno-histoquimica
nesta area da patologia dermatologica.

Epidermdlise Bolhosa

O diagnéstico das epidermolises bolhosas foi, durante muito tempo, realizado
apenas pela microscopia eletrénica. Buscava-se detectar o local da clivagem, a fim de
identificar aqueles pacientes que iriam desenvolver doenga mutilante, pois a clivagem se
faria na derme, abaixo da membrana basal da epiderme, resultando na cicatrizagéo das
bolhas geradas por trauma nestas areas fragilizadas, em escaras e ulceras deformantes,
frequientemente ocasionando sinéquias nos dedos, ou até mesmo a perda e reabsor¢ao
das extremidades.

Assim, na microscopia eletronica, é possivel detectar trés tipos basicos de
epidermdélise bolhosa: intra-epidérmica, juncional e dérmica. A primeira, intra-
epidérmica, mostra um plano de clivagem nas células basais da epiderme, no seu terco
basal, um pouco acima no nivel dos hemidesmossomos. Na segunda, juncional, a
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clivagem da-se a0 nivel da lamina licida da membrana basal. Na terceira, dérmica,
encontra-se a separacao logo abaixo da lamina densa.

Com base no conhecimento bioquimico da composi¢do do complexo juncional dermo-
epidérmico, anticorpos contra componentes desta estrutura permitiriam identificar os
provaveis sitios de clivagem. Estudos com imunofluorescéncia utilizando anticorpos
contra colageno tipo IV (componente maior da lamina densa da membrana basal), contra
fibronectina e imunoglobulina obtida de pacientes com penfigéide bolhoso (BP) (com
anticorpos contra os antigenos bp180 e bp230, encontrados no hemidesmossomo da
célula basal da epiderme), puderam separar o plano de clivagem em:

« epidérmico: quando a positividade da fluorescéncia para colageno IV e BP situa-se
na base da bolha, isto €, rompeu-se a célula da basal e parte dela permaneceu na
derme.

e juncional: quando a positividade da fluorescéncia para colageno IV situa-se na base
da bolha e o antigeno BP no teto da bolha. Portanto, plano de clivagem ao nivel da
lamina llcida, acima da densa (colageno 1V) e abaixo da célula basal da epiderme (BP
no teto da bolha).

e« dérmico: quando a positividade da fluorescéncia para colageno IV e BP estdo no teto
da bolha. Portanto, o nivel de clivagem situa-se abaixo da lamina densa da membrana
basal da epiderme.

Aplicando-se este conhecimento ao tecido fixado em formalina e embebido em
parafina, a utilizagdo de anticorpos contra colageno IV permite que se identifique o tipo
dérmico com seguranga, € com alguma experiéncia, separar os tipos juncional e
epidérmico com base na morfologia da célula basal do teto da bolha, se com a base
fragmentada ou totalmente integra. Trabalho recente realizado pela equipe da Prof. Dra.
Mirian N. Sotto, da Faculdade de Medicina da USP, comparando os resultados imuno-
histoquimicos (fluorescéncia e imunoperoxidase) com os de microscopia eletrénica,
revelam grande correspondéncia entre as duas técnicas (comunicagao oral). Desta forma,
em se confirmando estes resultados, poder-se-a prescindir da microscopia eletrénica para
estabelecer os grandes grupos da epidermdlise bolhosa, em favor da técnica imuno-
histoquimica.

Penfigdéide bolhoso, Dermatite Herpetiforme e Doenga Bolhosa por IgA linear

A aplicagdo da imunoperoxidase nestas doencas tem sido escassa, sendo 0s
resultados precarios, sobretudo pela presenga de coloragao de fundo como anteriormente
discutido. Neste particular, a imunofluorescéncia ainda & superior ao estudo de material
fixado em formol e parafinado.

A base do estudo esta no encontro de imunoglobulina G (contra os antigenos
bp180 e bp230) na membrana basal da epiderme, nos caso de penfigéide bolhoso.
Encontra-se deposicdo de IgA na membrana basal da epiderme, em padrao granular na
dermatite herpetiforme e em padrao linear para doenga bolhosa por IgA linear. O exame
deve ser feito com cautela, pois na fibrina do conteido das bolhas, podem estar
adsorvidas imunoglobulinas do proprio paciente, resultando em falsa positividade da
reacao ou intensa coloragéo inespecifica que mascara a verdadeira reagao.

Embora doencas bolhosas intra-epidérmicas, o pénfigo vulgar (bolha acantolitica
supra-basal) e o pénfigo folidceo (bolha acantolitica sub-cérnea), cabe ressaltar o

Pele e Anexos 57




encontro de- imunoglobulina entre os queratinocitos, conferindo um aspecto em tela de
galinheiro. Novamente cabe a ressalva anteriorr em favor do exame por
imunofluorescéncia. '

3. NEOPLASIAS DE GLANDULAS SUDORIPARAS

As neoplasias de glandulas sudoriparas podem ser classificadas, do ponto de vista
da imuno-histoquimica, em ductais e secretoras. Ja mencionamos ndo haver diferencas
entre ductos excretores de glandulas écrinas e apocrinas, ficando a diversidade na sua
porcdo secretora. Para maior simplicidade, a tabela que se segue resume as principais
diferengas e semelhangas entre ductos excretores e secretores de glandulas écrinas e
apocrinas, de acordo com a literatura:

Marcadores Actina Ck8 CK10 | CK14 | CA |EMA |CE | Proteina|Ferritina| Lisozi | Alfa-1-) HMFG-1
musc. | (34BH11) LLO02)| 5.2 S-100 ma |antiQ | (BRST-2)
liso CAM 5-2
Ductos | Externa - - - - - % = +[- + - = .
Excreto-
Luz - - + - - H- | - - - - - -
Res
Ductos | Externa + , ? 7 - - = 3 - N B N
Secret.
Ecrinos Luz 2 + 7 ? ¥ ¥ |+ ¥ : . =
Ductos | Externa + - ? + - q s - - _ N
Secret.
Apocrin. Luz = + 2 - + + = = = == = ¥

Glossario: Actina musc. liso: actina-« de musculo liso; CK8: citoqueratina 8; CK10: citogueratina 10; CK14: citoqueratina
14, CAM 52: Citogueratina de baixo peso molecular; EMA: antigeno de membrana epitelial, CEA: Antigeno
carcinoembriondrio; Alfa 1 anti-QT: alfa 1 anti-quimiotripsina; HMFG-1: Fator da Globulina do Leite Humano (anticorpo

BRST-2); ?: Desconhecido.

Assim, para diferenciar glandulas apécrinas e écrinas em sua porgéo secretora, &
melhor utilizar os seguintes marcadores:

Antigeno Ducto secretor apocrino Ducto secretor écrino
CEA - +
S-100 - +
Lisozima + -
a-1-Anti-quimotripsina + ~
HMFG-1 + -
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A distincdo entre neoplasias de ductos excretores e secretores pode ser obtida

através do seguinte painel de anticorpos:

Antigenos Ducto excretor Ducto Secretor
Actina - o de musculo liso - + (mio-epitélio)
CKs8 - + (luminar)
CK14 - + (mio-epitélio)
EMA +/- + (luz)
CEA - + (luz écrina)
S-100 - + (luz écrina)
Ferritina + (camada externa) -
Lisozima - + (luz apocrina)

«-1-anti quimotripsina

+ (luz apocrina)

HMFG-1 (BRST-2)

+ (luz apdcrina)

Outros estudos foram realizados em tumores de glandulas sudoriparas, com
marcadores isolados como € o caso da actina « de musculo liso, de acordo com os
tumores de origem écrina e apoécrina, como segue:

Origem

Tipo

Actina o de musculo liso

Apocrinos

Cilindroma

+

Hidrocistoma

Adenoma Tubular

Siringocistoadenoma
papilifero

+
+
+

Hidroadenoma papilifero

+

Poroma

Hidroadenoma de células

claras

Ecrinos

Espiroadenoma

Siringoma condroide

Siringoma

Siringofibroadenoma

Poroma

Hidroacantoma simplex

Pela tabela acima, observa-se que ha positividade para actina-« de musculo liso

apenas nos tumores originados de ductos secretores, tanto apocrinos quanto écrinos, a
excecao do siringocistoadenoma papilifero.

As citoqueratinas, exceto para CK8, CK10 e CK14 nao séo discriminantes para os
varios tumores de glandulas sudoriparas como atestam numerosas pesquisas. E
representativa a pesquisa de Wiley et al. ", cuja tabela de resultados utilizando anticorpos
para diversos antigenos, demonstra o perfil predominantemente em quatro tipos de

tumores de anexos:
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Espiroadenoma Cilindroma Acrospiroma Siringoma condroide
écrino ' (hidroadenoma de
" células claras)

'TE’i (CK 10,14,15,16,19) + (7 d) + (8 sq; d) + (8 d; sqg; cub) + (8 cub)

AE3 (CK 1-8) +(4d) +(51) +(8sq; d) + (6 d, sq)

CAM 5.2 (CK 8) + (4 d) + (3 sq) + (7 cub) + (4 d; sq)

34E12 (CK 1,5,10,11,14) |+ (7 d) +(5f1) +(8 s5q; d) + (4 d; sq)

EMA ) + (70, 1) +(81) + (61

S-100 +(7b) +(7 b 1) + (4 b) + (8 b)

Actina-« musc. Liso + (6 b; 8d) + (6 b) + (2b) + (1b)

Total de tumores 7 8 8 8

Glossario - d = ceélula ductal; | = célula luminal; b = célula basal; sq = célula escamosa: f = célula fusiforme: cub = célula
cuboeidal

Note-se que, nesta pesquisa, a proteina S-100 ndo discrimina tumores de células
apocrinas e écrinas.

4. NEOPLASIAS DO FOLICULO PILOSO

A histologia dos foliculos pilosos € bastante complexa, tanto pelas multiplas
diferenciacdes de suas células de revestimento, quanto pelas variagdes de tamanho
(foliculos pilosos terminais, intermediarios ou velos, em ordem decrescente de
comprimento e didmetro), ou mesmo por seu ciclo de maturacéo individual ou coletivo.

O infundibulo piloso, estrutura justa-epidérmica em forma de cone, de onde sai a
haste pilosa ja formada para o meio externo, tem estrutura histologica e imuno-
histoquimica semelhante ao restante da epiderme, enquanto as estruturas situadas além
da inserc&o dos ductos das glandulas sudoriparas (o istmo e o bulbo com sua haste) tém
estruturas histoloégicas e imuno-histoquimicas diversas, conforme a area estudada. Além
disto, ha diferengas entre as estruturas embrionarias e as foliculares terminais do adulto.

As consideragbes acima justificam o estudo muito bem conduzido de Schirren et al
@ verificando a distribui¢éo, nos foliculos pilosos do couro cabeludo, das citoqueratinas
fetais, da involucrina, actina alfa de musculo liso e de CD34 (que identifica células
hematopoieticas primitivas, células dendriticas dérmicas e bainha fibrosa da raiz pilosa),
em fetos/embribes e em adultos. Reproduzimos suas tabelas, as primeiras duas com
avaliagéo de foliculos pilosos fetais, enquanto as Ultimas duas, a foliculos pilosos
terminais anagenos de adultos.
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Citoqueratinas de epitélios escamosos estratificados e involucrina
Foliculos pilosos fetais
CK1 CK4 CK5/6 | CK10 CK13 CK14 CK17 | Involucri
na

EPIB - - +++ - % RTINS - 1
EPIS +4+4 ot - +4++ - ++ = ++
INB - = 4+ 2 = +4+ ++ =
INS +4++ +++ - ++ - ++ ++ ++
ISTH - = s - - e +++ -
ORS - - +++ - - +++ ++ +
BULGE - - +4+ - E r 4+ s
IRS - +44 - - - - -- +
MC - - - - - - - -
SMC - - - - - - - -
FGC - - +4 - - +++ +++ =
FRS - - E = g 2 5 »
Pl - - - - - - - -
PM - - - - - - - -

Glossario: EPIB: basal da epiderme, EPIS: supra-basal da epiderme, INB: basal do infundibulo, INS: suprabasal do
infundibulo, ISTH: istmo, ORS: bainha externa do foliculo piloso, BULGE: protuberancia istmica, IRS: bainha interna do
foliculo piloso, MC: células matriciais, SMC: células supra-matriciais, FGC: células foliculares germinativas, FRS: bainha

fibrosa da raiz folicular, PI: papilar folicular imatura, PM: papii'a folicular madura.

Citoqueratinas de epitélio colunar simples e outros antigenos
Foliculos pilosos fetais
CK7 CK8 CK18 CK19 CK20 «SMA CD34 VIiM
EPIB - - - i ) = - T
EPIS - - - ++ - - - -
INB - - - +++ - - - -
INS - - - - - - - -
ISTH B - . 4+ - - - -
ORS = - - +4+ - - R 3
BULGE - - - +++ - - - -
IRS - - +++ - - - - -
MC - - - + - - - -
SMC - - - - - - - -
FGC - - - 4+ = = = »
FRS - - - - - - s i+
Pl - - - - - - +++ s
PM - - - - - - - ++

O estudo desta tabela revela co—expreéséo nas celulas germinativas foliculares, de CK5/6,
CK14, CK17 (queratinas de epitélio estratificado) e CK19 (queratina de epitélio colunar
simples), com vimentina, refletindo seu carater pluripotencial.
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Citoqueratinas de epitélios escamosos estratificados e involucrina
Foliculos pilosos terminais em anageno de adultos
CK1 CK4 CK5/6 CK10 GK13 CK14 CK17 | Involucri
na

EPIB ] - +++ - = 444 = =
EPIS +++ +++ - +++ - ++ = ++
INB - - +++ - - +++ -* -
INS +++ ++ < +++ - ++ -* ++
ISTH - = +++ - - +++ Gt +4
ORS - - +++ - - +4+ +++ ++
IRS - +++ = - - - - ++
MC - - - - - - - - -
SMC - - - - - - - ++
FRS - - - - - - - -
PM - - - - - - - -

Glossario: EPIB: basal da epiderme, EPIS: supra-basal da epiderme, INB: basal do infundibulo, INS: suprabasal do
infundibulo, ISTH: istmo, ORS: bainha externa do foliculo piloso, IRS: bainha interna do foliculo piloso, MC: células
matriciais, SMC: células supra-matriciais, FRS: bainha fibrosa da raiz folicular, PM: papila folicular madura. (*): presente no
feto, ausente no adulto

Citoqueratinas de epitélio colunar simples e outros antigenos
Foliculos pilosos terminais em anageno de adultos
CK7 CK8 CK18 CK19 CK20 wSMA CD34 VIM
EPIB - - - - - - . =
EPIS - - - - - - - -
INB - - B * - - - -
INS - - - - - - B -
ISTH - - - K E % - =
ORS . . - ++ - w . -
IRS = B +4++ = B R . =
MC - - - - - . . -
SMC - - - - - - s -
FRS - - - - - « +++ +d
PM - - - = - - - ++

Deste estudo, aprende-se que:

1. As células basais da epiderme, infundibulo piloso e células istmicas so positivas para
CK5/6.

2. As células supra-basais epidérmicas, infundibulares e da bainha interna do foliculo
piloso expressam CK4, o que ndo acontece com as demais estruturas.

Com exclusividade, CK19 identifica da bainha externa do foliculo piloso.

4. As células supra-matriciais e a bainha interna expressam involucrina, indicando
origem comum.

5. Células matriciais do bulbo piloso ndo expressam qualquer tipo de queratina,
sugerindo tratar-se de células ainda nao diferenciadas.

Células germinativas foliculares co-expressam vimentina e citoqueratina.

7. Entre outras estruturas, CD34 identifica a bainha fibrosa da raiz folicular.
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Com base nestes dados, os mesmos autores estudaram carcinomas baso-
celulares e tricoblastomas, tidos com espectros de mesma origem, o primeiro maligno e o
segundo benigno. Ambas as lesdes tiveram em quase todos os casos estudados, células
basaldides co-expressando CK5/6, CK14, CK17, CK19 com vimentina, observando-se no
estroma, CD34 positivo, a exemplo da bainha fibrosa da raiz folicular. Conclui-se que o
carcinoma basocelular e o tricoblastoma sao neoplasias originadas em estruturas pilosas,
e nao da epiderme ¥ Outros estudos comprovam os mesmos achados, acrescentando-
se positividade para CK17, caracteristica de células da bainha externa do pelo.

5. NEOPLASIAS MESENQUIMAIS

Neoplasias mesenquimais serdo abordadas em outro capitulo deste livro. No
entanto, gostaria de salientar dois topicos interessantes, como segue.

Dermatofibrosarcoma protuberans (DFSP) e Dermatofibroma (DF)

Recente revisdo dos aspectos encontrados nestas duas neoplasias dao conta de
que a maioria dos DFSP expressam CD34, ocasionalmente contendo células fator Xllla
positivas, usualmente englobadas pela -neoplasia, enquanto os DFs mostram-se
fortemente positivos para este Ultimo antigeno, embora alguns casos possam conter
células CD34 positivas, sempre em menor numero. Desta forma, quando em casos
duvidosos, recomenda-se a realizagdo de estudo imuno-histoquimico com estes dois
marcadores ©'. Note-se que ha uma corrente que pretende mudar o nome do
dermatofibroma para “dendrocitoma” cutaneo.

Sarcoma de Kaposi

Um dos aspectos pouco comentados do sarcoma de Kaposi, além da possibilidade
de conter células endoteliais positivas para fator VIl e para marcadores endoteliais, como
CD34 ou CD31, é o fato, quase sempre esquecido, de que células endoteliais produzem
membrana basal, cujo principal componente € o colageno de tipo IV. Desta forma, o
diagnéstico precoce do Sarcoma de Kaposi, nos casos suspeitos e de histologia duvidosa,
podem ser esclarecidos através da imuno-histoquimica para este tipo de colageno. Assim,
ao examinar uma preparacgao de colageno IV nestas lesdes, pode-se observar uma fina
trama formando uma rede, que corresponde a permeagdo por células endoteliais do
sarcoma de Kaposi que, por vezes, sdo confundidas com fibroblastos. O colageno tipo IV
deveria ficar restrito as areas de membrana basal, seja de vasos seja do epitélio, sem
formar a rede acima mencionada. E claro que este tipo de argumentagao cai por terra

quando se estudam lesdes pseudo-kaposiformes, em angiomatoses ou mesmo no caso
de angiosarcomas.

6. DOENCAS LINFO-PROLIFERATIVAS:

Este topico é abordado em diversos outros capitulos deste Manual. Gostaria
apenas de inserir um rapido comentario no que se refere as proliferagées histiociticas.

Recentemente, o grupo da Organizagdo Mundial da Saude denominado Histiocyte
Society publicou um artigo de revisdo da classificagdo das proliferagdes histiocitarias,
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baseada nos novos conhecimentos a respeito dos histidcitos e células dendriticas. Desta
forma, para sua classificacdo, & necessario, além de um estudo aprofundado de dados
clinico-laboratoriais, definir qual o tipo de célula envolvido na doenga em questao.

.

Reproduzo a tabela que orienta sua determinagao, como segue:

Tipo de célula Antigenos positivos Antigenos negativos
histiocitica
Macroéfago Lisozima, CD45, CD14 e CD68 | Proteina S-100, CD1a, Fator Xllla
Auséncia de-granulos de Birbeck
(ME)
Indeterminada CD45, Proteina S-100 e CD1a Fator Xllla.
Auséncia de granulos de Birbeck
(ME)
Langerhans CD45, Proteina S-100 e CD1a. CD14 e Fator Xllla.
Presenca de granulos de
Birbeck (ME)
Dendritica CD45 e Proteina S-100 CD14, CD1a, Fator Xllla.
interdigitada Auséncia de granulos de Birbeck
) (ME)
Dendrocito dérmico Fator Xllla, CD45 e CD68 Proteina S-100, CD1a.
Auséncia de granulos de Birbeck
(ME)
Dendriticas KiM4, CD21, CD35, Proteina CD45
foliculares S-100 (variavel) Auséncia de granulos de Birbeck
(ME)

Assim determinada, a proliferagdo histiocitica podera ser classificada de acordo
com a evolugao habitual nos tipos de comportamento biolégico variado e nas de
comportamento maligno. Na primeira, inclusas as proliferacdes de células dendriticas (de
Langerhans, proliferagdes reativas, xantogranuloma juvenil, histiocitomas solitarios), de
macrofagos (hemofagocitoses primarias e secundarias), doenga de Rosai-Dorfman e
histiocitoma solitario de macrofagos. Nas de comportamento maligno, incluem-se as
relacionadas com mondcitos (leucemias monociticas agudas, mielo-monociticas agudas e
cronicas, além dos sarcomas monocitarios isolados), com células dendriticas (sarcoma
localizado e disseminado, de acordo com o tipo de célula dendritica), e relacionadas com
células macrofagicas (sarcomas localizados ou disseminados). Desaparecem, portanto,
os termos linfoma histiocitico verdadeiro e histiocitoma maligno, para dar lugar a
sarcomas histiocitarios, como acima mencionado. .

A mencao desta classificagdo é importante para situar as proliferaces histiociticas
no contexto da pele, contendo inovagdes, como o xantogranuloma juvenil ser uma
proliferagdo dendrocitica, o histiocitoma poder ser classificado em dois grupos, um
dendrocitico e outro macrofagico, e os sarcomas histiociticos, nas suas diversas
histogéneses. ;

7. Lesoes Melanociticas

O estudo imuno-histoquimico de lesdes melanociticas tem sido abordado de duas
formas: diagnostica e prognéstica.
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“Teéntativas de obtengdo de anticorpos monoclonais contra antigenos que
distinguam lesdes benignas de malignas, portanto de valor diagndstico resultaram em sua
maioria infrutiferas, embora os anticorpos para HMB-45 e NKI-C3, ambos detectando
antigenos semelhantes, porém com .epitopos diferentes, tenham grande utilidade na
identificacdo de metastases de melanoma em outros orgaos.

O anticorpo monoclonal HMB-45 (Human Melanoma Black), desenvolvido a partir
de extratos de melanoma maligno metastatico em linfonodo por Gown e colaboradores
identifica pré-melanosomos, sendo altamente especifico para células que os contenham.
Desta forma, pode-se observar positividade em células de nevos melanociticos, em seu
componente juncional, raramente intra-dérmico, em nevos displasicos, nevos azuis e
nevos de Spitz. Por outro lado, grande parte dos melanomas malignos, a excecéo de
melanomas fusocelulares e desmoplasicos, expressam positividade para este anticorpo.
Em seu estudo de melanomas fusocelulares, Skelton e colaboradores ® encontraram 30
de 56 casos negativos para HMB-45. A positividade para HMB-45 neste tipo de melanoma
parece ter pior prognostico, quando comparado com os casos de negatividade.

De grande utilidade tem sido o uso deste anticorpo na identificacdo de lesdes
metastaticas nas quais a possibilidade de melanoma deve ser afastada. Quando positivo,
usualmente, o diagnostico de melanoma maligno se impde. Embora, na maioria das vezes
sua expressao seja diagnostica para melanoma, € possivel encontrar algumas neoplasias
ndo melanociticas HMB-45-positivas. . E o caso dos angiomiolipomas, da
linfangioleiomiomatose, do tumor de células claras do pulmao (“sugar tumor”), e em minha
experiéncia, do leiomiosarcoma. Outros relatos de falsa positividade foram encontrados
quando o anticorpo foi selecionado de fluido de ascite, os quais possivelmente estariam
contaminados com outros anticorpos inespecificos. Portanto, a positividade relatada em
mama, glandulas sudoriparas, feocromocitomas, paragangliomas, plasmacitomas,
carcinoma hepatocelular, cordoma, adenocarcinomas, linfomas, e sarcoma alveolar de
partes moles, deve ser tomada analisada com cuidado .

Alguns dermatopatologistas tém utilizado o HMB-45 para identificar a profundidade
de infiltragcao, sobretudo naqueles casos onde ha acentuada incontinéncia pigmentar, seja
por ser a neoplasia muito pigmentada, seja por um processo de regressdo, com

destruicdo de parte da neoplasia, uma vez que melandfagos sdo negativos para este
anticorpo.

Portanto, para concluir, o HMB-45 tem utilidade na afirmag¢ao diagnoéstica do
melanoma, porém nao deve ser utilizado para a distingdo entre lesdes malignas e
benignas.

A proteina S-100, inicialmente um antigeno suposto de grande utilidade na
identificagcdo de lesGes melanociticas, teve sua utilidade reduzida a identificagdo de
lesGes metastaticas. Nestas, a positividade para proteina S-100 associada a positividade
para vimentina, em uma neoplasia com supostas caracteristicas de melanoma maligno,
favorecem este diagnostico. Ressalve-se que varias outras neoplasias sdao S-100 e
vimentina positivas, como o lipossarcoma, 0s condrossarcomas mesenquimais, 0s
sarcomas de celulas claras, etc. A positividade é identificada tanto no citoplasma quanto
no nucleo celular.

Em lesdes melanociticas cutaneas, a proteina S-100 & quase sempre positiva,
tanto em lesdes benignas, quanto malignas.

Recentemente, estudando a combinagdo da contagem de células em proliferagao
pelo Ki-67 (clone MIB-1) e oncogene bcl-2, observou-se que os nevos de Spitz, em sua
maioria, apresentam baixa porcentagem de células MIB-1-reativas (0-2%). Isto,
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combinado com sua negatividade para bcl-2 (70% dos casos), permite distingui-los dos
melanomas. Em outras palavras, bcl-2 positivo e porcentagem de células MIB-1 reativas
maior que 2% no componente dérmico permite até 96% de certeza para o diagnostico de
melanoma ©. | ‘

Quanto ao prognéstico, estudos da proliferacéao celular, revelaram que, ao analisar
melanomas com espessura maior do que 1,5 mm, ha correlagdo com o potencial
metastatico quando a reatividade para MIB-1 foi alta (12,3% em média), quando
comparada com os casos de baixa reatividade (0,7% em média) !. Ndo ha correlagdo
quando a espessura & menor que 0,76 mm.

Outro fator prognostico parece ser a expressdo, na lesdo primaria de beta 1
integrina, que, quando maior que 10% das células, relaciona-se positivamente com maior
numero de metastases ocultas em linfonodos sentinela (de drenagem da area afetada)'?.
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7. SISTEMA NEURO-ENDOCRINO - CONCEITOS E MARCADORES GENERICOS
. Vania Noseée

INTRODUGAO

O desenvolvimento de métodos para a purificagdo e caracterizacao bioquimica de
varios horménios, o desenvolvimento do radioimunoensaio e enzimaimunoensaio, para a
quantificagdo de horménios e o desenvolvimento e refinamento de técnicas imuno-
histoquimicas para a localizagao dos horménios a nivel celular, auxiliaram na identificagao
de diversos tipos celulares, sua importancia funcional e sua interrelagdo com as outras
células.

Os meétodos imuno-histoquimicos além de caracterizar as células enddcrinas nos
diversos o¢rgdos e sua distribuicdo, sdo de extrema importancia no diagnéstico,
classificag@o e prognostico de neoplasias enddcrinas.

Pela imuno-histoquimica, poderemos utilizar marcadores nao hormonais de células
endocrinas, ou os horménios peptideos, esteroides e seus receptores assim como
aminas. Estes marcadores serdo discutidos separadamente com os diversos tipos de
neoplasias. ‘

Os marcadores nao hormonais de células enddcrinas sdo de extrema importancia
em identificar células neuroendécrinas e seus tumores auxiliando no diagndstico
diferencial das neoplasias nao enddcrinas.

Os principais marcadores ndo hormonais sdo as cromograninas, enolase neuronio
especifica, sinaptofisinas, a proteina do produto genico 9.5, proteina S-100, antigenos
linforeticulares e molécula de adesé&o de células neurais.

1. Cromograninas (Cg)

Sao proteinas secretorias, acidas, sollveis, isoladas ha 30 anos de granulos
cromafinicos de adrenal bovina. As cromograninas s@o uma mistura complexa de
proteinas, sendo os membros desta familia melhor caracterizadas a Cromogranina A
(CgA), a Cromogranina B (CgB) e a secretogranina Il (Sgll).

Estas trés proteinas tém algumas propriedades bioquimicas comuns e tém ampla
distribuigdo em granulos secretérios de células endécrinas e neuronais neurais. As
funcbes destas proteinas sdo desconhecidas, porém ha indicios de que tém papel
fundamental no processamento e armazenamento de horménios peptideos, ou até
possivelmente agir como horménios.

Inumeros anticorpos monoclonais para CgA (LK2H10), CgB e Sgll assim como
alguns anticorpos policlonais para as cromograninas podem ser utilizados em painéis de
imuno-histoquimica.

A imunorreag@o para a CgA estd presente em células da medula adrenal, em
celulas endocrinas produtoras de horménios como a hipéfise anterior e células C da
tiredide assim como em células principais da paratireoide e algumas células do sistema
linfo-reticular.
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“*Os _padrdes diferenciais de expressdo de cromograninas serd discutido nos
capitulos correspondentes a diversos tumores.

2. Enolase neuronio especifica (NSE)

As enolases sao produtos de trés locus génicos independentes, designados alfa,
beta e gama.

A enolase nado neuronal (o o) esta presente em tecidos fetais, células gliais e em
muitos tecidos nao enddcrinos. A enolase 3 3 & caracteristica do musculo.

A enolase neurénio especifica, y y, a principio somente acreditada estar presente
em neurdnios & encontrada, com o uso de anticorpos policlonais, tambéem em células
neuroendocrinas e em musculo liso, mioepitélio, células tubulares renais, linfocitos,
celulas brénquicas e pneumaocitos tipo 1.

Os anticorpos monoclonais contra a forma y y reagem predominantemente com
fibras nervosas, € mais seletivamente com células neuronais, células da medula adrenal,
e celulas de ilhotas pancreaticas. Entretanto, ha grande variabilidade de imunocoloragao
nas neoplasias neuroendocrinas com o uso de anticorpos monoclonais, sendo estes mais
especificos, porém a sensibilidade na detec¢do de tumores neuroendoécrinos € menor do
gue com o uso de anticorpos policlonais. -

3. Sinaptofisinas

Estas proteinas de membranas de vesiculas sinapticas pequenas estdo presentes
no sistema nervoso central e periférico, assim como em células endocrinas secretoras de
horménios peptideos.

Pela técnica imuno-histoquimica, observa-se padrdo caracteristico de
imunocoloragédo, de forma pontilhada em regides sinapticas assim como em células
neuroendocrinas e suas neoplasias, como em feocromocitomas, paragangliomas,
ganglioneuromas, ganglioneuroblastomas e neuroblastomas assim como em alguns
tumores carcinoides, adenomas de hipofise, neoplasias de paratiredide, carcinomas
neuroendécrinos do trato gastrointestinal, pele, arvore brénquica, e carcinoma cortical
adrenal. Os melanomas e tumores mesenquimais sado negativos

4. Proteina do produto génico 9.5 (PGP 9.5)

Esta proteina soluvel, isolada de cérebro, & detectada através do uso de
anticorpos policlonais ou monoclonais em fibras nervosas e neurdnios do sistema
nervoso, assim como em células neuroenddcrinas, algumas células tubulares renais,
corpo luteo, células de Leydig e espermatogdnia.

A PGP 95 nado é detectada em células endocrinas normais do ftrato
gastrointestinal, porém podem estar presente em tumores carcinéides.

O padrao difuso citoplasmatico de imunocoloragdo & semelhante ao do NSE,
assim como ha correlagao entre a positividade do NSE e do PGP 9.5 nos diversos
tumores neuroendoécrinos.
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5. Proteina $-100 (S-100)

A proteina S-100 tem sido detectada por imuno-histoquimica em células reticulares
dendriticas, células mioepiteliais, melanocitos, celulas de Schwann, epitélio biliar e
acinares pancreaticas e em algumas células foliculares tireoideanas.

Nas neoplasias neuroenddcrinas, a proteina S-100 estd presente em células
sustentaculares de feocromocitomas, tumores carcinoides e em células foliculoesteladas
de adenomas hipofisarios.

6. Antigenos linforeticulares

A glicoproteina dos linfocitos NK também pode ser detectada por imuno-
histoguimica atraveés de anticorpos monoclonais (Leu 7, CD57) no sistema nervoso central
e periferico, células cromafinicas da medula adrenal, hipofise anterior, ilhotas
pancreaticas e células neuroenddcrinas do trato gastrointestinal.

Os tumores carcindides, assim como tumores de ilhotas pancreaticas,
feocromocitomas e carcinoma de pequenas células do pulmao podem expressar o CD57.

7. Molécula de adesao de células neurais (N-CAM)

A sialoglicoproteina de superficie celular que & mediadora de adesdo celular, -
consiste de trés peptideos que também tem papel importante na proliferacdo e
diferenciagao celular.

Por imuno-histoquimica, a NCAM pode ser detectada em células do sistema
nervoso e em celulas neuroendodcrinas diversas. Algumas neoplasias neuroendocrinas
podem expressar NCAM, como os feocromocitomas, tumores neuroendocrinos de pele,
carcinoma medular de tiredide e raros carcinomas de pequenas células de pulmao.

SISTEMA NEUROENDOCRINO DISPERSO DIFUSO

O Sistema Neuroendocrino Disperso Difuso consiste de uma variedade de células
presente no Sistema Nervoso Central e periférico além de existirem em uma variedade de
orgdos endocrinos classicos. Como exemplos, as células da medula adrenal, hipéfise,
melandcitos, ceélulas de Merkel da pele, ilhotas pancreaticas, paraganglio, paratiredide,
celulas C da tireodide, além de células do trato biliar e figado, arvore broncopulmonar, trato
gastrointestinal, células neuroendécrinas da mama, cérvix, rim, laringe, ovario, prostata,
testiculo entre outras localizagdes.

As celulas deste sistema também sdo conhecidas como paraneurénios, possuem
a capacidade de produzir aminas, peptideos e outras substancias biologicamente ativas
que podem agir como horménios, neurotransmissores ou como reguladores paracrinos.
Segundo Pearse e Takor-Takor, o sistema neuroendodcrino disperso consiste de 40 tipos
celulares individuais de origem embriologica diversa com caracteristicas comuns. As
células endécrinas que produzem esterdide, da cortex adrenal, ovario e testiculo e as
celulas foliculares tireoideanas nao fazem parte deste sistema.

As células neuroenddcrinas sdo distribuidas na maioria dos tecidos do corpo. Elas

estdo dispersas entre os outros tipos celulares como células isoladas ou em grupos de 3 a
4 células.
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As células neuroendécrinas tem fenotipos que constituem a diversidade estrutural.

Os marcadores destas células sdo diversos e incluem os presentes em citosol,
citoesqueleto, granulos secretérios, membranas de organelas cesretérias e membranas
celulares.

Alguns marcadores estdo presentes em todas as células neuroendocrinas, outros
sao restritos a células especificas.

Como exemplos dos marcadores de células neuroendécrinas difusas:
Marcadores citoplasmaticos:

Enolase neurdnio especifica

Produto proteico do gene 9.5
Constituintes de granulo secretério:
Horménios peptidicos

Amina

Cromograminas/secretograminas
Componentes de membrana de vesicula secretoria:
Sinaptofisina

Sinaptobrevina

Cromomembrina B

Constituintes de membrana plasmatica:
Receptores para peptideos

Moléculas de adesao celular neural (NCAM)
Sintaxina

Outros marcadores:

Neurofilamentos

Citoqueratinas

Leu-7 (CD 57)

Proteina S-100

Neoplasias neuroenddcrinas

Tumores neuroendocrinos podem ocorrer em qualquer érgao, incluindo aqueles
que nao contém células neuroendocrinas normalmente.

As células neuroenddcrinas (NE) e seus tumores, de acordo com De Lellis e
Tischler, 1998 sao:
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Orgio Célula : Neoplasia
Tiredide Celulas C Carcinoma medular
Pele Células de Merckel Carcinoma de Merkel
Hipofise Células adeno-hipofisarias Adenoma
Timo Células NE Carcinoide
Carcinoma de células pequenas
Adrenal Células da medula Neuroblastoma
Feocromocitoma
Pancreas Células NE Neoplasia endocrina
Carcinoma de células pequenas
Trato gastro- | Células NE Carcinoide
intestinal Carcinoma de pequenas células
Carcinoma de grandes células
Trato respiratério | Células NE Carcindide
Carcindide atipico
Carcinoma de pequenas células
Carcinoma de grandes células
Diversis locais Celulas NE . Carcindide
Carcinoma de pequenas células
Carcinoma de grandes células
Carcinomas de células endocrinas

De Lellis, RA; Tischler, AS. The dispersed neuroendocrine system. In: Functional Endocrine Pathology. Ed. K.
Kovacs, S. Asa. Black well, 1998 — pag. 542

As neoplasias do Sistema Neuroenddcrino Disperso s3o divididas em dois grupos
principais:

1) Tipo neural: neuroblastomas, feocromocitomas e paragangliomas.
2) Tipo epitelial: carcinodides e neoplasias neuroendocrinas diversas,

Os marcadores imuno-histoquimicos das neoplasias do sistema neuroendécrino
disperso s&o os marcadores gerais neuroendocrinos, como a enolase neurdnio especifica,
cromograninas, sinaptofisinas, bombesinas, peptideo liberador de gastrina, Leu-7 (HNK-1)
e a molécula de adesao de célula neural (N-CAM).

Neoplasias neuroendécrinas especificas

1. Timo

Os carcindides timicos, fazem parte das neoplasias neuroendécrinas, sdo
neoplasias pequenas ou grandes, encapsuladas ou invasivas, lobuladas, com necrose e
hemorragia. Normalmente, estdo associados com sindrome de Cushing. Por microscopia
eletrénica, observa-se granulos secretorios com caracteristicas neuroendécrinas.

Por imuno-histoquimica, as células neoplasicas imunorreagem para
cromograninas e NSE e a grande maioria apresenta imunopositividade para ACTH, sendo
que algumas células ainda coram para somatostatina, calcitonina entre outros peptideos.
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2. Pele™~

As células Merkel da pele e os respectivos carcinomas neuroendocrinos tém
caracteristicas de diferenciacdo neuroendécrina, como a produgdo de inumeros
horménios peptideos e aminas, granulos neurdsecretorios e imunoexpressdo de
marcadores gerais de células neuroenddcrinas.

Os tumores neuroendocrinos da pele ocorrem predominantemente na cabega e
pescogo ou extremidades em pacientes idosos e eram antigamente diagnosticados como
linfomas ou carcinomas. Com o uso da imuno-histoguimica, a origem da neoplasia ficou
definida, com imunorreagao para cromograninas, NSE, peptideo intestinal vasoativo (VIP),
calcitonina, polipeptideo pancreatico, somastostatina, ACTH, entre outros.

3. Mama

Os tumores carcindides da mama, inicialmente descritos por Cubilla e Woodruf em
1987, permanecem um grupo de neoplasias controverso, pois uma grande proporgao de
carcinomas mamarios imunorreagem para cromogranina A, além de apresentarem
granulos secretorios e argirofiia. Ha tambem relatos de Sindrome de Cushing com
producado de ACTH em carcinomas ductais da mama. Esta sendo indicado na literatura de
que as neoplasias carcinéides da mama podem representar diferenciagdo multidirecional
de adenocarcinomas com caracteristicas endécrinas.

4. Ovario

Os carcinoides de ovario originam-se de células neuroendocrinas presentes no
ovario ou em teratomas ovarianos com granulos secretérios caracteristicos destas
células.

Por imuno-histoquimica, ha demonstragdo ndo s6 dos marcadores gerais de
celulas neuroendocrinas (NSE, Cromograninas), como também de diversos horménios
como calcitonina, somatostatina, glucagon, serotonina, tireoglobulina, insulina, gastrina
entre outros.

5. Testiculo

Assim como os carcindides de ovario, os carcindides de testiculo originam-se de
células neuroenddcrinas presentes no orgdo ou em teratomas. Ha imunoexpressao de
cromagraninas, NSE e inimeros horménios peptideos ou aminas.

6. Prostata

As células neuroendocrinas e os diversos carcinomas neuroendocrinos
prostaticos, entre eles adenocarcinomas com carcinoma neuroendécrino e carcinoma de
células pequenas neuroenddcrinas, imunoexpressam o0s marcadores gerais destas
células e uma grande variedade de hormoénios, entre eles, ACTH, calcitonina,
somatostatina, bombesina, gastrina, insulina e expressam o antigeno prostatico
especifico.
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7. Cérvix uterino
Os carcinomas neuroendocrinos do cérvix uterino sdo divididos histologicamente

em bem diferenciados e pouco diferenciados com ,uma grande variedade de padrdes
histolégicos.

Por imuno-histoquimica, podem ser identificados inUmeros horménios (ACTH,
serotonina, VIP, somatostatina, VIP, etc) além dos marcadores gerais das células
endocrinas.

Ha relato por Stoler et col, 1991 de associagdo do carcinoma neuroendocrino de
células pequenas com o papiloma virus tipo 18.

8. Pulmao
Para as neoplasias neuroenddcrinas de pulmao, a classificacao aceita é:
a. Tumor neuroendécrino bem diferenciado (carcindide tipico)
b. Carcinoma neuroenddcrino bem diferenciado (carcinéide atipico)
c. Carcinoma neuroendécrino pouco diferenciado tipo:
1. de células grandes
2. de células pequenas ou de células intermediarias.

Travis e cols, 1998, propuseram um sistema de classificagdo das neoplasias
neuroenddcrinas pulmonares, com nomenclatura tradicional:

a. Carcinoide tipico

b. Carcindide atipico

c. Carcinoma neuroendodcrina de células grandes
d. Carinoma de células pequenas
e

Carcinoma com caracteristicas neuroendocrinas

9. Qutros tumores neuroendocrinos

Em muitas outras localizagdes podem ocorrer estas neoplasias. Devemos
mencionar a laringe, bexiga urinaria, figado, vesicula biliar, rim, seios paranasais, orbita,
ouvido médio, mesentério, além do reto e colon.

Todas estas neoplasias imunoexpressam em numero variavel os marcadores
gerais de células neuroenddcrinas, além de alguns horménios peptideos ou aminas.

10. Tumores neuroenddcrinos presentes na pratica de patologia cirurgica
(Sumario)

a. Tumor neuroenddcrino da mama:
Carcinéide
Carcinoma com caracteristicas neuroendécrinas
Carcinoma neuroenddécrino |
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b. Tumores néuroendécrinos ginecolégicos:
Adenocarcinoma endometrial com natureza neuroendécrina
Carcinoma neuroendocrino de células pequenas do cervix uterino
Carcindide do ovario
c. Carcinoma neuroenddcrino broncopulmonar:
Carcindide
Carcinoide atipico
Carcinoma de pequenas ceélulas
Carcinoma de grandes células
d. Adenocarcinoma gastrointestinal com caracteristicas neuroenddécrinas:
Adenocarcinoma com caracteristicas NE
Carcinoma neuroendocrino
Carcinoma de células de Merkel da pele
Carcinoide e tumor glomico do ouvido médio
Tumor neuroectodermico primitivo |

@ = o

Paraganglioma e paraganglioma gangliocitico extra-adrenal

11. Produgao ectopica hormonal

A secregcdo hormonal inapropriada ou ectopica por tumores nos quais a celula
normal nao & produtora de horménio, pode ser atribuida a celulas do sistema
neuroendocrino disperso e difuso em parte, porém alguns tumores nao neuroendocrinos
sao conhecidos como produtores de horménios.

Alguns sarcomas, carcinomas hepatocelulares, timomas, carcinomas renais, e
carcinomas espinocelulares do pulmao sdo conhecidos como produtores de hormdnios.

Os carcinomas espinocelulares broncogénicos podem produzir ACTH, calcitonina,
VIP, insulina, glucagon, MSH e (3 endorfina. Os hepatocarcinomas sao conhecidos por
produzir eritropoetina, PTH, hCG, HCS. Os carcinomas renais podem produzir PTH.

A presenca de celulas endocrinas em tumores ndo endécrinos ocorre em varios
orgaos, como mama (ja descrito acima), endométrio, prostata, colon e reto, descrito por
diversos autores, sendo o trabalho de De Lellis et cols, Tischler e Wolfe, 1984, amplo e
elucidativo. Muitos tumores endécrinos também podem produzir outras substancias como
mucina, no carcindide de células em sinete do apéndice; calcitonina e tireoglobulina, nos
tumores mistos medulares e foliculares da tiredide.
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s, 8. HIPOFISE
. Vdnia Nosé

Os métodos imuno-histoquimicos tém contribuido no diagnéstico e classificagéo de
diversas neoplasias produtoras de hormoénios, e tém auxiliadc na correlagdo clinico-
patolégica de tumores, além de primariamente identificar células produtoras de um ou
mais hormonios (células pluri-hormonais) por imunomarcacgao dupla.

Para melhor interpretagdo dos achados imuno-histoquimicos, deve-se levar em
consideragao de que a técnica nao é quantitativa e ndo permite avaliar a taxa de sintese
ou de liberagéo hormonal.

As celulas hipofisarias tém sido classificadas a longo tempo de acordo com as
caracteristicas tintoriais em acidofilicas, basofilicas e cromofobas. Com introducéo da
imuno-histoquimica, da microscopia eletrénica e da imunomicroscopia eletrénica, esta
classificagao deixou de ser usada, e as células sdo classificadas atualmente de acordo
com a producao hormonal de cada uma.

As celulas adeno-hipofisarias, na ultra-estrutura, mostram caracteristicas de
células epiteliais, e contém organelas completas requeridas para producéo proteica e
eliminacdo do material. Os granulos secretérios variam em numero, tamanho,
eletrodensidade e forma. Essas caracteristicas, entretanto, sio insuficientes para
identificacao precisa de células hipofisarias.

Atu(a)lmente, as células adeno-hipofisarias sao classificadas em 5 tipos, (Tabela 1 e
Figura 1) .

Tabela 1 — Adeno-Hipéfise normal: tipos celulares

Celula Produto | % de Células Localizagao Imunocoloragao
Somatetrofica GH 50% Asas laterais GH
Lactotréfica PRL 10-30% Asas postero-laterais PRL
Corticotrofica ACTH 10-20% Porcdo central, borda|ACTH, Beta-lipotrofina,
mucoide alfa-endorfina
Gonadotrofica LH/FSH 10% Difusa na pars distalis FSHe LH
Tireotrofica TSH 5% Borda mucoide anterior TSH

As células somatotroficas coram-se fortemente para o horménio de crescimento
(HGH), as células lactotréficas ou mamotréficas coram-se para a prolactina normalmente
de forma globular, perinuclear, correspondendo ao complexo de Golgi. As células
corticotréficas coram-se com forte intensidade para o horménio adrenocorticotrofico, -
lipotrofina e alfa-endorfina. As células gonadotréficas coram-se para os horménios foliculo
estimulante (FSH) e luteinizante (LH) ou para ambos, e as células tireotroficas coram-se
difusamente, finamente granular para o horménio tireotréfico (TSH). As células
somatrotoficas correspondem aproximadamente a 50% das células e estdo localizadas
principalmente nas asas laterais. As células lactotroficas correspondem 10 a 30% de
todas as células adeno-hipofisarias, e estdo localizadas principalmente na regido postero-
lateral e difusamente na adenohipéfise. As células corticotroficas também correspondem
aproximadamente 10 a 20% das células estédo localizadas principalmente na asa mucoide
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central”& pars intermedia. Coram-se também para o PAS. As células gonadotroficas
correspondendo ao redor de 10% das células adenohipofisarias, estdo uniformemente
distribuidas na adenohipofise e sdo positivas para o PAS. As células tireotréficas, também
PAS positivas, correspondendo apenas 5% das células adenohipofisaria estao localizadas
principalmente na borda mucdide anterior ‘.

Figura 1 — Diferenciagao das células adeno-hipofisarias

CELULA  PRIMITIVA
PLURIPOTENCIAL

/ \

| ACIDOFILICAS | | BASOFILAS l

/ \

CELULA PRIMITIVA ACIDOFILICA —I CELULA PRIMITIVA BASOFILICA

| SOMATOTROFICA } | CORTICOTROFICA |

TIREOTROFICA l GONADOTROFICA —I
| MAMOSCOMATOTROFICA l I LACTOTROFICA |

(o] [m] [ ] [aem] ] [&]

Os marcadores nao hormonais das células adeno-hipofisarias séo as
cromograninas, enolase neurénio especifica, neurofisinas, sinaptofisinas, proteina S-100,
citoqueratinas e neurofisinas.

Cromograninas - As celulas adenohipofisarias coram-se com anticorpos anti-
cromograninas, porem a cromogranina A esta presente nas células TSH, FSH, LH e as

que contém sub-unidade alfa. As células de prolactina sdo negativas para cromogranina
A.

Enolase neurdnio especifica - Todas as células da adeno-hipdfise imunoexpressam
NSE.

Neurofisinas - Somente as células ACTH imunocoram para esta proteina.
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Sina'BEBfisiﬁas - Foram demonstradas nas células GH, PRL, TSH, FSH e LH.

Proteina S-100 - Identificada nas células foliculoesteladas da adeno-hipdfise.

Citoqueratinas - Somente as citoqueratinas de baixo peso molecular estdo presentes,
principalmente nas células ACTH. Estas células tém um marcador pan-epitelial, o
anticorpo monoclonal mABIlue-5, imunocorando também os corpusculos hialinos de
Crooke das células corticotroficas. As células GH e PRL também imunocoram para estes
filamentos intermediarios. As células FSH, LH e TSH nio imunocoram.

A classificagdo utilizada atualmente !, & baseada nos estudos completos de 1200

adenomas retirados cirurgicamente de materiais ndo selecionados. Baseia-se na

separagdo dos adenomas hipofisarios em grupos distintos .com correlagdo de
caracteristicas morfolégicas e ultraestruturais, atividade endécrina e comportamento
biologico, conforme demonstrado na Tabela 2. A classificagdo proposta ® assim como a
incidéncia dos adenomas encontra-se na Tabela 3.

Tabela 2 — Classificagao de adenomas hipofisarios e freqiiéncia (%)

1. Adenoma de células somatotroficas (10)
e Densamente granulado (05)
¢ Esparsamente granulado (05)
2. Adenomas de células lactotroficas (29)
e« Densamente granulado (01)
o Esparsamente granulado (28)
3. Adenoma misto de células somatotroficas (05)
4, Adenoma de células primitivas acidofilicas (03)
5. Adenoma de células mamossomatotréficas (01)
6. Adenoma de células corticotréficas (14)
» Ativo endocrinologicamente (11)
e Silencioso (03)
7. Adenomas de células gonadotroficas (07)
8. Adenoma de células tireotroficas (01)
g Adenoma de células “null” (19)
e Nao oncocitica (13)
¢ Oncocitica (08)
10. Adenoma plurihormonal (10)
11. Adenoma nao classificavel (01)

(2
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'A classificacdo proposta & Organizagdo Mundial de Saude ® é baseada na
correlagdo clinica e patologica de mais de 8.000 tumores hipofisarios estudados.

A proposta é baseada em 5 itens princjpais: atividade endocrina, imagens
radiolégicas, achados cirlrgicos, aspectos histologicos, imuno-histoquimicos e ultra-
estruturais. A classificacdo histolégica dos tumores adeno-hipofisarios sugerida pelo
grupo é:

1. Adenoma
a) Tipico

De acordo com o padrao de crescimento:
a) Expansivo

b) Invasivo histologicamente
2. Carcinoma
3. Nao adenoma

De acordo com a classificagdo imuno-histoldgica, a proposta de classificagéo seria
de acordo com a imunorreatividade principal:

) GH

) PRL

c) GHePRL
) ACTH

) FSH/LH/ sub-unidade «

f) TSH

g) Combinagdes de diversos horménios

h) Auséncia de imunorreagao

Em nossa casuistica, até 1994, os adenomas hipofisarios foram classificados de
acordo com o padrdo imuno-histoquimico de produgdo hormonal, em tumores GH, PRL,
GH+PRL, ACTH, PLURI, Subalfa, FSH/LH, Null e TSH conforme exposto na Tabela 3.
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Tabela 3 - Distribuicao dos 344 adenomas hipofisarios segundo o sexo e o
subtipo hormonal imuno-histolégico
SUBTIPO MASCULINO FEMININO TOTAL
HORMONAL N % N % N %
GH 22 61,1 14 38,9 36| 1000
(14,0) (7.5) (10,5)
PRL 28 53,8 24 46,2 52| 1000
(17.8) (12.8) (15.1)
GH + PRL 15 34,1 29 65,9 44| 1000
(9,6) (1,5) (12,8)
ACTH 6 11, 46 885 - 52| 1000
(3.8) (24,6) (15.1)
FSH/LH 21 55,3 17 447 38| 1000
(13.4) (9,1) (11,0)
SUBalfa 12 70,6 5 294 17 1000
(7.6) (2.7) (4,9)
TSH 1 20,0 4 80,0 5 100,00
0.7) (2,1) (1.5)
PLURI 14 452 17 54,8 31 100,0
(8,9) 9.1) (9,0)
NULL 38 55,1 31 449 69| 1000
(24,2) ; (16.,6) (20.1)
TOTAL 157 47,6 187 52,4 344  100,0
% {100,0) (100,0) (100,0)

Figura 2 — Distribuicdo dos 344 adenomas hipofisarios conforme o subtipo
hormonal imuno-histologico.
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Realizamos também a correlagdo dos dados histologicos de coloragao
histoquimica com o subtipo hormonal imuno-histoquimico, conforme mostra a Tabela 4.

.

Tabela 4 - Distribuicao dos adenomas hipofisarios de acordo com a coloragio
histoquimica e com o subtipo hormnonal imuno-histolégico
ACIDOFILO BASOFILO CROMOFOBO TOTAL
N % N % N %
GH 27 20,8 0 0 9 4.8 36
PRL 42 32,3 0 0 10 5,4 52
GH+PRL 40 30,8 0 0 4 2.1 44
ACTH 1 0,8 24 85,7 27 14,5 52
PLURI 12 9,2 2 71 17 9,1 31
SUBalfa 1 0,8 0 0 16 8,6 17
FSH/LH 2 1:5 0 0 36 19,3 38
NULL 5 3,8 2 71 62 33,3 69
TSH 0 0 0 0 5 2,7 5
TOTAL 130 37,8 28 8,1 186 541 344

ADENOMA DE CELULAS SOMATOTROFICAS

Os adenomas de células somatotréficas secretam o horménio de crescimento em
excesso, e estdo associados clinicamente com a acromegalia e gigantismo. Podem se
mostrar como microadenomas intracaseosos ou como macroadenomas, comprimindo ou
infiltrando os seios esfendides ou caseosos, bem como o nervo optico. Os sintomas locais
podem predominar, como alteragdes visuais e dores de cabega.

O adenoma & mais comumente localizado em uma das asas laterais, que ¢ local
principal das células produtoras de horménio de crescimento na hipéfise normal. Em raros
casos o adenoma € ectopico e pode ser detectado em seios esfendides ou regido
parafaringea.

Raramente hiperplasia de células somatotroficas sdo relatadas. Etiologia extra-
hipofisaria do hipersomatotropismo compreende ndo s6 os adenomas ectdpicos, como
varios tumores produtores de horménios de crescimento assim como o excesso de
secrecao do fator liberador de GH (GHRH).

Estudos imuno-histoquimicos demonstram uma positividade variavel em
adenomas esparsamente granulados, sendo que a reacdo é mais fortemente
demonstrado na regido de Golgi, enquanto que os tumores densamente granulados sao
fortemente reativos.

Os tumores mistos produtores de horménios de crescimento e de prolactina sdo
bimorfos, constituidos por 2 tipos de células separadas. Os tumores de células acidofilicas
primitivas s&o tumores monomérficos mostrando um crescimento rapido. Saoc compostos
por células originados de células positivas acidofilicas secretantes de GH e de PRL. Os
adenomas de ceélulas mamossomatotréficas sdo raros, de crescimento lento,
monomorficos, associados com aumento de niveis séricos de horménio de crescimento e
em alguns casos, de hiperprolactinemia. Os dois horménios podem ser localizados no
citoplasma da mesma célula.
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Os’ carcinomas produtores de horménios de crescimento sdo raros, crescem
rapidamente e ddo metastases a distancia.

ADENOMAS DE CELULAS MAMOTROFICAS

Os adenomas secretores de prolactina resultam em varios graus de
hiperprolactinemia, com manifestacées clinicas distintas como a sindrome de galactorréia-
amenorréia em mulheres e diminuicao do libido e impoténcia em homens. Infertilidade
pode ocorrer em ambos os sexos. Em mulheres na pés-menopausa e em alguns homens,
os adenomas de células produtoras de prolactina podem apresentar—se clinicamente
como tumores nao funcionantes.

A técnica imuno-histoquimica detecta presenga de prolactina em neoplasias
hipofisarias com grande sensibilidade. Em materiais histologicos, 2 padrées de
imunocoloragdo podem ser encontrados. Tumores constituidos por células densamente
granulados mostram uma positividade granular forte sobre toda a area citoplasmatica. Em
tumores esparsamente granulados, nos quais ha uma pequena quantidade de granulos
neurosecretérios, a positividade da imunorreagdo é restrita ao complexo de Golgi,
enquanto a imunomicroscopia eletrénica demonstra imunoprecipitado especifico somente
nos granulos neuro-secretorios.

ADENOMA DE CELULAS PRIMITIVAS ACIDOFILICAS

Os adenomas de células primitivas acidofilicas s&o imaturos, geralmente
agressivos, de crescimento rapido, com produgao bi-hormonal associado primariamente
com hiperprolactinemia. Os niveis séricos de prolactina sdo consideravelmente menores
do que esperado naqueles casos de adenoma de células produtoras de prolactina de
tamanhos comparaveis. Os niveis séricos de horménio de crescimento ndo estdo muito
aumentados, mas alguns sinais fisicos de acromegalia podem se desenvolver. O quadro
histoloégico mostra um padrédo difuso de proliferagcdo de células adeno-hipofisarias que
s&o, na sua grande maioria, cromoéfobas ou fracamente acidofilicas. A imuno-histoquimica
destes tumores mostra maior positividade para prolactina do que para o horménio de
crescimento.

ADENOMAS MAMO-SOMATOTROFICO

Estes adenomas raros sao de crescimento lento, bem diferenciado, e causam
acromegalia ou gigantismo, com niveis ligeiramente elevados de prolactina.
Histologicamente, sdo francamente acidofilicos, e tém um padréo difuso ou trabecular. A
imuno-histoquimica demonstra um padrao bi-hormonal que, nestes casos, também pode
ser dificil de separar dagueles adenomas mistos. A microscopia eletrénica demonstra
adenoma altamente diferenciado, semelhante ao adenoma de células produtoras de
horménio de crescimento densamente granulado.

ADENOMAS DE CELULAS CORTICOTROFICAS
1. Funcionantes

Originam-se habitualmente na borda mucdide da hipofise e sdo tumores
pequenos, considerados microadenomas. Geralmente ndo medem mais que 1.5mm em
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diametro. O.qguadro clinico relacionado com a hiperfungao predomina sobre os sintomas
secundarios ao seu tamanho e invasividade.

Os adenomas produtores de ACTH sao habltua1mente basofilicos e positivos para
a coloracao do P.A.S, com padrao sinusoidal predommante Tumores cromofobos séo
raros, sendo estes com padrdo difuso e com pouca ou nenhuma positividade para o
P.A.S.

Estudo imuno-histologico mostra intensa positividade das células para o horménio
adrenocorticotrofico, assim como para a B-lipotrofina e para a alfa-endorfina. Anticorpos
contra a porgao C-terminal da molécula de ACTH também mostram intensa positividade.
Os tumores cromofobos apresentam pouca ou nenhuma imunorreatividade para o ACTH.

2. Silenciosos

Os adenomas corticotroficos silenciosos s@o neoplasias hipofisarias raras
mostrando imunorreatividade para anticorpos contra ACTH, porém sem associagao clinica
com hipercortisolismo, com aparéncia clinica de adenomas nao funcionantes. A
sintomatologia mais frequente é o déficit visual. Estes tumores formam um grupo
heterogéneo de adenomas representados por 3 entidades morfologicas distintas, com
patogénese desconhecida, separadas por dados ultra-estruturais, sendo que a imuno-
histoquimica demonstra que os subtipos | e || dos adenomas corticotroficos silenciosos
exibem um grau variado de positividade para o ACTH e somente uma pequena minoria
dos adenomas do tipo Il reagem com este anticorpo utilizado, podendo imunorreagir com
anticorpos contra as endorfinas.

ADENOMAS DE CELULAS GONADOTROFICAS

Os tumores produtores de gonadotrofina sdo raros e compreendem
aproximadamente 7% de todos os adenomas hipofisarios. Sdo cromoéfobos, apresentam
padrdo sinusoidal, bem vascularizados, com formag¢do de pseudo-rosetas. Alguns
tumores sdo de dificil imunocoloragéo para FSH, LH ou ambos, talvez pela quantidade

pequena de granulos secretérios, pequena quantidade de secregdo ou producdo de
hormaénios.

A técnica de avidina-biotina-peroxidase ajuda muito na coloragdo das sub-
unidades alfa e beta de FSH e LH. Por causa destas dificuldades de imunocoloragéao
normalmente estes tumores necessitam de microscopia eletrénica para um diagnéstico
mais preciso. A microscopia mostra caracteristicas Unicas, ligadas ao sexo. Tumores em
homens sao similares aos adenomas de células nao-null ou sdo mais diferenciados tendo
um nucleo uniforme de células poliédricas com processos citoplasmaticos bem
desenvolvidos. Os adenomas em mulheres consistem de células altamente diferenciadas,
alongadas, com processos finos, apresentando nucleo excéntrico, esféerico, contendo o
aparelho de Golgi grande, composto de estruturas vesiculares com material eletrolucente
(Golgi em favo de mel). Esta ultima caracteristica € um marcador de tumores
gonadotréficos em mulheres.

ADENOMAS DE CELULAS TIREOTROFICAS

Os adenomas produtores de TSH séo raros, correspondendo a aproximadamente
1% de todos os adenomas hipofisarios. O quadro clinico pode corresponder ao
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hipertireoidismo com altos niveis de TSH ou ocorrem em pacientes com hipotireoidismo
de longa duracdo. A imunocoloracdo para hormoénio tireotrofico demonstra intensa
imunorreatividade no citoplasma da célula tumoral. Ha casos em que ha dificuldade na
imunodemonstracao deste horménio, quer pela raridade de granulos, liberagao rapida do
horménio pelas células ou por produgdo de substancia ndo reconhecida pelo anticorpo.

ADENOMA DE CELULAS “NULL” OU NAO IMUNORREATIVOS

Aproximadamente 19% dos adenomas mostram auséncia de evidéncias clinicas
de hiperfungao hipofisaria, assim como, a auséncia de imunoexpressao dos hormdnios
hipofisarios ou alteragdes especificas de diferenciagdo ultra-estruturais. Estes tumores
sdo designados de adenomas de células “null’. Este termo é preferivel, atualmente ao
termo anterior de “adenoma de células indiferenciadas”, porque implicava em anaplasia
em adigdo a auséncia de diferenciagdo especifica. Estes tumores s&o conhecidos por nao
produzir nenhum horménio, mas & improvavel que sejam inativos metabolicamente ou que
representem um grupo homogéneo. Estes adenomas s&o classificados em nao-
oncociticos e em oncociticos, dependendo do contetido de mitocdndrias da célula.

Pela histologia, os adenomas de células “null” ndo oncocitico pertence ao grupo de
adenomas croméfobos, que ndo podem ser distinguidos com certeza de outras formas de
adenomas esparsamente granulados.

Os adenomas de células “null” oncociticos eram classificados como adenomas
acidofilicos no passado. A coloragdo pelo P.A.S. é negativa em ambos 0s grupos. A
distingco entre os grupos é feita através de estudo imuno-histoquimico, que demonstra
auséncia de produgdo hormonal ou a presenca de raras células mostrando positividade
para diferentes horménios hipofisarios, especialmente TSH, FSH, LH, ou subunidade alfa.

ADENOMA PLURI-HORMONAL

Os adenomas pluri-hormonais correspondem a aproximadamente 10% dos
adenomas hipofisarios e podem ser monomorficos ou polimérficos. Os adenomas
plurihormonais monomérficos consistem de um tipo de célula morfologicamente, que n3o
pode, na maioria das vezes ser classificada.

Os adenomas polimérficos compreendem células de GH, células mamo-
somatotréficas e células com caracteristicas de células produtoras de horménios
glicoproteicos.

A melhor compreensdo da citogénese, comportamento biolégico e importancia
clinica destes tumores requer maiores estudos.

Adenomas hipofisarios invasivos

Os adenomas pituitarios invasivos sdo tumores de células adenohipofisarias que
representam a forma intermediaria entre adenomas bem demarcados e os carcinomas
hipofisarios metastatisante. As estruturas vizinhas mais frequentes invadidas sédo dura,
0sso, estruturas venosas, nervos cranianos e sinus. Histologicamente, ndo ha diferenga
entre lesGes benignas, invasivas e malignas dos tumores adeno-hipofisarios.
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Carcinoma hipofisario

Neoplasias malignas raras, os carcinomas . hipofisarios geralmente apresentam
crescimento rapido e podem invadir estruturar vizinhas, inclusive nervos cranianos e
parénguima cerebral, enviando também metastases a distancia. Podem produzir ACTH,
GH e prolactina, com manifestacées enddcrinas, ou apresentar-se “silenciosos”. Dos 15

casos relatados * 7 eram produtores de ACTH, 7 de prolactina, sendo um nao-
funcionante.

Os critérios histologicos, como hipercelularidade, pleomorfismo nuclear, mitoses,
necrose, hemorragia ou invasio nao s3o considerados suficientes para sua diferenciacao
com os adenomas hipofisarios invasivos.

Os estudos de cinética celular realizados * revelam que o indice de PCNA auxilia
a predizer a recidiva de adenomas hipofisarios. Recente estudamos um caso de
carcinoma hipofisario produtor de ACTH, com indice de PCNA de 6% no espécime
cirurgico hipofisario e de 10% na metastase hepética. Em comparacdo, os adenomas
hipofisarios ACTH invasivos tiveram indice de PCNA de 34 + 19% enquanto nio-
invasivos mostraram PCNA em 1,7 + 1,5% das células. Nos demais subtipos hormonais
de adenomas, o indice foi de 2,9 + 1,5% nos invasivos e 1.5 + 1,3% nos nao-invasivos ©

Tumorigenese

A maioria dos adenomas hipofisarios sio proliferagées monoclonais. Mutagbes
somaticas envolvendo genes que governam proliferagao celular em producdo hormonal
tem sido dificeis de serem identificadas. A etiologia genética da maioria dos adenomas
hipofisarios é ainda desconhecida .

Os adenomas hipofisarios podem ser desenvolvidos de forma esporadica ou como
parte da neoplasia endécrina multipla tipo | (MEN-I). Recentemente, o gene responsavel
pelo MEN | foram encontrados em um subgrupo pequeno de adenomas hipofisarios
esporadicos ¥

Estudando a patogénese molecular de tumores hipofisarios © confirmaram que o
trago autossomico dominante do MEN | est3 presente em uma minoria dos tumores de
hipdfise (perda do material genético no cromossoma 11913), e que ha pouco progresso
na elucidagcdo das anormalidades celulares genéticas intrinsecas na tumorigénese
hipofisaria.

Mutagdo da subunidade alfa do gene Gs (Gsp) foi descrita em uma pequena
porcentagem de adenomas somatotréficos (101"

Eventos raros, relatados por diversos pesquisadores, em adenomas de hipdfise,
incluem presenca do oncogene ras "*'¥ do gene supressor tumoral p53 "3 oy da
proteina quinase C "? e relatos da perda de heterogenidade do gene do retinoblastoma —
Rb "®""® oy do locus do gene da neoplasia endécrina multipla tipo | "9 além da
substituicdo de uma base da proteina Gs em adenomas somatotréficos raras (11120

Por outro lado, a hipdfise é local de sintese e de agdo de varios fatores de
crescimento que representam candidatos potenciais na tumorigénese hipofisaria ",

Fatores de crescimento como o EGF, o TGF-« e 0 bFGF ?'?2 modulam a
produgéo de horménios e provavelmente estdo envolvidos no controle do crescimento de
células hipofisarias.
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"Foi demonstrada a presenca de IGF-1 ?® de TGF-a, EGF e de EGF-R ##) em
diferentes subtipos de adenomas hipofisarios.

Mais relevante € demonstragdo de mRNA do receptor do fator de crescimento
epidérmico (EGF-R) correlacionando-se com a recorréncia tumoral )

Outros autores “®, ao estudarem 54 tumores hipofisarios, detectaram expressao

de c-erbB-2 nos tumores nao funcionantes, na metade dos produtores de GH e Prolactina
e nao demonstraram em adenomas corticotréficos. Mais importante ainda, foi a nao
correlagao da expressao de c-erbB-2 com parametros clinicos.

“7 Detectaram a expressdo de c-erbB-2 no citoplasma de células hipofisarias
normais (10 casos) em adenomas hipofisarios (16 casos). A expressdo da proteina foi
examinada do ponto de vista imuno-histoquimico, expresséo de RNA mensageiro por RT-
PCR e PCR competitivo, amplificagdo génica por PCR diferencial e mutacdes, por
sequenciamento de DNA. Foi demonstrada positividade intra-citoplasmatica em raras
celulas ndo tumorais com a utilizagdo de anticorpo contra a porgéo intracelular, porém
com a utilizagdo da porgao extracelular, nao houve imunoexpressao de membrana. Nao
houve diferencas entre a hipdfise normal e adenomatosa com relagdo a expressao do
RNA mensageiro.

Estudamos a imunoexpressao do c-erbB-2 em 344 adenomas hipofisarios sob
diversos aspectos “?, De todas as neoplasias analisadas, detectamos, através da imuno-
histoquimica, com o uso de anticorpo contra a porgao extracelular do receptor c-erbB-2, a
presenca de células tumorais com imunoexpressdo em membrana em um unico caso. O
diagnostico desse caso de carcinoma hipofisario com metastases hepaticas,
apresentando imunoexpressao de c-erbB-2 em membranas de células neoplasicas. Nos
outros casos, houve imunoexpressao citoplasmatica de c-erbB-2 em 41 adenomas (2
prolactinomas, 2 adenomas somatotréficos, 8 adenomas mistos GH/PRL, 6 adenomas
pluri-hormonais, 8 adenomas de células NULL, 8 adenomas gonadotréficos e 7
corticotréficos).

Craniofaringeomas

Os craniofaringeomas sao freqlientemente diagnosticados em criangas e adultos
jovens, com pico de incidéncia na segunda década. Ocorrem na regido da sela turcica,
sendo frequentemente supraselares. Constituem de 3 a 5% das neoplasias
intracranianas, sendo o segundo tipo tumoral mais freqiente nesta regido “**°. Além dos
sintomas mais comuns encontrados em pacientes portadores de craniofaringeomas, como
cefaléia e alteragbes visuais, podem ocorrer graus variaveis de deficiéncia hormonal em
32% dos casos e diabetes insipidus em 6% dos casos ©°.

Macroscopicamente, os craniofaringegomas podem variar em tamanho, forma,
consisténcia, podendo ter areas solidas e areas cisticas. Microscopicamente, os
craniofaringeomas sado compostos por uma variedade de células epiteliais consideradas
derivadas de restos embrionarios da bolsa de Rathke ?**°%") As células epiteliais formam
ninhos ou trabeculas e/ou cistos revestidos por epitélio embebido em tecido conjuntivo
frouxo ou estroma glial. As células epiteliais formam dois padrdes distintos. H& ninhos
solidos de células escamosas formando pérolas escamosas e/ou queratinizagao
estratificada, com a presenga de granulos queratohialinos.

O mais recente subtipo descrito de craniofaringeoma, o craniofaringeoma
papilifero, ocorre quase exclusivamente em adultos, mostrando-se geralmente sélido, sem
calcificacao, apresentam epitélio escamoso papilifero, com células em palicada e nédulos
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queratéides, “colesterol ou células gigantes. Em nossa experiéncia de 43 casos,
encontramos somente os craniofaringeomas classicos, com padroes epidermoide e
adamantinomatoso.

Coloragédo imuno-histolégica para citoqueratinas nos craniofaringeomas classicos
demonstra positividade difusa no epitélio adamantinomatoso (células basais e estrelares).
mais intenso nas células suprabasais das cordas de anastomoses. Nas regides cisticas, o
epitélio achatado cora-se para citoqueratinas. Em nédulos queratéticos as celulas coram-
se intensamente, alternando-se com células ndo coradas. A vimentina &€ demonstrada nas
células do estroma e nas celulas endoteliais.

Metastases para a hipofise )

As neoplasias metastaticas ocorrem primeiramente no lobo posterior e haste
hipofisaria e disseminam-se para o lobo anterior via vasos portais. Metastases em regiao
selar ocorrem em 1 a 3% dos pacientes com neoplasias malignas. As metastases
hipofisarias raramente causam sintomatologia por disfungao endoécrina. Os tumores
primarios que mais frequentemente metastatizam para a regido hipofisaria sédo os de
mama, bronquios, colon, prostata e melanoma.
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9. ﬁREOIDE, PARATIREOIDE, PANCREAS ENDOCRINO E ADRENAL

Vania Nosé

TIREOIDE

Inimeras substancias podem ser detectadas por imuno-histoquimica em células
tireoideanas normais e suas neoplasias.

Os marcadores mais comumente utilizados em diagnostico sdo a tireoglobulina
para células foliculares e calcitonina para as células C da tiredide.” Os marcadores de
prognostico para carcinoma medular de tiredide sdo a calcitonina e o antigeno
carcinoembrionario e a diferenciacdo de tumores foliculares pode ser feita com o uso de
anticorpos anti-citoqueratina de pesos moleculares diversos.

1. Células foliculares

Os produtos de células foliculares identificados por imuno-histoquimica sao a
tireoglobulina, tiroxina (T4) e triiodotironing (T3). As glandulas normais mostram variagao
de imunocoloragdo nos diferentes foliculos, sendo que as células ativas cuboidais e 0
coléide intraluminal demonstram intensa imunoexpressao de tireoglobulina, T4e T3 Jaos
foliculos dilatados, repletos de coloide, revestidos por células achatadas, inativas,
mostram-se negativos ou palidamente coradas.

Em glandulas tireoideanas com bécio coloide e doenga de Graves, ha intensa
imunocoloracdo em células foliculares hiperplasicas e no coldide. Os adenomas
foliculares mostram grande variagao no padrao de imunoexpressao de tireoglobulina.

« Adenomas hiperativos e hiperfuncionantes tém imunorreatividade para tireoglobulina
mais intensa do que os adenomas hipofuncionantes.

e Os adenomas tipo macrofoliculares com células foliculares achatadas, sé&o
freqlientemente negativos para tireoglobulina, podendo ter imunoexpressao focal em
areas com células cuboidais e no coldide.

« Os adenomas oncociticos, ricos em mitocondria, exibem padrao de imunocoloragao
globular para tireoglobulina, no apice das células foliculares.

e Os adenomas de células claras exibem padrdo em pontilhado focal em ceélulas
faliculares.

Estudos bioquimicos e histogquimicos demonstram que a tireoglobulina produzida
por neoplasias tireoideanas difere da produzida por glandulas normais.

Em carcinomas da tiredide derivados do epitélio folicular, ha concordancia de que
os tumores mais diferenciados expressam mais intensamente a tireoglobulina do que os
menos diferenciados, sendo que os tumores anaplasicos raramente imunocoram para
tireoglobulina, quer em sua forma primaria ou em metastases.

Mais de 90% dos carcinomas foliculares e papiliferos da tiredide apresentam
imunocoloracdo para tireoglobulina, assim como as suas metastases. A imunocoloragao
para tireoglobulina em tumores foliculares e suas metastases tem alta especificidade
(99%) e alta sensibilidade (92-95%).
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" Os carcinomas foliculares imunocoram para tireoglobulina com uma distribuicao
irregular, com areas mais imunocoradas do que outras e com células intensamente
coradas e células negativas.

Os carcinomas papiliferos apresentam coloragéo difusa intracitoplasmatica e
ocasionalmente podem apresentar padrdo de tireoglobulina apical ou basal nas células
neoplasicas.

Os carcinomas insulares de tiredide (pouco diferenciados) apresentam
imunoexpressado de tireoglobulina no coldide e no citoplasma das células neoplasicas,
sugerindo que esta neoplasia seja um tipo intermediario entre o carcinoma bem
diferenciado e o anaplasico.

A distribuicdo dos filamentos intermediarios nas células foliculares e suas
neoplasias tem sido descrita por inuUmeros autores. Miettinen et al. "’ demonstraram a
presenga de citoqueratinas de alto peso molecular em algumas células foliculares em 8%
de tiredides normais, 44% de hiperplasias, e em todos os casos de tireoidite crénica.
Todos os casos de carcinoma papilifero imunoexpressaram citoqueratinas de alto peso
molecular, assim como a variante folicular dos carcinomas papiliferos. Poucos casos de
carcinoma anaplasicos (20%), carcinomas medulares (7%) e carcinomas foliculares (6%)
imunocoraram para aquelas citoqueratinas.

Fonseca et al. ® estudaram 41 carcinomas papiliferos, 10 carcinomas foliculares,
2 carcinomas pouco diferenciados e 34 tiredides normais ou com tireoidite linfocitaria, e
encontraram imunoexpressao de CK7 em 18 tiredides normais e tireoidites linfocitarias e,
em menor expressao demonstraram as CK8 e CK19. Os carcinomas foliculares e
papiliferos imunoexpressaram as citoqueratinas do tipo de epitélio simples (CK7, 8, 18 e
19). As citoqueratinas de alto peso molecular, proprias dos tipos de epitélio estratificado
(CK 5/6 e 13) foram encontradas somente nos carcinomas papiliferos. Estes achados sdo
concordantes com os de Miettinen et al. .

Schelfhout et al. ®" demonstraram as citoqueratinas 8 a 18 em todas as células
foliculares normais, hiperplasicas ou neoplasicas. Todos os carcinomas papiliferos
imunocoraram para a citoqueratina 19, e estes autores consideraram essa citogueratina
caracteristica das neoplasias papiliferas, pois em outras lesdes, apenas uma pequena
porcentagem das células imunoexpressaram a citoqueratina 19,

O epitélio folicular normal, hiperplasico e neoplasico, exibe vimentina apesar de
haver variages na freqliéncia da positividade para vimentina relatada por diferentes
autores. O padréo filamentar, na porgdo basal ou de membrana celular também nao
diferencia epitélio folicular normal, as tireoidites, e as diversas neoplasias tireoideanas.

O antigeno epitelial de membrana (EMA) esta presente nos carcinomas
papiliferos, porém foi encontrado focalmente em alteragdes papiliferas de lesées benignas
por Damiani et al. “. Esses autores também demonstraram presen¢a de alcian blue nos
carcinomas papiliferos enguanto as papilas benignas ndo continham alcian blue. CD57
(Leu 7 ou HNK-1), também considerado um marcador neuroenddcrino, esta presente nos
carcinomas foliculares e papiliferos e raramente presente, focal, em lesdes benignas.

Fatores de crescimento celular, seus receptores, oncogenes e genes supressores
tumorais também tém sido demonstrados em diversas neoplasias tirecideanas, sendo
atualmente motivo de debates, existindo correlagdo com comportamento biolégico e como
fator prognéstico dessas neoplasias.
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2. Células C ou células parafoliculares

As células C da tiredide sintetizam calcitonina e contém também cromograninas,
sinaptofisinas e enolase neurdnio especifica. Estas células estdo localizadas nos foliculos
tireoideanos, isoladamente ou em pequenos grupos celulares e se concentram
principalmente nos tergos superior e médio dos lobos direito e esquerdo, sendo escassas
no istmo. As células C podem ser identificadas por imuno-histoquimica utilizando-se
anticorpos contra calcitonina e comograninas, e foi através desse método que a sua
distribuicao foi melhor estudada.

A hiperplasia de células C, também visualizada pela imuno-histoquimica, &
caracterizada pelo aumento destas células nos foliculos e ao redor destes. As celulas C
hiperplasicas estdo separadas do intersticio por ldmina basal folicular, sendo que a
invas@o da membrana basal com células C no intersticio ja caracteriza o carcinoma
medular. Os carcinomas medulares acompanhadas de hiperplasia de células C fazem
parte da forma familial da neoplasia, enquanto que a forma esporadica do carcinoma
medular geralmente ndo apresenta hiperplasia das células C.

Os carcinomas medulares de tiredide sdo habitualmente pluri-hormonais e
imunocoram para calcitonina, antigeno carcinoembrionario (CEA), citogueratinas de baixo
peso molecular, enolase neurénio especifica, cromograninas A, B e C e sinaptofisinas. Os
outros horménios que estes tumores podem imunoexpressar incluem ACTH,
somatostatina, serotonina, beta-endorfina, peptideo intestinal vasoativo, horménio
estimulante dos melanécitos (MSH), prostaglandinas, bombesina, histaminase, glucagon,
insulina, gonadotrofina coriénica, molécula de adesdo de células neurais (N-CAM), entre
outros.

A calcitonina e o CEA tém distribuigdo imuno-histolégica semelhante em
hiperplasias de célula C e em carcinoma medular restrito a tireoide. Nos carcinomas
disseminados ha relagéo inversa entre calcitonina e CEA com aumento de CEA e perda
da imunoexpressao para calcitonina. Como regra, as células C com hiperplasia tém maior
imunorreatividade para CEA do que as células C normais e maior imunorreatividade para
calcitonina do que as células do carcinoma medular. Como indicador de mau prognéstico
também, a maior imunorreatividade para CEA e pobre imunocoloragdo para calcitonina
nos carcinomas medulares tem sido encontrado por diversos autores.

A expressao de citoqueratinas de baixo peso molecular pode ser acompanhada da
imunoexpressao de vimentina e neurofilamentos.

Os carcinomas medulares sdo negativos para tireoglobulina e a imunorreagdo
para aquele horménio identifica normalmente os foliculos residuais.

Entretanto, inumeros casos de carcinomas mistos folicular-medular tém sido
relatados, com imunoexpressao de ambos, calcitonina e tireoglobulina na mesma célula.

Kargi et al. © relataram a presenca de diferenciagdo neuroenddcrina em
carcinomas papiliferos, foliculares e indiferenciados da tiredide, ao imunocorarem para
sinaptofisinas, NSE, cromograninas e calcitonina. Estes autores postulam que uma célula
primitiva derivada do endoderma pode dar origem as células C e as células foliculares.

Dobashi et al. ® apontaram que a imunoexpressdo de p53 tem papel importante
nos subtipos agressivos dos carcinomas de tiredide. Ao estudarem 110 casos de
carcinomas de tiredide, encontraram positividade para aquela oncoproteina em 11,1% dos
carcinomas papiliferos bem diferenciados, 14,3% dos carcinomas foliculares bem
diferenciados, 40,9% dos carcinomas pouco diferenciados e em 63,6% dos carcinomas
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indiferenciados. Nao encontraram imunopositividade em tiredide normal, em tireoidite,
adenoma folicular, ou em baocio.

PARATIREOIDE

O hiperparatireoidismo (HPT) & uma doenga enddcrina com alta prevaléncia
(1/1000). Entre as doengas classicas endécrinas, apenas o diabetes mellitus e o
hipertireoidismo sdo mais frequentes que o HPT. O hiperparatireoidismo caracteriza-se
por hipercalcemia devido ao excesso de secre¢do do horménio paratirecideano (PTH),
que leva também ao quadro clinico de doenga Ossea e nefrolitiase. O HPT pode ser
subdividido em primario (adenomas, 85%) ou secundario (12-15%, hiperplasias) ou
raramente carcinomas (1-2%). Infelizmente, a diferenciagdo entre adenomas e
hiperplasias pelo quadro clinico, biogquimico ou anatomopatolégico e dificil.

O PTH pode ser identificado nos granulos secretérios de células principais
normais, hiperplasicas ou neoplasicas por imuno-histoquimica, porém depende do
anticorpo utilizado, sendo que o anticorpo bovino é o que produz melhores resultados. A
hibridizagdo in situ, entretanto, & melhor na identificagdo de células principais da
paratiredide.

A proteina secretora da paratiredide (PSP), idéntica a cromogranina A, € um
dimero com 2 subunidades idénticas, tem sido identificada nas células principais por
imunofluorescéncia.

O anticorpo monoclonal anti-paratireside (E11), descrito por Bjerneroth et al.
que reage com a glicoproteina de alto peso molecular que age como receptor de calcio na
superficie das células da paratiredide e media os niveis de calcio através da liberagao do
PTH, foi considerado como de valor para diferenciar células normais das celulas com
HPT.

A proteina relacionada ao horménio da paratiredide (PTHrP) tem sido detectada
em diversas células normais, como as da paratiredide, pele, glandula mamaria, placenta e
nas hiperplasias e adenomas de paratiredide e em diversas neoplasias associadas com
hipercalcemia.

As células principais da paratiredide imuno-reagem para as citoqueratinas
numeros 8, 18 e 19, porém, ndo expressam as CK de alto peso molecular. Miettien et al.
® nZo encontraram imunorreacdo para vimentina, porém encontraram para
neurofilamentos em células de 33% dos adenomas de paratiredide.

Vargas et al. ¥ estudaram 10 adenomas, 10 lesdes atipicas e 11 carcinomas de
paratiredide para identificar o papel diagndstico e prognostico do antigeno Ki-67 pelo
anticorpo MIB-1, p53, RB e bcl-2 por imuno-histoquimica. A conclusao daqueles autores &
de que o p53 e o bcl-2 no foram Uteis no diagnéstico diferencial de lesdes benignas das
malignas enquanto que o indice do antigeno Ki-67 maior do que 40% correlaciona-se com
neoplasia maligna e que RB negativo tende a excluir lesées benignas.

Anormalidades genéticas em Tumores Paratireoideanos
a) Ciclina D1/PRAD1 (Paratireéide Adenoma 1)

Varios oncogenes humanos foram descobertos por estarem adjacentes a quebras
cromossdmicas em tumores. Frequentemente, estes rearranjos cromossémicos levam a
expressdo desregulada de um protooncogene, convertendo-o em oncogene. O gene
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PRAD1 e -a proteina ciclina D1 por ele codificada foram os primeiros a ser
convincentemente incriminado na tumorigénese da paratiredide. O PRAD1 & um
protooncogene localizado no brago longo do cromossoma 11 e seu produto protéico
ciclina D1, de 295 aminoacidos & um regulador do ciclo celular na fase G1. A amplificacao
do gene da ciclina D1 tém sido implicado na patogénese de inimeras neoplasias como
linfomas centrociticos (praticamente 100% dos casos), neoplasias de mama (81%),
tumores de células escamosas (30-35%), de eséfago (35%) e alguns casos de neoplasias
de bexiga, hepatocelular, pulméo e pele. Arnold et al. '” estudaram a expressao da
ciclina D1 em 65 adenomas de paratiredide e encontraram um aumento desta proteina
em aproximadamente 20% dos casos. Além deste achado, neste mesmo trabalho, dois
dentre os trés casos de carcinomas de paratiredide, apresentavam aumento da expressao
da ciclina D1. Os autores concluem que esta proteina possa exercer papel importante na
génese de tumores paratirecideanos, particularmente em carcinomas.

O aumento da expressao deste gene se deve a uma inversdo no brago curto do
cromossoma 11, criado por uma quebra na vizinhanga do gene do PTH. Apds a quebra,
ha rotagdo da porgdo central do cromossoma usando o centrdmetro como eixo de
religacdo ao cromossoma posteriormente. Esta inversdo cromossdmica leva a
justaposicdo da regido regulatéria do gene do PTH ao oncogene ciclina D1/PRAD1. O
resultado deste rearranjo seria 0 aumento da expressdo do oncogene, que é um regulador
do ciclo celular e presumivelmente um incremento da proliferagao celular.

b) p53 e RB

Em carcinomas de paratiredide anormalidades de genes supressores de tumores
como o p53 e RB foram encontrados. As anormalidades no p53 tém sido descritas numa
minoria dos casos de carcinomas paratireoideanos (30%). Existe nestes casos um
aumento da expressdo desta proteina detectada por imuno-histoquimica e perda de um
alelo do gene do p53 detectados por exames de polimorfismo do DNA. Estas Ultimas
alteragcbes haviam sido descritas como especificas para carcinomas, porém tém sido
encontradas em séries de adenomas de paratiredide e a expressdo de p53 em
hiperplasias paratireoideanas foi encontrada em nossa casuistica.

Estudamos a expressdo de p53 em 49 glandulas da paratireide em pacientes
urémicos com hiperparatireoidismo refratario. A hiperplasia nodular foi o achado
predominante em 77,5% das glandulas, com maior proporgdo de células oxifilicas e
arranjos celulares neste grupo. Nao houve correlagdo entre PTH sérico, calcio e padrio
de hiperplasia. Houve imunorreatividade nuclear de p53 em 55% das glandulas
hiperplasicas, sendo tal reacdo negativa nas 12 glandulas normais utilizadas como
controle. Nossos resultados sugeriram que a expressao do p53 pode estar envolvida em
hiperplasias de paratiredide.

A inativagdo do gene RB foi descrita como uma alteragdo freqlente em
carcinomas em uma série de 19 adenomas e 9 carcinomas """, Esses autores
descreveram uma perda de um alelo do gene RB em 100% dos casos de carcinoma
estudados, levando a anormalidade da expressao desta proteina por imuno-histoquimica.
Estes achados néo foram encontrados em nenhum adenoma estudado. Portanto, o gene
RB parece estar ligado a génese de carcinomas de paratiredide, mas nio de adenomas.
Sua expressao em hiperplasias paratireoideanas é desconhecido. Curiosamente, é sabido
que a ciclina D1 & um fator regulador da fungéo da proteina RB, inativando-a por induzir
fosforilagdo da mesma. Este achado sugere um mecanismo génico interligado na
formacgao destes tumores.
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“Estudamos '? a imunoexpressio de c-erbB-2 em 102 tumores e hiperplasias de
paratiredide (28 adenomas, 12 hiperplasias primarias, 57 hiperplasias secundarias e 5
carcinomas). Observamos que houve imuno-detecgdo do oncogene em membranas nos
515 casos de carcinomas, em 50% dos adenomas e estava ausente em paratiredide
normal. Encontramos também imunoexpressdo de c-erbB-2 em alguns casos de
hiperplasia, indicando que o c-erbB-2 pode ser um fator no desenvolvimento e
manutencao da proliferagao.

Como vemos em outros 6rgéaos, também a tumorigénese paratireoideana decorre
de alteracbes de multiplos genes.

PANCREAS ENDOCRINO

As ilhotas pancreaticas sdo formadas por células arredondadas ou poligonais
separadas por capilares sanguineos e separadas do péncreas exocrino por tecido
conjuntivo. Existem ao redor de 1.000.000 ilhotas no pancreas, correspondendo a 1,5%
do volume pancreatico.

Por imuno-histoquimica, as células pancredticas sdo separadas de acordo com a
producdo hormonal e as principais células sao:

1. Células beta, produtoras de insulina, que constituem 60 a 80% das células das ilhotas,
sendo pequenas, cromofobas a coloragdo de rotina, por conterem granulos
irregulares, esparsos.

2. Células alfa, produtoras de glucagon, sdo menos freqlientes, correspondem a 15 a
20% das células das ilhotas e estéo localizadas preferencialmente na periferia.

3. Células delta, produtoras de somatostatina correspondem de 5 a 15% do total das
células endocrinas.

4. Células PP, produtoras do polipeptideo pancreatico, estdo localizadas
preferencialmente na cabeca do pancreas e correspondem a menos de 2% das
células das ilhotas.

5. Outros tipos celulares produtores de varios outros horménios, entre eles células
enterocromafinicas, produtoras de serotonina, células produtoras de peptideo
intestinal vasoativo, gastrina, etc.

6. Células enddcrinas presentes em localizages extra-ilhotas, principalmente em ductos
pancreaticos.

As células endodcrinas do pancreas coram-se para marcadores endocrinos
genéricos, como as cromograninas, enolase neurdnio-especifica, sinaptofisinas e
neurofilamentos, além dos marcadores hormonais especificos para cada célula.

IMUNO-HISTOQUIMICA EM NEOPLASIAS DE ILHOTAS PANCREATICAS

Os tumores enddcrinos do pancreas correspondem a uma pequena fragéo de
todos os tumores pancreaticos. A maioria ocorre em adultos e a localizagdo mais comum
€ no corpo e cauda do pancreas.

O aspecto histologico é dividido de acordo com o padrdo de crescimento em
solido, glandular e cribiforme, muitas vezes relacionado com o tipo celular endécrino. O
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aspecto cribiforme geralmente & formado por células alfa ou beta e o glandular por células
G ou VIP.

O estroma pode ser hialino ou com material amtlmde principalmente nos tumores
produtores de insulina. O polipeptideo amildide das ilhotas (IAPP) pode ser detectado por
imuno-histoquimica.

A maioria dos tumores de ilhotas produz sindrome enddcrina decorrente da
secre¢ao de um ou mais horménios. Alguns tumores podem ser nao funcionantes.

Estudos imuno-histoquimicos de tumores das ilhotas pancreaticas demonstraram
que os tumores pluri-hormonais sdo comuns e que podem ocorrer em uma variedade de
formas:

1. Varios tipos celulares como tumor unico,
2. Varios tumores, com tipos celulares diversos,
3. Varios tumores, sendo cada um com varios tipos celulares.

Podem ser encontrados diversos horménios na mesma célula e até no mesmo
granulo secretdrio. A célula predominante, com a produgdo hormonal principal que produz
sindrome clinica, & a que denomina a neoplasia.

As coloragdes de rotina permitem identificar o tumor pancreatico como sendo de
origem endaocrina, porém para melhor caracterizar a neoplasia, a imuno-histoquimica se
faz indispensavel.

Como marcadores genéricos, essas neoplasias imunoexpressam enolase
neurdnio especifica, cromograninas A e B, sinaptofisinas, neurofilamentos, alfa-1-anti-
tripsina, pre-albumina, entre outros. Dos horménios identificados nos tumores de ilhotas,
os principais s&o insulina, glucagon, somatostatina, polipeptideo pancreatico, gastrina,
peptideo intestinal vasoativo, ACTH, ADH, MSH, Calcitonina, neurotensina, PTH, GH,
GHREF e sub unidade alfa do HCG

A caracterizagao precisa do fenotipo imuno-histoquimico dos tumores endocrinos
do pancreas é importante porque:

1. A producédo hormonal principal correlaciona-se com o potencial metastatico da
neoplasia: os insulinomas sd3o malignos em apenas 5 a 10% dos casos, 0s
glucagonomas sao malignos ao redor de 60% e os gastrinomas, VIPomas e SRIFoma
sdo malignos em aproximadamente 75% dos casos, enquanto os carcindides
produtores de serotonina s&o, na sua grande maioria, malignos.

2. Em tumores néo funcionantes clinicamente, o estudo imuno-histoquimico pode
ser o unico dado funcional da neoplasia, indicando produgao hormonal.

3. Uma grande proporg¢do de tumores de ilhotas pancreaticas mostra-se pluri-
hormonal e os sintomas de superprodugdo de um horménio podem mascarar
os sintomas do outro horménio.
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Neoplasiés endocrinas pancreaticas especificas
1. Insulinomas ou tumores de células beta

Ocorrem em ambos o0s sexos, principalmente em adultos, sendo os tumores mais
comuns e melhor estudados. Menos de 10% dos pacientes sdo parte da sindrome
enddcrina multipla tipo | (MEN ).

A triade caracteristica desta neoplasia é:
a) Confusdo mental, fraqueza, cansaco, convulsées
b) Glicemia abaixo de 50 mg/dl

c) Melhoria dos sintomas apos administracéao de glicose.

Os insulinomas sdo solitarias a este mais de 90% dos casos, pequenos, com 70%
medindo menos do que 1,5 cm. Estdo localizados no pancreas e raramente em parede
duodenal.

Microscopicamente, estes tumores séo soélidos ou podem ter aspecto cribiforme.
Imunoreagem fracamente para cromograninas e coram uniformemente para insulina, de
maneira menos intensa do que as células beta normais. A metade dos casos pode,
também, corar para proé-insulina.

Os insulinomas bem diferenciados (tipos 1 e 2), mostram coloragéo uniforme e
difusa para insulina, enquanto os tumores menos diferenciados (tipos 3 e 4) mostram
reagao focal e fraca para esse horménio.

O aspecto histologico ndo diferencia insulinomas benignos do malignos, sendo
estes Ultimos s6 diagnosticados por infiltragdo a tecidos adjacentes ou metdastases.
Somente 6-10% dos insulinomas s&o malignos.

Todos os 10 casos de insulinoma diagnosticados em nosso servigo, exibiram
imunoexpressao para cromograninas e insulina. Somente 1 caso foi mono-hormonal,
sendo que 9 casos produziam 2 ou mais horménios, conforme exposto na Tabela 1.

Caso Idade/ | Cromogranina | Insulina | Glucagon | Gastrina | Somatostatina
Sexo
1 65 alF + + - - +
2 65 alF + + - - +
3 30 a/lM + + - + %
4 17 a/lM + + + + +
5 49 a/F % + - - +
6 65 a/M + + + + +
7 36 a/F + + - - -
8 61 a/M * + - + ¥
9 45 a/M B + + + ¥
10 74 alF + + - + ¥
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2. Glucagonomas ou tumores de células alfa

Os glucagonomas podem ser divididos em dvis tipos distintos. Um, associado com
a sindrome do glucagonoma, normalmente sio tumores Unicos e grandes, com padrao
microscopico indistinto, pouca imunorreatividade para glucagon e alta incidéncia de
malignidade (60% dos casos).

Os glucagonomas nao associados a sindrome do glucagonoma, normalmente s3o
pequenos e multiplos, com padrdo cribiforme de crescimento e sdo imunorreativos
uniformemente com grande intensidade para glucagon, pois tem granulos tipicos das
células alfa a M.E. Estes tumores s&o geralmente benignos. -

3. Gastrinomas ou tumores das células G

Estes tumores, que podem estar localizados no pancreas, parede duodenal ou
antro gastrico, produzem a Sindrome de Zollinger-Ellison, devido a produgao excessiva de
gastrina. A sindrome é caracterizada por aumento da acidez gastrica com Ulceras
gastricas, duodenais e jejunais, acompanhado de diarréia.

Os tumores esporadicos produtores de gastrina, associados com a Sindrome de
Zollinger-Ellison, séo solitarios no pancreas ou na parede duodenal e sdo freqlientemente
malignos. Os tumores associados com a Sindrome da Neoplasia Endécrina Mdltipla tipo |
(MEN-I) sdo multicéntricos, localizados principalmente na parede duodenal e sdo mais
raramente malignos do que os da forma esporadica.

Do ponto de vista histologico, os gastrinomas tém padréo de crescimento sélido ou
glandular e, a imuno-histoquimica, as células neoplasicas imunocoram para gastrina. O
pancreas ndo neoplasico nos pacientes com gastrinoma apresenta hiperplasia das
diversas células das ilhotas pancreaticas.

Perkins e cols, 1992, ao estudarem 25 gastrinomas encontraram
imunopositividade para gastrina em todos os tumores e 24 deles apresentaram
hibridizagdo para mRNA da gastrina positivo. Demonstraram também que sO o0s
gastrinomas malignos imunocoraram para ACTH.

4. VIPomas ou tumores produtores de VIP

Estes tumores estdo associados com a sindrome clinica de diarréia na auséncia
de hipersecregdo gastrica. As caracteristicas morfologicas e ultra-estruturais sao
semelhantes aos gastrinomas, porém, por imuno-histoquimica, ha demonstracdo do
polipeptideo intestinal vasoativo (VIP) e auséncia de gastrina. Alguns tumores também
contém polipeptideo pancreatico, calcitonina e subunidade alfa do HCG

5. Somatostatinomas ou tumores de células delta

Estes tumores apresentam-se clinicamente como n&o funcionantes ou o paciente
pode apresentar-se com diabetes, colelitiase, esteatorréia, hipocloridia e anemia. A
maioria destes tumores esta localizada no pancreas, porém alguns podem estar
localizados na parede duodenal. A imunorreatividade para somatostatina pelas células
tumorais é difusa, porém fraca.
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6. Tumores de células PP (Polipeptideo pancreatico)

Estes tumores s&o raros, somente recebgndo tal denominagao se formados, em
sua maioria, por células produtoras de PP. Uma grande parte dos outros tumores de
ilhotas pancreaticas pode ter uma pequena proporcéo de células imunorreativas para este
horménio.

ADRENAL

As doencas da adrenal estdo associadas com uma variedade de sindromes
clinicas, resultado de anormalidades de producéo e secrecdo de diversos horménios e
catecolaminas. Os critérios macroscopicos e microscopicos das neoplasias de adrenal
sao insuficientes para o diagnoéstico definitivo, devendo-se levar em consideracdo dados
clinicos e laboratoriais, microscopia eletrénica, imuno-histoquimica, citometria de fluxo,
biologia molecular e bioquimica.

A cortex adrenal & de origem mesodérmica, enquanto que a medula & derivada da
crista neural ectodermica. Por imuno-histoquimica, as células da medula adrenal contém
enolase neurdnio especifica, sinaptofisinas, cromograninas e peptideos reguladores, além
de catecolaminas e enzimas sintetizadoras de catecolaminas. As células da cortex

adrenal imunorreagem focalmente para citoqueratinas 8 e 18 (CAM 5.2 e 35BH11) e
vimentina.

Tumores da cortex adrenal

Os adenomas e carcinomas da cértex adrenal podem ter diferencas importantes
na frequéncia de positividade para citoqueratinas, dependendo da especificidade dos
anticorpos utilizados e do tipo de preparo do tecido. A fixagao do tecido por formol 10%,
mesmo tamponado e embebido em parafina, leva a resultados negativos para
citogueratinas em adenomas ou carcinomas. Varios tipos de citoqueratinas testados por
diversos autores em tecido assim fixados, tem sido ausentes nos tumores por imuno-
histoquimica. Entretanto, em tecidos frescos congelados e fixados em alcool, 60% dos

carcinomas de adrenal imunorreagem para citoqueratina 8 (CAM 5.2) e citoqueratina 18
(CK2/CK18).

Vimentina esta presente na maioria dos carcinomas de adrenal, quer em tecido
fresco congelado ou em tecido fixado em formol, parafinizado e tripsinizado "?. Estudos
" demonstraram também que os carcinomas de cértex adrenal podem ter diferenciacdo
neuroendécrina, com  imunorreatividade para enolase neuronio  especifica,
neurofilamentos, proteina S-100 e sinaptofisinas. Naqueles estudos, o autor encontrou
8/10 casos positivos para sinaptofisina, 6/10 casos positivos para neurofilamento de 68KD
e 6/10 casos positivos para NSE, enquanto a adrenal normal era negativa para estes
marcadores. Estes achados sugerem que carcinomas de adrenal com diferenciacéo
neuroenddcrina podem originar de célula primitiva com diferenciagéo multidirecional.

Além do diagnostico anatomopatologico dificil entre adenomas e carcinomas,
sendo necessario a utilizagdo de diversos critérios para o diagndstico diferencial destas

neoplasias origindrias da cortex adrenal, o diagndstico diferencial com outras neoplasias é
dificil.
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~A diferenciagdo de tumor primario de coértex adrenal e metastases de outras
neoplasias,” principalmente originarias em rim, figado, outros adenocarcinomas e
liposarcomas e o diagndstico de feocromocitoma podem ser dificeis, sendo necessario um
painel de imuno-histoquimica e microscopia eletrénica para elucidar o problema.

A seguir, exemplificaremos os principais marcadores no diagnéstico diferencial
destas neoplasias:

Tabela 1- Diagnéstico diferencial de carcinoma de cértex adrenal ADRENAL

Tumor CK | VIM | NF |S100 | EMA | CG | SYN | CEA AFP
Carcinoma adrenal | -/+ + +/- +/- - - +/- - .
Feocromocitoma - - + + . + + - -
Carcinoma renal + + “ +/- + = . 5 =
Carcinoma + +/- & +/- +/- B B N +

hepatocelular

Adenocarcinoma + +/- E +/- + - - T _
metastatico

Liposarcoma - - - + - G - - -

(15]

Outro marcador de grande interesse na identificacdo de lesdes de cortex adrenal
sao a inibina e o antigeno marcado pelo anticorpo monoclonal D11, apenas encontrado
em células normais ou neoplasicas e em hepatocitos adrenocorticais.

Tumores da medula adrenal

As celulas da medula adrenal sao consistentemente negativas para citoqueratinas,
porém s&do positivas para cromograninas, NSE e neurofilamentos. Os anticorpos que
reagem com neurofilamentos de 68-70 e 200KD identificam as células cromafinicas,
assim como os feocromocitomas. A imunorreatividade para cromograninas é mais intensa
em células da medula adrenal normal do que em neoplasicas.

As celulas sustentaculares, presentes na medula adrenal ao redor de ninhos de
células cromafinicas, imunorreagem para proteina S-100, presentes em feocromocitomas,
paragangliomas, hiperplasia medular de adrenal e em neuroblastomas. A auséncia destas
células positivas para S-100 nesses tipos de lesdo tem sido considerado fator de pior
prognostico.

Além de catecolaminas e enzimas sintetizadoras de catecolaminas, que sio
demonstradas em células da medula adrenal normal e células neoplasicas, iniimeros
outros peptideos foram identificados: somatostatina, VIP, neuropeptideo v, leu-
encefalinas, meta-encefalinas, ACTH e substancia P.

Os marcadores imuno-histoquimicos para neuroblastomas foram discutidos no
capitulo 2.

Tiredide, paratiredide, pancreas enddcrino e adrenal Y 102




REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

10.
11,

12.

13.

14.

15,

16.

7.

18.

19.

20.
21.

Miettinen M, Franscilak Letho VP, Parasivuor R, Virtanen . Ekpression of intermediate filament proteins
in thyroid gland and thyroid tumors. Lab. Invest. 1984; 50:262-270.

Fonseca E, Nesland JM, Hoie J, Sobrinho-Simées M. Pattern of expression of intermediate cytokeratin
filaments in thyroid gland: an immunohistochemical study of simple and stratified epithelial — type
cytokeratins. Virchows Arch. 1997, 430(3):239-245.

Schelfhout LIDM, Van Muijen GNP, Fleuren GJ. Expression of keratin 19 distinguishes papillary thyroid
carcinoma from follicular carcinoma and follicular thyroid adenoma. Am. J. Clin. Pathol. 1989; 92:654-658.

Damiani S, Fratamico F, Lapertosa G, Dina R, Eusebi V. Alcian blue and epithelial membrane antigen are
useful markers in differentiating benign from malignant papillae in thyroid lesions. Virchows Arch. (A)
(Pathol. Anat.) 1991, 419:131-135.

Kargi A, Yérikoglu K, Akta SS, Cakalagaoglu Ermete M. Neuroendocrine differentiation in non-
neuroendocrine thyroid carcinoma. Thyroid, 1996; 6(3):207-210.

Dobashi Y, Sakamoto A, Sugimura H, Mernyei M, Mori M, Oyama T, Machinami R. Overexpression of p53
as a possible prognostic factor in human thyroid carcinoma. Am. J. Surg. Pathol. 1993; 17(4):375-381.

Bjerneroth G, Juhlin C, Grimelius L, Rastad J, Akerstrom G. Improvement in Histological Diagnosis of
primary hyperparathyroidism with a monoclonal antiparathyroid antibody. Endocr. Pathol. 1992; 3:83-92.

Miettinen M, Clark R, Lehto B-P, Virtanen |, Damjanov |. Intermediate filament proteins in parathyroid
glands and parathyroid adenomas. Arch. Pathol. Lab. Med. 1985; 109:986-9889.

Vargas MP, Vargas HI, Kleiner DE, Merino MJ. The role of prognostic markers (MiB-1, RB, and bcl-2) in
the diagnosis of parathyroid tumors. Mod. Pathol. 1997; 10(1):12-7.

Arnold A. Molecular genetics of parathyroid gland neoplasia. JCEM, 1993; 77:1108-1111.

Cryns VL, Rubio MP, Thor A.D, Louis DN, Arnold A, P53 abnormalities in human parathyroid carcinoma.
J. Clin. Endocrinol. Metab. 1994; 78(6):1320-4.

Kayath MJ, Martin, LC, Vieira, JGH, Roman, LM, Nosé, V — “C-erb-2 immunoexpression in parathyroid
tumors and hyperplasias”. End. Pathol. 1999; 10(1):1-8.

Gaffey MM, Traweek ST, Mills SE et al. Cytokeratin expression in adrenal cortical neoplasia: Na
immunohistochemical and biochemical study with implications for the differential diagnosis of
adrenocortical, hepatocellular and renal cell carcinoma. Hum. Pathol. 1992; 23:144-153.

Miettinen M. Neuroendocrine differentiation in adrenal cortical carcinoma. New immunohistochemical
findings supported by electron microscopy. Lab. Invest. 1992;66:169-174.

De Lellis RA. The Adrenal Glands. Diagnostic Surgical Pathology. Second Edition. ed Stephen S.
sternberg. Raven Press, Ltd. New York, 1994.

Abbona GC, Papotti M, Gasparri G, Bussolati G. Proliferative activity in parathyroid tumors as detected by
ki-67 immunostaining. Hum. Pathol. 1995; 26(2):135-8.

Cote RJ, Cardon-Cardo C, Reuter VE, Rosen, PP. Immunopathology of adrenal and renal cortical tumors.
Coordinated change in antigen expression associated with neoplastic conversion in the adrenal cortex.
Am. J. Pathol. 1990; 136:1077-1084.

Eriksson B, Arnbergh H, Lindgren PG, Lorelius LE, Magnusson A et al. Neuroendocrine Pancreatic
tumors: clinical presentation, biochemical and histopathological findings in 84 patients. J. Int. Med 1990;
228:103-113.

Erlandsen S.L. Types of pancreatic islets cells and their immunohistochemical identification. In: The
Pancreas. International Academy of Pathology Monograph. Baltimore: Williams & Wilkins, 1980; pg 140-
155.

Grimelius L, Johansson H. Pathology of parathyroid tumors. Semin. Surg. Oncol. 1997; 13:142-54.

Heitz PU. Pancreatic Endocrine Tumors. In: Kloppel G, Heitz, P.U., eds. Pancreatic Pathology. Edinburgh:
Churchill Livingston, 1984; pg 206-232.

Tiredide, paratiredide, pancreas endécrino e adrenal 103




22.

23
24,

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41,

42.

Heitz.RPU, Kasper M, Polak JM, Kloppel G. Pancreatic endacrine tumors: immunocytochemical analysis of
125 tumors:~Hum. Pathol. 1982; 13:263-271.

Jasani B. Advances in immunocytochemistry of thyroid tumors, Cuur. Top. Pathol. 1997; 91:21-36.

Karak A K, Sarkar C, Chumber S, Tanden N. MIB-1 preliferative index in parathyroid adenoma &
hiperplasia. Indian. J. Med. Res. 1997; 105:235-8,

Kayath MJ, Martin LNC, Vieira JGH, Alberti VN. A comparative study of p53 immunoexpression in
parathyroid hyperplasias secondary to uremia, primary hyperplasia, adenomas and carcinomas. Eur, J.
Endocrinol. 1998: 139:78-83.

Komminoth P et al. Polyasialic acid of the neural cell adhesion molecule in the human thyroid: An
immunohistochemical study of 79 thyroid lesions. Am. J. Surg. Pathol. 1994: 18:399-441.

Li Volsi V.A. The utility of some modern techniques in Understanding Thyroid Pathology. Endocr. Pathol.
1990; 1:68-84. )

Lloyd RV. Utility of Ki-67 as a prognostic marker in Pancreatic Endocrine Neoplasms. Am. J. Clin. Pathol.
1998; 109(3):245-247.

Loda M, Lipman J, Cukor B, Bur M, Kwan P, Delellis RA. Nodular foci in parathyroid adenomas and
hyperplasias: an immunohistochemical analysis of proliferative activity. Hum. Pathol. 1994; 25(10):1050-6.

Luts L, Bergenfelz A, Alumets J, Sundler F. Parathyroid function and histology in patients with parathyroid
adenoma: correlation of clinical and morphologic findings. World J. Surg. 1997; 21(5):553-63.

Maluf HM, Koerner FC. Carcinoma of the breast with endocrine differentiation: a review. Virchow Archiv
1994, 425:449-457,

Martin LNC, Kayath MJ, Vieira JGH, Alberti VN. Parathyroid glands in uremic patients with refractory
hyperparathyroidism: p53 protein expression analysis. Histopathology 1998; 33(1):46-51.

Matsushita H, Usui M, Hara M, Shishiba Y, Nakazawa H, Honda K, Torigoe K, Kohno K, Kurimoto M. Co-
secretion of parathyroid hormone and parathyroid-hormone-related protein via a egulated pathway in
human parathyroid adenoma cells. Am. J. Pathol, 1997: 150(3):861-71.

Miettinen M, Lehto V-P, Virtanen |. Immunofluorescence microscopic evaluation of the intermediate
filament expression of the adrenal cortex and medulla and their tumors. Am. J. Pathol. 1985;118:360-366.

Mendelsohn G, Wells SA. Jr, Baylin SB. Relationship of tissue carcinoembryonic antigen and calcitonin to
tumor virulence in medullary thyroid carcinoma. Cancer 1984: 54:657-662.

Miettinen M, Lehto V-P, Virtanen |. Immunofluorescence microscopic evaluation of the intermediate
filament expression of the adrenal cortex and medulla and their tumors. Am. J. Pathol. 1985;118:360-366.

Papotti M, Negro F, Carney JA, Bussolati G, Lloyd RV. Mixed medullary — follicular carcinoma of the
thyroid. A morphological, immunohistochemical and in situ hybridization analysis of 11 cases. Virchows
Arch. 1997; 430(5):397-405.

Perret AG, Mosnier JF, Buono JP, Berthelot P, Chipponi J, Baligue JG, Cuilleret J, Dechelotte P,
Boucheron S. The Relationship Between MIB-1 Proliferation Index and Outcome in Pancreatic
Neuroendocrine Tumors. Anat. Pathol. 1998; 109(3):286-293.

Sadler GP, Morgan JM, Jasani B, Douglas-Jones A, Wheeler MH. Epidermal growth factor receptor status
in hyperparathyroidism: immunocytochemical and In situ hybridization study. World J. Surg. 1996 20:736-
42, discussion 742-3.

Subramaniam P, Wilinson S, Shepherd J.J. P53 tumour suppressor gene expression in
hyperparathyroidism. Aust. N. Z. J. Surg. 1996; 66(5):302-4.

Vassilopoulou-Sellin R, Ajani J. Islet cell tumors of the pancreas. Endocrinol. Metabol. Clin. North. Am.
1994; 23(1):53-65.

Yamaguchi S, Yachiku S, Morikawa M. Analysis of proliferative activity of the parathyroid glands using
proliferating cell nuclear antigen in patientes with hyperparathyroidism. J. Clin. Endocrinol. Metab, 1997:
82(8):2681-8.

Tiredide, paratirecide, pancreas enddcrino e adrenal 104




10. SISTEMA NERVOSO

. Luiz Fernando Bleggi Torres

INTRODUGAO

A compreensédo da genética e biologia molecular dos tumores cerebrais sofreu
substancial progresso nos ultimos 20 anos devido a colaboragdo de vérios métodos
diagnésticos e de pesquisa, incluindo microscopia eletrénica, histoquimica enzimatica e
imuno-histoquimica. Estes avangos diagndsticos permitiram melhoria na sobrevida de
pacientes com linfomas primarios do sistema nervoso central (SNC) e oligodendrogliomas
anaplasicos. Alem disso, a imuno-histoquimica colaborou na identificagdo de novas
entidades nosologicas no SNC, tais como o astrocitoma xantopleomérfico e o tumor
disembrioplasico neuroepitelial, neoplasias freqlientemente associadas a patogénese da
epilepsia sintomatica.

As principais aplicagdes da imuno-histoquimica em neuropatologia podem ser
divididas em dois grandes grupos: a) a utilizagdo da imuno-histoquimica para definicdo
diagndstica na qual, através da elaboragdo de painéis de anticorpos, iremos caracterizar
uma neoplasia pouco diferenciada; e b) utilizagdo da imuno-histoquimica para
complementagdo diagnostica, em que os anticorpos utilizados nos permitem avaliar
parametros especificos de uma entidade nosoldgica, como os indices proliferativos dos
astrocitomas, a intensidade de gliose nos espécimes provenientes de lobectomias
temporais para tratamento das epilepsias refratarias e o estudo das doengas
neurodegenerativas .

Em recente levantamento identificamos em nossa unidade de imuno-histoquimica
que 10,43% (n=196) dos casos estudados do periodo de 1987-97 (n=1878)
corresponderiam a lesdes provenientes do SNC. Neste grupo com aparente paridade
entre os sexos (102 masculinos : 94 femininos) e faixa etaria oscilando de 1 a 78 anos
(media de 36 + 19 anos), foram estudados casos de topografia variada (vide tabela 1),
sendo que em somente 1,02% (n=2) a imuno-histoquimica sugeriu outro diagnéstico nao
previamente aventado através da avaliagdo dos cortes corados ao HE (vide tabela 2).
Estes dados confirmam a necessidade de uma criteriosa avaliagdo anatomopatologica
pelos meétodos convencionais antes de elaborarmos a selecdo dos anticorpos a serem
pesquisados em lesdes cerebrais ",
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Tabela 1 - Distribuicdo dos casos de neuropatologia submetidos a imuno-
histoquimica segundo a topografia

Topografia Numero de casos %

Ceérebro 156 79,59

Nervo Periférico 15 7,66 |
Medula Espinhal 10 - 510 ==
Cerebelo 8 ~ 4,08 ]
Meninges 4 2,04 R
Base de Cranio 3 1,63

Total 196 100

Tabela 2 - Distribuigdo dos casos de neuropatologia de acordo com o grau
de colaboragdo da imuno-histoquimica

GRUPO Numero |%

IA — Definigao diagnostica 164 83,67
IB — Complementagao diagnostica 24 1225
Il = IMH n&o contribuiu para o diagnostico 6 3,06
Il — IMH permitiu outro diagnéstico nao suspeitado |2 1,02
previamente

TOTAL 196 100

MARCADORES IMUNO-HISTOQUIMICOS

Os avangos obtidos em neuro-oncologia através de imuno-histoquimica foram
impulsionados pela identificagdo, em 1971, da proteina &cida fibrilar glial (GFAP) #%. Os
principais anticorpos em neuropatologia funcionam em material incluido em parafina.

GFAP

Esta proteina corresponde a um filamento intermediario de subclasse Ill presente
em astrocitos e muito utilizado no diagndstico de astrocitomas e glioblastomas; possui
peso molecular de 50Kda e forma filamentos gliais com cerca de 10nm em espessura 23

A formagao do GFAP ocorre através da fosforilagao-defosforilagdo de sua proteina
que contribui para a remodelagéo do arcabougo glial. Outro tipo de filamento intermediario
de subclasse Ill, a VIMENTINA, co-localiza-se com o GFAP na glia imatura, reativa e
radial, indicando que a vimentina também contribui na manutengao do arcabougo glial e

Sistema nervoso 106




justificando -a co-expressdo destes filamentos em astrocitomas e glioblastomas. A
imunorreatividade do GFAP no SNC maduro esta concentrada em filamentos gliais de
astrocitos, glia radial no cerebelo e astrocitos subependimarios .

A utilizagdo do GFAP elucidou inimeras controvérsias acerca da origem do clone
celular de diversas neoplasias do sistema nervoso central, como glioblastoma,
meduloblastoma, astrocitoma sub-ependimario de células gigantes, astrocitoma
xantopleomérfico e ganglioglioma desmoplasico da infancia; bem como constituiu em uma
poderosa ferramenta da imuno-histoquimica diagnéstica, dada a sua expressdao em

astrocitomas, astrocitomas anaplasicos, oligodendrogliomas e papilomas de plexo coroide
(2-5)

PROTEINA S100

A proteina S100 € um dimero ligado ao calcio com 20Kda, composto por duas
unidades distintas, S100 alfa e S100 beta, resultando em 3 formas de expressado (alfa-
alfa, alfa-beta, beta-beta). No que concerne as estruturas normais do SNC, a S100 &
encontrada em astrocitos, oligodendrocitos, células ependimarias, alguns neurénios e
células de Schwann, sendo a forma beta presente em 90% das amostras.

Apesar de considerada como especifica as células neurais e derivadas da crista
neural, atualmente identificou-se expressao deste marcador em varios tecidos humanos
normais e neoplasicos, tais como condrossarcomas, lipomas, granulomas eosinofilicos,
histiocitose X, adenoma pleomérfico, carcinoma medular da mama, carcinoma bronquiolo
alveolar. A positividade da S100 & freqUente nos gliomas, glioblastomas, cordomas,
papilomas de plexo cordide, meningiomas e melanomas, 0s quais reagem a ambas
subunidades alfa e beta Os adenomas hipofisarios e os craniofaringiomas reagem apenas
a subunidade alfa, enquanto os schwannomas, a subunidade beta. Deve-se salientar que
os meduloblastomas e os linfomas primarios do SNC nao expressam este marcador *°.

ENOLASE NEURONIO ESPECIFICA (NSE)

Esta enzima citosélica € composta por duas das subunidades alfa-beta ocu gama,
podendo agrupar-se formando homo ou heterodimeros em 5 isoenzimas diferentes,
classicamente utilizada para demonstrar, em conjunto com outros marcadores, a
diferenciagdo neuronal ou neuroendoécrina em neoplasias primarias do SNC, bem como
marcar gliomas e carcinomas neuroendocrinos.

A enolase gama é positiva em neurdnios, ao passo que a alfa é encontrada em
células gliais, meningoteliais, endoteliais e células de Schwann. Altos niveis de NSE estao
presentes nas adrenais, hipofise e sistema APUD. A subunidade gama perfaz cerca de
2% de toda proteina soluvel encontrada no encéfalo, entretanto pode ocorrer expressao
desta subunidade na plaquetas, megacariocitos, células T e musculos liso e estriado @

SINAPTOFISINA

A sinaptofisina € uma glicoproteina ligada ao calcio com 38 Kda associada a
membrana das vesiculas pré-sinapticas. A expressado desta proteina durante a evolugao
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do SNC evidencia a sinaptogénese e a diferenciacdo nervosa terminal, sendo mais
especifico que a NSE @7,

A aplicagao da sinaptofisina e de outras glicoproteinas de membrana da vesiculas
pré-sinapticas, como a SV2 e a SINAPTOBREVINA tem sido de extrema valia como
marcador na identificagdo das neoplasias neuronais e mistas glio-neuronais, tais como os
gangliocitomas, gangliogliomas, neurocitomas centrais, tumor disembrioplastico
neuroepitelial e os tumores primitivos neuroectodérmicos (vide tabela 3) 7,

A sinaptofisina esta presente em todos os tipos de neurénios, na medula adrenal e
nas células do sistema neuroendocrino .

Tabela 3 - Aplicagao da sinaptofisina, sinaptobrevina e SV2 nos &iagnésticos
diferenciais de neoplasias primarias do SNC. (adaptado da referéncia 8)

NEOPLASIA NEURONAL MARCADORES DIAGNOSTICO
DIFERENCIAL
GANGLIOGLIOMAS: neoplasias SINAPTOFISINA*; GLIOBLASTOMA
constituidas por células astrocitarias | positividade na superficie do | S: segundo Miller,
entremeadas por multiplos pericario dos neurdnios possivelmente os
neurénios grandes neoplasicos, os | neoplasicos glioblastomas de
quais sao diferenciados dos bom prognéstico,
neurénios ndo neoplasicos pela SV2**: reatividade similar a sejam
arquitetura regional e pelos achados | sinaptofisina. gangliogliomas.

atipicos - binucleagao, variagdes
anormais de tamanho e distribuicido | SINAPTOBREVINA™*:
nao convencional, reatividade similar a
sinaptofisina

NEUROCITOMAS CENTRAIS: SINAPTOFISINA, OLIGODENDRO
anteriormente descritos como SINAPTOBREVINA E SV2. GLIOMAS: na
neoplasias intraventriculares raras, concepgao da
com escassos relatos de patologia
apresentacdes molecular, cerca
intraparenquimatosas de 50% dos

oligodendrogliom
as diagnosticados
pela histologia,
séo neurocitomas
centrais.

SINAPTOFISINA*: no cértex cerebral normal e nas outras regiées com substancia
cinzenta, apresenta imunorreatividade finamente granular no neurépilo.

SV2** e SINAPTOBREVINA: proteinas de membranas de vesiculas sinapticas.
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NEUROFILAMENTOS

Neurofilamentos s&o filamentos intermediarios encontrados apenas nos neurénios,
0s quais sdo compostos por 3 classes de cadeias polipeptidicas com pesos moleculares
variando de 68 a 75 Kda (alto peso molecular), 140 a 175 Kda (medio peso molecular) e
180 a 212 Kda (baixo peso molecular), sendo que todas as classes sdo expressas nos
axbnios, pericarios e dendritos de todos os neurdnios. Como sua expressao limita-se ao
tecido cerebral normal e as neoplasias neuronais, podem ser utilizados como marcadores
pan-neuronais em tumores de origem incerta #9.

NESTINA

Esta proteina € um neurofilamento intermediario de classe VI com um peso
molecular variando de 210 a 240 Kda, expressa por celulas progenitoras neuroepiteliais
durante o desenvolvimento do SNC embrionario, sendo gradativamente eliminada com a
sua maturacdo. Desta forma, a nestina representa um marcador para células precursoras
no SNC, sendo demonstrada em uma grande variedade de tumores cerebrais como
meduloblastomas, astrocitomas, glioblastomas, ependimomas, gangliogliomas e

meningiomas. Positividade para nestina em tumores embrionarios extra-axiais & frequente
@

PROTEINA TAU

A proteina tau & a principal proteina associada a microtubulos do sistema nervoso
central dos animais vertebrados, atuando como estabilizadora e organizadora da
estrutura microtubular. Fora identificado um Unico gene que codifica os 6 subtipos desta
proteina, os quais apresentam estrutura variando de 352 a 441 aminoacidos. Sua
localizagao é predominantemente axonal no tecido cerebral normal.

Esta proteina consiste em um dos principais marcadores imuno-histoquimicos das
doengas neurodegenerativas, sendo amplamente evidenciada em associagao com
novelos neurofibrilares e corpusculos de Pick %

Alz-50

Anticorpo  monoclonal proveniente de homogenado de tecido cerebral de
portadores de Doenga de Alzheimer, o qual apresenta a propriedade de mapear os 10
aminoacidos ligados ao amino-terminal das proteinas tau recombinantes em seres
humanos, tendo sua reatividade em tecido cerebral normal limitada a microtubulos
axonais @,

Sua principal aplicagao imuno-histoquimica consiste em evidenciar ndo somente
as células associadas aos novelos neurofibrilares, mas também aquelas que estdo na
iminéncia de iniciarem patologia neurofibrilar @',
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UBIQUITINA .~

Ubiquitina € um dos principais marcadores imuno-histoquimicos no estudo das
doengas neurodegenerativas, dada as suas caracterjsticas de proteina de resposta ao
estresse celular e marcadora de proteinas danificadas e anormais, bem como seu papel
na morte celular programada 2"

Nos cérebros de jovens, ndo ha estruturas reativas para esta proteina, contudo,
observa-se positividade na mielina, nos processos nervosos, no corpora amylacea e nos
corpusculos densos relacionados aos lisossomos de cérebros de idosos normais.

Na avaliagdo das doengas neurodegenerativas, evidencia-se a associagio da
ubiquitina com inclusdes de filamentos intermediarios, bem como com-outras estruturas
relacionadas a cristaldide alfaB e enzimas da via da ubiquitina, como os corpusculos de
Lewy e as fibras de Rosenthal. Novelos neurofibrilares associados a proteina tau,
inclusées em motoneurdnios e neurénios nao motores degenerados por esclerose lateral
amiotrofica, bem como estruturas lisossomais alteradas por prionopatias também exibem
reatividade para esta proteina #'2",

IMUNO-HISTOQUIMICA EM NEURO-ONCOLOGIA
1. Neoplasias astrocitarias '
1.1. Astrocitomas

Os astrocitomas constituem um amplo grupo de entidades nosologicas da neuro-
oncologia, diferindo entre si pela distribuicdo quanto a idade e ao sexo, crescimento,
invasdo de tecidos adjacentes, aspectos morfoldgicos, comportamento biolégico e curso
clinico '¥. Ha inimeras evidéncias que estas neoplasias apenas refletem o tipo e a
seqléncia das alteragdes genéticas adquiridas durante o processo de oncogénese
(Tabela 4).
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Tabela 4 - Sumario dos principais achados imuno-histoquimicos e de biologia
molecular das neoplasias astrocitarias (adaptado das referéncias 14,15)

Entidade

Alteragdes Imuno-histoquimicas

Biologia Molecular

Astrocitoma pilocitico

++ GFAP nos astrocitos pilociticos
+ GFAP nos protoplasmaticos
- GFAP nas fibras de Rosenthal

Incerta; possivel alteragao nos
cromossomos 7 e 8

Astrocitoma difuso

Positividade variavel para
vimentina, proteina S100 e GFAP
de acordo com subtipo histologico

Mutagéo de p53 (>65%)
Overexpression PDGF-A e
PDGFR-alfa (60%)

Astrocitoma anaplasico

+ variavel para GFAP, sendo
expressa pelas células com fenotipo
astroglial

++ para vimentina e proteina S100

Actimulo das alteragbes dos
astrocitomas difusos
associadas a:

Perda da heterozigose de 19q
Alteracdo do RB

Glioblastoma multiforme

+ variavel para GFAP, sendo
expressa nas celulas com fenotipo
astrocitario

+ variavel para vimentina

+ para ubiquitina

GB sucundario: as alteragdes
do astrocitoma  anaplasico
associadas a

Perda da heterozigose de 10 /
PTEN / MMAC

Perda da expressdo de DCC
Amplificagcéo de

Nos GB primarios:

Alteracbes de EGFR, MDM2,
RB

Delecao de p16

Perda da heterozigose de 10 /
PTEN / MMAC

Glioblastoma de células

gigantes

Achados  similares dos

glioblastomas

aos

Similar  a biologia  dos

glioblstomas secundarios

Gliossarcoma

+ para GFAP nas células com
fendtipos astrocitarios

+ para Antigeno do Fator VIII no
componente sarcomatoso

+ para marcadores histiociticos no
componente sarcomatoso

Perda dos cromossomos 10 e
17

Ganho do cromossomo 7
Alteragdes nos cromossomos 3
e9

Mutagdes do TP53

Astrocitomas
xantopleomorfico

++ para GFAP nos astrocitos do
componente xantomatoso

++ para sinaptofisina & NF nos
astrocitos com lamina basal propria

Mutagdes do tipo missense dos
colons 220, 273 e 292 do gene
TP53

Amplificagdo do gene do EGFR
Perda da heterozigose dos
cromossomos 10q e 19q.

Astrocitoma Desmoplasico
da Infancia / Ganglioglioma
Desmoplasico da Infancia

++ GFAP e vimentina nas células
gliais

++ ENE, vimentina, sinaptofisina no
componente neuronal

Incerta, ndo havendo mutagdes
do TP53.

Astrocitoma
subependimario de células
gigantes

++ GFAP, vimentina e NF no
componente astrocitario

Alteracdes nos genes TSC 1
(cromossomo 8qg) e TSC 2

(16p)
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Como-os astrocitomas difusos apresentam uma grande variabilidade histologica, o
mesmo ocorre com a imuno-histoquimica. A tabela 5 demonstra os achados imuno-
histoquimicos das trés principais variantes. '

.

Tabela 5 - Achados imuno-histoquimicos em astrocitomas difusos (adaptado da

referéncia 15)

Entidade

Marcador Imuno-histoquimico

Distribuicao

Astrocitoma fibrilar

GFAP

Vimentina

Proteina S100

Fortemente  positivo na
matriz fibrilar e difusamente
nos astrocitos
Regido  perinuclear dos
astrocitos neoplasicos

Positividade em nucleos e
processos celulares

Astrocitoma gemistocitico

GFAP

Vimentina

Proteina S100

Fortemente  positivo  no
pericario e processos
celulares dos  astrocitos
gemistociticos

Regiao  perinuclear dos
astrécitos neoplasicos nao
gemistociticos

Positividade em nucleos e
processos celulares

Astrocitoma
protoplasmatico

GFAP

Vimentina

Proteina S100

Positividade discreta nos
astrocitos protoplasmaticos
Regido perinuclear dos
astrocitos neoplasicos

Positividade em nucleos e
processos celulares

A sobrevida média apdés a tumorectomia total varia de 6 a 8 anos. Além da
extensdo da retirada cirdrgica do tumor, a tendéncia a progressdo maligna € um dos
principais fatores prognosticos, a qual esta vinculada a freqgiiéncia da mutacio do TP53.
Quanto maiores a taxas de expressao de p53, menor é a sobrevida %%,

1.2. Astrocitoma anaplasico

Neoplasia astrocitaria difusamente infiltrativa (OMS grau Ill) a qual apresenta
anaplasia e alto potencial proliferativo, podendo evoluir a partir de um astrocitoma de
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baixo grau, bem como surgirem de novo. Predominam no sexo masculino entre os 30 e
50 anos com sintomas similares aos dos astrocitomas difusos e sobrevida média de 36
meses apos diagnostico. :

Os achados histolégicos dos astrocitomas anaplasicos incluem alta celularidade,
pleomorfismo nuclear, mitoses e proliferagéo vascular. A imunorreatividade para GFAP &
intensa porém nao encontrada em todas as células tumorais; proteina S100 e vimentina
sdo marcadores com alta positividade.

Os astrocitomas anaplasicos pode exibir um grande numero de alteragbes
genéticas, as quais sdo sumarizadas na tabela 6 '*'" ™.

Tabela 6 - Alteragdes genéticas em Astrocitomas Anaplasicos (adaptado das
referéncias 15, 17,18)

Alteracao Freqiiéncia
Mutagao de p53 65%
Overexpression de PDGF-A e PDGFR- 60%
Perda da heterozigose de 19q ; 50%
Alteracao do gene do retinoblastoma (RB) 25%

1.3. Glioblastoma

O glioblastoma é o tumor astrocitario mais comum e maligno predominando nos
hemisférios cerebrais de adultos, sendo originario da progressao maligna de um
astrocitoma de baixo grau ou astrocitoma anaplasico (glioblastoma secundario), ou
podendo apresentar-se com curta histéria clinica, sem evidéncia clinico-radiologica de
lesdo precursora menos maligna (glioblastoma primario). Correspondem a cerca de 12-
15% de todas neoplasias intracranianas e a 50-60% de todos os tumores astrocitarios.
Acometem todas as faixas etarias com historia clinica curta e sintomas neurologicos
inespecificos como cefaléia, alteracao de conduta porém sempre com evolugdo abrupta
para sindroma de hipertensao endocraniana.

O grau de positividade para GFAP €& extremamente variavel nos diversos
componentes celulares dos glioblastomas. Geralmente, as células similares a astrocitos,
principalmente aquelas com aspecto gemistocitico, sdo fortemente positivas para este
marcador, ao passo que as células pequenas e indiferenciadas sdo negativas ou
discretamente reativas. As células gigantes multinucleadas expressam uma reatividade
variavel para GFAP. Uma peculiaridade das células de aspecto gemistocitico & a
positividade para GFAP apenas na periferia celular. A positividade para vimentina é
comum. Imunorreatividade para ubiquitina, apesar de estar presente, € menos
significativa ", As principais alteragbes genéticas e suas influéncias na génese do
glioblastoma estao enfatizadas no quadro 1.
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Quadro 1 - Aspectos genéticos da evolugao dos glioblastomas primarios e
secundarios (Modificado de Kleihues e Ohgaki, 1997) (17)

O prognostico dos glioblastomas é reservado, porém a resseccdo completa da
leséo confere uma maior sobrevida; além disto os glioblastomas secundarios comportam-

[ ASTROCITOS DIFERENCIADOS }

Mutagio de p53
PDGF-A, PDGFR-
OVCrEXPICsSion

Amplificagio e overexpression de 4
EGFR | Astrocitoma de baixo grau
Amplificagio e overexpression de Mutagao de p33
MDM2
Delegio de pl6 Perda da heterozigose 19q g

Alteragio do RB
Perda da heterozigose
10/PTEN/MMAC 1

Y
Alleragho de'RE Astrocitoma anaplasico

Perda da heterozigose 19q

Alteragio do RB

Astrociloma anaplisico

Perda da heterozigose 10/PTEN/MMAC |
Perda da expressdo de DCC

Amplificagio de PDGFR-&

A r h 4
| Glioblastoma primdrio [ Glioblastoma secunddrio J Glioblastoma de células
gigantes

se menos agressivamente que os primarios "'® Qs indices proliferativos nao
apresentam correlagéo com a sobrevida, o que também & observado nos diferentes tipos
histologicos '*®.

1.4. Glioblastoma de células gigantes

Variante histolégica do glioblastoma classico com predominancia de células
gigantes bizarras multinucleadas e, ocasionalmente, presenca de um estroma abundante
em reticulina. Corresponde a cerca de 5-6% de todos os glioblastomas, predominando em
adultos do sexo masculino. A expressédo de GFAP por esta variante de glioblastoma é
extremamente variavel. Apresentam frequentes mutagées de TP53 e auséncia de
overexpression de EGFR, de amplificagdo de CDK4 e de delegdo de p16 . O
prognéstico desta variante € um pouco melhor que dos portadores do glioblastoma
classico, possivelmente porque o comportamento biolégico das células gigantes seja
menos infiltrativo (9.
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1.5. Gliossarcoma

Variante do glioblastoma classico com evidente componente sarcomatoso,
representando cerca de 2% de todos os glioblastomas. Envolve hemisférios cerebrais de
adultos com freqiiente s crises convulsivas ?°.

A analise macroscopica evidencia massa superficial e firme por vezes simulando
meningeoma. Apresenta histologia bifasica com &reas de glioblastoma e areas
mesenquimais. O componente sarcomatoso exibe caracteristicas de fibrossarcomas ou
fibro histiocitomas malignos. Podem, ainda, apresentar formagao de cartilagem, 0sso,
tecido 6steo-condral, musculo estriado e liso. Epitélio queratinizado estratificado, bem

como formacdes adendides podem ser observadas, evidenciando metaplasia epitelial
(15.20)

Como a proliferagdo vascular € o achado caracteristico dos gliossarcomas, por
varios anos aceitou-se gque o componente sarcomatoso derivaria desta proliferagédo, o que
& corroborado por achados alguns achados imuno-histoquimicos. Contudo, a teoria
atualmente aceita propée que o tal componente resulte de uma progressao maligna da
porgao glial, com uma perda da reatividade imuno-histoquimica para GFAP; tal hipotese &
sustentada pelo achado de trissomia do cromossomo X e alteracdes idénticas dos
cromossomos 10 e 17, bem como mutagdes igualmente idénticas do TP53 em ambos os
componentes de um mesmo espécime neoplasico “'#?. Desta forma ha positividade para
GFAP no componente com diferenciagcdo gliomatosa e o componente sarcomatoso pode
exibir positividade para antigeno relacionado ao fator VI, vimentina e marcadores
histiociticos '*#'#2

1.6. Astrocitoma de células gigantes

O astrocitoma de células gigantes € uma variante rara das neoplasias gliais,
freqUuentemente associado a esclerose tuberosa, podendo haver formas esporadicas.
Possui carater familiar, estando ligado a um gene autossémico dominante localizado no
brago longo do cromossomo 9. Esta neoplasia, de crescimento lento e aspecto celular
benigno, afeta ambos os sexos de maneira similar com freqUéncia na primeira e segunda
décadas de vida; local preferencial € a parede dos ventriculos laterais, podendo obstruir o
forame de Monro e causar hidrocefalia, principal sintoma da doenca. O astrocitoma de
células gigantes correspondem a cerca de 1,5% dos tumores astrocitarios na cidade de

Curitiba, em analise dos prontuarios dos principais centros hospitalares nos ultimos 5
anos .

O estudo imuno-histoquimico do astrocitoma de células gigantes sugere que suas
células sdo pluripotenciais, expressando caracteristicas neuronais e gliais, com células
tumorais positivas para GFAP e vimentina, indicativo da presenga de componente
astrocitico. A resposta a enolase e neurofilamento € moderadamente positiva, sugerindo
a presenca de diferenciacéo neuronal na neoplasia ‘"*#%.

1.7. Astrocitoma xantopleomaorfico

O astrocitoma xantopleomaorfico € um tumor de progndstico favoravel, encontrado
principalmente no lobo temporal de criangas e adultos jovens e relacionado a epilepsia.
Sao aderidos a dura mater, freqUentemente acompanhados por um cisto com noédulo
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intramural. Tem aspecto variegado ao exame histopatoldgico onde se observa elementos
fusiformes associados a células gigantes mono ou multinucleadas cujos ntcleos sio
variaveis em tamanho. A atividade mitdtica é inconspicua, bem como necrose esta
ausente ¥ :

A imuno-histoquimica demonstra positividade para GFAP com acentuacdo na
periferia do corpo celular. Pode, ainda, ocorrer positividade ocasional para sinaptofisina e
neurofilamentos *'*#% A despeito de seu aspecto pleomoérfico, o comportamento
biologico desta neoplasia € mais brando. Entretanto, em alguns casos podem evoluir para
astrocitomas xantopleomorficos ou glioblastomas.

2. Tumores oligodendrogliais e gliomas mistos
2.1. Oligodendrogliomas

Os oligodendrogliomas s&o entidades clinico-patologicas bem definidas, contudo
a escassez de marcadores imuno-histoquimicos tem dificultado sua caracterizacao
imunofenotipica ®. As alteragées genéticas destas neoplasias diferem daquelas
encontradas nos astrocitomas. Tém crescimento difuso, infiltrativo e lento com curso
indolente e bom progndstico. Correspondem a cerca de 4 a 5% de todos os tumores
cerebrais primérios e cerca de 5 a 18% de todas as neoplasias gliais intracranianas.
Predominam em adultos, mulheres, e o lobo frontal estd acometido em cerca de 50 a
65% dos pacientes °,

Ainda n&o foi encontrado um marcador biolégico especifico para células
oligodendrogliais neoplasicas. Pode haver positividade para proteina S-100, Leu-7 e
vimentina. Proteina glial fibrilar &cida pode ser positva em oligodendroctios
minigemistocisticos ou gliofibrilares, o que & corroborado por estudos ultraestruturais.
Resultados conflitantes foram encontrados com galactocerebrosideo  (GalC),
supostamente especifico de fenétipo oligodendroglial, glicoproteina associada a mielina
(MAG), proteina basica de mielina (MBP) e proteina proteolipide (PLP). A utilizacdo de
marcadores de proliferagao celular, como Ki67 (MIB-1), evidenciou-se significativamente
positiva em oligodendrécitos gliofibrilares, mas pouco freqiiente no restante das células
neoplasicas, o que enfatiza o crescimento lento do tumor (1% 2627

2.2, Oligodendroglioma anaplasico

Oligodendroglioma que exibe sinais focais ou difusos de anaplasia, representada
por um aumento da celularidade, atipia nuclear, pleomorfismo celular e alta atividade
mitética. Proliferagdo vascular neoplasica e areas de necrose, por vezes em arranjo
pseudo-palicado, podem ser evidenciadas. Nestes casos, a diferenciagdo com
glioblastomas & mandatoria, sendo feita através da observacdo da trama vascular
ramificada e da presenca de microcalcificagdes *'®. Como nos oligodendrogliomas OMS
grau ll, podemos observar reatividade para proteina S-100, Leu-7, vimentina, bem como
GFAP pode ser positiva em oligodendroctios anaplasicos ?°?”. Exibem delegées do
cromossomo 9p e 10, o que reflete a aquisicdo de alteragdes malignas em relaco aos
oligodendrogliomas. Cerca de 10% destas neoplasias podem exibir amplificacbes de
proto-oncogenes como a co-amplificagdo de EGFR e RB; de CDK4 e SAS: EGFR e
MYCN; e GLI e MYCN %
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Estima-se que a sobrevida para os oligodendrogliomas anaplasicos seja de 41%
para 5 anos livre da doenga e de 20% para 10 anos, com uma sobrevida média de 3,9
anos. A maioria dos pacientes vai a 6bito por recorréncia local, contudo o achado de
metastases através do liquido céfalo-raquidiano, bem como metastases a distancia nao é
raro (%),

3. Ependimomas

Originam-se da camada ependimaria que recobre os ventriculos cerebrais e o
canal central da medula espinhal, predominando em criangas e adultos jovens.
Correspondem a cerca de 3-9% de todos os tumores neuroepitelias, sendo os gliomas
mais freqlientes na medula espinhal e em até 25% dos casos podem apresentar
anaplasia.

Os ependimomas sao focalmente reativos para GFAP, havendo reagao
proeminente nas pseudorosetas. Tipicamente, sdo positivos para proteina S100. O
antigeno de membrana epitelial (EMA) pode ser positivo na superficie luminal das rosetas
ependimarias.

Ha uma possivel associagdo da transformagédo neoplasica das céelulas
ependimarias com infecgdo pelo virus SV40, o que foi demonstrado pela identificagao de
fragmentos de DNA viral nas células neoplasicas, bem como pela detecgdo imuno-
histoquimica do antigeno T grande .

As criancas apresentam prognoéstico pior quando comparadas aos adultos, sendo
especialmente reservado nos casos abaixo de 1 ano de idade. As lesdes supra e infra
tentoriais apresentam um curso clinico pior quando comparadas as lesées de medula
espinhal e cauda equina. Com relagdo a graduagao histologica, a sobrevida livre de
doenca se mostrou menor nos casos de ependimoma anaplasico os quais tem tendéncia
de disseminagao pelo liquor .

3.1. Ependimoma mixopapilar

Variante do ependimoma classico que predomina na cauda eqlina e no filum
terminale, sendo caracterizado células neoplasicas cubdides positivas para GFAP e
vimentina, dispostas radialmente em torno dos vasos sanglineos, exibindo extensa
degeneracdo hialina e mucinosa. Acometem pacientes . masculinos e jovens,
correspondendo a cerca de 13% de todos os ependimomas e a 83% dos ependimomas
quando considerada apenas a localizagao em filum terminale.

Esta neoplasia exibe bom prognéstico (grau | OMS) ™ com uma média de 14
anos livre de doenca apos ressecgao total ou parcial seguida de radioterapia. Recorréncia
tardia ou metastases a distancia sdo incomuns %,

3.2. Subependimoma

Sao neoplasias histologicamente classificadas como OMS grau | "%
caracterizadas por ninhos de células neoplasicas imersas numa densa matriz fibrilar,
geralmente de localizagio intra ou sub-ventricular. Sdo geralmente assintomaticos e
consistem em achado ocasional de autdpsia representando cerca de 8,3% de todos os
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ependifiidmas. Em cerca de 50 a 60% dos casos localizam-se no IV ventriculo e em 30 a
40% dos casos, nos ventriculos laterais '

Os tumores séo nédulos esbranquicados e firmes, com didmetros variando de 1 a
2cm. Por vezes, as lesdes de |V ventriculo s&o volumosas comprimindo o mesencéfalo;
podem ainda sofrer cistificagéo, calcificagdo e hemorragia. Ocasionalmente os processos
gliais GFAP positivos dispéem-se ao redor dos vasos formando psudo-rosetas
ependimarias '®,

4. Neoplasias do plexo cordide

As neoplasias do plexo coréide predominam em criancas, sendo as neoplasias do
SNC mais freqlientes no primeiro ano de vida. Recentes relatos associaram a
participagdo do virus SV40, bem como de outros virus de DNA, na etiopatogenia destas
neoplasias. Acometem ventriculos laterais (50%), Il ventriculo (5%) e IV ventriculo
(40%). Ha escassos relatos de localizagdes ectépicas, tais como, angulo ponto-cerebelar,
intra-parenquimatoso e supra-selar. Manifestam-se com hidrocefalia, aumento da pressao
endocraniana, vémitos, estrabismo e cefaléia. Duas entidades compéem este grupo:

» Papiloma do plexo coréide (OMS grau |): les&o benigna, de crescimento lento.
» Carcinoma do plexo coréide (OMS gréu lll). variante maligna.

O diagnodstico diferencial entre os tumores de plexo cordide e os carcinomas
metastaticos para SNC pode ser extremamente dificil, sendo que a imuno-histoquimica
tem-se mostrado de extrema valia para elucidar os casos em que a histopatologia &
inconclusiva (tabela 7).

Tabela 7 - Perfil imuno-histoquimico comparativo entre os neoplasias do plexo
cordide e carcinomas metastaticos (adaptado das referéncias 15,28)

Neoplasia EMA | CK | S100 GFAP CEA | HEA125 | BerEP4
Papiloma do plexo cordide | ++ | ++ | ++ |+ (25-55%) | +/- | - (90%) | - (90%)
Carcinoma do plexo + ++ - + (20%) +/- -(90%) | -(90%)
cordide

Carcinomas metastaticos + ++ +/- B ++ |+ (95%) | + (95%)

CK = citogueratinas; EMA = antigeno de membrana epitelial; S100 = proteina S100; CEA =
antigeno carcinoembrionario.

5. Neoplasias do parénquima pineal

Neoplasias derivadas dos pinedcitos ou aos seus precursores embrionarios podem
originar um amplo espectro de tumores, variando daqueles compostos por elementos
maduros (pineocitoma) aqueles nos quais o componente primitivo e imaturo é
predominante (pineoblastomas).

Os tumores de pineal expressam positividade para sinaptofisina, SV2, NSE,
neurofilamentos, cromogranina A, antigeno retinal S. A diferenciagdo astrocitaria &
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comprovada pela positividade para proteina S100 e GFAP; ao passo que a
imunorreatividade para antigeno retinal S e rodopsina marcam a diferenciagao
fotorreceptora " %29

6. Neoplasias neuronais e mistas neuronais-gliais
6.1. Gangliogliomas

Gangliogliomas sao neoplasias incomuns, de crescimento lento e expansivo que
comprometem preferencialmente o lobo temporal de criangas e adultos jovens (1,2 a 4%
dos tumores do SNC), ndo havendo prevaléncia quanto ao sexo. A associagdo com
malformacdes cerebrais foi encontrada em 5 a 24% dos casos %, '

Reatividade para GFAP no componente glial, bem como positividade para NSE,
sinaptofisina, SV2, sinaptobrevina e neurofilamentos pode ser evidenciada no pericario e
processos neuronais &9,

6.2. GANGLIOGLIOMAS DESMOPLASICOS DA INFANCIA

O comportamento biolégico desta lesdo é favoravel, apesar das grandes
dimensdes e, nos casos de ressecgao cirlrgica adequada, longa sobrevida é relatada.

A analise imuno-histoquimica dos GDIs evidencia uma positividade para

- sinaptofisina, e enolase enquanto as areas gliais sdo positivas para GFAP e vimentina
(30,31)

6.3. Tumor disembrioplasico neuroepitelial

O tumor disembrioplastico neuroepitelial € uma entidade tumoral recentemente
descrita. Imuno-histoquimica é indispensavel para caracterizagdo dos neurénios (NSE,
sinaptofisina) permitindo diferencial com astrocitoma microcistico e oligodendroglioma'™®.

7. Tumores embrionarios

Os meduloblastomas (OMS grau IV) sdo neoplasias cerebelares malignas e
invasivas, predominando em criangas, com disseminacado através do liquido céfalo-
raquidiano. Originam-se de célula indiferenciada pluripotencial, situada na camada
granular externa, podendo apresentar diferenciagado neuronal, glial e ependimaria.

Cerca de 75% dos meduloblastomas na infancia originam-se do verme cerebelar;
os situados nos hemisférios acometem pacientes de idade mais avancada ' Os
principais achados imuno-histoquimicos estdo na tabela 8.
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Tabela 8 - Expressao de marcadores imuno-histequimicos nos meduloblastomas
(adaptado da referéncia 15)

Marcador Reatividade

Sinaptofisina Fortemente positiva nas rosetas neuroblasticas e nédulos tumorais
Nestina Positividade celular difusa

Vimentina Fortemente positiva nas células neoplasicas

GFAP Positividade nas células neoplasicas com diferenciacdo astrocitaria

Neurofilamentos Reativos nas células com diferenciacdo neural

Antigeno retinal S | Positividade focal

N-CAMs Positividade difusa

8. Neoplasias das meninges

Uma grande variedade de lesdes neoplasicas podem se desenvolver nas
meninges, contudo a lesdo mais prevalente é a derivada das células meningotelias, ou
seja, os meningeomas, que correspondem a 16,9% das neoplasias primarias do SNC e
ocorrem principalmente em pacientes com 40 a 60 anos, predominando no sexo feminino.
A sintomatologia esta relacionada com a localizagdo do tumor e a compressao extrinseca

das regides cerebrais adjacentes pela massa tumoral de crescimento lento e expansivo
(32)

Meningeomas apresentam positividade para inimeros anticorpos incluindo
vimentina, proteinas derivadas de desmossomas (desmoplaquinas | e [I), antigeno de
membrana epitelial (EMA) e proteina S-100. Os graus de positividade variam conforme a
técnica imuno-histoquimica utilizada. Receptores de progesterona foram também
detectados em meningeomas em até 72% dos casos parecendo, entretanto, que sua
sintese ndo depende da sintese estrogénica prévia como em outros tecidos, tais como
mama e endométrio. Finalmente, o advento recente da avaliagéo de indices proliferativos
nucleares por citometria de imagem e fluxo com bromodeoxiuridina (BRDU) e anticorpos
monoclonais tipo Ki-67 e PCNA acrescem novos parametros para a definicdo do
comportamento biolégico dos meningeomas, com os tumores mais predispostos a
recidiva apresentando indices proliferativos estatisticamente mais elevados gue 0s nao
recorrentes (1932,

9. Hemangiopericitomas das meninges

Os hemangiopericitomas representam de 1,3 a 4% dos tumores de meninge e
menos de 1% de todos os tumores do SNC. Os sinais e sintomas clinicos refletem a
localizag&o do tumor no SNC e por mais que seja um tumor vascular, raramente se
apresenta com hemorragia intracraniana. Acometem mais homens na 4° e 5 décadas .
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Estudos  imuno-histoquimicos  confirmam a origem mesenquimal  do
hemangiopericitoma, demonstrando a sua positividade para a vimentina e a negatividade
para o EMA, CK, proteina S100, GFAP e actina. ‘Incomum é a positividade para a
desmina encontrada em 30% de nossos casos (n=10) porém os pericitos normais tém
uma intima relagédo com as células musculares lisas das paredes vasculares por vezes
expressando este marcador ©¥.

10. Linfomas primarios do sistema nervoso central

Linfomas primarios do SNC (LPSNC) sao neoplasias linfoproliferativas extranodais
consideradas raras até ha pouco tempo, representando 0,3-1,5% de-todas as neoplasia
intracranianas, 1,7-2% de todos os linfomas Nao- Hodgkin e 1,6% dos linfomas malignos
extranodais. Atualmente existe aumento de incidéncia em pacientes com
imuncdeficiéncias congénitas (sindromes de Wiskott-Aldriche e da deficiéncia de
imunoglobulina A), nas imunodeficiéncias idiopaticas (lupus eritematoso sistémico e artrite
reumatoide) e nas imunodeficiéncias adquiridas como na SIDA. Se a incidéncia dos
LPSNC continuar crescendo de acordo com a atual trajetéria, representaréo o tipo mais
comum de neoplasia maligna primaria do SNC no ano 2000 ©.

A maioria dos LPSNC s&o de células grandes. Quanto ao fenotipo os marcadores
imuno-histoquimicos demonstram que os LPSNC s&o predominantemente de linhagem B
sendo que apenas 1,5-3,5% destas neoplasias apresentam linhagem linfocitaria T ‘©.

Especula-se a associagdo do virus de Epstein-Barr (EBV) a patogénese dos
LPSNC. O EBV pode ser detectado por hibridizagdo in situ nas células neoplasicas,
principalmente em individuos HIV-positivos e, em menor freqliéncia, em individuos HIV-
negativos. Pacientes com LPSNC tém pior progndstico do que os pacientes com doenga
sistémica, com sobrevida variando de 11 a 36 meses.

11. Neoplasias dos nervos periféricos

Os schwannomas (OMS grau |) s&o tumores benignos e de crescimento lento
provenientes das células de Schwann das bainhas dos nervos periféricos e cranianos,
correspondendo a cerca de 8% dos tumores intracranianos e 29% das neoplasias da
medula espinhal. Acometem mais o sexo feminino entre a quarta e sexta décadas de
vida. .

O perfil imuno-histoquimico evidencia reatividade extensa para proteina S100,
bem como positividade focal para GFAP e LEU-7, sendo de extrema valia no diagnostico
diferencial com sarcomas fusocelulares e fibromatoses "4

A analise citogenética dos schwannomas demonstrou alteragdes do gene NF2,
sendo que mutagdes que inativam este gene foram evidenciadas em cerca de 60% dos
schwannomas esporadicos. Perda da expressdo da proteina merlin parece ser um
achado universal destas neoplasias '
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IMUNO-HISTOQUIMICA EM DOENGAS DEGENERATIVAS
1. Doenga de Alzheimer (DA)

A doenca de Alzheimer &€ uma doenga neurodegenerativa caracterizada por
déficits da memodria recente, alteracdes da personalidade e da afetividade, de inicio
insidioso e curso devastador, sendo a principal causa de deméncia na America do Norte
na populagdo de 55 a 70 anos, correspondendo a cerca de 70% de todos os casos.

Imuno-histoquimica usando anticorpos para peptideo A4 pode ser de extrema
valia na analise anatomopatolégica dos casos de DA, principalmente nos espécimes
obtidos através de biopsias estereotaxicas. Anticorpos monoclonais para proteina A4
ainda podem revelar deposicdo amildide nas paredes dos vasos afetados pela angiopatia
cerebral amildide, além de reatividade para placas senis e deposicdo de amildide no
neuropilo distréfico, o que é corroborado pela reatividade ao anticorpos anti-Tau '™,

Os novelos neurofibrilares sdo compostos por uma proteina Tau associada aos
microtubulos, a qual pode ser evidenciada pela reatividade a anticorpos anti-Tau, bem
como por positividade a ubiquitina %'

Corpusculos de Hirano sao corpusculos intracitoplasmaticos cristalinos pequenos
e eosinofilicos, ocasionalmente encontrados nos cérebros normais e numa grande
variedade de doencgas neurodegenerativas, sendo mais caracteristico da doenga de
Alzheimer. Estes corpusculos apresentam forte positividade a analise imuno-histoquimica
para actina ¢ %12,

Corpusculos de Lewy sao inclusdes intraneuronais arredondadas e eosinofilicas,
com um centro hialino e um halo periférico palido, os quais sdo encontrados em inumeras
alteragdes degenerativas do sistema nervoso central, entre estas, o mal de Parkinson,
atrofia multi-sistémica, paralisia supranuclear progressiva, degeneracao cortico-basal,
doenca dos motoneurdnios, distrofia neuroaxonal, sindrome de Down e a doencga de
Alzheimer, dentre outras. A analise imuno-histoquimica destes corpusculos revela forte
positividade para ubiquitina e neurofilamentos "'"'*.

2. Doenga de Pick (DP)

A doenca de Pick & uma forma de deméncia rara, de curso lento e inexoravel, na
qual a atrofia cerebral é predominantemente localizada, situando-se no neocértex dos
lobos frontais e temporais, sendo os giros pré-central e temporal postero-superior 0s mais
acometidos.

A analise imuno-histoquimica evidencia positividade para GFAP nas regides onde
a gliose é intensa, bem como os corpusculos de Pick sdo reativos para ubiquitina,
proteina Tau e Alz-50 (tabela 9).

3. Esclerose lateral amiotrofica (ELA)

A esclerose lateral amiotréfica representa a forma mais frequente de doenca
neurodegenerativa dos neurdénios motores, podendo estar associada em 5 a 10% dos
casos com uma transmissdo hereditaria autossémica dominante. Caracteriza-se por um
acometimento de duas classes de motoneurénios, a saber. 1) neurdnios motores
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inferiorés; localizados nos cornos anteriores da medula espinhal e 2) neurénios motores
superiores, 0s quais apresentam seus pericarios situados na camada 5 do cortex motor.

O perfil imuno-histoquimico evidencia intensa reatividade para neurofilamentos
nos esferoides axonais, corroborando com sua cémposigéo rica em neurofilamentos.
Contudo, o achado caracteristico da ELA consiste na positividade para ubiquitina nos
corpos celulares dos neurénios motores situados no corno anterior da medula, em
inclusdes situadas nos motoneurdnios corticais e nas células do cortex ndo motor, o que
nao é observado nas outras formas de doenca dos neurénios motores .

4. Doenca de Parkinson (DPA) 2

A DPA, descrita por James Parkinson em 1917, € uma doenga dos ganglios da
base, caracterizada por um decréscimo das projecées dopaminérgicas provenientes da
substancia negra, cuja sintomatologia € representada por tremores ritmicos ao repouso
(tremores “em contar dinheiro”), aumento do ténus muscular, rigidez, acinesia e
bradicinesia.

As alteragdes neuropatolégicas observadas nesta doenca sdo representadas por
uma degeneracgdo da substancia negra e do /locus coeruleus, na qual se evidencia uma
perda neuronal associada a gliose reativa, bem como corpusculos de Lewy. Estes
corpusculos apresentam forte reatividade imuno-histoquimica para ubiquitina e
neurofilamentos, sendo diferenciados dos corpusculos de Lewy de outras doencas
neurodegenerativas pela auséncia de reacao a proteina Tau e a Alz-50 (tabela 9) * "'
Outras alteragbes encontradas compreendem a destruicdo das vias nigroestriatais e a
degeneracao do estriado, sendo mais atingido o putamen.

5. Doencgas neurodegenerativas ocasionadas por prions

As doenca de Creutzfeld-Jakob (DCJ), sindrome de Gerstmann-Straussler-
Scheinker (GSS), Kuru e Insénia Familial Fatal (IFF) sdo doengas neurodegenerativas
causadas por prions e frequentemente transmissiveis a animais de laboratério. A principal
hipotese etiologica para estas doengas sugere que sejam ocasionadas por uma particula
proteinacea infecciosa (prion) destituida de qualquer tipo de acido nucléico, a qual &
supostamente codificada por um gene do hospedeiro situado no braco curto do
cromossomo 20. A isoforma normalmente expressa por esse gene, a proteina PrP°, &
uma proteina transmembrana, a qual se acumula durante o desenvolvimento nas células
do sistema nervoso central, sendo sua fungdo desconhecida. Nos casos de prionopatias,
ha um acumulo de uma forma modificada desta proteina, a PrP*, a qual apresenta as
propriedades de ser resistente a agdo das proteases, bem como de se agregar em
particulas fibrilares.

A imuno-histoquimica para as variantes da proteina PrP® tem se mostrado de
extrema valia na diferenciagdo entre essas entidades, bem como no diagndstico
diferencial com alteragdes espongiformes artefactuais.
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Tabela 9 - Achados imuno-histoquimicos nas doencas neurodegenerativas (adaptado
das referéncias 2,,10-13)

Ubiquitina |NF | Tau | GFAP [Actina [Alz-50 |Beta- |alfaB
A4 cristaloide

Novelos + + + = . + Rk B
neurofibrilares
Placas neuriticas - - - - - R ¥ =
Angiopatia amiloide |- - - - - - e s
Corpusculos de - . - : + e 3 .
Hirano
Corpusculos de + + |+ |- - +/-* = B
Lewy
Corpusculos de Pick | + - + - . + . -
Fibras de Rosenthal |+ - - o - - - +
Esferoides Axonais |+ + - - " B _ R

+/-*. auséncia de reatividade para proteina Tau e para Alz-50 nos corpusculos de Lewy
encontrados na Doenga de Parkinson, contudo em outras doengas neurodegenerativas,
sua positividade pode ocorrer.

+**positivo na periferia da fibra.

+*** a positividade para Alz-50 nas placas neuriticas apresenta padrdo similar a
reatividade nos novelos neurofibrilares.

+**** positividade predominantemente extracelular.
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11. HEMATOPATOLOGIA - ASPECTOS GERAIS

.

José Vassallo

E no tecido hemo-linfopoético e seus processos hiperplasicos e neoplasicos que
se concentram grande parte dos problemas diagnosticos em Patologia, exigindo,
freqlentemente, a utilizagdo de métodos imuno-histoquimicos. Como em outros érgéos,
um grande impulso tem sido dado no diagnéstico das lesées devido ao desenvolvimento
de um crescente numero de anticorpos que podem ser utilizados em tecido fixado
rotineiramente e incluido em parafina . Porém, é neste tecido que a boa fixagdo e a
boa técnica histolégica séo fatores criticos, precedendo a indicagdo do uso da imuno-
histoquimica.

Neste capitulo, forneceremos nogdes de processamento adequado dos linfonodos
biopsiados e das indicagdes para estudo imuno-histoquimico: no diagnéstico diferencial
de neoplasias linfoides de outras neoplasias e no diagnéstico diferencial entre processos
hiperplasicos e neoplasicos linféides. O perfil imunofenotipico dos linfomas de células B,
T e de Hodgkin serdo estudados nos capitulos subseqiientes.

1. Processamento dos espécimes obtidos por biopsia

Cabe ao cirurgido a responsabilidade pela boa coleta do material para o
diagnostico em tecido linféide. Nos servicos em que o trabalho conjunto com o patologista
e estreito, este pode fornecer os principios gerais para que o material coletado seja
satisfatorio. Onde o trabalho de equipe for rotineiro, é desejavel que o patologista receba
imediatamente o espécime a ser analisado para processa-lo nos moldes adequados.
Onde isto ndo for possivel, & imprescindivel que, no minimo, sejam obedecidos os
seguintes cuidados:

* evitar bidpsias de linfonodos submandibulares e inguinais, quando houver opcéo, uma
vez que estes podem apresentar fibrose devida a drenagem de processos infecciosos
pregressos; da mesma forma, quando houver linfonodos de tamanhos variados, deve-
se optar pelo maior deles;

e deve-se evitar a fragmentagao do linfonodo; no caso de bidpsia de tumores, uma
amostra profunda e adequada deve ser colhida, evitando-se representar apenas
fibrose peri-tumoral;

» especime deve ser cortado no maior eixo para a realizagdo de ‘“imprints’,
delicadamente, sendo necessarias pelo menos duas laminas citologicas: uma para
fixagdo imediata em alcool 80% e outra seca ao ar (para corantes hematologicos,
como Giemsa ou Leishmann); entdo, o espécime deve ser imediatamente fixado em
formalina a 10% e enviado para o patologista.

Nos casos em que o linfonodo for transportado de imediato ao laboratério de
patologia, & conveniente coloca-lo em recipiente plastico, sem liquidos ou fixadores. Para
tempo de transporte mais longo, o resfriamento a 4°. C por até cerca de 24 horas permite
boa preservacdo de antigenos e da morfologia. Idealmente, porém, os espécimes s3o
transportados congelados em nitrogénio liquido para os centros especializados. Quando o
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patologista recebe o espécime a fresco, o materlal pode ser dividido, segundo a
capacidade do servigco em questao:

» para fixagdo em formalina a 10% e em outro fixador com boa preservagao citolégica
(como B-5, Zenker, Bouin ou Duboscg-Brazil): para isto, as fatias devem ter
espessura de 2-3 mm, permitindo melhor penetracdo do fixador. Jamais deve ser
ultrapassado o tempo maximo adequado para cada fixador:

e para estudo citolégico, idealmente uma ou mais |dminas feitas por “imprint” do
especime fixadas em dalcool 80% e uma ou mais secas ao ar para coloragao
hematolégica;

* congelamento de um fragmento de tecido para estudo imuno-histoquimico em cortes
congelados e para estudos de biologia molecular (extracdo de DNA):

o retirada de fragmento para estudos microbiolégicos (devera ser acondicionado em
meio de cultura);

e fragmento para microscopia eletrénica;
» realizagdo de suspensdo celular para imunofenotipagem em citémetro de fluxo.

Com raras excegdes, em nosso meio o estudo fica restrito aos dois primeiros
procedimentos rotineiros. Quando o patologista recebe o linfonodo ja fixado, é
conveniente que processe imediatamente as fatias de 2-3 mm de espessura e refixe o
tecido em fixador de boa qualidade, caso as superficies de corte revelem fixacao
incompleta. O cuidado na técnica histolégica deve-se estender as etapas posteriores:
produtos (alcool, xilol, parafina) de boa qualidade, tempo de banho adequado, corte e
coloragdo adequados.

2. Diagnéstico diferencial entre neoplasias indiferenciadas hemo-linfopoéticas e
outras

Este topico sera objeto de estudo em outros capitulos deste livro. Faremos aqui
um breve apanhado dos principais grupos de neoplasias e padroes morfologicos que
podem causar dificuldade diagnéstica.

a) padrdo indiferenciado de células grandes poligonais: entram neste grupo os
carcinomas, melanoma, cordoma, sarcomas e linfomas  de grandes ceélulas
(principalmente o anaplasico de grandes células CD30-positivo, mas também os de
grandes células B ou T);

b) padrdo indiferenciado de pequenas células redondas: entram neste grupo
principalmente os carcinomas de pequenas células, tumores germinativos, linfomas
(principalmente os linfoblasticos, tipo Burkitt, algumas vezes os de grandes células B e
T), sarcoma granulocitico (infiltragdo por leucemia mieldide aguda) e os sarcomas
indiferenciados  (neuroblastoma,  rabdomiossarcoma,  Ewing/PNET).  Menos
freqlentemente este padrio ocorre no melanoma;

¢) padrao fusocelular: além de poder ocorrer em carcinomas, sarcomas e no melanoma,
este padrao foi descrito, como forma rara, em linffomas anaplasicos de grandes células
CD30-positivos.
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Dependendo do padrao morfoldgico da neoplasia e da idade do paciente, alguns
diagnosticos diferenciais sdo mais provaveis. Neste contexto, o painel deve incluir:

¢ marcadores epiteliais: pancitoqueratinas, citbqueratinas de alto e baixo pesos
moleculares. Lembrar que o marcador para antigeno epitelial de membrana (EMA)
pode ser positivo em neoplasias e células linféides: linfoma de grandes células
anaplasico CD30-positivo, linfoma de grandes células B, rico em linfécitos T, doenca
de Hodgkin predominancia linfocitaria nodular e em plasmécitos (e, eventualmente,
em plasmocitomas). Deve-se ter em mente, por outro lado, que o marcador CD30
positivo em carcinomas embrionarios, além de certas hiperplasias imunoblasticas 7.

e marcadores para melanoma: vimentina, proteina S-100 e HMB-45.

e marcadores para tumores de células germinativas, como a fosfatase alcalina
placentaria. Lembrar que alguns tumores germinativos podem ocorrer em mediastino,
local acometido também por linfomas. Estudos imuno-histoquimicos em neoplasias
indiferenciadas de testiculo também devem incluir marcadores para neoplasias
linféides, tanto na faixa pediatica (linfoma/leucemia linfoblastica), como em idade
avancgada (linfomas de grandes células B).

¢ marcadores para sarcomas: vimentina, marcadores miogénicos (desmina, actina
muscular HHF-35, actina de musculo liso 1A4, actina sarcomérica e outros),
marcadores endoteliais (fator VIII, BNH-9, CD31, CD34 e outros), marcadores neurais
(enolase neuronal especifica - NSE, cromogranina, CD57 e outros). Lembrar que o
CD57 pode marcar neoplasias de células NK (natural killer), como também neoplasias
ndo hematologicas (oligodendroglioma, tumores neuroectodérmicos, carcinoma de
pequenas celulas do pulméo, carcinoma prostatico). O CD99, utilizado para marcar
sarcoma de Ewing/PNET é frequentemente positivo em linfoma linfoblastico. Neste
caso, & importante incluir no painel, além de outros marcadores linfoides, o TdT,
atualmente utilizavel em parafina, que & freglientemente positivo em
linfomas/leucemias linfoblasticas e, mais raramente, na leucemia mieldide aguda.

» marcadores para neoplasias linféides e mielo-histiociticas: CD45 (antigeno
leucocitario comum), marcadores linféides B (como o CD20/L26 e as cadeias leves e
pesadas de imunoglobulinas), marcadores linféides T (como o CD45RO/UCHL1,
CD43, CD3), marcadores mieldides e histiocitarios (como a lisozima, mieloperoxidase,
CD68/KP1), o CD15 e CD30 para a doen¢a de Hodgkin e outros que serdo estudados
em maior detalhe nos capitulos seguintes. -

Neste ponto, & conveniente detalhar um pouco mais o valor diagnéstico do CD45
Este € um marcador de grande importancia no diagndstico de linfomas,
principalmente os de grandes células, quando outras neoplasias estdo sendo cogitadas.
Pode também estar presente no sarcoma granulocitico/leucemia mieldide aguda '".
Dependendo do tipo histologico, de 80-99% dos linfomas nado-Hodgkin expressam o
CD45. Na doenca de Hodgkin esta expressao ndo ocorre de regra, com excecao do tipo
predomindncia linfocitaria nodular, que, como veremos adiante, € um tipo especial de
neoplasia linfoide B '*. Mesmo assim, existem relatos de 3-9% de expressdo do antigeno
leucocitario comum nas formas classicas da doenca de Hodgkin. Na verdade, a avaliagao
da positividade das ceélulas de Hodgkin e Sternberg-Reed é dificil, uma vez que a
expressao ocorre na membrana e linfécitos vizinhos podem simular positividade das
mesmas.

(11.12)
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Neoplasias nao hematoldgicas raramente ou nunca expressam CD45, tornando-o
um marcador fidedigno e especifico. Sua sensibilidade, porém, pode variar, como
afirmado pouco antes, de acordo com o tipo histokdgico do linfoma. Nos linfomas de
grandes células anaplasicas CD30-positivos, em 40-50% dos casos pode deixar de haver
sua expressdo "?. Portanto, um painel que inclua apenas o CD45 e este for negativo
pode nos levar a conclusdo prematura de nao se tratar de um linfoma. Assim, quando
uma neoplasia indiferenciada nao expressar os marcadores genéricos como
citoqueratinas, proteina S100 e CD45, fica indicada a inclusdo de marcadores linféides B,
T e o CD30 numa etapa seguinte. A vimentina pode ser positiva em qualquer neoplasia
linféide, bem como em pequenos linfocitos normais, servindo, também nestes casos,
como controle de preservagdo dos antigenos teciduais (clone V9) " Vale lembrar que a
proteina S100 pode ser fracamente positiva em linfomas de grandes células anaplasicas,
alem de ser mais evidentemente positiva em histiocitose de células de Langerhans
(histiocitose X). Quando se avalia uma proliferacdo histiocitaria, convém realizar a
pesquisa de bacilos alcool-acido resistentes, uma vez que estes também podem se
marcar com o anticorpo para proteina S100.

A molécula CD45 esta presente também na membrana de células normais
precursoras e maduras, quer em sua forma nao restrita, presente tanto em linfécitos B,
quanto T, quer nas suas formas restritas, ‘presente preferencialmente em linfocitos B
(CD45RA/4KBS) ou T (CD45RO/UCHL1). Portanto, o marcador CD45 nao se presta para
diferenciar células normais de neoplasicas ou para subtipagem de linfomas nao-Hodgkin.

3. Diagnéstico diferencial entre processos linfoides hiperplasicos e neoplasicos

O tecido linféide maduro constitui-se por aproximadamente metade até % de seus
elementos de células linféides T e % até metade de células linfoides B. Esta proporcéo
varia em condigdes onde ha exuberante hiperplasia linfoide folicular, quando predominam
os elementos linfoides B, e nas linfocitoses benignas reacionais em derrames pleurais,
onde os elementos linféides T perfazem 80% ou mais das células. Outras células
imunologicamente competentes, como os macréfagos, constituem populagées menores
nos tecidos linfoides 7.

As celulas linféides B expressam, em sua maioria, imunoglobulinas de superficie
(slg) e, em alguns casos, como os plasmadcitos, imunoglobulinas citoplasmaticas (clg).
Uma mesma célula B pode expressar mais do que uma cadeia pesada de imunoglobulina
(geralmente IgM e IgD), porém expressa apenas uma cadeia leve (kappa ou lambda). A
proporgao de células que expressam cadeias leves kappa e lambda é variavel. porém
aproxima-se de 2:1. Estes dados podem ser Uteis no diagnostico diferencial entre
processos linfoides hiperplasicos e neoplasicos, uma vez que cerca de 70% das
neoplasias linféides B expressam slg monoclonal (apenas kappa ou apenas lambda).
Num processo hiperplasico, o padrdo de Ig é policlonal. As cadeias leves de
imunoglobulinas podem ser detectadas por imuno-histoquimica "®.

Embora algumas vezes a detecgao de slg seja possivel em parafina, principalmente
variando-se o tempo de digestao enzimatica do corte, os melhores resultados s3o obtidos
na deteccdo de clg. Mesmo quando dispomos de tecido congelado, ha limitagbes na
pesquisa de restricdo de cadeias leves de imunoglobulinas:

a) devido a presenga de Ig no intersticio;
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b) porque cerca de 1/3 dos linfomas de células B nao expressam Ig de superficie e
citoplasmatica; :

¢) pela possibilidade de existirem células B policlonais reativas remanescentes no tecido
neoplasico.

Outro problema técnico que pode advir do uso da imuno-histoquimica para a
pesquisa de cadeias leves de imunoglobulinas citoplasmaticas é a adsorgao ou difusao
das mesmas para o citoplasma de quaisquer células, fornecendo resultados falso
positivos. Este problema pode ser contornado com a utilizagado de hibridizagao in situ,
através de sondas marcadas para detectar o RNA mensageiro das cadeias leves de Ig.
Neste caso, as células positivas de fato contém o RNA para kappa ou lambda, nao
havendo o artefato de difusdo ou adsorgéo possivel com as proteinas. Este método &
perfeitamente aplicavel a cortes parafinados ''®.

Quanto a avaliacdo de neoplasias de células T, a simples presenga de grande
numero de linfécitos T ndo € sempre indicativa de malignidade desta linhagem celular,
como pode ser observado no linfoma de grandes células B, rico em linfocitos T. Alem
disto, populacdes T reativas benignas podem infiltrar neoplasias T, levando a falhas de
interpretacdo a imunofenotipagem. Por fim, um marcador de clonalidade detectavel por
imuno-histoguimica, a exemplo das cadeias leves de |g, ainda nao esta disponivel para a
linhagem linféide T.

Neste contexto entende-se a necessidade de métodos mais complexos em alguns
casos, através da Biologia Molecular.

4. Principios das aplicagbes dos métodos de Biologia Molecular em
Hematopatologia

Os métodos de Biologia Molecular aplicados a Hematopatologia incluem, alem da
hibridizagao in situ citada acima, o método de hibridizacdo de Southern blot e 0 metodo
de amplificagdo pela reagdo em cadeia da polimerase (PCR) “°?". Em ambos, é
necessario que o DNA do tecido seja extraido, perdendo-se assim o parametro
morfologico. Ambos os métodos aplicam-se para o diagnéstico de neoplasia linféide, para
a tipagem das neoplasias em B ou T (ndo ha possibilidade deste método ser utilizado
para a subtipagem da neoplasia), para a detecgao de clones neoplasicos B ou T, que nao
possam ser identificados morfologicamente (acometimento parcial do tecido, interposicao
de tecido reacional residual, identificacao de doenca residual apos terapéutica).

O método de Southern blot requer uma certa quantidade de DNA de boa
qualidade, portanto nao pode ser aplicado em material previamente fixado e incluido em
parafina. Por isto, fragmentos de tecido ou suspensao de células obtidos especificamente
para este fim sdo necessarios. Suas vantagens incluem:

« determinacdo da clonalidade da proliferacdo, independente da expressao
imunofenotipica, j4 que avalia a carga genética e ndo a expressao protéica dos
marcadores linfoides;

o determinacdo da natureza maligna ou benigna de um processo, independente da
morfologia, ja que pode detectar de 1 a 2% de populagao neoplasica em uma amostra;

« portanto, permite aplicagdo em pequenas amostras de fluidos, sangue e aspirados;
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resolve a maior parte das limitagées da imunofenotipagem listadas anteriormente.

As limitagbes deste método podem ser técnicags ou bioldgicas:

processamento de extracdo, digestdo do DNA e hibridizacdo com sonda marcada
radioativamente requer cerca de 2 semanas, retardando o tratamento adequado,

* produz residuos radioativos, por causa da marcacédo das sondas diagnosticas;

* pode fornecer resultados falso-positivos ou falso-negativos por processamento
inadequado do DNA e das demais etapas da hibridizagéo;

e além disto, a detecgao de um rearranjo genético clonal de um receptor pode nao ser
necessariamente indicativo de malignidade (p. ex., proliferacdes clonais na AIDS, em
pseudo-linfomas extra-nodais, em linfoproliferacées cutdneas) 2

* nem todas as neoplasias contém necessariamente o rearranjo genético clonal que se
esta pesquisando através de dada sonda:

* nao fornece informagdes sobre subclassificacées, sobre comportamento clinico ou
prognéstico.

Da mesma forma que a imunofenotipagem, os métodos de biologia
molecular devem ser interpretados dentro de um contexto clinico e morfolégico **

Por se tratar de um meétodo que permite a amplificacdo de copias de uma
sequéncia génica, o método de PCR contorna algumas das limitagées do Southern blot.
Através da amplificagdo pelo PCR pode-se estudar tecidos processados rotineiramente,
ja que quantidades minimas de DNA de boa qualidade sdo necessarios. Além disto, todo
0 processamento dura apenas alguns dias, permitindo aplicacao clinica mais rotineira. No
entanto, por ser tdo sensivel, o risco de contaminagéo e de resultados falso-positivos sdo
muito maiores.
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“ 7 12. LINFOMAS NAO HODGKIN DE CELULAS B
‘ I Maura Moscardi Bacchi

Até recentemente, a analise imunofenotipica em secgdes de tecidos incluidos em
parafina era de pouca ajuda e, conseqlentemente, raramente empregada no diagnostico
imuno-histoquimico das neoplasias hematolinfoides. Atualmente com a disponibilidade de
numerosos anticorpos monoclonais, reativos contra epitotopos de células linfoides
resistentes a formalina, a maioria dos problemas diagnosticos dos linfomas néo Hodgkin
originarios de linfocitos B, pode ser resolvida utilizando cortes de tecidos desparafinados.

PRINCIPAIS MARCADORES DE LINFOCITOS B EM TECIDOS INCLUIDOS EM
PARAFINA

Anticorpos para cadeias leves de imunoglobulinas kappa e lambda - Estes
anticorpos apresentam valor limitado na analise de linfomas em tecidos desparafinados
M Na maioria dos linfomas B, a imunoglobulina é relacionada com a superficie celular,
sendo, por isso, sua estrutura comprometida durante o processamento histologico. Alem
disso, o elevado background causado pela presenga de imunoglobulina no intersticio do
tecido embebido em soro, dificulta a interpretacdo da reatividade para cadeias leves
kappa e lambda. Nos linfomas com diferenciagao linfoplasmocitoide e nas neoplasias de
plasmacitos, que apresentam maior quantidade de imunoglobulina intracitoplasmatica, a
utilizacdo destes marcadores pode ser extremamente Uutil para demonstrar
monoclonalidade e, portanto, comprovar a natureza neoplasica do processo.

CD20 - O anticorpo monoclonal anti-linfocito B mais util € o anticorpo L26, que identifica o
antigeno CD20, que apresenta, com raras excegdes, expressdo restrita as células
linféides B normais, reativas e neoplasicas “*. A grande maioria (>95%) dos linfomas de
células B é CD20 positivo; a frequiéncia de linfomas de células T CD20 positivos €
praticamente zero. Além disso, o0 CD20 é expresso em células de Reed-Sternberg e suas
variantes em 10-20% dos casos de Doenca de Hodgkin classica; as células L&H do sub-
tipo predominancia linfocitica da Doenca de Hodgkin sdo sistematicamente CD20
positivas. Neoplasias de células plasmocitarias sdo, em geral, negativas para CD20. Deve
se salientar que o anticorpo L26 ndo apresenta boa reatividade em tecidos
descalcificados com acido e em particular tecidos fixados com Bouin.

Outros anticorpos monoclonais anti-células B incluem 4KB5 ou MB1 (anti-
CD45R), LN-1 (anti CD75w) e LN2 ou MB3 (anti-CD74), no entanto, deve se ressaltar que
nenhum destes anticorpos apresenta a sensibilidade e especificidade do anticorpo L26 no
diagnéstico dos linfomas de células B.

CD79a - Na superficie de células B, o antigeno CD79a aparece antes dos estadios pré-B
de diferenciacdo dos linfocitos B e persiste nas células plasmocitarias.
Conseqiientemente CD79a identifica espectro mais amplo de diferenciagéo de linfocitos B
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que aquelés reconhecidos pelo anticorpo anti-CD20. Recentemente, foi densenvolvido
anticorpo anti-CD79a que funciona em tecido desparafinado e que reconhece 97% dos
linfomas B. & aconselhavel a utilizagao deste anticorpo junto com anticorpo anti-CD20 no
diagndéstico imuno-histoquimico dos linfomas de células B

OUTROS MARCADORES UTEIS NO DIAGNOSTICO DOS LINFOMAS B

CD23 - CD23 & marcador de ativagdo de células B sendo comumente expresso em
leucemia linfocitica crénica (LLC)/linfoma linfocitico. € til na diferenciacdo entre LLC e
linfoma de celulas do manto por citometria de fluxo. Recentemente, ha disponivel
comercialmente anticorpo contra CD23 com imunorreatividade em tecido incluido em
parafina. Estudos preliminares em material histoloégico tém demonstrado utilidade
semelhante na sub-classificagdo dos linfomas B .

CD5 - Recentemente dispomos de um novo anticorpo anti-clone CD5, designado 4C7
com imunorreatividade em tecido incluido em parafina. Este anticorpo identifica
populacéo de linfocitos T maduros e neoplasias de células B que co-expressam CD5, tais
como, LLC/linfoma linfocitico e linfoma de células do manto .

Ciclina D1 - A proteina nuclear PRAD1 ou ciclina D1 foi originalmente descrita em
adenomas de paratiredide e esta envolvida no controle da transicao da fase G1 para fase
S do ciclo celular. A expressdo exagerada de ciclina D1 é caracteristica dos linfomas de
celulas do manto devido, em parte, a presenca da translocagao t(11,14) que envolve o
locus da cadeia pesada de imunoglobulina e do gene da ciclina D1. Conseqtientemente, a
presencga de ciclina D1 é util como marcador de linfoma de células do manto e auxilia na
sua distingdo entre os linfomas B de baixo grau 7#.

bel-2 - O produto do gene bcl-2 é uma proteina de membrana mitocondrial de 26kD que
apresenta papel chave na prevengdo da morte programada da célula ou apoptose em
uma variedade de células hematopoéticas, incluindo linfocitos T e B. O linfoma folicular
caracteristicamente contém t(14,18), que ocorre no locus bcl-2 sob o controle de
elementos regulatorios de imunoglobulina de cadeia pesada. A expressao da proteina bcl-
2 pode ser detectada por imuno-histoquimica em varias neoplasias linféides. O anticorpo
monoclonal anti-bc/-2 é utilizado para diferenciar linfoma folicular de hiperplasia folicular.
Em 93% dos linfomas foliculares a imunorreatividade para bcl-2 pode ser encontrada nas
células foliculares; a negatividade é encontrada nos centros germinativos das hiperplasias

foliculares reacionais. Outros linfomas de células B de baixo grau também expressam bcl-
2 (9,1U)l

LINFOMAS ORIGINARIOS DE CELULAS B

Linfoma linfoblastico de células B/Leucemia linfoblastica aguda B - Neoplasia de
celulas B precursoras (blasticas) com apresentacdo na forma de leucemia linfoblastica
aguda pre-B e linfoma linfoblastico. Esta distingdo & geralmente clinica. Em cortes de
parafina, os linfomas linfoblasticos-B/LLA-B s&o positivos para varios marcadores
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expressarem CD10/CALLA, CD34 e TdT, marcador de célula precursora linfoblastica.

*

Linfoma de Burkitt e linfoma Burkitt-like - Expressam varios antigenos associados as
células B, como CD20, CD79a, em parafina. As células tumorais sao também positivas
para CD10/CALLA, mas negativas para CD34, TdT, CD43 e para antigenos associados a
linfocitos TV,

Linfoma folicular - Neoplasia de células B originadas de células centro-foliculares,
usualmente constituido de mistura de centrocitos e centroblastos. Os foliculos
neoplasicos expressam CD20 e CD79a e sédo rodeados por pequenos linfécitos T, CD3+.
Para o patologista o anticorpo mais Util para diferenciar linfoma folicular de hiperplasia
linféide reativa & o anticorpo bcl-2 "%'?. Os foliculos neoplasicos séo positivos para bcl-2
em 85% dos casos, em contraste com os foliculos reacionais da hiperplasia linféide que
s&o negativos para bcl-2. Os linfomas foliculares apresentam baixo indice de proliferagao
celular detectado através do anticorpo Ki-67 (MIB-1), enquanto os foliculos reativos
apresentam indice elevado de células em proliferagcao. Os casos de linfoma folicular de
diagnéstico mais dificil necessitam de estudo imuno-histoquimico em tecido congelado,
com o objetivo de detectar a expressdo monoclonal para cadeia leve de imunoglobulina,
observada em 90% dos casos, geralmente de IgG e | gM. Os linfomas foliculares séo
positivos para CD10 e negativos para CD5 e CD43, que auxiliam no diagnéstico
diferencial com linfoma de células do manto e linfoma linfocitico/LLC.

Leucemia linfoide cronica/Linfoma linfocitico de células B - Estas neoplasias linféides
sdo constituidas por pequenos linfécitos com nucleo escuro, com areas claras que
correspondem a acumulos de grandes células tipo centroblastos e imunoblastos
denominados centro proliferantes. Células neoplasicas expressam os marcadores de
linfocitos B, CD20 e CD79a. Em contraste com linfécitos normais, as células tumorais co-
expressam CD5 e CD43 "*'* antigenos detectaveis em material incluido em parafina. O
indice de proliferacdo celular & geralmente bastante baixo nestas neoplasias, com
positividade marcada apenas nos acumulos de grandes células dos centros proliferantes.

Linfoma linfoplasmacitico (Imunocitoma) - Estes linfomas B constituem-se em
proliferagcdo predominante de pequenos linfocitos, freqlentemente apresentando
inclusdes intranucleares, conhecidas como corpusculos de Dutcher, acompanhados de
variavel numero de células plasmocitarias. As células plasmocitarias apresentam
imunoglobulina monotipica IgM intracitoplasmatica detectavel nos cortes em parafina.
Além disso sdo positivas para CD20 e CD79a e geralmente sdo negativas para CD5,
CD10 e CD23. A expressdo de CD43 é variavel. O indice de proliferacdo celular é
bastante baixo ( <5% das células).

Linfoma de células do manto - Neoplasia de pequenas células recentemente
reconhecida na classificagdo REAL, mas que se caracteriza por comportamento
agressivo e prognostico ruim ‘", O linfoma de células do manto apresenta padrao
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vagamente nodular e constituido por células de pequeno e médio tamanhos do tipo
centrocitos. Nota-se hiperplasia de células reticulares dendriticas que pode ser
demonstrada pela positividade dos anticorpos CD21-e CD35. Esses linfomas expressam
marcadores de células B (CD20 e CD79a) em cortes de parafina. Também costumam
apresentar expressdo monotipica de imunoglobulina de superficie  (IgM+IgD)
demonstradas em tecido congelado. Os linfomas de células do manto co-expressam
CD43 e CDS5, mas sdo negativos para CD23 e CD10. Anticorpos anti ciclina-D1 se
constituem nos marcadores mais (teis para o diagnéstico de linfoma de células do manto.
Aproximadamente 60% destes linfomas so ciclina-D1 positivos " Ha necessidade de
se alertar para dificuldades de interpretagdo das reagées utilizando anticorpo anti-ciclina
D1. Apenas coloragéo fortemente positiva na maioria dos nucleos das células tumorais
deve ser considerado como resultado positivo e coloragao citoplasmatica nao tem valor
diagnostico.

Linfoma B de zona marginal extranodal do tecido linfoide associado a mucosa
(linfoma do tipo MALT) - Linfomas do tipo MALT sao compostos de pequenas células
atipicas do tipo centrocitos, mas com citoplasma mais abundante. Outras células
invariavelmente presentes sio células B-monocitdides, plasmacitos e pequenos linfocitos.
Caracteristicamente observam-se células linfdides atipicas infiltrando o epitélio (lesao
linfoepitelial). As células tumorais expressam antigenos associados as células B, como
CD20, CD79a, mas sdo tipicamente negativas para CD5, CD43 e CD23 (excluindo os
diagnésticos de LLC e linfoma de células do manto) e negativas para CD10 (excluindo
linfoma folicular). O uso de anticorpos anti-citoqueratinas & bastante util nestes linfomas
para demonstrar a presenca de lesio linfoepitelial. Em aproximadamente 40% dos casos
as ceélulas plasmocitarias apresentam expressdo monoclonal de imunoglobulina (IgM, 1gG
ou IgA). O Helicobacter pilori pode ser encontrado na maioria dos casos de MALT
gastrico ',

Linfoma B de zona marginal nodal ( Linfoma B monocitéide nodal) - Atualmente é
bem aceita a existéncia do linfoma B de zona marginal nodal independente da existéncia
de linfoma do tipo MALT. O imunofendtipo destas linfomas é bastante semelhante dos
descritos para linfoma do tipo MALT.

Linfoma B rico em células T - Estes linfomas sio definidos pela presenca de pequeno
numero de células neoplasicas B entre populagdo predominante de linfécitos T
reacionais. As células tumorais sao grandes, do tipo centroblastos e imunoblastos,
fortemente positivas para CD20 e CD79a e geralmente sdo positivas para EMA.
Marcadores de células de Reed-Sternberg (CD15 e CD30) sao negativos. Linfécitos
pequenos nao-neoplasicos expressam imunofenétipo T. Estes linfomas geralmente se
apresentam como estadio Ill e IV no momento do diagnostico e a resposta a
quimioterapia € bastante variave| '®

Linfoma difuso de grandes células B - Os achados morfolégicos deste tipo de linfoma é
bastante variado, por vezes constituido predominantemente de centroblastos ou
imunoblastos ou ainda de grandes células pleomérficas, com nucleos irregulares, lobados
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ou multiiobulados. Freqlientemente esses tumores apresentam mistura de todos esses
tipo celulares. Os linfomas de grandes células, independente dos aspectos morfolégicos,
expressam varios marcadores de linfécitos B, como CD20 e CD79a, e sao positivos
paraCD19 e CD22 em material congelado. Expregssdo monoclonal de imunoglobulina
citoplasmatica pode ser demonstrada em cortes de parafina em razoavel proporgao dos
casos. Esses linfomas s&o, na grande maioria, positivos para CD45, marcador util no
diagnostico diferencial com carcinomas indiferenciados e melanoma. Esses linfomas sao
considerados linfomas de alto grau histologico e geralmente apresentam indice de
proliferagao celular acima de 60% utilizando anticorpo Ki-67 """,
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13. LINFOMAS NAO HoDGKIN DE CELULAS T
Fernando Augusto Soares e Victor Eduardo Arrua Arias

INTRODUGAO

O conhecimento acerca dos linfomas ndo-Hodgkin de células T (LNH-T) & muito
menos amplo do que aquele referente aos linfomas de células B. Até ha pouco tempo,
debatia-se a importancia do reconhecimento do imunofenétipo para o tratamento e
prognostico. Este debate ndo mais tem lugar, sendo hoje aceita universalmente a
necessidade imperativa da separacdo dos linfomas de células B, T ou natural killer (NK) .
Esta & a chave primaria no sistema REAL, e mesmo ja era reconhecida nos sistemas de
Kiel e Lukes e Collins. O sistema da Working Formulation ndo prevé tal separacéo e esta
tornou-se uma das criticas mais fortes para a nao utilizagdo deste sistema, que em nossa
opiniao, deve ser abandonado por clinicos e patologistas.

Os LNH-T s&do de reconhecimento muito mais recente do que sua contraparte de
celulas B, correspondem a cerca de 12% de todos os linfomas ndo-Hodgkin em nosso
meio e tém nomenclatura ainda muito confusa. A nomenclatura ficou um pouco mais clara
no sistema REAL, que separou os LNH-T em 10 entidades diferentes, com algumas
subdivisdes ainda provisérias ‘"', Esta classificacdo pode ser vista na tabela 1. Pela
simples observagéo da listagem, pode-se notar que os critérios de separacdo destas
entidades constituem uma miscelanea, sendo ora etiolégicos (LNH-T associado ao HTLV-
1), ora decorrentes de aspectos clinicos (LNH-T associado a enteropatia), da localizagéo
topografica (LNH-T hepato-esplénico ou paniculitico) da simples observacéao
histopatoldgica (linfoma de Lennert), ou ainda expressdo imunofenotipica (anaplasico de
grandes células CD30 positivo). Isto sem falar da inclusdo das neoplasias originadas de
células NK.

Os LNH-T representam um grande numero de neoplasias, definidas
imunologicamente como constituidos por células T ativadas e com imunoexpressao
aberrante. Podemos dividi-los em periféricos ou centrais. Também o termo LNH-T
periferico traz significativas confusdes, pois este nome nada tem a ver com o sitio de
envolvimento, mas sim com o grau de maturagdo das células T. Desta forma, os LNH-T
periféricos s&o aqueles constituidos por células com imunofendtipo mais maduro,
enquanto que os timicos sado compostos de células precursoras (leucemias
agudas/linfomas).

Este capitulo irda abordar como podemos marcar por métodos imuno-histoquimicos
os LNH-T . Nos capitulos que nos antecederam, a abordagem geral das neoplasias
linfoides foi comentada e, portanto, este capitulo ird abordar a situagao onde o patologista
ja sabe que se trata de um infiltrado celular T. Ndo nos preocuparemos em comentar a
separagdo entre linffomas B e T, exceto quando estritamente pertinente. Para
entendermos a marcagdo que iremos realizar na pratica, tentaremos explicar
resumidamente a ontogenia das células T e NK, pois seu conhecimento é fundamental
para se entender os marcadores utilizados na pratica diaria.

A ONTOGENIA DAS CELULAS T

Um assunto penoso e nem sempre bem estudado pelos patologistas é a ontogenia
das celulas. Mas para se entender linfomas e toda a gama de marcadores utilizados, este
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capituloué de- fundamental importancia. Muitas vezes nos perguntam como podemos
decorar todos os CDs, mas isto & muito simples se acompanharmos como a maturagao
dos linfocitos ocorre e relacionarmos com a expressdo destas moléculas. Nesta secao
comentaremos somente a ontogenia dos linfocitos TNK, deixando a analise dos linfocitos
B para seu respectivo capitulo. Infelizmente ndo ha como dissertar extensamente sobre o
assunto neste texto e sugerimos que os artigos especializados sejam consultados para
maiores detalhes.

Os linfocitos T sofrem um processo especifico de selegcao no timo. Os receptores de
células T (TCR) permitem que os linfocitos T realizem sua funcdo imunoldgica.
Diferentemente das imunoglobulinas, os TCRs néo reconhecem antigenos soluveis e
interagem com antigenos ligados a moléculas de apresentacao antigénica, os complexos
de histocompatibilidade (MHC). As moléculas de TCR sdo associadas a uma variedade
de outras moléculas de superficie como o CD3, CD45, CD4 ou CD 8, receptores de
integrinas e outras. A ligagdo com estes receptores & fundamental na resposta imune
celular. A ligacdo com um antigeno especifico leva a transformacéo do linfocito T em
célula blastica e inicia a sua expansao clonal. Populagdes diferentes de linfécitos T tém
diferentes funcdes. Células CD8 positivas medeiam a citotoxicidade contra virus,
interagindo com células que tém MHC do tipo |, enquanto que células CD4 positivas
interagem com células, contendo MHC do tipo Il e funcionam como células auxiliares
(helper) na regulagao de outras respostas celulares.

Os TCRs sao polipeptideos heterodimeros ligados por pontes dissulfeto. Sao
constituidos principalmente por cadeias «-3, mas cerca de 5-10% dos TCR séao
constituidos por cadeias y-56. As cadeias dos TCR tém uma grande diversidade de
rearranjos aleatérios de genes para regides V (variaveis), D (de diversidade) e J (de
jungao ). Juntos, estes segmentos génicos codificam o dominio extracelular V do TCR que
fazem a ligacdo com as moléculas de MHC. Os TCRs s&o ligados de maneira ndo
covalente ao complexo do CD3, que & o responsavel pela transdugao do sinal apds o
estimulo antigénico. A regulagdo do mecanismo biogquimico de ativagdo da célula T é
fascinante, mas foge ao escopo do texto e sugerimos que maiores detalhes sejam
verificados nos artigos especificos.

Precocemente na fase embrionaria, os precursores das células T migram da medula
ossea para o timo, o que induz a diferenciacdo para células mais maduras, os linfocitos T
periféericos. O figado fetal contém pré-timécitos com positividade para CD3
intracitoplasmatico (cCD3) a partir da sétima semana gestacional. Virtualmente todos os
timadcitos corticais expressam a enzima transferase do deoxinucleotidil terminal (Tdt) e
tém aspecto morfolégico de células blasticas e alto indice proliferativo. A maturagéo
ocorre quando estas células migram para a posigao subcapsular, deixando o timo para
tornar-se um linfécito T periférico. A medida que esta maturagdo acontece, ha uma
expressdo sequencial de antigenos, o que permite o reconhecimento da fase de
maturacao dacélulaT.

O primeiro antigeno que tem expressao é o CD7 e esta presente mesmo antes do
TCR estar completamente formado. A presencga de Tdt e CD7, sem outros antigenos é
caracteristica de pro-timécitos, que correspondem a cerca de 10% de toda populagdo
linfoide timica. Os timocitos de estadio I, denominacdo que inclui os timdcitos corticais e
subcapsulares, correspondem a cerca de 75-80% das células e sdo caracterizados pela
expressao de CD7, CD2, CD1 e CD5 e co-expressdo (ou auséncia) de CD4 e CD8. Nesta
fase o CD3 & intracitoplasmatico. Esta molécula, como ja comentado, &€ extremamente
importante, pois € ela que ira se ligar ao TCR quando passar a ter expressdo de
membrana. Isto ocorre nos timécitos medulares (ou estadio ). A célula expressa ou sé
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CD4 ou-s¢ CD8, além de CD7, CD2 e CD5, caracterizando o imunofenétipo maduro.
Neste momento ndo temos mais a expressao de CD1 ou Tdt e o TCR esta com as suas
cadeias prontas. Estas células ganham, entéo, a circulacéo, onde constituem cerca de 65-
80% dos linfocitos. .

O conhecimento desta seqliéncia € muito importante, pois, diferentemente de outras
neoplasias, a expressao anémala de antigenos linfocitarios pode ser um excelente
indicador de malignidade. Infiltrados linféides reacionais sempre terdo, dentre os
linfocitos, células CD4+ e células CD8+. A expressao de células somente de um tipo (CD4
ou CD8) e altamente indicativo de malignidade. Assim também o é a chamada expressao
andémala de antigenos. A perda do CD7 ou CDS5, principalmente, sdo outros bom
indicativos que aqueles linfocitos T sdo malignos. Em cerca de 70% dos linffomas T
periféricos ha perda de pelo menos um antigeno. Em nossa opinido este é um aspecto
extremamente util na marcagéo de lesées linfoides cutdneas e temos utilizado este
conceito com freqiiéncia. Também a presenca de Tdt em tecidos nao-timicos é quase
sindnimo de linfomas linfoblasticos. Lembrar que este critério nao € valido para lesdes
mediastinais.

PAINEL DE MARCAGAO DAS CELULAS T

Uma vez feito o diagnéstico de LNH & obrigatério que seja feita imunofenotipagem.
Raras s&o as ocasides nas quais podemos dispensar o estudo imuno-histoquimico.
Geralmente linffomas completamente nodulares, sem areas difusas, podem ser a excecdo
a regra do exame imuno-histoquimico, e praticamente desconhecemos outra situacao em
que isto possa ocorrer nos casos de LNH.

Temos utilizado para escrutinio entre LNH de células B e T/NK a combinacao de 2
marcadores de células B (CD20 e CD79a) e 3 outros para a marcacao de células T
(CD45RO, CD43 e CD3). A combinacdo dos anticorpos respectivos permite conclusées
bastante definitivas, exceto para neoplasias de células precursoras, cujo imunofendtipo
seja muito imaturo. Os antigenos citados sdo caracteristicos de células maduras. Os LNH
de células imaturas (linfoblasticos) s&0 a minoria, tém quadro histologico caracteristico e
apresentacoes clinicas bem definidas. Nao discutiremos este painel para células B, uma
Vez que a expressao destes antigenos ja foi discutida no capitulo correspondente.

Um antigeno que deve ser obrigatoriamente pesquisado neste painel basico é o
CD45RO (UCHL1). Ele reconhece especificamente uma isoforma de CD45, de 180kd.
Esta glicoproteina esta presente na maioria dos timécitos e células T ativadas, em muito
maior propor¢do do que as células T normais em repouso. - Reconhece ambas as
subpopulagdes, CD4 e CD8. Granulécitos e macrofagos podem ser marcados pelo
UCHL1, mas grande parte das células B e NK sio negativas. A grande maioria dos
linfomas B nao expressam CD45R0O, com exce¢do de alguns linfomas de células do
manto. Um anticorpo muito semelhante ao UCHL1 & o0 OPD4, cuja diferenga basica & que
este Ultimo ndo marca células da linhagem histiocitaria. Também pertence a familia
CD45RO e aparentemente marca melhor a subpopulagéo CD4.

Ainda dentro deste painel basico, & muito importante o anticorpo Leu22, que marca
o antigeno CD43. Outro anticorpo que reconhece o CD43 é o MT1. Ambos se sobrepdem
ao UCHL1/OPD4, marcando células T e linfomas originados destas células. Na verdade,
Seu espectro de marcagéo ¢ mais amplo do que aquele do UCHL1/OPD4, mas tem a
desvantagem de marcar cerca de 25% dos linfomas B. sendo que esta marcagao
anémala é mais fraca com o MT1 do que com o L22. Realgamos que a co-expressao
CD20/CD43 é fortemente indicativa de malignidade.
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Fmalmente no painel basico utilizamos o CD3 policlonal. O antigeno CD3 é um dos
mais bem caracterizados biologicamente. Sua molécula consiste de 5 polipeptideos
pequenos, com peso molecular de 16-28kd. Estas 5 cadeias s&o designadas de y, 6, &, (€
n. A grande maioria dos anticorpos monoclonais disponiveis reagem contra a cadeia ¢
(épsilon), de 20kd. O CD3 esta associado ao TCR na superficie linfocitaria. Acredita-se
que o CD3 seja o responsavel pela transmissdo do sinal para a celula qguando do
reconhecimento antigénico pelo TCR, mediada pelo complexo enzimatico tirosina-
fosfatase. Na ontogenia das células T o CD3 é precocemente detectado, mesmo na fase
de timécito |. Em timécitos corticais, o antigeno € intracitoplasmatico e,
subseqiientemente, torna-se de membrana. As Unicas células que apresentam reatividade
ao CD3, além das células T, sdo as. células de Purkinje. Ele é expresso pela grande
maioria das neoplasias de células T e completamente negativo em tumores originados de
outras células, que o torna uma ferramenta especifica. E importante lembrar que a
marcacido das neoplasias menos diferenciadas é citoplasmatica, sendo melhor observada
em esfregacgos.

Os demais marcadores de célula T/NK sdo bastante mais sensiveis as condigdes de
fixagdo do que aqueles ja referidos. A gama de anticorpos disponiveis € muito mais ampla
do que para os LNH-B, mas a maioria deles tem marcagao pobre em tecidos fixados. Para
a marcacdo dos LNH-T, os cortes de congelagdo sao ainda muito utilizados. A seguir,
realizamos a descricdo dos principais anticorpos marcadores de antigenos de celulas
T/NK.

O antigeno CD1a é pouco utilizado para estudar LNH-T, sendo mais util em casos
de histiocitose de células de Langerhans, onde ha bons resultados. O antigeno CD1a &
um polipeptideo de 45kd associado a microglobulina-2-3 O antigeno € expresso por
timocitos ||, desaparecendo quando da diferenciagdo em célula T madura. A codificagao
do CD1 é feita no cromossomo 1 por pelo menos 5 genes, havendo a produgdo de no
minimo 3 polipeptideos. O CD1a é o maior deles com 49kd, sendo os outros de 45kd
(CD1b) e 43kd (CD1c). o anticorpo marca células de LLA-T, podendo ser negativo em
neoplasias de células T mais diferenciadas, também identifica células interdigitantes e de
Langerhans e suas neoplasias derivadas. E importante no reconhecimento de células
interdigitantes em linfadenopatia dermatopatica.

O antigeno CD2 esta presente na superficie da maioria das células T circulantes. E
uma molécula de 50kd e é o receptor (LFA-2) responsavel pela agregagao de hemacias
de carneiro no teste classico da formagéo de rosetas. O CD2 esta aparentemente ligado a
capacidade de proliferagao dos linfécitos T e também na adesao celular pela associagao
com o CD58. O clone que dispomos € essencialmente igual ao OKT11 e nao funciona em
tecidos fixados e parafinados.

As células T auxiliares (helper/inducer) contém um antigeno de aproximadamente
59kd e identificado como CD4. O antigeno CD4 serve como receptor para moléculas
MHCII e para o virus da imunodeficiéncia humana. O CD4 & encontrado em quase todos
os timacitos, excluindo-se os timocitos medulares. E importante salientar que macréfagos
podem expressar CD4. A relagéo de células CD4/CD8 é importante ndo apenas em casos
de SIDA, mas também para se determinar se um infiltrado de células T & reacional ou
neoplasico, como ja visto na introdugéo desta segdo. A maioria dos LNH-T s&o de células
auxiliares como a micose fungdide, leucemia de células T do adulto e linfomas T
periféricos. Problemas do uso deste anticorpo sdo a sua baixa diluigéo e dificil
reprodutibilidade de resultados em tecidos fixados e incluidos em parafina.
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Cérca de 95% das células T periféricas tém CD5 na sua superficie. E uma molécula
de aproximadamente 67kd. O anticorpo € um marcador de células maduras que reage
fracamente com timoécitos corticais, sendo mais intensos nas celulas T periféricas e os
timocitos medulares tém expressio intermediaria. Uma das caracteristicas do CD5 € a
sua expressao também por neoplasias de células linfoéides B como a leucemia linfocitica
crénica, linfomas linfociticos e, principalmente, em linfomas de células do manto. Em
outras neoplasias como a tricoleucemia (hairy cell leukemia), os linfomas foliculares e
linfomas B de alto grau ele ndo é expresso. Seu uso dentro de um painel de anticorpos €
muito Util, especialmente naquelas neoplasias de maior diferenciagdo. O anticorpo ndo &
de facil manuseio em tecidos pré-fixados, embora estejam sendo desenvolvidos, mais
recentemente, clones mais confiaveis para utilizagdo em tecidos rotineiramente
processados. No entanto, & excelente em tecidos congelados, -

O antigeno CD7 €& uma molécula de 40kd presente na maioria das células T,
independentemente do seu grau de maturacéo. E talvez o pan-T de mais amplo espectro.
Desta forma, neoplasias de células T, desde leucemias linfoblasticas até linfoma T
periféricos, sdo marcadas. O uso do anticorpo monoclonal é restrito pela pouca
resisténcia do antigeno a fixacao.

O CD8 ¢ o antigeno que caracteriza as células T supressoras/citotéxicas. E uma
molécula de 32kd e serve como receptor para moléculas do MHC de classe |. Sua porgéo
citoplasmatica participa do sistema p56/tirosina-cinase regulando a fungcdo do complexo
CD3/TCR. O anticorpo anti-CD8 marca 15-20% das celulas T das areas interfoliculares
dos linfonodos, mas cerca de 80% das células T da medula 6ssea e intestino sdo CD8
positivas. No bago, as células dos sinusoéides sao positivas. O anticorpo funciona bem em
tecidos fixados.

A atividade citotoxica pode ser demonstrada com o uso de TIA-1(T-cell restricted
intracellular antigen), granzima A e B e perforina . Estes marcadores identificam sub-
sets de linfécitos T citotoxicos e células natural-killer. A utilizagao destes anticorpos é
especifica e limitada, uma vez que os LNH-T de células citotéxicas ou NK sdo minoria.
TIA-1 € uma proteina de 15kD, estruturalmente relacionada com a familia do fator de
necrose tumoral, que leva a células alvo a apoptose . O anticorpo que reconhece esta
proteina & altamente especifico, identificando células CD8 positivas nao-estimuladas,
funciona em tecidos parafinados e pode ser obtido comercialmente. Granzimas A/B e
perforina sdo caracteristicas de células NK (CD3-,CD16+) e células T yd, mas células
CD8+ nao-estimuladas ndo as expressam. Todavia, quando linfocitos CD8+ séao
estimulados, estas moléculas passam a ser expressas. Portanto, granzima e perforina sdo
marcadores de células ativadas .

O Tdt & um marcador de utilidade limitada e de dificil manuseio. Ele & mais Util em
bidpsias de medula 6ssea. E uma polimerase do DNA e é necessario lembrar que ela nao
é especifica de precursores linféides T, mas também as células precursoras B a
expressam. Sua positividade é diagnostica de linfomas linfoblasticos (ou leucemias
agudas) ou de crises blasticas em leucemias crénicas. Os anticorpos policlonais sdo de
mais facil manuseio.

Ha outros antigenos que sao uteis na marcagao de LNH-T, sem serem marcadores
de linfécitos T. destes os mais importantes sdo o CD30, o NPM/ALK e aqueles
marcadores de proliferagéo celular. O CD30 € um antigeno glicoprotéico de 105 a 120kd
que é expresso tanto por linfécitos B, como T, além de células de Reed-Sternberg. E um
marcador associado a ativagdo celular, e pertence a familia de receptores para fator de
necrose tumoral (TNF) e fator de crescimento neural (NGF).”’. Nao & completamente
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especifico para células linféides, pois carcinomas embrionarios podem expressar este
antigeno. Seus principais anticorpos s3o o Ki-1 (material ndo fixado) e o Ber-H2 (material
fixado). ;

Cabe aqui comentar sobre a proteina quinaérica p80. Trata-se do produto da
translocagdo ndo randémica t(2;5) (p23:935) resultante na fusdo do gene da
nucleofosmina (NPM), localizada no cromossomo 5q35 ao gene da cinase do linfoma
anaplasico (ALK), localizado no cromossomo 2p23 *. Postula-se que a producdo e
consequente ativagao da proteina resultante (p80""™*X) esteja associada a patogénese
do linfoma anaplasico de grandes células, pois esta presente em cerca de 65% dos casos
712 Um anticorpo policlonal ® e outro monoclonal, denominado ALK1 1% reconhecem
esta proteina com alto grau de sensibilidade e especificidade, dando um padrao de
positividade tanto nuclear, quanto citoplasmatica em aproximadamente 20% das células
em um determinado corte histolégico quando o antigeno esta presente.

Os marcadores de proliferagéo celular, Ki-67 ou PCNA, sdo também muito utilizados
em LNH-T, mas s&o comentados em outro capitulo.

Tabela 1 - Lista dos linfomas nao-Hodgkin de células T/NK segundo a
classificagao REAL (Harris et. al., 1997)

I. Neoplasia de Precursores de Células T
1. Leucemia/linfoma linfoblastico
Il. Neoplasias de Células T ou NK Periféricas
1. Leucemia linfocitica/prélinfocitica crénica
2. Leucemia de linfécitos grandes e granulares, tipo de células T ou tipo de Células NK
3. Micose fungdide/sindrome de Sézary
4. Linfomas T periféricos niao-especificados |

Categorias citolégicas provisérias: células médias, células grandes, misto,
linfoepitelidide.

Subtipo provisério: linfoma hepatoesplénico de células T v5
Subtipo provisério: linfoma paniculitico sub-cutineo

5. Linfoma T associado a linfadenopatia angioimunoblastica
6. Linfoma angiocéntrico

7. Linfoma intestinal de células T (+/- associado a enteropatia)
Linfoma/leucemia de células T do adulto

Linfoma anaplasico de grandes células CD30+, tipo de células T ou Null-cell

o o

0.Linfoma Anaplasico de Grandes Células, similar a Hodgkin’s (entidade proviséria)
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PRINCIPAIS.LINFOMAS T E SUA MARCAGAO IMUNOFENOTIPICA

Alguns LNH-T tém caracteristicas especiais gue merecem comentarios. Nao é
objetivo descrever todas as caracteristicas clinico- patologmas destes tumores, mas sim
enfatizar suas particularidades imuno- histoquimicas.

Leucemia Aguda/ Linfoma Linfoblastico T

LNH-T de células precursoras sdo chamados linfomas linfoblasticos e séo
caracterizados pelo aspecto indiferenciado do nucleo, com cromatina fina e homogénea,
nucléolo pequeno e citoplasma escasso. O quadro histolégico € monotono, com mitoses
frequentes e indistinguivel dos linfomas linfoblasticos B. A grande maioria deles (cerca de
90%) tem imunofendtipo imaturo, imitando as células T do timo cortical. Esta imaturidade
& caracterizada pela positividade nuclear para Tdt e co-expressdao de CD4 e CD8. A
expressdo de CD10 (CALLA) pode ocorrer em alguns deles, especialmente nos mais
imaturos. A nao—expressdao de Tdt ndo muda o diagnéstico, pois pode ocorrer por
aspectos técnicos, mas alguns destes linfomas realmente nao expressam a enzima e sim
um fendtipo T totalmente anémalo (CD7+, CD1-,CD4-, CD8-, CD5-). A ocorréncia de
leucemia linféide aguda concomitante € muito comum. Raramente os LNH-T linfoblasticos
podem expressar marcadores de células NK (CD16+, CD7+), e geralmente sao
neoplasias muito agressivas. Cuidado especial deve ser tomado com as lesdes do
mediastino, com o diagnéstico diferencial de timoma linfocitico e nesta situagédo uma
coloragdo para citogueratina &€ muito util.

Linfomas T periféricos (LNH-TP)

LNH-TP constituem um grupo heterogéneo de neoplasias e caracterizam-se
imunofenotipicamente pela expressdo de marcadores proprios das celulas T maduras.
Quase que invariavelmente tém expressdo anémala de antigenos, como ja comentado
neste texto. E fato conhecido dos patologistas que alguns aspectos como polimorfismo
celular, rede vascular proeminente, presenca de células pleomdrficas, citoplasma mais
abundante e necrose, sdo dados que levam a suspeita de LNH-TP. Mas nenhum destes
dados & definitivo e a imunofenotipagem é fundamental para a confirmagao. Ha muitos
tipos de LNH-TP conforme pode ser atestado na lista REAL (Tabela 1). Alguns deles
merecem comentario especial.

A micose fungdide € um linffoma T cutdaneo com caracteristicas histologicas
variadas, incluindo a invasao epidérmica por células T maduras, com expressao
antigénica aberrante, formando os microabscessos de Pautrier. Outra caracteristica
destes microabscessos e que ha igualmente células dendriticas reticulares e celulas de
Langerhans, que sao positivas para proteina S-100 e CD1a, sugerindo que estas células
apresentadoras de antigenos tém participagdo na patogénese da micose fungodide. As
células T neoplasicas apresentam padrdao de expressao aberrante de antigenos, e o
exame imuno-histoquimico é fundamental no diagnéstico. Estas células nao expressam
CD7 ou CD8. Portanto, micose fungoide é uma neoplasia de linfocitos maduros que
expressam fendtipo de célula T auxiliar, embora casos isolados de neoplasias de células
citotéxicas sejam descritos, geralmente associadas com comportamento agressivo. Nas
fases tumorais da doenga € comum o aparecimento de células grandes CD15+, levando a
hipétese da relagédo patogenética entre a micose fungodide e a doenca de Hodgkin.

O linfoma linfoepitelidide, ou linfoma de Lennert, € um LNH-TP raro, geralmente
de pacientes idosos, composto por células T de imunofendtipo maduro, pequenas e
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médias, & agregados de macrofagos epitelidides ¥. Na lista REAL, ele é considerado
uma variante dos LNH-TP e muito se debate se o quadro histolégico caracteriza uma
entidade ou & apenas uma manifestagdo morfolégica. A imuno-histoquimica & muito
importante nestes casos para caracterizar um LNM-TP, pois linfomas B e doenga de
Hodgkin podem ter apresentagdes ricas em histiocitos epitelidides, tornando o diagnéstico
diferencial histolégico dificil.

O linfoma anaplasico de grandes células CD30+ é considerado um LNH-TP,
embora casos de expressao nula ou de células B sejam encontrados ocasionalmente. Foi
descrito no final da déecada de 1980 como uma entidade clinico-patologica, tendo como
base, primariamente, a reatividade das células neoplasicas (grandes e anaplasicas) para
o anticorpo CD30/Ki-1 e foi amplamente reconhecido como linfoma Ki-1. Outras
caracteristicas que, associadas ao quadro morfolégico, podem levar a enganos
diagnésticos com carcinoma, sdo a positividade para EMA e a falta de expressdo de
CD45 (em cerca da metade dos casos). As células anaplasicas geralmente expressam
CD2 e CD4 e o painel de marcadores T+, CD30+, EMA+, CD15- é praticamente
diagnodstico, sempre respeitado o aspecto morfologico. Na década de 1990 este conceito
ficou menos claro, pois foram descritos casos nio anaplasicos e, pior, casos sem
expressao da proteina CD30. Além disso, sempre foi muito discutido na literatura
especializada se esta entidade e o linfoma de Hodgkin constituem um espectro, pois &
fato que ha sobreposicdo de caracteristicas tanto morfolégicas quanto imuno-
histoguimicas entre eles "?. Uma quantidade relativamente grande de formas variantes
morfologicas do LAGC s&o descritas " '®?%. Entre elas o monomorfico, o sarcomatéide
®V o0 “rico em células gigantes”, o Hodgkin-simile, o linfo-histiocitico, o associado a
infeccdo pelo HIV e o de pequenas células “?. O significado biologico destas
apresentagdes morfolégicas ainda esta por ser determinado. Do ponto de vista de
apresentacao clinica, também ficou claro que ha pelo menos trés tipos de apresentacéo,
isto &, o LAGC primério nodal, o LAGC primario cutaneo e o secundario (como evolugio
da micose fungoide, linfomas T periféricos e linfoma de Hodgkin).

A identificagio de uma alteragcdo cromossomica caracteristica do LAGC, i.e., t(2;5) e
a proteina resultante, p80, discutidas em secgéo anterior deste capitulo, veio trazer,
aparentemente uma luz a este problema. Aproximadamente 65% dos casos de LAGC
contém este tipo de alteragdo, como verificado, tanto por métodos de biologia molecular,
quanto imuno-histoquimicos “'"?%, Ainda, estes casos reconhecidos pela positividade
para proteina p80, apresentam relativa homogeneidade, tanto na apresentacéo clinica,
quanto no quadro histolégico. Ou seja, acometem pacientes na infancia ou adolescéncia e
apresentam bom prognéstico, com sobrevida de 5 anos de 72%, contra 30% do grupo
p80- "#*. As células apresentam ntcleo arredondado ou oval com cromatina regular e
nucléolos muiltiplos, alongados ou irregulares, mas ndo muito proeminente, caracteristicas
semelhantes aquelas descritas classicamente. Além da positividade para p80, mostram
imunofendtipe T ou “null”, sdo CD30+, EMA+ e CD15-.

LAGCs p80- sdo menos homogéneos e Nakamura et al. ™ subdividiram-nos em 5
categorias: LAGC linfoma de Hodgkin-simile, LAGC comum, LAGC cutaneo, LAGC
secundario e LAGC classico p80-. Estes autores verificaram, utilizando detecgédo da
proteina p80 por técnica imuno-histoquimica, que, embora intermediarios aparentemente
os LAGC p80- linfoma de Hodgkin-simile parecem estar mais proximos ao linfoma de
Hodgkin do que ao LAGC classico. A categoria denominada LAGC classico p80-
representou 0,03% da casuistica desses autores e, além do quadro morfoldgico
semelhante ao LAGC classico, apresentou positividade para EMA. Tal fato pode ter
explicagdo na nao expressao fenotipica da translocagao t(2;5)
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Os'Tinfomas T intestinais sdo neoplasias com quadro clinico caracteristico. Eram
anteriormente conhecidos como histiocitose maligna do intestino ***®. Sao pacientes com
historia crénica de doenca celiaca, mas nem todos os autores relatam tal evolugao & 0
intestino exibe ulceracdes e, muitas vezes, a primeira manifestacdo & decorrente da
perfuracéo intestinal. Acredita-se que tenham origem em linfocitos T com TCR y/5 e sao
CD4 e CD8 negativos. Expressam CD3, mas o melhor marcador, em nossa experiéncia
o CD43, sendo que o CD45R0 ¢é algumas vezes somente fracamente positivo ou mesmo
negativo. E comum a expresséo de marcadores de granulos citotoxicos

Linfomas de Células Natural-Killer (LNH-NK)

Se conhecemos relativamente menos acerca dos LNH-T quando comparamos com
os linfomas B, isto & ainda mais patente em relagdo as neoplasias NK. Estas neoplasias
s30 raras e dispomos de apenas 3 marcadores para caracteriza-las.

O primeiro deles é um marcador de células mielomonociticas e de células NK, o
CD16. E uma glicoproteina de 50 a 65kd e expressa por células NK nao-ativadas. E
importante lembrar que macrofagos, neutréfilos e algumas células T também expressam
este antigeno. Ele & pouco Util em histopatologia, mas é bastante usado em citometria de
fluxo.

Um marcador mais Util € o CD56, cujos clones de anticorpos que o reconhecem sao
o Leu-19 e NKH1. E uma molécula de 140kd que & uma isoforma de uma integrina, o N-
CAM. O CD56 é expresso por celulas NK ativadas e em repouso, e algumas células CD8+
co-expressam-no. E o marcador mais Util para os casos de linfomas angiocéntricos.
Linfomas angiocéntricos s@o doengas geralmente necrosantes e sempre causam
problemas diagnésticos. Como geralmente as bidpsias sao diminutas, a marcagao pelo
CD45R0 é muitas vezes dubia, mas sempre expressam CD56.

O terceiro marcador utilizado para células NK é o CD57. A molécula € um hidrato de
carbono e é expresso por células T e cerca de metade das células NK.
Oligodendrogliomas, carcinomas indiferenciados de pequenas celulas do pulmao e outros
tumores neuroectodérmicos também expressam CD57. O clone mais utilizado é o Leu-7.

Marcadores de atividade citotoxica podem ser utilizados para a marcagao destes
linfomas, senpre lembrando que nao sdo diagnosticos, pois linfomas de células CD8
também os expressam “°.

O conhecimento acerca de LNH-NK é ainda muito recente, com poucas seéries
publicadas. Sabemos que s&do neoplasias agressivas, com freqliente leucemizagao e
doenca sistémica ?®. Os mais conhecidos s&o os linfomas nasais, anteriormente
conhecidos como granulomas letais da linha média. Esta apresentagdo & tao marcante
que faz com que os LNH-NK sejam divididos em tipos nasal ®” e ndo-nasal “". O tipo
ndo-nasal frequentemente acomete a pele *?

Linfomas ndo Hodgkin de células T 149




REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

10.

11.

12,

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.
20.

Harris NL, Jaffe ES, Stein H. et al. A revised European-Amegrican classification of lymphoid neoplasms: a
proposal from the International Lymphoma Study Group. Blood 1994; 84:1361-1392.

Felgar RE, Macon WR, Kinney MC, Roberts S, Pasha T, Salhany KE. TIA-1 expression in lymphoid
neoplasms. |dentification of subsets with cytotoxic T lymphocyte or Natural killer cell differentiation. Am.
J. Pathol. 1997; 150:1893-1900.

De Bruin PC, Connoly CE, Oudejans JJ, Kummer JA, Jansen W, McCarthy CF, Meijer CJLM.
Enteropathy-associated T-cell lymphomas have a cytotoxic T-cell phenotype. Histopathol. 1997; 31:313-
317.

Miettinen M. CD 30 distribution: immunohistochemistry study on formaldehyde-fixed, paraffin-embedded
Hodgkin's and non-Hodgkin's lymphoma. Arch. Pathol. Lab. Med. 1992: 11:1197-201.

Morris SW, Kirstein MN, Valentine MB. Fusion of a kinase gene, ALK, to a molecular protein gene, NPM,
in non-Hodgkin's lymphoma. Science 1994.263:1281-1284.

Kasai K, Kon S, Kikuchi K, Sato Y, Kameya T. Expression of carbobydrate antigens, p8o"™"*, cytotoxic
cell-associated antigens, and Epstein-Varr virus gene products in anaplastic large cell lymphomas.
Pathol. Int. 1998;48:171-178.

Nakamura S, Shiota M, Nakagawa A, Yatabe Y, Kojima M, Motoori T, Suzuki R Kagami Y, Ogura M,
Morishima Y, Mizoguchi Y, Okamoto M, Seto M, Koshikawa T, Mori S, Suchi T, Anaplastic Iar%e cell
lymphoma: a distinct molecular pathologic entity. A reappraisal with special reference to p80T "AX
expression. Am. J. Surg. Pathol. 1997;21:1420-1432.

Shiota M, Fujimoto J, Takenaga M. Diagnosis of t(2;5) (p23:q35)-associated Ki-1 lymphoma with
immunohistochemistry. Blood 1994; 83:3648-3652,

Elmberger G, Lozano MD, Weisenburger DD, Sanger W, Chan WC. Transcripts of the npm-alk fusion
gene in anaplastic large cell lymphoma, Hodgkin's disease, and reactive lymphoid lesions. Blood
1995,86:3517-3521.

Herbst H, Anagnostopoulos F Heinze B, Kurkop H Nummel M, Stein H. ALK gene products in anaplastic
large cell lymphomas and. Blood 1995:86:1694-1700.

Sellmann A, Otsuki T, Vogelbruch M, Clark HM, Jaffe ES. Analysis of the t(2,5) (p23,935) translocation by
reverse transcription-polymerase chain reaction in CD 30+ anaplastic large cell lymphomas, in other non-
Hodgkin's lymphomas of T-cell phenotype, and in Hodgkin's disease. Blood 1995:86:2321-2328.

Weisenburger DD, Gordon BG, Vose JM. Occurence of the 1(2:5) (p23.,935) in non-Hodgkin's lymphoma.
Blood 1996;87:3860-3868.

Pulford K, Lamant L, Morris SW. Detection of anaplastic lymphoma kinase (ALK) and nucleolar protein
nucleophosmin (NPM) — ALK proteins in normal and neoplastic cells with the monoclonal antibody ALK1.
Blood 1997,89:1394-1404,

Patsouris E, Engekhard M, Zwingers T, Lennert K. Lymphoepithelioid cell lymphoma (Lennert's
lymphoma): clinical features derived from analysis of 108 cases. Br. J. Haematol. 1993; 64:346-348.

Leoncini L, Del Vecchio MT, Kraft R. Hodgkin's disease and CD30-positive anaplastic large cell
lymphomas: continuous spectrum of malignant disorders. . Am. J. Surg. Pathol. 1990;14:1047-1057.

Kadin ME. Primary Ki-1 positive anaplastic large cell lymphoma: a distinct clinicopathologic entity. Ann.
Oncol. 1994:5(suppl 1): 25-30.

Penny FJ, Blaustein JC, Longtine JA, Pinkus GS. Ki-1 positive large cell lymphoma, a heterogeneous
group of neoplasms. Morphologic, immunophenotypic, genotypic and clinical features of 24 cases.
Cancer 1991,68:362-373.

Pileri S, Bocchia M, Baroni CD. Anaplastic large cell lymphoma (Ki—1+/CD30+): results of a retrospective
clinicopathologic study of 69 cases. Br. J. Haemathol. 1994:86:513-523.

Stein H, Ki—1 anaplastic large cell lymphoma :is it a discrete entity? Leuk Lymph 1993:10 (suppl):81-84,

Zinzani PL, Bendandi M, Martelli M. Anaplastic large-cell lymphoma: clinical and prognostic evaluation of
90 adult patients. J. Clin. Oncol. 1996:14:955-962.

Linfomas ndo Hodgkin de células T 150




21,

22,

23.

24,

25;

26.

27,

28.

29.

30.

31

32,

Chan JKC, Buchanan R, Fletcher CDM. Sarcomatoid variant of anaplastic large cell Ki-1 lymphoma. Am.
J. Surg. Pathol. 1990;14:983-988.

Kinney MC, Collins RD, Greer JP, Whitlock JA, Sioutos N, Kadin ME. A small cell variant or primary Ki-1
(CD30)+ T-cell lymphoma. Am. J. Surg. Pathol. 1993;17: $58-868.

Kinney MC, Greer JP, Kadin ME, Decouteau JF, Collins RD. p80"""* expression in Ki~1+ lymphomas:
histologic and immnophenotypic correlation. Lab. Invest. 1996;74:114.

Greer JP, Flexner JM, Kallianpur AR. Ki—1+ Anaplastic large cell lymphoma (ALCL): correlation of clinical
features with p8O"N""*" expression and histology. Blood 1996;88:224.

Mathus-Viiegen E.M.H., Van Halteren H., Tytgat G.N.J. Malignat lymphoma in coeliac disease: various
manifestations with distinct symptomatology and prognosis. J. Intern. Med. 1994, 236:43-49.

Murray A, Cuevas E.C., Jones D.B., Wright D.H. Study of the immunohistochemistry and T-cell clonality
of enteropathy-associated T cell lymphoma. Am. J. Pathol. 1995; 146:509-519.

Ferguson A, Kingstone K. Coeliac disease and malignancies. Acta Pediatr. 1996; 412(Suppl):78-81.

Ohshima K, Suzumiya J, Shimazaki K, Kato A, Tanaka T, Kanda M, Kikuchi M. Nasalt/NK cell
lymphomas commomly express perforin and Fas ligand: important mediators of tissue damage.
Histopathol. 1997; 31:444-450.

Kwong Y.L, Chang ACL, Liang R, Chiang AKS, Chim CS, Chan TK. CD56+ NK lymphomas:
clinicopathological features and prognosis. Br, J. Haematol, 1997; 97:821-829.

Chiang AKS, Chan SCL, Srivastava G, Ho FCS. Nasal T/NK cell lymphomas are derived from epstein-
barr virus-infected cytotoxic lymphocytes of both NK- nad T-cell lineage. Int. J. Cancer 1997, 73:332-338.

Chan JKC, Sin VC, Wong CS, NG CS, Tsab\Ng WYW, Chan CH, Cheung MMC, Lau WH. Nonnasal
lymphoma expressing the natural killer cell marker CD56: a clinicopathologic study of 49 cases of an
uncommon aggressive neoplasm. Blood 1997, 89:4501-4513.

Savoia P, Fierro MT, Novelli M, Quaglino P, Verrone A, Geuna M, Bernengo MG, CD56-positive
cutaneous lymphoma: a poorly recognized entity in the spectrum of primary cutaneous disease. Br. J.
Dermatol. 1997; 137:966-971.

Linfomas ndo Hodgkin de células T 151




14. LINFOMA DE HODGKIN
Robérto A. Pinto Paes e José Cabegadas

INTRODUGAO

A doenca de Hodgkin (DH) ou linfoma de Hodgkin & uma neoplasia de origem
linfoide caracterizada por composigao de células atipicas, cujo representante principal € a
célula de Reed-Sternberg (RS), imersa em caracteristico substrato de aspecto
inflamatério. No inicio, comega em um linfonodo ou cadeia de linfonodos, com posterior
propagacao para outros grupos de linfonodos por contiguidade ou mesmo para outros
6rgaos.

Foi descrita em 1832 por Thomas Hodgkin, cirurgiao inglés, que relatou
observacao de sete doentes com caracteristicas clinicas incomuns envolvendo linfonodos
e que apresentavam quadro clinico e histolégico peculiar.

A principal caracteristica desta doenca € a célula descrita em 1898 por Sternberg e
posteriormente, em 1902, por Dorothy Reed, desde entdo batizada com o nome de celula
de Reed-Sternberg. Posteriormente foram descritas variantes destas células, as quais foi
dado o nome genérico de células de Hodgkin.

Originalmente acreditava-se que a doenca de Hodgkin era processo inflamatorio
granulomatoso pelo quadro clinico manifestado e, sobretudo, pelo aspecto histol6gico.
Como resultado do avango no conhecimento da biologia desta doenca e das neoplasias
de um modo geral, tornou-se claro que ela seja, verdadeiramente, uma neoplasia ou, mais
precisamente, um linfoma. Entretanto, é classificada de modo diferente dos chamados
linfomas nao Hodgkin, em virtude das diferencas morfologicas € do comportamento
clinico. Com efeito, embora a DH seja atualmente considerada biologicamente
heterogénea ¢é, se excetuarmos O predominio linfocitario nodular, estranhamente
homogénea, tanto em termos de diagnéstico clinico, como quanto & resposta a
terapéutica.

DIAGNOSTICO HISTOLOGICO

O diagndstico da DH € estabelecido, na grande maioria das vezes, através do
exame anatomopatolégico. O diagnostico histolégico & estabelecido pelo encontro da
célula diagnostica, de RS ou suas variantes, em meio a substrato celular caracteristico.
No entanto, células semelhantes a estas tém sido descritas em casos de pacientes com
infecgao viral, linfadenites reacionais e linfomas nao Hodgkin. Torna-se, portanto,
essencial a interpretagdo do quadro histolégico como um todo: célula RS, substrato
celular reacional e alteragdes do estroma.

A célula RS é grande, binucleada ou multinucleada, com nucleos lobulados,
nucléolos proeminentes e eosinofilico, semelhante a inclusao, frequentemente com halos
perinucleolares, com citoplasma amplo.

Outras variantes so reconhecidas, principalmente a forma binucleada, que lembra
“olho de coruja” ou “mirror-cell”, e a variante lacunar. Outras formas podem ser Uteis para
a classificacdo dos subtipos histologicos ou para 0 diagnéstico de comprometimento

extranodal, mas nao sao suficientes para estabelecer o diagnéstico primario. Estas seriam
as variantes mononucleares, freqientemente chamadas células de Hodgkin, células
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mumificadas (apoptéticas) e outras formas gigantes multinucleares.

Outra variante, conhecida como célula L&H, é uma célula de grande volume, com
morfologia peculiar, apresentando nucleo grande e claro, irregular e multilobado,
semelhante a um grao de pipoca (“pop-corn cell’). Esta célula apresenta caracteristicas
imunoldgicas diferentes da célula RS classica, € importante no diagnostico da forma
predominancia linfocitica, e sera discutida posteriormente.

Entre as células reativas do substrato, destacam-se os linfocitos pequenos,
algumas vezes associados com plasmacitos, eosindfilos e, menos frequentemente,
neutréfilos. Histiocitos estdo presentes em numero variavel, as vezes com citoplasma
espumoso, com caracteres de xantogranulomas ou as vezes assumindo arranjo
epitelicide. Proliferagdo de fibroblastos e colageno é comum e .a caracterizagado
histolégica do tipo de fibrose & importante na classificagdo da DH.

ORIGEM DA CELULA RS

A origem da célula RS tem sido controvertida na hematopatologia. Varias
hipéteses tém sido aventadas, quase todas com argumentos bem fundamentados. Ja
foram consideradas derivadas de linfécitos, mondcitos, histiocitos, células reticulares.
Atualmente, a maioria aceita que se trate de fato de linfocitos ativados. Pelo menos na
forma de predominancia linfocitica o fenétipo B & facilmente comprovado, enquanto nas
outras formas dificilmente se comprovam caracteristicas de linfécitos B.

A associagao da DH com outros linfomas, particularmente com leucemia linfocitica
cronica, linfomas B de grandes células, e até mesmo composi¢cao entre estes, falam a
favor da origem linféide destas células. Mais raramente, ha referéncias que associam DH
a neoplasias de células T.

Estudos sorolégicos e epidemiolégicos realizados na década de 70 chamaram
atengcado para associacdo possivel entre DH e o virus Epstein-Barr (EBV). A primeira
descricdo da presenca do EBV na celula de Reed-Sternberg foi feita por Weiss e
colaboradores em 1989 " demostrada por técnica de hibridizacdo “in situ”. Entretanto,
utilizando-se técnicas imuno-histoquimicas, demonstra-se com relativa facilidade a
presenca do EBV em células neoplasicas do limfoma de Hodgkin, pela identificacdo dos
genes virais LMP 1 e 2 , na célula RS, com frequéncia variavel , sendo mais comum em
criangas e jovens. Este procedimento pode ser Util no diagnéstico diferencial da DH com
outras entidades. :

CLASSIFICAGAO

Considerando tratar-se de doenca de células com histogénese incerta &, no
minimo, curioso que os atuais esquemas de classificacdo sejam amplamente aceitos,
distanciando-se tanto das controvérsias para as inumeras classificagdes ja apresentadas
para os linfomas nao Hodgkin. Isto se deve, talvez, a alta correlagdo entre tipos
histolégicos quase sempre bem padronizados e a correspondente evolugédo clinica.

A primeira classificacdo da DH mundialmente aceita deve-se a Jackson e Parker,
em 1947, correlacionando os caracteres histolégicos com o prognéstico ¥, Estabeleceram
as seguintes formas: paragranuloma, de bom prognéstico, granuloma e forma
sarcomatosa, de mau prognéstico. Lukes, em 1963, propée uma nova classificagao,
posteriormente modificada em Rye, em 1965 (Tabela 1) %,
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A-atual classificagdo da DH, proposta pelo sistema classificatério da R.EAL., €
semelhante a de Rye, com algumas modificagdes e acréscimos. A forma predominancia
linfocitica & considerada entidade distinta dos outros tipos da doenga, chamados de DH
classica (esclerose nodular, celularidade mista e, deplecao linfocitica). Foram ainda
propostas duas outras entidades provisérias: DH classica, rica em linfocitos e linfoma
anaplasico de grandes células, tipo Hodgkin®®. Esta classificacdo foi recentemente
modificada pela comissdo da Organizacdo Mundial da Saude responsavel pela nova
classificagdo de doengas neoplasicas dos tecidos linfoéide e hematopoético. (Tabela 2).

Tabela 1- Doenga de Hodgkin: classificagoes
Jakson & Parker Lukes Rye REAL
(1944) (1963) (1965) (1994)
Paragranuloma |L&H nodular Predominancia Linfocitica PL
L&H difuso (PL)
Granuloma Esclerose Nodular EN EM
Celularidade Mista CM CM
Fibrose Difusa
Sarcoma Reticular Deplecao Linfocitica DL
- |(DL)

REAL: Entidades provisorias: DH classica rica em linfocitos.

Linfoma anaplasico de grandes células tipo Hodgkin

Tabela 2 - Linfoma de Hodgkin, classificagdo da O.M.S. (Dezembro, 1997) |

Linfoma de Hodgkin, predominancia linfocitica nodular

Linfoma de Hodgkin , classico Linfoma de Hodgkin, esclerose nodular (graus | e Il)
Linfoma de Hodgkin classico, rico em linfocitos
Linfoma de Hodgkin, celularidade mista

Linfoma de Hodgkin, deplecgéao linfocitica

IMUNOFENOTIPO

|
O imunofenétipo das células atipicas da DH depende do subtipo histoldgico e, de \
um modo geral, 0 mais comum & o que se vé na tabela 3. ‘
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Tabela3 - Doenga de Hodgkin — imunofenétipo

‘Marcador antigénico @~ | DH-PL DH - classica
célula L&H células R-S e variantes

CD 15 (Leu - M1) negativo positivo

CD 30 (Ber - H2) negativo positivo

CD 45 (LCA) positivo negativo

CD 20 (L 26) positivo negativo

EMA positivo negativo

EBV negativo positivo

Células T CD57+ positivo negativo

Algumas particularidades devem ser observadas em cada um dos subtipos histologicos:
Imunofenotipo da doenga de Hodgkin subtipo predominéancia linfocitica

As variantes L&H da célula de Reed-Sternberg sédo caracteristicamente positivas
para marcadores de linfocitos B, padrdo de membrana (CD19, CD20, CD74, Cdw75), sdo
positivas para antigeno leucocitario comum (LCA/CD45) e contém cadeia J citoplasmatica
(proteina associada a sintese de imunoglobulina). Frequentemente sdo também positivas
para antigeno de membrana epitelial ( EMA ) "',

Os marcadores padrdes da célula RS nas formas classicas, CD 15 e CD 30, séo
negativos para a célula L&H. O bcl-2 & igualmente negativo.

O substrato celular linfocitico em torno das células L e H, especialmente
constituindo os nédulos da forma nodular sdo linfocitos B e T policlonais.

O imunofenétipo dos linfécitos B € semelhante ao dos linfocitos da zona do manto
(CD20+, KIB3+, IgM+, IgD+ ) "%,

O imunofendtipo dos linfécitos T, especialmente os que formam rosetas em torno
da célula L e H e idéntico aos dos linfocitos T dos centros germinativos dos foliculos
secundarios (CD2+, CD3+, TCRaR+, CD4+, CD8-, CD45R0O+, CD57+, CD69+).

Estas células sdo também positivas para proteinas nucleares associadas a
proliferagéo celular como Ki-67 e PCNA, indicando que estdo em ciclo de multiplicagao.

Imunofendétipo da doenca de Hodgkin - formas classicas (EN, CM, DL)

As células de Reed-Sternberg e suas variantes nas formas classicas da doenca de
Hodgkin tém imunofendétipo caracteristico: CD15+, CD30+, CD45- ©.

Entretanto, células atipicas com este imunofenétipo faz o diagnéstico da DH
apenas nos casos onde o quadro histoldgico tem caracteres desta entidade. Por outro
lado, DH com quadro histolégico tipico pode apresentar alteragdes do imunofenétipo,
principalmente quanto ao CD15, na maioria das vezes por motivos de ordem técnica na
recuperagao antigénica. A fixagao pelo formol favorece alta incidéncia de falsos negativos,
0 que pode ser significativamente reduzido com o uso de recuperagdo de epitopos pelo
calor. Alguns autores advogam, também, a utilizagdo como anticorpo secundario dum
anticorpo anti y visto que, ao contrario da maioria dos outros monoclonais, o Leu M1 é
uma IgM 19,
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A-expressado do CD15 pela célula RS é observada em cerca de 85% dos casos de
DH classicos, com padrdo de reagao caracteristico paranuclear, tipo Golgi, embora possa
ser observada também coloragdo de membrana ou citoplasmatica difusa. Para alguns
autores a auséncia de expressdo de CD15 em casos. de DH pode ser considerada como
fator progndstico negativo para recidiva da doenca e sobrevivéncia '

A expresséo de CD30 pelas células RS é positiva em mais de 90% da DH
classica. O padrao de reatividade & igualmente paranuclear e de membrana.

Deve-se fazer observar que a expressdo de CD15 e CD30 nao faz isoladamente o
diagnostico de DH pois, 4% dos linfomas B e 20% dos linfomas T também podem
expressar CD15"®. Alguns carcinomas, histiécitos reacionais e células infectadas por
CMV também podem expressar este antigeno. Os linfomas anaplasicos de grandes
celulas sdo caracteristicamente CD30 positivos. Este antigeno pode ainda ser
demonstrado em outros linfomas (usualmente em células isoladas), histiocitos,
plasmacitos, alguns carcinomas e tumores de células germinativas.

DIAGNOSTICO DIFERENCIAL
Ha 4 areas principais relativamente ao diagnéstico diferencial da DH.
1. Linfadenite - ganglio reativo / DH

Algumas linfadenites, especialmente virais, podem conter células multinucleadas
de tipo RS e sugerir a hipétese de DH. A atencéo ao tipo celular de fundo, com blastos de
tamanho variavel deve exluir a DH. Também podem ser observadas células
multinucleadas em ganglios reativos, especialmente no sarampo, que poderdo ser
confundidas com células “pop-corn”. O estudo cuidadoso do contexto de células
acompanhantes €, mais uma vez, fundamental na identificagdo do processo de base.

A transformagdo progressiva dos centros germinativos (TPCG) pode estar,
associada a DH e causar um problema. As caracteristicas arquiteturais e citologicas sao
extremamente importantes. No entanto, a imuno-histoquimica pode ser um adjuvante (til.
Os centros germinativos progressivamente transformados sao geralmente redondos, bem
delimitados e espacados, com foliculos tipicos entre si. Ao contrario, os foliculos da DH-
PL s&o adjacentes moldando-se uns aos outros. Podem ser mal defenidos, fundindo-se
em areas difusas. Em grande ampliagdo os foliculos da transformacéo progressiva
contém linfocitos pequenos, centrocitos e centroblastos. As células “pop-corn” nao sao
identificaveis. Ha, no entanto, alguns centroblastos que podem ter caracteristicas
sobreponiveis com as células “pop-corn”. Ocorrem usualmente isolados e nao em
agregados como as células do PL.

A imuno-histoquimica é apenas util na identificagdo de células T agrupadas,
comuns no PL, ao invés dos centros transformados em que o padrao é semelhante ao
observado nos centros germinativos reativos. Também se identificam células T formando
rosetas com blastos B, o que n&o ocorre na TPCG.

2. DH classica/ PL nodular

Nos casos tipicos o padrdo nodular e as células “pop-corn” fazem o diagnéstico.
Se aceitarmos a entidade DH rica em linfocitos a existéncia duma forma nodular pode
causar serios problemas. Os critérios morfolégicos sdo pouco fiaveis e o recurso a imuno-
histoquimica & indispensavel. As células RS so o elemento chave: na variante rica em
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|infécit6§%las~tém fenétipo classico e no PL sdo CD15-, CD30- (Tabela 3).

Proliferacdes difusas com células CD20+, EMA+ podem corresponder a linfomas B
ricos em células T (se¢do seguinte). ¢

3. DH Classica/ Linfoma B rico em células T ou histiocitos

O linfoma B rico em células T ou em histiocitos (LBRCT/H) & um linfoma difuso
com um fundo de linfocitos, agregados de histiocitos epitelidides e abundantes células
mononucleares sugerindo tanto o PL como a forma classica da DH "*** Os blastos
podem assemelhar-se a células “pop-corn’, imunoblastos, centroblastos ou a
combinagdes dos trés. O diagnéstico de LBRCT/H deve ser considerado sempre que se
suspeitar de DH-PL difusa ou em qualquer DH classica sem eosinofilos ou com mais
células grandes que o habitual. Areas nodulares favorecem PL e células binucleares
tipicas favorecem a forma classica.

A analise do fendtipo das células grandes e pouco util por ser semelhante ao do
PL; contudo, a presenca de imunoglobulina de superficie faciimente detectavel, sugere o
diagnostico de LNH. Também a marcacao com CD20 pode revelar um padrdo nodular e
um fundo rico em células B que favorecem o diagnéstico de DH-PL. Agregados foliculares
de células foliculares dendriticas (CD21+) e abundantes células CD57+ s&o também a
favor de DH-PL @¥. A distincdo com a forma classica da DH é possivel com imuno-
histoquimica, baseando-se essencialmente na reatividade com os anticorpos anti CD20,
CD15 e CD30. Com efeito, se as células grandes forem CD20+, CD15-, CD30- trata-se,
provavelmente, de um LBRCT/H. Embora algumas células do LBRCT/H possam exprimir
CD30, a presenca de abundantes células CD15, CD30, ou ambos, favorece DH.

4. DH/LNH anaplasico

O linfoma anaplasico de células grandes (ALC) €& caracterizado por células
grandes com nucléolos evidentes, citoplasma abundante e podem ser mono ou
multinucleadas. O tumor cresce em mantos coesos e freqientemente envolve os
sinusdides, o que nao se observa na DH. Além disso estes tumores sdo compostos por
células que sado usualmente menores que as da DH, com nucleos irregulares e os
nucléolos ndo sao tdo evidentes nem tém halo perinuclear. Ha, contudo, uma variante da

esclerose nodular, sincicial, que, por ter mantos de células grandes, se pode confundir
com DH &4

Os casos que estao histologicamente na fronteira entre a DH e o linfoma
anaplasico de celulas grandes deverao ser distinguidos recorrendo & imuno-histoguimica
e, se necessario, a estudos moleculares. A expressao de CD15 ou CD20 tendem a excluir
o diagnostico de linfoma anaplasico, enquanto que a expressao de CD45, antigenos T ou
EMA tendem a excluir DH. Casos que nao podem ser separados por imuno-histoquimica
e biologia molecular deverao ser considerados inclassificaveis e cabera ao clinico decidir
se repete a bidpsia ou trata como DH ou LNH.

A categoria da classificagdo REAL designada como “ALC — Hodgkin's-like” pode
ser dividida por métodos imunolégicos ou moleculares em DH ou LNH e sera eliminada na
classificagao da OMS.
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24 Strickler J, MICHIE S, Warnke R, Dorfman R. The “syncytial variant" of nodular scierosing Hodgkin's
disease. Am. J. Surg. Pathol. 1986; 10:470-477.
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15. MEDULA OSSEA — AVALIAGAO DIAGNOSTICA

.

José Vassallo

ASPECTOS TECNICOS

O exame da medula éssea era feito tradicionalmente em preparados citoldgicos.
Uma das razdes era o facil procedimento da pungao esternal, realizacdo do esfregaco e
da coloragéo, quase que instantaneamente para andlise. Nos preparados citologicos os
detalhes morfolégicos de células individuais sdo mais precisos que em tecidos fixados e
incluidos em parafina. Além disto, em preparados citologicos é possivel a realizacdo de
reagbes enzimaticas citoquimicas para a melhor classificacdo das células hemopoéticas
(alfa-naftil butiratoesterase/NBE, peroxidase/Px, naftol AS-D cloroacetatoesterase/CAE,
fosfatase alcalina/FAL e fosfatase acida/FAC).

No entanto, algumas limitagées deste método propiciaram o desenvolvimento da
analise histologica: a impossibilidade de se avaliarem processos focais (infiltracdes
neoplasicas hematolégicas ou ndo, granulomas, necrose), padrdo de infiltragdo de
processos linfoproliferativos, a real celularidade, trabéculas o6sseas e alteracdes
estromais, além da dificuldade de se obter material citolégico em processos que cursam
com certo grau de fibrose medular. Hoje, estes dois métodos devem ser vistos como
complementares. O investimento no aprimoramento da técnica histologica e nos
meétodos complementares permitem melhor acuidade diagnéstica, mais importantes nos
casos em que uma biopsia por agulha for o Unico material disponivel para um diagndstico
0 mais preciso possivel.

A boa técnica de coleta em crista iliaca é pressuposto de um diagnéstico mais
preciso, devendo o fragmento ser de boa espessura e comprimento (cerca de 30 a 40 x 2
a 3 mm). A fixagdo € um passo essencial, ja que, se for inadequada, havera prejuizo
tanto para a analise morfologica, quanto para a realizagdo de técnicas especiais, como a
imuno-histoquimica. Dependendo da experiéncia de cada servico, os fixadores mais
indicados tém sido a formalina tamponada a 10%, o B5, o Zenker/acido acético e o Bouin.
A descalcificagdo deve ser suave, preferenciaimente em EDTA, ou por poucas horas em
acido nitrico a 5%. Outros métodos de descalcificacdo que preservam a morfologia e a
imunogenicidade podem ser utilizados. Em nossa experiéncia, a fixagdo em Zenker/acido
aceético glacial, na proporgao 20:1 tem sido satisfatéria, dispensando a descalcificagéo ",
Qualquer que seja o método utilizado, ndo se deve jamais ultrapassar o periodo
preconizado para cada fixador (24 horas para a formalina tamponada a 10% e o Zenker,
4 horas para o B5 e 12 horas para o Bouin). Cabe ao hematologista anotar data e horario
de coleta da amostra, para que o patologista possa prosseguir adeguadamente com o
processamento.

A rigorosa atengdo a boa técnica histolégica permite bons resultados
morfologicos, comparaveis aos da inclusdo da medula em plastico sem prévia
descalcificag@o. Este método € mais caro, exige micrétomo especial e pouco pratico para
um laboratério de Patologia Cirlrgica, no entanto, permite inclusive a utilizagdo das
reagdes enzimaticas histoquimicas para NBE, Px, CAE, FAL e FAC ®. Estas nao sio
possiveis em tecidos fixados, com excegdo da CAE e a FAC, que podem ser pesquisadas
em tecidos fixados em formalina e incluidos em parafina (mas nao nos fixados em
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Zenker, B5 e Bouin). Alguns autores preferem B5 para preservagdo de antigenos e bons
resultados a imuno-histoquimica, com o que concordamos @ No entanto, nossa
experiéncia nao justifica o argumento que o CD20/26, tao util como marcador linfoide pan-
B. ndo funcione bem em medulas fixadas em Zenker ou Bouin . Deve-se estar ciente,
porém, que em medulas fixadas em Zenker é frequente a marcagéo inespecifica de
megacariécitos pelo CD20 em padrao citoplasmatico difuso em muitos de nossos casos.
NZo encontramos uma razéo para esta marcagao aberrante.

1. AVALIAGAO DE METASTASES MEDULARES

O exame da medula éssea nido & rotineiro na avaliagdo de metastases de
neoplasias ndo hematoldgicas, com algumas excegdes. O estadiamento dos
neuroblastomas na infancia inclui biépsia de medula, sendo que a associagdo do exame
citolégico com o histolégico e o0 exame bilateral da medula aumentam a sensibilidade do
método. Nos adultos, os carcinomas de mama e de pequenas células do pulmao também
podem apresentar metastases medulares, porém ndo se chegou a um consenso sobre a
utilidade do exame rotineiro da medula. Contudo, este esta indicado em casos de
suspeita clinica de infiltragdo medular, dada por: dor ¢ssea, fraturas patologicas, lesoes
radioldgicas liticas ou esclerdticas, areas suspeitas no mapeamento 6sseo, hipercalcemia
ou atividade de fosfatase alcalina sérica elevada e anomalias inexplicaveis ao
hemograma. Além disto, em casos de indicagdo de transplante autdlogo, o exame
medular prévio também & importante .

Nzo cabe aqui fornecer detalhes morfolégicos para o diagnéstico de infiltragao
medular, mas apenas as indicagbes do exame imuno-histoquimico, quais sejam: a
distincdo de neoplasias metastaticas (tumores sélidos X neoplasias hematologicas, como
linffomas e leucemias, principalmente o linfoma de grandes células anaplasico e a
leucemia megacariblastica [LMA-M7]); a determinagé@o da histogénese e/ou do sitio de
origem de uma neoplasia epitelial; a deteccdo de microfocos metastaticos no
estadiamento de uma neoplasia ja conhecida.

Para a determinacgéo da histogénese e do sitio de origem do tumor metastatico, os
procedimentos adotados devem ser idénticos a qualquer outro 6rgéo estudado, utilizando-
se 0s mesmos painéis (° e outros capitulos deste livro). Como o fragmento de medula
costuma ser pequeno e as metastases sdo processos focais que podem desaparecer
com o aprofundamento dos cortes, € aconselhavel que os cortes sejam realizados por
técnico experiente e que as laminas obtidas sejam numeradas, para que os anticorpos
mais essenciais sejam testados nos primeiros cortes. Quando se trata de estadiar uma
neoplasia ja conhecida e classificada em outro érgéo, pode-se utilizar um painel reduzido
dirigido, por exemplo, citoqueratinas (amplo espectro, alto e baixo pesos moleculares) nos
carcinomas de marna, pulmao, TGI, préstata, etc.; NSE (enolase neurénio-especifica) e
cromogranina para neuroblastomas. Cuidado deve ser tomado ao se utilizar o anticorpo
policlonal para CEA (antigeno carcinoembrionario) em medula, pois este apresenta
reatividade para a série granulocitica.

2. AVALIAGAO DE NODULOS LINFOIDES E LINFOMAS

A utilidade da bidopsia de medula éssea em pacientes portadores de linfomas
malignos se da principalmente no diagnéstico, ja que em alguns casos 0s pacientes
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apresentam apenas alterages hematolégicas, que levam a indicagdo da biopsia, sem
linfonodomegalia detectada de inicio; na classificagéo, principalmente nos casos em que
o diagnostico foi realizado primariamente na medula, na extensido de infiltracdo e na
avaliagdo pods-terapéutica .

Nos linfomas de alto grau de malignidade os problemas diagnésticos podem
incluir: diagnéstico diferencial com outras neoplasias indiferenciadas, tipagem imunoldgica
ou detecgdo de pequenos focos ndo visualizados prontamente ao exame rotineiro de
H&E. Para estes casos, os painéis adotados devem ser os mesmos gue os indicados
para outros érgaos.

Os maiores problemas surgem em relagdo aos linfomas de baixo grau de
malignidade. Primeiramente, porque estes infiltram mais frequentemente a medula que
os de alto grau; depois, porque acometem mais freqiientemente individuos mais velhos,
que também apresentam maior freqliéncia de nédulos linféides reativos na medula.
Outras situagbes que também cursam com maior freqléncia de hiperplasia linfo-
plasmocitaria na medula e com maior risco de desenvolvimento de linfomas incluem as
imunodeficiéncias (adquirida viral, em individuos transplantados, ou congénitas) e os
processos auto-imunes. Além disto, tanto nédulos linféides reacionais, como associacao
com linfoma podem ocorrer em sindromes mieloproliferativas  crénicas ou
mielodisplasicas ®. Em todos estes casos, o diagnostico diferencial entre nodulos
linfoides reativos X neoplasicos se impée.

Os critérios puramente morfolégicos apresentam limitagdes, com excec¢do dos
casos em que a infiltrag&o linféide for evidentemente paratrabecular, critério seguro para
o diagnéstico de linfoma. Para solucionar este problema diagndstico, € de grande
utlidade o estudo de Bluth et al. @ utilizando dos anticorpos CD20/L26 e
CD45RO/UCHL1 em 11 casos de linfomas de baixo grau e 73 casos de infiltrados
linfoides reconhecidamente néo neoplasicos. Estes autores encontraram um padrao
homogéneo de coloragéo para o CD20 em todas as células linféides em 8 dos 11 casos
de linfoma, enquanto que os noédulos reacionais mostravam um misto de células
marcadas para o CD20 e outras nZo. Neste estudo, encontrou-se intensa reacao
inespecifica de fundo e de elementos mieldides, impedindo uma avalilagio adequada do
CD45R0. E sabido que o CD45RO nao é especifico para linfocitos T, podendo marcar
granulocitos maduros, monécitos, alguns linfomas de células B e alguns mieloblastos. No
entanto, em nossa experiéncia tal reagéo de fundo e marcagao de granulocitos impedindo
a avaliacdo em cortes de medula ndo ocorre, em concordancia com o estudo de Horny et
al. "%, no qual foram avaliadas subpopulacées linféides em medulas normais, reativas e
neoplasicas em cortes parafinados.

Outro instrumento considerado util na diferenciagdo imuno-histoquimica de
nédulos linféides reativos e neoplasicos é o bel-2, como relatado por Bem-Ezra et al. " e
corroborado por Chetty et al. 2. No primeiro artigo, foram estudados 26 casos de nodulos
linféides reativos, 19 linfomas foliculares e 10 linfomas linfociticos/leucemia linfoide
crénica. A expressao de bcl-2 em cortes parafinados de medula foi intensa ou moderada
em apenas 1 caso de nodulo reativo, em contraste com 15 casos de linfoma folicular e 8
de linfoma linfocitico/LLC. Com isto, pode-se concluir que a positividade para bcl-2 em
agregados linfoides suspeitos na medula fala a favor de neoplasia, enquanto que a
negatividade fala por um processo hiperplasico. No artigo de Chetty e cols foram
estudados 27 casos de medula consideradas negativas para o envolvimento de linfomas
foliculares através das coloragdes rotineiras. A imunocoloragdo para bcl-2 ajudou a
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encontrar um envolvimento difuso ou mini-agregados linfomatosos paratrabeculares em 5
destes casos, destacado o valor deste procedimento. No entanto, estudos mais recentes
guestionam esta aplicagdo do bcl-2, uma vez que éste pode ser também expresso em
nodulos linféides reativos . Portanto, a expresséo de bcl-2 deve ser avaliada sempre em
conjunto com os demais marcadores.

A trama de células reticulares dendriticas, revelada pelos anticorpos CD21,
CD35 e DR53 (aplicaveis em tecidos parafinados) também foi relatada como sendo de
utilidade no diagnéstico diferencial de nédulos linfoides reativos e linfomas B de baixo
grau "¥. Neste estudo, apenas 3 de 38 nodulos linféides benignos apresentaram estas
células, contra 92 de 134 linfomas B de baixo grau de malignidade.

Outros marcadores podem ser utilizados, como foi discutido no capitulo 13: o
CD43, marcador T, tem expressdo andmala em linfomas B, principalmente o de células
do manto (em cerca de 60% dos casos); o CD5, também marcador pan-T, & expresso
pela maioria das LLC-B e dos linfomas de celulas do manto. Ambos os marcadores
podem ser aplicados em cortes parafinados ''¥. Uma vez que o CD5 pode ser positivo
tanto na LLC, quanto no linfoma de células do manto, pode-se langar mao do anticorpo
(de uso possivel em cortes parafinados) para ciclina D1 (bcl-1), que & expresso neste
tltimo com maior freqliéncia que na LLC-B (72%, contra 6%, segundo Vasef et al. '),

A restricido de cadeias leves de imunoglobulinas & util na diferenciagao de
plasmocitose reativa da infiltragdo intersticial por mieloma (considerar este dado em
conjunto com outros clinicos e laboratoriais, uma vez que a gamopatia monoclonal
benigna pode ser erroneamente interpretada como neoplasia) e também no
reconhecimento do linfoma linfoplasmocitico, utilizando-se em conjunto o CD20, que
marcara a populagao linfoide neoplasica '*'".

A imunomarcagao pode ser utilizada para o diagnéstico e controle pds-tratamento
de linfomas e leucemias linfoides de infiltragdo intersticial, padrao mais dificil de ser
reconhecido pelo patologista em preparados rotineiros (H&E). Normalmente, a medula
Ossea apresenta esparsos linfocitos T e mais raros ainda linfocitos B " . Mesmo em
processos reativos, ha linfocitose intersticial, mantendo-se aproximadamente a proporgao
4:1 de linfocitos T e B. O aumento significativo de linfocitos B é sugestivo de linfoma "%, A
utilizagdo do anticorpo DBA-44 (pan-leucocitario B restrito) € muito util no diagnéstico e
seguimento pds-terapia da tricoleucemia, utilizado em conjunto com o CD20 #*?Y. Qs
marcadores para linfocitos B também podem detectar o padréo sinusoidal de
acometimento pelo linfoma esplénico, importante no seu diagnostico *. Marcadores
linfoides T (CD45RO e CD3) podem ser Uteis na detecgdo de infiltracdo por linfomas T,
geralmente subestimadas ao exame rotineiro ****. O diagnéstico de doenga de Hodgkin
na medula também pode ser confirmado através dos anticorpos CD30 e CD15, sendo que
deve-se ter cuidado na interpretacao deste ultimo marcador, ja que os granuldcitos sao
fortemente 'marcados por ele ?***. O uso do marcador CD30 & também significante, em
associagao ao anti-EMA, na deteccdo de infiltragcao pelo linfoma anaplasico de grandes
células nao diagnosticada as coloragdes rotineiras (23% dos casos no estudo de Fraga e
cols), uma vez que este fato representa pior prognéstico para o paciente 7.

'VVer SKALOVA A, FAKAN F, J Clin Pathol 1997, 50: 87-88, para discussao sobre o artigo de
Chetty et. al, bem como resposta do autor.

Medula dssea — Avaliagado diagndstica 163




Lo

3. IMUNOFENOTlPAGEM DE LEUCEMIAS AGUDAS EM CORTES PARAFINADOS

A tecnica ideal para imunofenatipagem de lgucemias se aplica aos preparados

citolégicos (sobre laminas citolégicas ou por citometria de fluxo). No entanto, em alguns
casos, dispde-se apenas do corte histologico para tanto, como nagueles em que pouca
ou nenhuma quantidade de blastos analisaveis foi conseguida, devido a diluicdo do
aspirado ou a intensa fibrose (mais freqliente no tipo M7 da LMA, mas que pode ocorrer
também em outros tipos), ou ainda ao acometimento focal pelos blastos. Nestas
situagdes, a imunofenotipagem auxilia na classificacdo mais exata da leucemia, razao
pela qual estudos tém sido realizados em cortes histologicos de tecido congelado @® ou
processados rotineiramente ®*%2%% Nestes estudos, uma gama de aticorpos aplicaveis
em parafina séo avaliados. Passaremos a detalhar propriedades de alguns anticorpos na
classificagao de leucemias agudas:

CD45 (antigeno leucocitario comum): marca as séries linfoides B e T, porém pode
marcar também leucemias mieldides agudas/sarcoma granulocitico ®* e mastécitos.

Marcadores de células linfoides B: O CD20/L26 tem sensibilidade mais baixa nas
leucemias e linfomas de celulas B precursoras (linfoblasticos) que em outros linfomas
de células B, inclusive o tipo Burkitt (e LLA-L3). Segundo Arber e Jenkins ®", o0 CD20
marcou apenas 6 de 18 LLA de células B precursoras (33%). Porém sua
especificidade foi alta, ja que ndo marcou nem LMA, nem LLA de células T. Por outro
lado, o CD79a, que tem sido descrito como um bom marcador de células B aplicavel
em parafina, marcou 16 de 18 LLA-B (89%), porém ndo se revelou linhagem
especifico, ja que marcou também 11 de 48 LMA (23%). Porém, associando-se o
CD79a a mieloperoxidase, pode-se excluir a maioria dos casos de LMA, se este
ultimo marcador for positivo.

Marcadores de células linféides T: E esperado que o0 CD45RO/UCHLA seja positivo
em cerca de 50% de LLA-T, mas também em cerca de 25% de LMA ?® O CD3 e o
CD43 mostraram 100% de reatividade nas LLA-T (6 casos estudados) no trabalho de
Arber e Jenkins ©". No entanto, enquanto o CD3 ndo marcou células das LMA ou
LLA-B, o CD43 foi positivo em 46/48 (96%) LMA e em todos os 18 casos de LLA-B,
nao podendo ser considerado linhagem especifica, também nesta situacao.

Marcadores para a linhagem mielo-monocitica: a lisozima é um marcador tanto
para a linhagem granulocitica, quanto para a monocitica. Tem valor quando positivo,
ja que em nossa expriéncia, apenas metade dos casos classificados como LMA
demonstraram positividade para lisozima **, de acordo com outros estudos ?®. Mais
recentemente, o uso da mieloperoxidase revelou positividade em 96% das LMA
(46/48 casos), mas também em 3/18 (17%) casos de LLA-B ©". O CD68/KP1 marcou
77% (37/48) das LMA, mas também 2/18 (11%) casos de LLA-B ©". Este marcador
pode ser positivo em tricoleucemias e em neoplasias ndo hematopoéticas, como o
melanoma **. Outros marcadores mielo-monociticos aplicaveis em parafina incluem a
elastase, o CD15 e o Mac387, estes dois Ultimos com menor sensibilidade que a
lisozima em nossa experiéncia. Nao é possivel subtipar de acordo com a classificagdo
FAB as LMA de MO a M5 em cortes parafinados, pois nenhum destes marcadores
permite separar as séries granulocitica da monocitica ?°*?,

Marcadores da linhagem eritroblastica: sdo aplicaveis em parafina anticorpos para
a glicoforina A, hemoglobina e Ulex europaeus, sendo que este Ultimo esta presente
também na série megacariocitica e endotélio. Em nossa experiéncia, marcadores
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para a i;licoforina A e hemoglobina sdo mais freqlientemente reativos para as
células mais maduras, que podem ser reconhecidas morfologicamente (H&E,
Giemsa), limitando seu uso no diagnéstico morfolégico de LMA-M6. Além disto, este
diagnostico requer critérios de contagem diferencial de blastos, melhor realizavel no
exame citologico.

e« Marcadores da linhagem megacarioblastica: o diagnostico de leucemia
megacarioblastica (LMA-M7) é o que mais pode causar problemas, pois a freqlente
fibrose impede a obtengéo de material citolégico adequado. J& pudemos demonstrar a
utilidade do anticorpo para o fator VIl no diagnéstico de M7 ®*. Outro anticorpo para
esta série utilizavel em cortes parafinados € o dirigido para o CD61-glicoproteina llla
8 Em nossa experiéncia, este & aplicavel em medulas fixadas em B5 e
descalcificadas em EDTA @, porém ndo em medulas fixadas em Zenker, mesmo com
recuperagédo antigénica .

e Outros marcadores: O CD34 marca células endoteliais e, na medula 6ssea normal,
raras células hematopoéticas totipotentes (precursoras imaturas). No estudo de Arber
e Jenkins " o anti-CD34 reagiu com 16/48 (33%) das LMA, 13/18 (72%) LLA-B e 2/6
(33%) LLA-T. Varios estudos mostraram a utilidade do anticorpo anti-CD34 no auxilio
diagnéstico das sindromes mielodisplasicas em bidpsias, bem como na avaliagdo do
prognéstico ™% O anticorpo para transferase deoxinucleotidil terminal (TdT)
mostra reatividade para células precursoras B e T, mas ndo para celulas linfoides
mais maduras; por isto, & Util no diagnéstico de neoplasias de células precursoras
4142 Este marcador foi positivo em todos os casos de LLA, tanto B, quanto T, e em
13% das LMA ©". O CD34 e o TdT sio Uteis tanto no diagnostico de leucemia aguda,
quando presentes, quanto na deteccdo de focos de células leucémicas nao
prontamente visualizados nas coloragdes rotineiras. O CD99 foi utilizado
primeiramente no diagnéstico de sarcoma de Ewing/PNET, mas mostrou-se util no
diagnostico de linfomas/leucemias linfoblasticos. Pode ser detectado também em
timomas. Atualmente existem anticorpos que detectam estes trés marcadores em
parafina, apds recuperacéo antigénica .

Dada a superposicdo de marcagdo em diferentes linhagens celulares, estes
marcadores aplicaveis em parafina ndo se prestam para o diagnéstico de leucemias
agudas mistas, o que deve ser feito em estudos citolégicos (imuno-citoquimica ou
citometria de fluxo, ver capitulo 16). Outrossim, atengao deve ser dirigida a interpretacéo
de reacdes com alguns anticorpos para neoplasias ndo hemopoéticas, como a vimentina,
HMB-45, mioglobina, actina, tireoglobulina, CEA e NSE, que podem corar blastos
leucémicos em porcentagem variada de casos (44). Portanto, a interagdo com a clinica,
com os preparados citologicos e a ampliagdo dos painéis para incluir as leucemias
agudas no diagnéstico diferencial destes tipos de neoplasias indiferenciadas permitem
minimizar falsas interpretacdes.

Nao podemos concluir este capitulo, sem mencionar que também na medula
6ssea, como em qualquer outro tecido, a pesquisa de microorganismos pode ser decisiva
na condugao de um caso clinico “? e capitulos pertinentes deste livro).
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Resumimos na Tabela 1 nossa experiéncia com a indicagao da imuno-

histoquimica na solucéo de problemas diagnosticos em patologia medular.

.

Tabela 1 - Imuno-histoquimica em medula éssea. Indicagoes e resultados(*)

INDICAGOES

CONCLUSIVOS

INCONCLUSIVOS

Mileoma X Plasmocitose

72 (27,8%)

72 (27,8%) Plamocitose: 53 0
Mieloma: 19
Tipagem de linfoma e 64 (24,7%) :
noédulos reativos Linfoma B: 23
67 (25,8%) Tricoleucemia: 10
Linfomas T: 9 3(1,1%)
L. Hodgkin: 1
Noédulos reat.: 21
Avaliacao de metastases 37 (14,3%)
45 (17,4%) Presente: 12 8 (3,1%)
Ausente: 25
Tipagem de leucemias 27 (10,4%) 15 (5,8%)
42 (16,2%) LMA: 24 Leuc. Aguda: 13
LLA: 1 LLA: 2
LMMC: 2
Pesquisa de infiltragcao 28 (10,8%)
intersticial por linfoma Positiva: 3 1(0,4%)
29 (11,2%) Negativa: 25
Neoplasias indiferenciadas
4 (1,5%) 0 4
TOTAIS 228 (88%) 31 (12%)

(*) Dados do Departamento de Anatomia Patolégica da UNICAMP, cobrindo janeiro de 1995 a

dezembro de 1997, coletados pela Dra. Cintia Nogueira Aleixo,
Exames de medula no periodo (1995-1997) - 627

Exames imuno-histoquimicos neste material -
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" 16. MEDULA OSSEA - IMUNOFENOTIPAGEM DAS LEUCEMIAS

v Irene Lorand-Metze

LEUCEMIAS AGUDAS

A classificacdo das leucemias agudas, nos dias de hoje, & baseada em critérios
morfolégicos (citoldgicos) citoquimicos e marcadores imunolégicos ¥, Trata-se de um
grupo heterogéneo de neoplasias, que tem sua origem nos precursores
hemopoiéticos/linfoéides. Seu diagnéstico diferencial com sindromes -mielodisplasicas se
faz pela presenca de mais de 30% de blastos no mielograma ?. As células de origem,
nos diversos casos, localizam-se em varios niveis de diferenciagdo do sistema linfo-
hemopoiético. A determinagédo da linhagem de origem e do grau de diferenciagcdo dos
blastos leucémicos em cada paciente é importante para orientar o tratamento
(quimioterapia e transplante de medula), bem como o prognostico. O sistema de
classificagcdo usado universalmente & o proposto pelo Grupo Franco-Americano-Britanico
(FAB) que divide as leucemias agudas em linfoéide e nao linfoide ou mieldide . No
segundo grupo, dividido em 8 tipos basicos (tabela 1) a abordagem e basicamente
citologica e citoquimica. O uso dos marcadores imunologicos, embora aplicado em
numerosos Servigcos, apresenta indicagdes muito especificas. Ao contrario, na leucemia
linfoide aguda (LLA), tanto a que ocorre na infancia, como na do adulto, a
imunofenotipagem tem um papel crucial. A morfologia serve apenas para a deteccéo da
LLA FAB-L3 ou de células de Burkitt (origem B). Nos outros casos, que sao a maioria,
(97% dos casos) a morfologia dos blastos, bem como suas caracteristicas citoquimicas,
nao apresentam uma importancia definida para tratamento e prognostico.

A classificagdo da leucemia aguda é realizada de preferéncia no material citologico
obtido por aspirado de medula éssea. Os diversos tipos FAB na LMA sado baseados nesta
analise. Pode-se, porém, usar material de sangue periférico para analise citoquimica ou
imunofenotipagem , desde que os blastos sejam a populagdo majoritaria de leucécitos no
sangue periférico.

ROTEIRO DIAGNOSTICO NAS LEUCEMIAS AGUDAS.

Entre as varias propostas existentes, a que nos parece mais simples, logica e
pratica (e a que usamos no nosso Servigo; tabela 2) é a descrita pelo Conselho
Internacional de Padronizagdo em Hematologia . Esta padronizagdo & baseada na
analise morfologica da medula 0ssea, corada por uma substancia pancromatica do tipo
Romanowsky (Giemsa, Leishman, Wright, etc), num pequeno numero de reagdes
citoquimicas (peroxidase, Sudan Black ou cloroacetado-esterase, PAS-Periodic acid
Schiff e alfa-naftil-acetato esterase) e num painel restrito de anticorpos monoclonais
(inicialmente em lamina e, se necessario, na citometria de fluxo). Estes devem ser usados
apenas quando a peroxidase elou a alfa-naftil-acetato-esterase sdo negativas nos
blastos. Este roteiro visa um poder diagnéstico e reprodutibilidade de 95% dos casos de
leucemias agudas, para laboratdrios de rotina que ndo dispéem de técnicas muito
sofisticadas.
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Roteiro diagnéstico

1.

Morfologia basica - Analisar a porcentagem e morfologia dos blastos, bastonetes de
Auer, precursores granulociticos mais maduros, efitroblastos, megacariécitos (inclusive
micromegacariocitos). Descri¢do de eventuais atipias celulares encontradas.

Técnicas citoquimicas (para detalhes técnicos ver referéncia 1) - A peroxidase ou o
Sudan B coram blastos de origem mieloide (mieloblastos). Considera-se positiva a
reacdo quando mais que 30% dos blastos sao positivos.

A alfa-naftil-acetato esterase evidencia os monoblastos da leucemia monocitica (FAB-
M5) e da leucemia mielomonocitica (FAB-M4) onde sua proporgao deve estar acima
de 20% ao lado dos blastos positivos para peroxidase. A esterase cora ainda
eritroblastos e megacariécitos e seus precursores.

A reacdo do PAS, gue tem sido tradicionalmente usada no diagnéstico da LLA, na
realidade €& altamente inespecifica, ja que mieloblastos podem apresentar uma
granulagéo fina PAS positiva. Por outro lado, na LLA caracterizada por marcadores
imunolégicos, os blastos podem ser PAS negativos.

Quando os blastos leucémicos sdo peroxidase e alfa-naftil-acetato esterase negativos,
deve-se lancar mao de um painel de anticorpos monoclonais, com o fim de
diagnosticar a LLA, a LMA FAB-MO e outros tipos menos frequentes e com
caracteristicas mais aberrantes.

. Imunofenotipagem (para detalhes técnicos ver referéncias. 7 e 15) — A assim

chamada imunofenotipagem baseia-se no principio de que os blastos leucémicos
conservam determinadas caracteristicas antigénicas celulares (membrana, citoplasma
ou mesmo nucleo) que sdo observadas nos precursores hemopoiéticos e linfoides
normais, e que permitem identificar a linhagem e o grau de diferenciagdo das diversas
células. Em geral, os anticorpos usados evidenciam proteinas ou polipeptideos com
funcdo de enzimas, receptores de membrana, etc. Estas substancias podem ser
identificadas na membrana, ou serem intracitoplasmaticas ou intranucleares. O unico
marcador intranuclear usado no diagnostico das leucemias agudas & a TdT (enzima
deoxinucleotidil tranferase terminal). Ela € encontrada em células imaturas, tanto da
linhagem hemopoiética como linféide. Na linhagem hemopoiética ela esta presente até
o mieloblasto, sendo negativa nos promielocitos e células mais maduras. Na linhagem
linféide, tanto B quanto T, também & caracteristica dos elementos mais
indiferenciados. No processo de diferenciagdo celular, a TdT & perdida primeiro na
linhagem B. Na linhagem T, ela é conservada até o timocito maduro. As células T
periféricas nao apresentam mais este marcador .

Em relacédo aos outros antigenos, a maioria € estudada a nivel de membrana. Este
aspecto fez com que a citometria de fluxo tenha sido tdo amplamente usada na
imunofenotipagem das leucemias agudas. E um método usado em suspensédo de
células, que permite analisar rapidamente um grande numero destas, separar
subpopulagbes dentro da medula ¢ssea, e estudar simultaneamente caracteristicas
fisicas/morfolégicas e antigénicas das células. E usada, porém, preferencialmente para
antigenos de membrana. Tem, no entanto, a desvantagem de s6 poder ser usada em
células recém colhidas e a amostra nao poder ser estocada para permitir nova analise
do material.
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Por outro lado, a imuno-citoquimica, método semelhante ao usado em Anatomia
Patoldgica, permite evidenciar os marcadores celulares em esfregagos ou preparacées
de citocentrifuga (‘citospins”). Sao preparagdes permanentes, que permitem revisio.
Permitem estudar antigenos de membrana*ou intracitoplasmaticos. Mas analisam
poucas celulas. Estas técnicas podem ser usadas em material recém-preparado ou
amostras congeladas.

Em geral, um mesmo antigeno (por ex.: mieloperoxidase, CD3 ou imunoglobulinas)-
aparece primeiramente no citoplasma da célula, para depois ser expresso na
membrana das células mais diferenciadas.

Como as leucemias sdo processos neoplasicos que sempre cursam com alteracdes do
genoma, € possivel haver variagdes no seu padrdo antigénico em relagdo ao
encontrado nas células normais, com perda de antigenos, ou co-expressdes
aberrantes. Se, de um lado, estas alteragées dificultam a interpretacao dos resultados
obtidos com a imunofenotipagem ao diagnéstico, por outro lado co-expressdes
aberrantes permitem identificar o clone leucémico mesmo que em baixa propor¢ao na
medula dssea e assim rastrea-lo apés o tratamento quimioterapico ou o transplante.
Assim, esta caracteristica permite o estudo da doenca residual minima. O padrao
antigénico normal dos precursores hemopoiéticos e linfoides tem sido amplamente
descrito na literatura “®7. Discutiremos aqui apenas os marcadores mais importantes
usados no diagnostico das leucemias (Figuras 1 e 2).
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Fig 1: Marcadores celulares na linhagem mielo-monocitica

Medula 6ssea — Imunofenotipagem

173



Diferenciacao celular B .

=

| Tar

O

eclula célula célula célula
tronco : : . .. ._|célula B madura plasmacito
PR pré-pré B pré B intermediaria
linfoide
| HLADR _____——
[ TdT >
< slg I_ | clg
I
| co1g |
[ co1o e
| cos ||| Fmcr ||| coas
| co7s |
[
< ccp22 | | cp22 |
Diderenciagao celular T
célula timéeit - ""fédcimT
tronco pro-timécito . "n:';c' 5 ma'l_ uro
linfoide comum maduro (auxiliar ou
supressor)

sCD3 _l

<
w—

CD2, CD7*

| cpas

] |

CD4 ou CD8 |

<

cD5 |

* CD7 é perdido no estagio final da maturagao T
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Marcadores mieldides

Os mais usados sdo a mieloperoxidase (MPO) e os CD33, CD13, CD14 e CD15. A
MPO é o marcador mais especifico da linhagem granulocitica e € o que aparece mais
precocemente. E tipicamente um marcador citoplasmatico e s6 pode ser usado na
citometria de fluxo usando-se técnicas de permeabilizacdo . Entre os outros, o CD33
e/ou o CD13 sao positivos na maioria dos casos de LMA.

Embora o CD14, o CD68 e o CD4, estejam associados a linhagem monocitica,
nao existe nenhum marcador imunologico que faga com seguranga o diagndstico
diferencial entre os tipos FAB-M1 e FAB-M5. Neste ponto, a citoguimica (alfa-naftil-
acetato-esterase) &€ o marcador mais especifico da linhagem monocitica. Mas & preciso
lembrar que ha casos de FAB-M5 que s&o negativos para este marcador .

A linhagem eritréide (eritroblastos e hemacias) podem ser evidenciados pelo
anticorpo anti-glicoforina A, embora a maioria dos elementos desta linhagem sejam
identificaveis no exame morfolégico convencional.

A caracterizagdo dos precursores megacariociticos, que ocorrem na LMA
FAB-M7 pode ser problematica. O padrdo-ouro para se atribuir a blastos leucémicos a
origem megacariocitica € a evidenciagdo da peroxidase plaquetaria & microscopia
eletronica ®. Esta técnica, porém, é restrita a poucos laboratorios de pesquisa. Na rotina
usa-se os anticorpos CD61 (Gp llla) e CD41 (Gp llb - llla) que geralmente sdo positivos
nos megacarioblastos. O primeiro aparece mais precocemente ¥. Uma proporgdo dos
megacarioblastos € negativa tanto para CD61, como para CD41, apesar de se poder
evidenciar a peroxidase plaquetaria @ microscopia eletrénica. Na pratica, porém, o
problema maior € a falsa positividade de blastos de outras linhagens a citometria de fluxo.
Este fenédmeno se deve a aderéncia de plaguetas a estes blastos, e pode ser reduzido
quando colhemos o material com EDTA ",

Apesar deste recurso, o melhor & usar sempre a imuno-citoquimica em laminas e
néo a citometria de fluxo para identificar a LMA FAB-M7. Em muitos casos, como nao se
consegue aspirar medula 6ssea para analise, o diagnéstico € buscado em cortes
histolégicos (ver capitulo 15).

Em relacdo a LMA ainda é preciso lembrar que o tipo FAB-MO & caracterizado
pela negatividade ao Sudan B (tabela 1) e positividade para MPO e/ou CD33 ou CD13,
além de positividade para CD34 HLA-DR e CD7, indicando sua imaturidade. Sabe-se que
o CD7, descrito inicialmente na linhagem linféide T, ocorre nos blastos mais imaturos da
linhagem mielo-monocitica tanto nos normais quanto nos leucémicos . Por isso nao
pode ser considerado linhagem-especifico. Recentemente tem-se descrita a positividade
para CD19 (um marcador pan-B) na LMA FAB-M2, em associagdo com a t(8;21), que &
um marcador citogenético de bom prognéstico. Por esta razdo, o CD19 tem sido

considerado menos linhagem-especifico para o diagnostico de leucemia bifenotipica que
o CD22.

O diagnéstico de LMA FAB M-3 (leucemia promielocitica) & especialmente
importante, ja que possui um marcador citogenético t(15;17) e molecular proprio
(rearranjo no receptor alfa do acido retinodico). Além disso, esta associada a uma
coagulopatia de consumo e é sensivel ao tratamento com ATRA (acido ALL-trans-
retindico), sendo o tipo de LMA de melhor prognostico. Em geral, o diagnéstico € simples,
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e baseado .na morfologia convencional (tipo classico, hipergranular, com numerosos
bastonetes de Auer), mas ha formas variantes !'". A mais freqlente, j& incluida na
proposta FAB, & a chamada M3v (variante hipogranular) onde se vé células com nucleo
chanfrado, abundante citoplasma clard, com poucds granulos, mas fortemente positivas
ao Sudan B ou a peroxidase. Formas menos freqlientes sdo semelhantes ao tipo FAB-M2
(blastos e promielécitos s6) ou ao tipo FAB-M1 (células hipergranulares, mas com
citoplasma mais escasso). Todos estes tipos tém o mesmo marcador genético e
molecular, e o mesmo comportamento clinico e prognéstico. Do ponto de vista dos
marcadores imunoldgicos, & preciso salientar que HLA-DR e CD34 sdo negativos ou
fracamente positivos. Uma certa proporgéo dos casos apresenta positividade para CD2,
sem que se trate de leucemia bifenotipica.

Marcadores linfoides

Como ja foi dito, a imunofenotipagem na LLA é de capital importancia, ja que é o
Unico meio de se diferenciar tipos de diferente resposta a tratamento e prognostico. E o
tipo de leucemia aguda mais comum na infancia, perfazendo 25% das neoplasias da
infancia ®. No adulto, a LLA compreende 20% dos casos de leucemias agudas.

Inicialmente, a LLA pode ser dividida em casos de origem B (CD19, CD20 ou
CD22 positivos) ou T (CD3 positivos). Mas em cada um destes grupos, pode-se identificar
diversos ‘subtipos quanto ao estado de diferencicigdo celular. Estes tém importancia
terapéutica. Dentro da linhagem B tem sido descritos 3 a 4 tipos. Numa recente reviséo,
Jennings e Foon® dividem a LLA em B-precursora, pré-B e B.

A LLA-B precursora & a mais comum em criangas (65% a 70%) e adultos (50%).
E caracterizada pelo fenétipo: TdT, HLA-DR e CD19. Pode ser CD10* ou CD10, a
primeira com melhor prognéstico. E também CD34*, mas ndo tem expressdo de
imunoglobulinas. A LLA de lactentes que apresenta CD19°, CD10° e CD15", esta
associada a translocagbes cromossémicas envolvendo 11g23 e um mau prognostico ?. E
neste tipo de LLA (B-precursor) que podemos encontrar os pacientes com t(9;22). Esta
alteracéo citogenética ocorre em 30% das LLAs de adultos e 3%-5% dos casos infantis e
confere mau prognostico .

A LLA-pré B representa um tipo B mais maduro. Seu fenétipo € CD19, CD24,
HLA-DR, e CD22 citoplasmatico e CD10 (sempre positivo). TdT pode ser positiva ou
negativa, mas CD34 & negativo. Este subtipo & caracterizado pelo encontro da cadeia
pesada p intracitoplasmatica (clgM). Este subtipo tem progndstico pior que o tipo anterior
e esta associada a t(1;19).

LLA B madura corresponde morfologicamente a LLA FAB-L3 ou leucemia de
células de Burkitt. Representa 2% a 5% dos casos de LLA e esta associada a
translocagbes envolvendo o oncogene C-MYC. Seu fendtipo é positivo para um anticorpo
pan-B (CD19, CD20 ou CD22) e imunoglobulinas monoclonais de superficie (geralmente
IgM). Muitos destes casos sao CD10* e HLA-DR*, mas sempre CD34 e TdT negativos.

LLA-T o fenotipo T ocorre em 25% das LLAs do adulto e 15% dos casos na
infancia. Os estagios de maturagdo nao tém importancia prognéstica. So positivos para
CD1, CD2, CD3 (citoplasmatico ou superficie), e podem ser CD5 *, CD7 * e TdT *. Podem
ou nao ser positivos para HLA-DR, CD34 ou CD10.
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Leucemia bifenotipica

Este conceito tem evoluido muito, pois cada vez mais se tem demonstrado que a
maioria dos marcadores monoclonais, especialmente os epitopos CD, embora estejam
mais associados a determinadas linhagens, tém uma especificidade variavel. Por outro
lado, tem-se conseguido “purificar” cada vez mais as subpopulagées de blastos
leucémicos a citometria de fluxo, separando-as dos linfécitos. Para este fim, séo
especialmente Uteis as técnicas que separam os diversos tipos de células da medula
usando-se o CD45 e o “side-scatter” @''® Num estudo revisando 746 casos de leucemia
aguda, Hanson et al " encontraram 7% de leucemias que co-expressaram marcadores
linfoides e mieldides. Como marcadores mais especificos de linhagem foram
considerados a MPO (mieloide) o CD3 (T) e o CD22 (B) todos citoplasmaticos. Na
leucemia bifenotipica & muito comum se encontrar marcadores de imaturidade como
CD34, HLA-DR e CD34.

Leucemia aguda indiferenciada

Cerca de 1% dos casos de leucemia aguda sao positivos para HLA-DR e CD34,
mas nao expressam marcadores linféides ou mieldides.

SINDROMES LINFOPROLIFERATIVAS CRONICAS

A sindromes linfoproliferativas (SLP) s&o caracterizadas por leucocitose com
aumento dos ‘linfocitos” (células linféides anormais) no sangue periférico. Esta
leucocitose pode ocorrer isolada, ou estar acompanhada de um gquadro clinico de
linfonodomegalia e/ou esplenomegalia. As SLP compreendem a leucemia linfoide crénica
(LLC), que & o guadro mais fregliente e que esta incluido na classificagao de Kiel e na
REAL dos linfomas. Mas ha ainda as formas variantes da LLC, e o processo de
leucemizacgao dos linfomas indolentes. Este processo é definido como a passagem para a
circulagdo sangiiinea das células que compde o linfoma. E uma ocorréncia muito
freqUente nos linfomas indolentes. O diagnostico pode ser feito tanto pelo sangue
periférico, quanto pela biépsia de linfonodo ou na pega cirtrgica de esplenectomia.

Ha situagbes, porém, em que o paciente nado apresenta linfonodomegalia
periférica, ou a esplenectomia nao esta indicada. Nestes casos, a analise das células
linfoides anormais, de carater clonal, € fundamental para o diagndstico. Assim como na
LLA, a morfologia ajuda pouco no diagnostico diferencial entre as diversas entidades. Ele
é feito pela imunofenotipagem. Como se trata sempre de sangue periférico, a técnica
preferencialmente usada é a analise na citometria de fluxo que permite quantificar a
expressao dos antigenos. Pode-se também realizar a imuno-citoquimica em preparagdes
de citocentrifuga. Este material, porém & inadequado, especialmente quando o numero
de leucdcitos circulantes ndo € muito alto. Na técnica imuno-citoquimica ndo podemos
separar sub-populagbes linfocitarias, nem analisar co-expressdes (por exemplo: os
fenotipos CD20/CD5, CD3/CD4 e CD3/CD8) fundamentais para o diagnéstico. Nao se
pode esquecer, que a fixagdo pode destruir alguns antigenos .

O estudo em ldmina so é formalmente indicado em duas situagdes: na leucemia
de células plasmaticas e quando n3o se consegue demonstrar clonalidade devido a
absorgao inespecifica de imunoglobulinas na superficie das células neoplasicas .
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Do ponto de vista da célula de origem, a maior parte das SLP sao B. Os principais
marcadores das entidades mais freqglientes estdo nas tabelas 3 e 4. Numa reviséo de 547
pacientes Garand e Robillard ® mostraram que, comparando-se o diagnéstico citolégico
com o imunofendtipo, algumas entidades apresentam alta concordancia e outras ndo. A
concordancia mais alta € atingida na LLC-B e no imunocitoma, seguidos pelo linfoma de
células do manto e a tricoleucemia. Nos outros casos, a concordancia esta abaixo de
60%. A menor concordancia foi vista por estes autores na leucemia prolinfocitica e na
assim chamada LLC do tipo misto (células pequenas e médias). A concordancia nos
linfomas foliculares também & ruim. Os principais diagnosticos diferenciais de importancia
clinica ocorrem entre linfoma de células do manto com LLC ou leucemia prolinfocitica.
Esta ultima pode ter um imunofenétipo muito semelhante. Sdo entidades resistentes as
abordagens quimioterapicas conhecidas e de mau prognéstico.

Para uma abordagem pratica na rotina, um painel de anticorpos deve conter pelo
menos um marcador pan-B (CD19, CD20 ou CD22) e um marcador pan-T (CD2 ou CD3)
para diferenciar os 2 grandes grupos. Nas SLP-T ainda sera importante verificar se as
células séo de carater "helper” (CD4), “supressor” (CD8) ou NK (CD16/CD56). Se a SLP é
B, os anticorpos mais importantes para os diversos diagnésticos diferenciais serdo o
CD23 (para separar a LLC-B de todas as outras), o CD5 (positivo s6 na LLC e no LCM), o
CD10 (que separa o linfoma folicular) e a expressdo clonal das imunoglobulinas de
superficie. Nos casos de suspeita de tricoleucemia, o anticorpo mais especifico é o
CD103, se fizermos o diagnéstico em sangue periférico. Mas este diagndstico, muitas
vezes, é mais facil de ser realizado em bidpsia de medula, onde se consegue evidenciar
maior numero de células neoplasicas.
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Tabela 1 - Classificagdo FAB para leucemia mieléide aguda

Subtipo definigao
MO < 3% de blastos Sudan B/ Px positivos
Na imunofenotipagem, positividade para MPO ou CD33
M1 >3% de blastos Sudan B/ Px positivos
< 10% de elementos mieldides mais maduros
M2 blastos positivos para Sudan B/ Px

> 10% de elementos mieldides mais maduros
< 20% de células monociticas (esterase positivas)

M3* Promielocitos hipergranulares*
todas as células Sudan B/Px positivas, feixes de bastonetes
de Auer

M4 Blastos, monoblastos, formas mais maduras

> 20% de blastos Sudan B/ Px positivas
> 20% de células esterase positivas
existe a forma com aumento dos eosinofilos

M5 < 20% de blastos Sudan B/ Px positivos
> 80% de células esterase positivas
Mb5a blastos / M5b promondcitos

M6 blastos nao eritroides sao > 30%

> 50% eritroblastos

> 30% dos blastos com caracteristicas morfolégicas e com
marcadores megacariociticos

M7 > 30% de blastos: mieloblastos e megacarioblastos™
megacarioblastos > 30%

Px mieloperoxidase
* ver subtipos de M3 no texto ** micromegacariocitos nao sao contados como
blastos

Tabela 2 - Roteiro diagndstico de leucemias agudas baseada nas normas
preconizadas pelo International Council for Standardization in Haematology (1)

Morfologia FAB-M2 e M4, FAB-M3, FAB-M6, FAB-L3
blastos sem diferenciagao

Citoquimica Sudan B/Px positivo LMA
esterase FAB-M4 ou M5
citoquimica negativa — indefinido — fazer imunofenotipagem
Imunofenotipagem | MPO LMA inclusive FAB-MO
(painel minimo em |cCD3 LLA de origem T
lamina) cCD22 LLA de origem B

inconclusivo —» prosseguir na imunofenotipagem em citometria de
fluxo, ampliando o painel
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Tabela 3: Imunofenétipo tipicos das sindromes linfoproliferativas B
LLC-B | LPL-B IC LCM FCC | LZM** | HCL | LCV
pan-B* B - + .+ + ks + -
CD22 s + + + + + 4 +
CD23 + = - —/+ — - —+
CD10 - - - - - - - ~/+
CD5 + - - + - - — -
CD11c ~I+ —/+ —/+ - —~ ~/+ + ~I+
CD25 —I+ —/+ I+ - ~/+ - + -
Slg fraco forte | ** modera | forte |modera |moder | forte
do do ado
CD103 - - - - - - + -

* CD19 ou CD20

%k

os linfomas MALT tem o mesmo imunofenétipo

dek

imunoglobulina intracitoplasmatica fortemente positiva

IC=linfoma linfoplamocitoide ou imunocitoma LCM=linfoma de células do manto
FCC=linfoma de centro folicular (CB/CC) LZM=linfoma de zona marginal
HCL=tricoleucemia LCV=linfoma de célllas vilosas

Tabela 4 - Imunofenétipo das sindromes linfoproliferativas T

LLC-T | LPL-T | LPT | micose fungoide/| ATLL LNH com

Sézary granulos

grandes
CcD2 + + - - + -
CD3 + B - + + —~
CD5 n + it T o n
CD4 + + ~I+ + +* -
CD8 - ~I+ —I+ = — (raros +

+)

CD16/CD56 - - - - - +

* na maioria dos casos
CD7 funciona como um anticorpo pan-T adicional e ndo acrescenta informagdes diagndsticas
LLC-T=leucemia linféide cronica T LPL-T=leucemia prolinfocitica T

LPT=linfoma T periférico ATLL=linfoma/leucemia T do adulto
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17. MARCADORES DE PROLIFERAGAO CELULAR
Evandro Sobroza de Mello e Venancio A. F. Alves

Os patologistas cirurgicos, em geral, tendem a ser empiricos. Este empirismo
consiste tanto na sua dificuldade em utilizar métodos que exijam um consumo maior de
tempo para a obtencdo de resultados mais objetivos, quanto no seu habito por emitir
impressdes subjetivas sobre os mais variados temas. Em relagdo a proliferagao celular,
acredita-se que quanto maior a atividade proliferativa de um tumor, pior sera seu
comportamento bioldgico. Como consequéncia, muito esfor¢co tem sido feito no
desenvolvimento de métodos objetivos para avaliar a proliferagdo celular e estudar o
significado destes métodos (mais do que da atividade proliferativa em si) no estudo das
neoplasias, especialmente no seu prognostico.

Na verdade, estudar a dinamica celular é vital para a compreensao de uma grande
variedade de processos fisiologicos ou patologicos. Os métodos imuno-histoquimicos,
cada vez mais difundidos entre os laboratérios de patologia e com melhores resultados a
medida que as técnicas vao se aprimorando, ja se encontram entre os mais uteis e mais
comumente usados para avaliagdo da proliferagdo. Para a compreensdo adequada
destes métodos, & necessario um conhecimento minimo dos processos que ocorrem
durante o ciclo celular e da forma como outros métodos usados para avaliagdo da
proliferagao se encaixam nestes processos.

O CICLO CELULAR

A mitose e a citocinese, por constituirem um espetaculo facilmente apreciavel ao
microscopio otico, foram por muito tempo o principal foco de atengdo dentro do ciclo
celular, apesar de constituirem em conjunto um periodo muito breve, chamado de fase M
'O intervalo entre duas mitoses, chamado interfase, tem uma duragdo muito maior, so6
que parece inteiramente homogéneo ao microscopio optico. Ja quando observada sob
outras técnicas, a interfase pode ser compreendida como uma série de eventos
preparatérios para a divisdo celular, que ocorrem de forma ordenada e sujeitos a uma
gama de mecanismos de regulagao. A interfase divide-se em fase G1, periodo em

Marcadores de proliferagdo celular 182




diferenciacdo

Gl

Figura 1 - Representacao esquematica do ciclo celular

que a célula estd se preparando para o inicio da sintese de DNA, caracterizado por
pronunciada sintese de RNA, fase S, onde ha a sintese de DNA propriamente dita, e
fase G2, entre o final da fase S e o inicio da mitose, onde a célula apresenta conteudo
duplicado de material genético. Ainda temos as células na fase GO, ditas quiescentes,
usualmente encarregadas de executar a fungao do tecido em questao, e que estao fora
do ciclo celular propriamente dito. O ciclo celular esta representado na figura 1.

Durante o ciclo celular, as células tém trés caminhos possiveis a percorrer 2
permanecer no ciclo, e portanto seguir para uma proxima divisdo, permanecer viva sem
divisbes adicionais (usualmente entrando em GO ou sofrendo diferenciacdo), ou morrer
por apoptose. As decisdes sobre que caminho tomar acontecem em dois pontos
cardinais, chamados de “checkpoints”. o ponto onde ha comprometimento com a
replicacdo do DNA, chamado ponto de restricdo, e aquele onde ha comprometimento
com a divisdo mitética no final de G2. Durante a fase G1, fatores de crescimento
determinam a ativagdo de uma série de genes que resultara na proliferacdo ou
diferenciacao celular. Uma vez iniciada a fase S, os fatores de crescimento ndo exercem
mais nenhuma influéncia, e a célula progredira através do ciclo celular governada
unicamente por fatores intrinsecos.

Existem muitos métodos para avaliagdo da proliferacdo celular, executados com
bases imuno-histoquimicas ou ndo. Faremos um breve comentério sobre os principais
métodos nao imuno-histoquimicos, pois € principalmente através da comparagido com
estes métodos ja ha muito estabelecidos que o conhecimento dos antigenos para o qual
dirigimos nossos anticorpos tem se desenvolvido. Posteriormente, passaremos a uma
discuss@ao mais aprofundada sobre os marcadores imuno-histoquimicos. Esta discussao
se detém em grande parte no esclarecimento dos fundamentos biolégicos destes
marcadores, uma vez que sua utilizagao esta ainda concentrada na atividade de
pesquisa. Caracteristicas técnicas e aspectos metodolégicos para sua interpretagao
também serao abordados, uma vez que frequentemente séo responsaveis pela variagao

de resultados entre os estudos. As suas aplicagbes num servigo de diagndstico
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anatomépatoldgico ainda s&o limitadas. Entre as mais importantes estdo a avaliacao
prognostica do carcinoma de mama e dos linfomas, apresentadas nos capitulos
especificos. :

PRINCIPAIS METODOS NAO IMUNO-HISTOQUIMICOS

Contagem de mitoses - Este € o método tradicional, e seguramente o mais usado, de
avaliar a proliferagéo celular. Sua principal vantagem esta na auséncia de necessidade
de outros preparados além de uma sec¢do histolégica corada pela hematoxilina-eosina.
Os principais fatores contra o uso da contagem de mitoses séo técnicos e de
interpretacdo. Dentre os fatores técnicos, além da necessidade obvia de preparados
histolégicos de boa qualidade, esta a possibilidade de gue o retardo no inicio do processo
de fixacdo pode causar um decréscimo no resultado da contagem, resultante da
continuagdo e término do processo mitdtico °. Na verdade, mais recentemente foi
demonstrado que o numero de mitoses sé parece diminuir de forma significativa em
tumores com indices mitéticos muito altos, onde o decrécimo nao é suficiente para alterar
o significado da contagem .. Nos tumores com contagem mitética menor este decrécimo
€ minimo, e portanto sem maior importancia a ndo ser naqueles casos em que a
contagem e limiar. Resultados decrescentes na contagem parecem ocorrer
principalmente da crescente dificuldade no ‘reconhecimento das mitoses a medida que
aumenta o tempo de retardo de fixagcdo, e nao por causa da conclusdo do processo
mitético. O outro fator decisivo é a capacidade do patologista para distinguir uma
verdadeira mitose, que poderia afetar a reproducibilidade do método. Quando critérios
bem estabelecidos sdo usados, no entanto, a reproducibilidade do método é bastante
elevada . As recomendages gerais para contagem de mitoses incluem: a) avaliagdo
dentro da area de maior atividade mitdtica, onde a escolha dos campos de grande
aumento deve ser aleatoria (deve-se evitar a selegdo, dentro desta area de maior
atividade mitdtica, apenas daqueles campos com maior nimero de mitoses), b) quatro
contagens de 10 campos seriam efetuadas, sendo considerada aquela com o maior
resultado ), c) seriam contadas apenas mitoses morfologicamente bem estabelecidas.

Marcacéo pela timidina tritiada (T [H,]) - este & um outro método classico de avaliagéo
da proliferacdo celular, onde um andlogo radioativo da timina é fornecido para uma
cultura de células ou inoculado em animal vivo, € incorporado pelas células em fase S e
posteriormente & visualizado através da autorradiografia ”. O contingente de células que
incorpora a T[H,] reflete a fracdo de fase S daquela populagdo celular. A avaliacdo de
amostras posteriores desta populagdo pode também nos fornecer o numero de ciclos
através do qual cada célula passou em determinada faixa de tempo, pois em cada ciclo o
numero de pontos de marcagao por nucleo divide-se pela metade. Apesar de ser um
método bastante interessante, tem a obvia desvantagem de ter que ser usado em células
vivas, o que na pratica lhe atribui severas limitagées. Um analogo da T[H,] € a marcacéo
com bromodeoxiuridina, que usa 0s mesmos principios e que, apds o processo de
incorporagéo, pode ser revelada por métodos imuno-histoquimicos. Tanto a T[H3] quanto
a bromodeoxiuridina, por serem métodos muito bem estabelecidos, sdo usados como
parametro de comparagdo na avaliagdo dos métodos imuno-histoquimicos, como
veremos a segulir.
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Marcagéo pela prata das regides organizadoras de nucléolo (AgNOR) - As regides
organizadoras de nucléolo (NORs) s3o algas de DNA que transcrevem o RNA ribossomal.
Estdo localizadas em duplas em cada um dos cinco pares de cromossomas
acrocéntricos, totalizando 20 NORs por célula dipldide. Em 1975, descobriu-se que as
NORs poderiam ser demonstradas através de um método de impregnacao pela prata,
devido a argirofilia das proteinas a elas associadas. Grande impacto teve a modificacio
da técnica aplicada onze anos depois em material parafinado ®. O que se mede por este
método € o grau de dispersdo das NORs, que reflete a atividade proliferativa de uma
populacao celular. Tem sido proposto que o resultado da avaliagdo das AgNORSs pode
refletir a velocidade com que as células percorrem o ciclo celular . Tal conceito indica
que o uso das Ag NORs tem um valor adicional podendo ser associado aos demais
meétodos que avaliam a fragéo de crescimento, para termos uma visdo mais precisa da
atividade proliferativa do tumor.

Citometria de Fluxo - A citometria de fluxo & uma técnica automatizada gue permite a
quantificagdo do contetdo de DNA celular e a analise da distribuigdo das células dentro
do ciclo celular. Uma suspenséo celular, que pode ser preparada de tecido a fresco ou
parafinado, € corada com fluorocromos DNA-especificos, e entdo é disposta em fluxo
através de um feixe de luz. Detectores de fluorescéncia, capazes de detectar a luz
emitida por milhares de células a cada segundo, convertem-na em um sinal eletrénico
que & analisado por um sistema computadorizado. O resultado final & um histograma de
DNA. Entdo, de acordo com o conteido de DNA (conhecido como ploidia), pode-se
determinar as células que estdo em fase GO/G1 (dipldides), células em fase G2
(tetrapldides) e células em fase S (contetdo intermediario de DNA). Pode-se ainda
detectar populagdes celulares aneuploides ou polipldides. Através de fluorocromos que
marquem o RNA, também é possivel separar células em GO de células em G1. A
principal vantagem da citometria de fluxo estd na enorme quantidade de células que
podem ser avaliadas num curto espago de tempo, a principal desvantagem esta na
impossibilidade de correlagdo direta com a morfologia, que pode tornar dificil a separacao
dos dados provenientes de células tumorais das outras células nativas do tecido
(fibroblastos, linfécitos, etc) ou de relacionar-se os dados a uma populagao
morfologicamente distinta do tumor. Os sistemas mais modernos, incluindo analise de
multiplos marcadores e de “filtros” segundo algumas caracteristicas morfolégicas das
celulas aumenta consideravelmente o potencial deste método.

METODOS IMUNO-HISTOQUIMICOS

Os métodos imuno-histoquimicos baseiam-se na detecgdo de antigenos cuja
expressé@o tenha relagdo qualitativa ou quantitativa com uma ou mais fases do ciclo
celular. Holfstadter e colaboradores ? propde o agrupamento destes antigenos em duas
categorias: enzimas e cofatores que estdo envolvidos na sintese de DNA durante a fase
S do ciclo celular (onde enquadra-se o antigeno nuclear de proliferacdo celular, PCNA,
mas também outros como a DNA polimerase alfa e a topoisomerase Il alfa), e proteinas
de fungdo desconhecida (onde, entre outros, destaca-se o Ki-67). Neste capitulo, nés
discutiremos os dois marcadores mais amplamente utilizados nos laboratérios de imuno-
histoguimica: o Ki-67, que é o marcador que tem a maior consisténcia biologica, 0 PCNA,
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ainda muito usado, apesar das inimeras inconsisténcias biologicas e técnicas que o
afligem.

Antigeno nuclear Ki-67 - Em 1983, Gerdes e colaboradores descreveram a preparagao
de um anticorpo monoclonal de camundongo, dirigido a um antigeno presente em celulas
em proliferagéo, que foi chamado de Ki-67 9. Este anticorpo foi obtido em estudos que
tinham como objetivo a produgéo de anticorpos monoclonais para antigenos nucleares
especificos das células de Hodgkin e Reed-Sternberg, atraves da imunizagao de
camundongos com extrato nuclear da linhagem celular L428. Os produtos dos hibridomas
que reagiam com nucleos das células neopléasicas do linfoma de Hodgkin foram re-
testados em secgdes de tecido congelado de um linfonodo parcialmente envolvido pela D.
de Hodgkin. O anticorpo designado como Ki-67, além de reagir com nticleos de células de
Hodgkin e de Reed-Sternberg, também o fez com muitos nucleos das células presentes
em centros germinativos. Ja a grande maioria das células linféides presentes fora dos
centros germinativos e outras células, como plasmécitos e fibroblastos, eram negativas
para Ki-67. Como as células do centro germinativo sdo sabidamente células com uma alta
taxa de proliferagéo, foi levantada a hipotese de que o antigeno identificado pelo Ki-67
estava relacionado a proliferagdo celular. Testou-se esta hipétese utilizando-se o Ki-67
em uma gama de tecidos humanos com padréo de proliferagdo conhecido. Os resultados
foram altamente comparaveis com os obtidos nas duas décadas anteriores atraves de
estudos de captagdo de timidina [Hs] nos mesmos tecidos. A relagdo do Ki-87 com a
proliferagdo celular estava evidenciada.

Neste trabalho, a relagéo Ki-87/proliferagao celular foi também demonstrada pela
estimulacdo de culturas de células em repouso com fitohemaglutinina (PHA), atraves do
que essas células se transformavam em células proliferantes e passavam a expressar
Ki-67 em seus nlcleos. Ja quando induziam-se com TPA células proliferantes a
diferenciarem-se, o antigeno desaparecia. Foram estudadas também algumas
neoplasias, como a leucemia linfocitica crénica, que mostrou uma baixa taxa de
marcacdo com Ki-67, e o linfoma de Burkitt, com marcagao de 49-90% das células. Ja
neste momento ficou clara a relagdo do percentual de células marcadas com Ki-67 de
cada uma destas neoplasias e a sua taxa de proliferagao.

Estes experimentos iniciais ainda nao esclareciam se o Ki-67 estava presente em
apenas algumas ou em todas as fases do ciclo celular. No ano seguinte, 0 mesmo grupo
de pesquisadores publicou um estudo detalhado da expressdo do Ki-67 nas diferentes
fases do ciclo celular . Para tanto, foram usados métodos indiretos [mais
especificamente a relagdo temporal entre a sintese de RNA, DNA e proteinas - que
apresentam padrdes conhecidos nas diferentes fases do ciclo celular - e a expressao do
antigeno Ki-67 em culturas de leucécitos mononucleares do sangue periférico (LSP)
estimulados por PHA, e métodos diretos (dupla marcagéo de LSP estimulados pela PHA
para Ki-67 e incorporagéo da T [H,] , ou por separagéo de células em diferentes fases do
ciclo celular pelo método de citometria de fluxo FACS, seguida pela imunocoloragao das
células separadas com Ki-67).

Considerando a cultura de LSP, a incorporagdo de leucina [Hj] (evidéncia de
sintese de proteinas) e uridina [Hy] (evidéncia de sintese de RNA) iniciavam
imediatamente apds o estimulo com PHA, mas a incorporagéo de T [H;] e a expressao
de Ki-67 comecavam quase simultaneamente apenas 24 h apés o estimulo. Quando se
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faz a marcagao dupla com T[H3] e Ki-67, observa-se que apds 60 horas do estimulo com
PHA a maior parte das células incorporaram T [H,] e estdo marcadas pelo Ki-67, uma
pequena propor¢do de células (9,9 %) apresentam apenas marcagao com Ki-67 -
provavelmente representando células em fase G4, e uma proporcdo minima (1,3%)
apresentam marcagdo apenas com T [Hi] - presumivelmente células que ciclaram,
passando pela fase de sintese e incorporando T [H,], mas que estavam novamente em
Go no momento da marcagdo com Ki-67, 60 horas apés o estimulo com PHA.

Usando FACS para separar as células (PBL, controles e estimuladas por PHA)
nas diferentes fases do ciclo celular, de acordo com o seu contetido de DNA e RNA, ficou
evidente que as células controle de culturas nao estimuladas tinham apenas perfil
caracteristico de fase Go, e estas células eram negativas para Ki-67- Quando células de
culturas estimuladas por PHA eram avaliadas, 85-98% das celulas S e G2+M
expressavam antigeno Ki-67. A proporgao de células Ki-67 positivas dentro da fragdo G1
aumentou consideravelmente com o passar do tempo apds a estimulagdo por PHA
(menos de 1% apods 24h, 30% com 36 h e até 92% com 65 h). O antigeno nuclear Ki-67
também estava presente em todas as células em mitose.

Células em transicdo de Go a G1 sao referidas como G1T. De acordo com o
contelido de DNA das células, G1 é dividida em G1A e G1B. Células passando os
eventos mais precoces apos a estimulagdo por PHA (células em G1T e G1A) foram
constantemente negativas para Ki-67. As células G1 recém saidas de Go se tornam
positivas para Ki-67 na fase G1B. Por outro lado, as células G1 preparadas de culturas
ciclantes (de células que acabaram de sair da mitose) foram constantemente Ki-67
positivas: ai parece haver uma nitida diferenca entre as células em G1 provenientes de
mitose e as provenientes de Go.

Mas o que & o antigeno nuclear marcado pelo Ki-67 7 Em 1988 e 1989, Verheijen
e colaboradores publicaram suas observag¢des sobre a localizagdo do antigeno Ki-67,
primeiramente no nucleo em interfase '? e depois no nicleo em mitose ¥, utilizando
imunofluorescéncia, microscopia confocal e imunoeletromicroscopia.

No nucleo em interfase, o Ki-67 reage com um antigeno localizado
principalmente no nucléolo. Foram estudadas células humanas MR65 (células de
carcinoma de pulmao com nucleos grandes e que crescem em mono-camada na cultura),
onde a microscopia confocal e a imunoeletromicroscopia revelou que este antigeno esta
predominantemente localizado no cértex nucleolar e nos componentes fibrilares densos.
Além disso, o antigeno Ki-67 parece estar preservado na matriz nuclear de preparagdes
obtidas depois do fracionamento in situ de células MR65 em interfase.

No nucleo em mitose, o nucléolo gradualmente se desintegra e acaba
desaparecendo quando os cromossomas se condensam. Usando-se imunofluorescéncia
com Ki-67, o seguintes padroes foram identificados nas diferentes fases da mitose: na
profase, antes que a condensagao cromossdmica tenha se completado, o padrao nuclear
do Ki-67 transforma-se em uma rede através do nucleoplasma, aparentemente associada
a cromatina, na metafase, um reticulo de fibrilas fluorescentes interconectadas foi
observado, alterando-se para um padrdo mais granular durante a anafase e telofase,
durante a teléfase tardia, quando o nucléolo estd voltando a se formar, o Ki-67
apresentou um padrdo pontilhado, que segui-se por uma agregacao destes pontos,
finalmente restaurando o padréo nucleolar tipico da interfase nas células filhas.
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A microscopia confocal forneceu maiores detalhes sobre a distribuicio espacial do
antigeno Ki-67 durante a mitose, sendo possivel observar-se que o padrao de
fluorescéncia fornecido pelo Ki-67 formava uma infrincada rede ao redor do material
cromossomico condensado. A imunoeletrénica mostrava claramente esta relagao do Ki-
67 com a cromatina, pois a reacdo acontecia de forma predominante ao redor da
cromatina condensada (que nesta técnica pode ser observada simultaneamente com a
reagao imuno-histoquimica).

Ainda dentro deste trabalho, procedimentos de extragdo seletiva in situ foram
aplicados as células MR65. Mesmo apés o tratamento com RNAses, DNAses,
detergentes e solugdes hiperténicas (o que resulta no entdo chamado “nuclear matrix-
intermediate filament scaffolds”), a imunofluorescéncia para Ki-67 ainda revelava a tipica
reagao nucleolar em células na interfase e padrao reticular na célula em mitose. Também
foi demonstrado que as histonas haviam sido removidas neste processo. Estes resultados
sugerem que a distribuicao do Ki-67 ndo & dependente da presengca de DNA ou de
histonas, o que indica que o antigeno é associado com uma estrutura proteica nao
histénica conhecida como “scaffold” cromossémico ou é parte integral dela.

A caracterizagao biolégica do antigeno Ki-67 comegou a tomar consisténcia com
uma nova publicagdo de Gerdes e colaboradores, em 1991 . Além de confirmar que o
antigeno trata-se de uma proteina nao histénica (através da constatagao de que nao
podia ser extraido pelo tratamento com HCL 0,1 N) com o uso diferentes enzimas, foi
demonstrada sua alta suscetibilidade ao tratamento com proteases. Esta Ultima
aparentemente foi a responsavel pelo insucesso dos estudos por imunoblot anteriores.
Usando métodos imunoblot onde o tempo de preparacao dos lisados era encurtado (para
minimizar o problema da suscetibilidade a protedlise), estes autores obtiveram sucesso
em caracterizar o antigeno Ki-67 como um complexo bimolecular com peso molecular de
345 e 395 kd. O gene que codifica o antigeno Ki-67 também foi clonado e sequenciado
localizando-0 no cromossomo 10 (10g25).

Em 1992, na sec¢do intitulada “Rapid Communication” do periédico Journal of
Pathology, foi publicado o avan¢o que provavelmente foi o mais importante em tornar a
avaliagdo do Ki-67 a principal arma de avaliagéo da proliferagao celular em neoplasias "®.
Foi entdo descrita a produgdo de dois novos anticorpos (MIB 1 e MIB 3) que eram
capazes de detectar a expressdo da proteina Ki-67 em material embebido em parafina .
Nos primeiros testes, esses marcadores sé eram capazes de marcar células em mitose
no material parafinado, e desta forma teriam pouco a acrescentar. No entanto, quando o
entdo recentemente descrito método de recuperacgéo de epitopos no forno de microondas
foi utilizado, o padrao de reagéo do MIB 1 e do MIB 3 se tornava similar ao que se obtinha
com o anticorpo Ki-67 em material congelado. Isto tornava possivel a avaliagio da fracao
de crescimento em material de arquivo, mesmo quando em blocos de parafina estocados
por muitos anos. Na verdade, a forma de produgéo destes dois anticorpos, usando como
imunégenos proteinas recombinantes obtidas pela expressdo bacteriana de partes do
DNA do Ki-67, s6 foi publicada um ano mais tarde "

Uma vantagem adicional do Ki-67 como marcador de células em proliferagao € a
sua meia-vida curta, com o antigeno sendo degradado uma hora ou menos apés a mitose
® |sso garante que células que ja tenham saido do ciclo celular ndo apresentem o
antigeno. O fato das células em fase G1 precoce, que acabaram de sair de GO, nao
apresentarem o antigeno faz com que freglientemente se argumente que a marcagao do
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Ki-67 levaria a alguma subestimagdo da fragdo de crescimento de um tecido, outros, no
entanto, tém demonstrado justamente o contrario ‘.

De qualquer forma, tendo em vista todos estes dados, nos parece claro que a
marcacdo do Ki-67 resulta numa avaliagdo bastante aproximada da fragao de
crescimento de uma populagdo celular. Marcagdo mesmo que ténue pode ser
considerada positiva, ou seja, a célula mesmo minimamente marcada encontra-se dentro
do ciclo celular. Em adicdo, tem-se disponivel um anticorpo monoclonal, o MIB-1, que
apresenta resultados homogéneos e de facil interpretagdo em material parafinado.
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Figura 2 - Ki-67/MIB1 - Numero de publicagdes por periodo, a partir de 1983 (fonte:
Medline)

Portanto, acreditamos que o Ki-67, na forma do MIB-1, € o melher marcador operacional
da proliferagdo celular para o patologista cirtrgico. A importancia crescente do Ki-67 na
literatura esta bem demonstrada na figura 2.

Antigeno nuclear de proliferagdo celular (PCNA) - Historicamente, o PCNA foi descrito
como um auto-anticorpo presente em pacientes com lUpus eritematoso sistémico, que
identificava um antigeno presente nas células em proliferagdo **?'. Este antigeno foi
posteriormente identificado como PCNA, uma proteina nuclear nao histénica de 36 KD,
envolvida na sintese do DNA # Como uma proteina auxiliar das polimerases delta e
ipsilon, o PCNA é necesséario para a replicagdo do DNA in vivo e in vitro, e pelo menos in
vitro também & necessario no processo de reparo do DNA #,
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"O"PCNA é uma proteina altamente conservada, com homologia na sequéncia de
amino-acidos entre os mamiferos @) e cujo gene esta presente tanto em mamiferos
como em plantas superiores 9,

Ha algum tempo que o PCNA tem sido e'mpregado, e largamente, como um
marcador operacional de proliferacdo celular, situagdo que acentuou-se com o
desenvolvimento de anticorpos que funcionam em material fixado em formol e embebido
em parafina *®. Os dados iniciais usando tecido normal apresentavam resultados em que
havia marcagéo das células dos compartimentos sabidamente proliferativos. No estudo
de tumores, no entanto, alguns tém encontrado uma boa correlagdo com outros
parametros de medida da proliferagdo celular, como o préprio Ki-67 @, e outros,
paradoxalmente, néo @®, -

Apesar de poder ser usado com recuperagdo de epitopos pelo calor (microondas
ou panela de pressao), o anticorpo monoclonal PC10 dirigido ao PCNA mais comumente
& usado sem este procedimento. O padrdo de reagdo entdo parece ser fortemente
influenciado pela fixagdo do tecido - longos periodos de fixagdo em formalina diminuem
significativamente o percentual de células marcadas . O tipo de fixador também
influencia os resultados. - fixacdo em solventes orgénicos como o methacarn deixa
marcagdo apenas de células em fase S (com um padrao granular), enquanto fixadores
aldeidicos, como a formalina, permitem a marcagéo de células em todas as fases do ciclo
celular (padrao nucleoplasmico, usualmente intenso). Esta diferenca tem sido explicada
pela existéncia de duas formas de PCNA: uma forma solGvel em solventes orgénicos e
nao envolvida em replicagdo, e uma forma insollvel associada com os sitios de sintese
do DNA ©9. A concentragdo do PCNA total varia apenas em 2-3 vezes durante o ciclo
celular, enquanto que a fragéo insollvel existe em quantidade bem maior durante a fase
S do que nas outras fases do ciclo celular.

Alguns aspectos biolégicos complicam ainda mais a interpretagdo de reacdes para
o PCNA - ha superexpressao em alguns tipos de tumores malignos, ndo relacionada as
fases do ciclo celular, células normais adjacentes a neoplasias e fora do ciclo celular,
podem também apresentar expressao do antigeno ®". Um outro fator bem conhecido, e
em desvantagem com relagdo ao Ki-67, é a meia vida muito longa do PCNA - cerca de
20h, que permite que células que ha muito ja deixaram o ciclo celular ainda persistam
apresentando o antigeno %, resultando numa proporgdo de positividade imuno-

histoquimica maior do que a esperada quando avaliamos outros marcadores de
proliferagao celular.

Como resultado de todos estes aspectos, o padrdo da reagao imuno-histoquimico
para o PCNA & o seguinte: a) quando o tecido é fixado em formalina, podemos ter
positividade virtualmente em todas as células, apenas com uma intensidade maior nas
células que estiverem em fase S - usualmente é necessario estabelecer um “ cut-off "de
intensidade de reacgdo a partir da qual consideraremos os ntcleos positivos (existem
nucleos desde fracamente até fortemente marcados - a partir de qual intensidade a
reagao sera considerada positiva?), e a avaliagdo com um analisador de imagem pode
ser indispensavel para que tenhamos resultados reproduziveis ao longo da rotina de um
mesmo servigo, b) quando temos fixagdo em solventes orgénicos, o que é muito pouco
freqliente, entédo temos evidéncias de que a reagdo é em grande parte limitada aos
nucleo em fase S, o que facilitaria a interpretacdo dos resultados, c) expressdes
anémalas n&o associadas ao ciclo celular sdo imprevisiveis no caso isolado. De qualquer
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forma, 6"PCNA aparece em todas as fases do ciclo celular - o que realmente varia é sua
quantidade ao longo do ciclo, e isso dificulta muito a sua interpretagao.

ASPECTOS TECN_!COS E METODOLOGICOS NA AVALIAGAO DOS MARCADORES
DE PROLIFERACAO CELULAR

Tanto o Ki-67 quanto o PCNA sdo marcadores nucleares, € apenas a positividade
nuclear deve ser considerada. No caso do Ki-67, muitas vezes o nucléolo esta mais
intensamente corado do que o restante do nucleo - ja observamos alguns poucos casos
com positividade quase exclusivamente nucleolar, que também é especifica. Raramente
pode aparecer positividade de membrana celular, que acreditamos deva ser descartada.
No caso do Ki-67, mesmo positividades ténues devem ser consideradas. Temos visto
alguns tumores, especialmente de linhagem mesenquimal, que tém apenas nlcleos
fracamente corados. Ja com o PCNA ¢é diferente: usualmente €& necessario o
estabelecimento de um “cut-off" de intensidade de reag¢édo acima do qual o nlcleo sera
considerado positivo - para obter-se uma reproducibilidade satisfatoria, analise de
imagem computadorizada pode ser necessaria.

A fixagao excessiva em formalina altera a reatividade para o PCNA, resultando em
contagens menores quanto maior o periodo de fixagdo ®". Ja o retardo no inicio da
fixagdo parece nao alterar de forma significativa os resultados da reacdo ©?. Isto esta de
acordo com os dados obtidos sobre a distribuicdo das células no ciclo celular, onde foi

observado apenas um pequeno aumento na fracdo G2/M apés um retardo de 12h no
inicio da fixagao “.

Em relacdo ao Ki-67/MIB-1, nds temos observado constdncia dos resultados
mesmo quando tempos tao longos quanto 10 dias de fixagdo em formalina s&o aplicados
#9.Ja em relagéo ao retardo no inicio da fixagdo, ndo conhecemos dados pertinentes ao
Ki-67 na literatura.

Um outro aspecto importante e que favorece o uso do Ki-67/MIB-1 é a influéncia

da diluigdo dos anticorpos nos resultados da marcagéo imuno-histoquimica. Ja foi bem
demonstrado que o numero de células coradas com o PCNA/PC10 diminuem a medida
que a diluicho aumenta, sem nenhum platé identificavel. Ja com o Ki-67/MIB-1, grandes
variagdes na diluicdo produzem resultados similares uns aos outros ¥, E provavel que
isso reflita a diferenca de meia-vida entre estas duas proteinas, estando diretamente

relacionado as quantidades pequenas, mas detectaveis, de PCNA no nucleo de células
nao ciclantes.

O aspecto metodolégico da avaliagdo destes marcadores também nos parece
muito importante. A forma com que eles sdo avaliados nas publicagdes cientificas é
bastante variada, mas usualmente predominam os métodos quantitativos, onde os
nlcleos sédo contados visualmente ou através de sistemas computadorizados de analise
de imagem. Muitos laboratérios ja estdo usando a avaliagdo do Ki-67 na rotina,
especialmente nas baterias prognésticas para carcinoma da mama. Em contraste com as
publicagdes cientificas, o método mais freqlientemente utilizado nesta situagéo & a semi-
quantificacdo, feita através de uma estimativa aproximada da propor¢do de nulcleos
positivos. Recentemente noés fizemos estudos comparativos entre os métodos de
contagem e estimativa (semi-quantificagdo) para o Ki-67/MIB1, tanto em carcinomas de
mama quanto em lesbes escamosas invasoras e pré-invasoras do colo uterino 5%

Marcadores de proliferagdo celular 191




Estabefecemos, para a semi-quantificagdo, faixas de positividade (<10% dos nucleos,
entre 10-25%, entre 25-50%, >50%) dentre as mais freqlientemente usadas na literatura.
Obtivemos resultados similares pelos dois métodos, e acreditamos que a semi-
quantificagdo, por dar resultados semelhantes & contagem e por consumir um tempo
muito menor, € suficiente para fins praticos. Nos temos adotado a semi-quantificagéo na
rotina. Para isso, no entanto, acreditamos que cada laboratério deve fazer um pequeno
estudo comparativo interno para “calibrar "a capacidade de semi-quantificacdo de sua
equipe.

O “cut-off" a partir do qual um tumor é considerado como altamente proliferativo
também é muito variavel. No caso do carcinoma de mama, usualmente guando o tumor
tem menos do que 10% dos nucleos marcados para Ki-67/MIB-1, é-considerado como
tendo uma baixo indice de proliferagao, mais do que 25%, um alto indice. Valores entre
10-25% poderiam ser considerados como moderados.

A heterogeneidade observada dentro de um tumor quanto ao seu indice de
proliferagéo, usando-se os mais diferentes métodos, € um fato bem conhecido 7. No caso
do carcinoma de mama alguns resultados sdo contundentes: mais do que 1/3 dos casos,
quando estudados pelo Ki-87/MIB-1, tém uma heterogeneidade suficiente para serem
considerados de alto grau em uma area e de baixo grau em outra, quando o tumor foi
avaliado em quatro secgdes diferentes *”. Um indice maior de marcagao para Ki-67/MIB-
1 & encontrado na periferia do que no centro dos carcinomas de mama ©®. Os valores da
periferia refletem melhor o prognéstico do tumor ®** o que talvez indique que a area
mais proliferativa (‘hot spot’) tem um maior impacto do que uma simples avaliacao
generica do indice de proliferagdo.

COMENTARIOS FINAIS:

A atividade proliferativa de um tumor € o resultado de sua fragdo de crescimento e
também da velocidade com que o tumor completa o ciclo celular (tempo de geracédo). O
Ki-67 marca de forma muito aproximada a fracdo de crescimento de uma populagédo de
células, enquanto outras formas de avaliagdo nos ddo uma idéia desta através da
marcagao de fases especificas dentro do ciclo celular. Mas é possivel que um tumor
tenha uma fragdo de crescimento elevada e mesmo assim tenha uma atividade
proliferativa baixa, devido a uma velocidade muito baixa de percurso do ciclo celular 7.
Infelizmente, apenas nos estudos in vitro & que se tem tido a oportunidade de associar
estes dois fatores, fragdo de crescimento e tempo de geragdo. Recentemente, foi
proposto que o AGNOR nos daria uma estimativa da velocidade com que uma célula esta
ciclando . Associando-se métodos que avaliem a fragéo de crescimento (Ki-67) e o
tempo de geragéo (AgNOR), poderiamos ter uma idéia mais precisa da verdadeira
atividade proliferativa de uma neoplasia, e subselecionar de forma mais acurada aqueles
tumores que proliferam mais rapido.

A avaliagéo da fragéo de crescimento através da marcagao imuno-histoquimica do
Ki-67 nos parece ser o método mais promissor para uso em patologia, devido a relagéo
biologica bem definida desta proteina com o ciclo celular, a facilidade com que o método
pode ser aplicado, e a sua suscetibilidade relativamente pequena a fatores técnicos em
um laboratorio de imuno-histoquimica bem estabelecido. Ao contrario da gama enorme de
marcadores que aparecem, sdo estudados e descartados constantemente, o Ki-67
parece ser um marcador que veio para ficar “%,
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- 18. MOLESTIAS INFECCIOSAS
Maria.lrma Seixas Duarte e Carla Pagliari

INTRODUGAO

As técnicas de imuno-histoquimica sdo procedimentos de grande importancia em
patologia de doengas infecciosas porque permitem identificar com precisao os agentes
etiolégicos nas lesdes. Além do mais, também propiciam o estudo mais aprofundado da
resposta tecidual desenvolvida pelo hospedeiro a infecgdo, atraves da caracterizagéo
fenotipica das células constitutivas da reacao inflamatéria, de citocinas e outros fatores
participantes do processo lesional.

Deve-se ressaltar que as referidas técnicas podem ser efetuadas em um grande
nimero de espécimes como esfregagos, citocentrifugados, materiais congelados, fixados
em formol (ou outros fixadores usados habitualmente em anatomia patolégica) e
emblocados em parafina.

Tradicionalmente, os agentes infecciosos sdo detectados por procedimentos
microbiolégicos de pesquisa direta, de cultura ou através de reagdes sorologicas e, mais
recentemente, por técnicas de biologia -molecular, sendo pesquisados no sangue
periférico ou em material obtido dos 6rgdos ou sistemas acometidos. Em pacientes
imunocompetentes esses procedimentos sdo de incontestavel valor diagnoéstico. Nos
pacientes imunocomprometidos, face a disfungdo do sistema imune, as reacgbes
sorologicas ja ndo sdo tao eficazes para auxiliar na definicdo do diagnostico etiologico.
Nesse grupo de pacientes a imuno-histoquimica tem contribuido de maneira muito efetiva
e dindmica para o diagnoéstico dos processos infecciosos.

Um problema relevante diz respeito a laténcia, ja comprovada em uma gama cada
vez maior de microrganismos. Esta comprovagao leva-nos a reavaliar a contribuicdo dos
métodos qualitativos de biologia molecular, como o PCR, que, amplificando minimas
sequéncias genémicas de agentes infecciosos, poderiam nao caracterizar a atividade de
um processo patolégico e sim, a sua laténcia. Desta forma, as reagbes imuno-
histoquimicas desempenham um papel no sentido de caracterizar a atividade da doencga
através da analise das caracteristicas histoldégicas das lesées e sua correlagdo com o
agente infeccioso que a provoca.

Métodos sensiveis, incluindo etapas de recupera¢do antigénica aliados a
anticorpos de boa qualidade, sejam mono ou policlonais e desenvolvidos segundo um
procedimento onde todas as etapas sdo realizadas minuciosamente, fazem da imuno-
histoquimica uma ferramenta de expressiva utilidade na patologia diagnostica (1).

Devido a grande especificidade da maioria dos anticorpos comerciais ou de outros
desenvolvidos nos laboratérios de pesquisa, € possivel detectar-se nao sé o agente
infeccioso integro mas também formas diferentes de apresentacdo antigénica. Dessa
maneira, consegue-se a elucidagdo de muitos casos onde o agente ndo pode ser
identificado pelas coloragdes histoquimicas usuais (2,3).

Faremos a seguir uma breve apreciagéo em relagdo aos anticorpos mais utilizados
em material fixado em formol e embebido em parafina e que dao uma contribuicao
expressiva para o diagnostico em doengas infecciosas.
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DETECGAO DE ANTIGENOS VIRAIS |
Citomegalovirus (CMV) ‘

Este € um dos anticorpos mais dificeis de padronizar qualquer que seja o
fornecedor do anticorpo primario, necessitando de uma monitorizagao freqliente.

E de extrema valia para diagnostico de lesdes em pacientes imunocomprometidos,
onde, apesar da presenga de lesdes histopatoldgicas intensas, ndo sio encontradas as
incluses intranucleares caracteristicas em “olho de coruja”. Por outro lado, costuma-se
observar aumento do volume e hipercromasia de nucleos, constituindo as inclusées
nucleares tipo | e Il, relacionadas ao CMV e que nos preparados histolégicos ndo podem
ser diferenciadas das chamadas atipias inflamatorias.

A pesquisa de material antigénico relacionado ao CMV deve ser efetuada em
todos os casos atinentes a pacientes imunocomprometidos. Se a reacao imuno-
histoquimica & positiva no preparado, deve-se identificar quais células expressam o
antigeno viral, com o intuito de caracterizar-se a laténcia, colonizagao ou se o CMV esta
diretamente provocando a lesdo. Sabe-se que , por exemplo, a infecgdo prévia pelo CMV
se aproxima de 100% em algumas populacbes de risco para aquisigao do Virus da
Imunodeficiéncia Adquirida (HIV). Considerando estes dados, para caracterizar o CMV
como determinante do processo inflamatério é necessario que o material antigénico
detectado seja expresso especialmente em células endoteliais de capilares ou outros
vasos com vasculite e ndo apenas em células epiteliais glandulares que representam o
seu habitat natural.

Entre os anticorpos disponiveis para detec¢édo do CMV esta o M854 (DAKO). Este
anticorpo & constituido de dois monoclonais - DDG9 e CCH2 — e reage com antigenos
imediatamente inicial, inicial e tardio (4,5). Na nossa experiéncia este anticorpo tem
oferecido resultados fidedignos e menos reacgao inespecifica de fundo.

A positividade da reagdo caracteriza-se por imunomarcacdo preferencial dos
nucleos, notando-se também material particulado no citoplasma.

Herpes virus, tipos l e Il

O anticorpo  B114 (DAKO) reage com antigenos especificos do Herpes tipo | e
com antigenos em comum do Herpes tipo Il (B 116), ndo diferenciando portanto os tipos |
e Il. Nao oferecem reagdo cruzada com outros tipos de Herpes virus. Marcam as

principais glicoproteinas presentes no envelope viral e pelo menos uma proteina do core
(6).

Além de caracterizar com seguranca a etiologia herpética de processos lesionais
diversos em pacientes imunocompetentes, sio decisivos para esclarecer a etiologia de
lesGes atipicas em imunocomprometidos, especialmente no tubo digestivo, sistema
nervoso, linfonodos e lesdes verrucosas perianais.

Nos pacientes com disfuncdo do sistema imunolégico nem sempre sao
visualizados & histologia os sincicios, o amoldamento dos nlcleos e as inclusdes
nucleares (Cowdry tipo A), caracteristicas da lesdo herpética. Com a metodologia imuno-
histoquimica, o material antigénico representativo de glicoproteinas virais é faciimente
detectado em nucleos e citoplasma de células morfologicamente preservadas, como
também, com grande especificidade no material necrético das lesdes. Esta Ultima
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caractéristica & de utilidade, principalmente em lesdes ulceradas de esé6fago, na
eventualidade da bidpsia endoscépica representar apenas a ulceragdo e nao a mucosa
mais preservada.

Tem ainda aplicagdo valiosa para estudos e diagnéstico de alteragbes da
placenta.

Virus da imunodeficiéncia adquirida (p24)

Anticorpo de dificil padronizagéo, devido a exiglidade da proteina viral em
algumas fases da infecgao pelo HIV. Necessita para sua demonstracdo procedimentos de
recuperagao antigénica tais como micro ondas ou calor Umido. -

O anticorpo anti proteina p24 (M857-DAKQ), reage com a proteina p24 do HIV tipo
1 e ndo cruza com o HIV tipo 2.

O material antigénico particulado pode ser demonstrado com facilidade na fase
aguda de infecgcdo pelo HIV, especialmente nas células foliculares dendriticas dos
foliculos linfoides dos linfonodos, em linfocitos paracorticais e em mondcitos/macréfagos
de diferentes tecidos. Na fase de laténcia clinica e nas fases crénicas da Sindrome da
Imuno Deficiéncia Adquirida (AIDS), nos linfonodos, a proteina p24 do HIV é observada
de maneira muito evidente nas células foliculares dendriticas dos foliculos linféides nas
etapas de linfoadenopatia acompanhadas de hiperplasia folicular com e sem
fragmentagdo dos foliculos. Em outros o6rgdos a proteina p24 é passivel de ser
demonstrada, em macréfagos/mondcitos (incluindo células de Kupffer e células
microgliais), células endoteliais e eventualmente em linfocitos. Ocasionalmente o
diagndstico de AIDS pode ser firmado através da identificacdo da proteina p24 nos
tecidos, em casos de necropsias nas quais ndo se dispde de outros dados clinicos ou
laboratoriais que caracterizem a doenca.

Adenovirus

A imuno-histoquimica para detecgdo de Adenovirus vem sendo cada vez mais
empregada para implicar ou afastar a participacdo deste virus nas pneumonias
intersticiais, em lesbées de tubo digestivo de pacientes com AIDS ou em casos de
transplante. Particularmente em transplantados renais, temos verificado lesdes de
necrose tubular e nefrite intersticial determinadas por este virus.

O anticorpo MAB805 (Chemicon) marca todos os 41 sorotipos de adenovirus,
mostrando padréo nuclear e citoplasmatico (7). Deve-se ter um cuidado especial para
evitar as reagdes inespecificas, utilizando-se titulos baixos do anticorpo primario.

DETECGAO DE ANTIGENOS BACTERIANOS
Leptospira sp

A caracterizagdo de antigenos de Leptospira em tecidos contribui muito para o
diagnéstico rapido da doenga, sendo de grande valia nos casos graves de Leptospirose
de dificil diagnéstico diferencial com sepsis por outras bactérias, quando ainda ndo estao
disponiveis os resultados de cultura e as reagdes soroldgicas para a Leptospira ainda
sao negativas. Para esse fim desenvolvemos uma técnica de bidpsia do musculo da
panturrilha com utilizagao de reagdo imuno-histoquimica que fornece diagnoéstico com alta
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sensibilidade (98%) e especificidade (100%) (8).

A reacéo imuno-histoquimica tem ainda uma grande aplicabilidade para o estudo
da patogenia das lesdes (9,10).

Os antigenos relacionados a Leptospira sdo observados nas células endoteliais
vasculares de diferentes 6rgdos e no intersticio dos tecidos, como por exemplo nos rins,
musculo esquelético, pulmbes, etc.

Nao existe anticorpo comercial disponivel. Utilizamos o anticorpo primario
desenvolvido em coelho pelo Prof. Paulo Yasuda no Instituto de Ciéncias Biomédicas-
USP (11).

Treponema sp

A utilizagdo da imuno-histoquimica em casos de Lues ajuda na caracterizacado de
lesées nao habituais em individuos imunocompetentes e, especialmente, em
imunocomprometidos. Em pacientes com AIDS, por exemplo, é decisiva para diagnosticar
os quadros de Lues Maligna. Nesta situacéo se impde o diagnéstico histolégico diferencial
com Linfoma T cutaneo. Ainda contribui para diferenciagdo do comprometimento luético
gastrico daquele determinado por linfomas, especialmente do tipo MALT.

Permite também caracterizar casos ‘de espiroquetose intestinal, uma das causas
de diarréia, particularmente em doentes com comprometimento do sistema imunolégico.

N&o sdo disponiveis no mercado anticorpos comerciais. No nosso laboratério
usamos um anticorpo policlonal desenvolvido em coelho pelo Prof. Mario Camargo no
Laboratério Fleury.

A imunomarcagéo se faz através de material particulado ou delimitando as
espiroquetas.

Micobactérias

Os anticorpos comerciais existentes ndo discriminam os diferentes tipos de
micobacterias, dando reagdes cruzadas entre elas (micobactérias tuberculosas,
micobactérias néo tuberculosas e bacilos da lepra).

Embora as micobactérias compartilhem cerca de 40 determinantes antigénicos
com a Nocardia, em nossa experiéncia ndo temos encontrado reacdes cruzadas com esta
dltima bactéria nas condigdes de padronizagdo usuais desenvolvidas em nosso
laboratério. E preciso ressaltar que existem diferencas entre a morfologia da Nocardia e a
de outras micobactérias. A Nocardia é bactéria filamentar, ramificada e além de sua
propriedade alcool-acido-resistente também é Gram positiva e prata positiva, o que ndo
ocorre com as micobactérias tuberculosas e o bacilo da lepra. As micobactérias nio
tuberculosas eventualmente mostram reatividade quando coradas pela prata.

O anticorpo B124 (DAKO) reage, portanto, com diferentes tipos de micobactérias,
devido a presenga de antigenos comuns. (12).

Na tuberculose a utilizagdo diagnéstica da imuno-histoquimica tem particular
aplicagdo nos casos com pequeno numero de bacilos como aqueles com boa resposta
imune do hospedeiro e presenga de granulomas epitelidides bem formados, sem necrose
de caseificacgéo.
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'Recomendamos a pesquisa imuno-histoquimica sistematica de material antigénico
relacionado a micobactérias em todos os casos de reagdo granulomatosa sem agente
etiologico definido. Também presta grande auxilio nos casos de biopsia de pleura, onde
tradicionalmente & dificil o encontro de bacilos. Ainda contribui para caracterizagao da
etiologia do processo em casos de tuberculose submetidos a terapéutica especifica,
eventualidade em que as paredes das bactérias sao alteradas precocemente e assim dao
resultados negativos nas reagdes histoquimicas (Ziehl-Neelsen, Fite Faraco etc) o que
nao acontece com a pesquisa imuno-histoquimica.

A imuno-histoquimica no estudo da hanseniase paucibacilar € de grande
contribuicdo, sendo um dos poucos meios para se chegar ao diagnéstico especifico. Em
estudo de biépsias de pele de pacientes com hanseniase, verificou-se cinco padroes
diferentes de apresentagao de antigeno, e de 28 casos negativos pesquisados atraves de
técnicas histoquimicas, 13 revelaram-se positivos pela imuno-histoquimica (2).

Vale a pena assinalar que a imunomarcagdo néao reproduz a morfologia dos
bacilos. |dentifica-se material antigénico particulado, por entre as células epitelidides, no
citoplasma de macréfagos, em meio ao material necrético ou nas células de Schwann.

Legionella

O anticorpo MAB830 (Chemicon) reage fortemente com sorogrupo tipo 1 e mais
fracamente com uma mistura dos tipos 1, 2 e 3 das Legionellas. Nao cruza com Klebsiella
pneumoniae e Mycoplasma pneumoniae.

Temos utilizado a reagdo com finalidades diagnésticas e para esclarecimento
etiolégico de pneumopatias, particularmente em pacientes transplantados renais.

A reacdo positiva mostra material particulado no citoplasma dos macréfagos
presentes nos alvéolos e septos e também livre no espaco alveolar.

Bartonelas (B. quintana e B. hanselae)
Nzo ha disponibilidade comercial de anticorpos primarios contra estas bactérias.

Desenvolvemos pioneiramente em nosso meio a reagao imuno-histoquimica para
esses agentes e que tem sido muito Util para caracterizar os casos de angiomatose
bacilar, diferencia-los do sarcoma de Kaposi, para mostrar a concomitédncia dos dois
processos ou ainda para diferenciagdo com quadros de granuloma piogénico e
hemangioma capilar. Os anticorpos nos foram cedidos pelo Prof. Mario Camargo que os
obteve a partir da inoculagdo em coelhos de bactérias oriundas de culturas cujas cepas
iniciais Ihes foram fornecidas pelos Drs. R. Regenery e T. Tzianakis, Viral and Rickettsial
Zoonoses Branch-Atlanta USA (13).

Ap6s padronizagéo e implantagdo da reagdo péde-se verificar que a maioria dos
casos testados de Angiomatose bacilar, em nosso meio, sdo determinados por B.
quintana. Somente um paciente dessa casuistica apresentou Angiomatose bacilar
determinada por B. hanselae. Esse paciente tinha como parceiro sexual um americano,
onde sdo descritos casos de Angiomatose Bacilar preferencialmente determinados por
B.hanselae. Outros casos de Angiomatose bacilar testados posteriormente também
comprovaram os dados da casuistica inicial pois tivemos apenas mais dois casos da
doenga causada por B.hanselae. Parece, portanto, haver uma expressao regional do tipo
de Bartonella causadora de Angiomatose bacilar.
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A reagdo imuno-histoquimica também permite o diagnéstico especifico de B.
hanselae causando a doenga da arranhadura do gato.

Em relacdo a esta Ultima doenga Julgamos gue a pesquisa de antigenos de
Bartonellas deve ser efetuada em linfonodos que apresentem processo granulomatoso,
mostrando necrose central com debris celulares e aspecto geografico do processo, afim
de que possa ser feita a exata caracterizacdo etioldgica do acometimento e a
diferenciagao principalmente da lesao causada por Yersinia enterocolitica.

DETECGAO DE ANTIGENOS DE FUNGOS

Os pacientes com comprometimento do sistema imune tém uma maior chance de
desenvolver infecgdes por outros fungos que nao aqueles cuja morfologia é conhecida do
patologista. Surgem duvidas de interpretagado e neste contexto € importante um método
que demonstre especificidade para o fungo. Sabe-se que muitos fungos causadores das
chamadas micoses profundas compartilham numerosos determinantes antigénicos o que
propicia reagbes cruzadas entre eles. Todavia, dispondo de painéis de anticorpos,
testando-os e titulando-os para as condi¢des especificas de cada laboratério é possivel
fazer-se com seguranca o diagnéstico especifico.

Candida sp

O anticorpo B 143 (DAKO) reage com cerca de 80 diferentes antigenos de C.
albicans, incluindo proteinas da parede celular e citoplasma.

Em trabalho desenvolvido em nosso laboratério, utilizando o anticorpo B143
observamos uma boa especificidade do mesmo para Candida sp com imunomarcagéo
fortemente positiva, sob a forma de material particulado que néo reproduz nitidamente as
formas do fungo (pseudo-hifas e leveduras). Com este anticorpo notamos, entretanto,
uma fraca reagdo cruzada com Paracoccidiodes brasiliensis, Histoplasma capsulatum
e Sporothrix schencki. Nao apresenta reagéo cruzada com Criptococcus neoformans ou
com Pneumocystis carinii (14).

Sua contribuigdo diagnéstica ocorre especialmente naqueles casos submetidos a
tratamento profilatico ou curativo anterior, quando os fungos mostram-se fragmentados.
Auxilia também nos casos disseminados da doenga com a finalidade de caracterizar o
acometimento de 6rgéos onde a densidade flngica é escassa, o que impede a sua exata
identificagdo através de metodologia histoquimica.

Criptococcus sp

O anticorpo B 3602 (DAKO) reage com a parede celular e capsula do criptococo.
E um anticorpo muito especifico.

Testamos sua especificidade em nosso laboratério e néo verificamos reagao
cruzada com outros fungos patogénicos para o homem como sejam: Candida sp,
Paracoccidiodes  brasiliensis,  Histoplasma  capsulatum,  Sporotricum  schenk,
Pneumocystis carinii. (14) ou mesmo os fungos causadores de Aspergilose e
Mucormicose.

Julgamos que esse anticorpo auxilia o diagnéstico predominantemente quando a
criptococose é determinada por fungos pequenos com escassa capsula dificil de ser
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demonstrada_pela reagéo histoquimica de Mucicarmin de Mayer. Além do mais é de
grande ajuda diagndstica em casos sob tratamento nos quais os fungos presentes sdo
fragmentados ou degenerados e de interpretagao duvidosa pelas coloragées especificas.

Paracoccidioides brasiliensis

Até o momento desconhecemos a existéncia de anticorpos comerciais dirigidos
contra este fungo.

Os anticorpos anti-Pb113 e GP 43 tém sido utilizados em pesquisas humanas e
experimentais. Temos empregado estes anticorpos para esclarecimento diagnéstico em
pacientes imunocompetentes com pequena quantidade de fungos em virtude de
tratamento prévio, em pacientes imunocomprometidos com lesdes ndo usuais e também
para caracterizar a participagéo do P.brasiliensis e outros agentes numa mesma reac3o.

Os anticorpos foram cedidos pela Profa. Maria Aparecida Shikanai-Yasuda do
Depto. de Doengas Infecciosas e Parasitarias — HCFMUSP (15).

Este anticorpo mostrou fraca reagédo cruzada com histoplasma e candida (14).

Histoplasma sp
Anticorpos primarios para este fungo ndo constam das listagens comerciais.

A imuno-histoquimica para detecgdo deste fungo tem aplicagdo contribuitoria
quando ha poucas formas fungicas no preparado, em casos previamente tratados onde os
fungos mostram-se degenerados impossibilitando sua caracterizagao pelas coloragdes
especificas e naquelas situagbes de apresentacdo ndo usual da doenga, em
imunocomprometidos.

E preciso ter em mente que o patologista, usando apenas coloragdes especificas,
mesmo as que tém a prata como base, faz o diagnéstico de Histoplasmose nos tecido
por exclusdo. Emite tal diagnostico apds afastar a possibilidade de P. brasiliensis (ampla
variagao e tamanho e multipla esporulagéo) e de cripitococos (método de Mucicarmin de
Mayer).

Dispomos de um anticorpo policlonal produzido em coelho que nos foi fornecido
pela Dra. Gilda del Negro do Laboratério de Micologia da FMUSP e que temos utilizado
durante muitos anos (16).

Em nosso trabalho (14), demonstramos que este anticorpo é altamente especifico,
nao cruzando com os fungos acima citados. Dessa maneira, mesmo em pacientes
imunocompetentes temos recorrido a este procedimento para caracterizacdo etiolégica
em casos duvidosos.

Pneumocystis carinii

O anticorpo M 778 (DAKO) revela um padrdo de reagdo em forma de anel que
corresponde as formas cisticas do P.carinii, observando-se também positividade que
delineia os corpos intra-cisticos e ainda produto antigénico particulado marcando o
material de aspecto espumoso visto a coloragdo pela hematoxilina-eosina. O anticorpo é
de grande especificidade, ndo exibindo reagéo cruzada com outros fungos.

A interferéncia dos tratamentos profilaticos e curativos para este fungo modificou
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nos Ultim8s anos a propria apresentagao da pneumonia intersticial caracteristica. Assim é
que tem-se observado numerosas formas atipicas de envolvimento pulmonar com
organizagdo fibrosa intra-alveolar e septal, formagdo de granulomas, cavitagbes,
desaparecimento do material eosinofilico espumoso etc. Nestes casos os fungos séo
escassos ou mostram-se bastante alterados em sua forma, além de freqlientemente
fragmentados, impossibilitando o diagnostico por metodologia histoquimica. Atualmente,
em pacientes com AIDS, tais aspectos histologicos sdo mais frequentes que a Pneumonia
intersticial caracteristica. Dessa maneira, para se firmar o diagndstico etiolégico de
envolvimento pulmonar ou sistémico pelo P.carinii necessita-se da reagdo imuno-
histoquimica a qual demonstra com facilidade material antigénico particulado nas lesées
(17). Uma outra alternativa é recorrer-se a microscopia eletrénica (17).

DETECGAO DE ANTIGENOS DE PROTOZOARIOS
Toxoplasma \

A reagdc imuno-histoquimica para deteccdo deste agente é fundamental para
caracterizacdo de uveites, retinites (18), miocardites, comprometimento da placenta em
pacientes imunocompetentes e particularmente das encefalites e de lesées atipicas em
pacientes imunocomprometidos (19).

O anticorpo B1013 (DAKO) nao apresenta reagédo cruzada com Cryptosporidia,
Microsporidia, — Histoplasma, Candida, Blastomyces, P. carinii, Aspergillus, Entamoeba
histolytica, Cryptococcus neoformans e M. tuberculosis sendo de facil aplicacédo pratica.

Utilizamos também um anticorpo policlonal produzido em coelho, produzido pelo
Prof. Dr. Heitor Franco de Andrade Junior no Instituto de Medicina Tropical de So Paulo
— FMUSP, cujas caracteristicas de imuno-marcagédo sdo semelhantes ao anticorpo
comercial acima citado.

Tripanosoma cruzi

N&o ha em disponibilidade no mercado anticorpos comerciais para identificagéo
deste agente, muito embora, existam no nosso meio alguns centros de pesquisa que
possuem anticorpos especificos de excelente qualidade que sdo usados habitualmente
em investigacgdes cientificas.

Convém ressaltar que a infecgdo por T. cruzi em pacientes transplantados e nos
co-infectados pelo HIV determina alteragdes teciduais graves, diferentes da Doenga de
Chagas usual, como por exemplo os quadros de encefalite necrotizante nos pacientes
com AIDS, as lesGes cutdneas vistas em pacientes transplantados nZo devendo ser
esquecida a miocardite de reativagdo. Nestas eventualidades é necessario caracterizar o
agente nas lesdes, particularmente diferenciando-os do Toxoplasma e de outros
protozoarios como Isospora, Microsporidium, etc. Para isso a imuno-histoquimica tem um
papel diagnéstico bastante relevante.

A identificagdo do agente se faz através do delineamento das formas amastigotas
constituindo os ninhos parasitarios, de material particulado intracelular (fibras musculares,
neurdnios, macrofagos) ou intersticial (20).

Em nosso laboratério usamos o anticorpo policlonal desenvolvido em coelho pelo
Prof. Dr. Alfredo José A. Barbosa do Laboratério de Anatomia Patoldgica da Faculdade de
Medicina da Universidade Federal de Minas Gerais e que nos foi cedido pela Profa. Dra.
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Maria de Lourdes Higushi do Laboratério de Anatomia Patolégica do Instituto do Coracéo
do Hospital das Clinicas (Incor).

Leishmania sp

Alguns centros nacionais de pesquisa dispdem de anticorpos para identificacao de
Leishmanias, todavia tais anticorpos nao estao comercializados.

Julgamos que as leishmanias representam um dos agentes que suscitam maiores
duvidas diagnosticas, tanto nos preparados corados pela HE como também naqueles
corados pelo Giemsa ou outros métodos histoquimicos, sendo com freqténcia muito dificil
diferencia-las de debris celulares e eventualmente de outros protozoarios.

Na Leishmaniose tegumentar, principalmente nos casos causados pela L (V)
brasiliensis os parasitas sdo muito escassos nas lesdes (20 a 28%). Usando a
metodologia imuno-histoquimica verificamos que a caracterizagéo etiologica eleva-se para
70% (3).

Na leishmaniose visceral, este meétodo & também de grande importancia
diagnostica, principalmente nos casos de pacientes oligossintomaticos que exibem um
padrao nodular de comprometimento hepatico ou um padrao fibrogénico (21). Em geral,
estes pacientes tém pesquisa direta ou cultura de leishmania negativas na medula, sendo
o diagnostico de Leishmaniose firmado pela imuno-histoquimica.

O anticorpo anti-Leishmania que utilizamos foi produzido em nosso laboratério e
marca as formas amastigotas das diferentes leishmanias, assim como antigenos
particulados das mesmas presentes em macrofagos ou no intersticio. Apresenta fraca
reagao cruzada com T. cruzi e nao marca outros agentes infecciosos testados.

Criptosporidium

O anticorpo  MAB 8935 (Chemicon) é dirigido a um antigeno de 40kD presente no
oocisto do criptosporidio e nas formas em trofozoito. Nao reconhece esporozoitos.

Tem utilidade para caracterizar o comprometimento intestinal em casos pauci-
parasitario e em casos submetidos a tratamento anterior quando é necessario demonstrar
a eliminacéo ou a persisténcia da infecgao.

Plasmodium sp

Para demonstragdo de material antigénico relacionado aos protozoarios
causadores de Malaria usamos um anticorpo policlonal, produzido em coelho,
desenvolvido no Departamento de Parasitologia do Instituto de Ciéncias Biomédicas da
USP.

Contribui de maneira decisiva para determinar a etiologia em casos de necrépsias
cujo diagnéstico nao foi efetivado “in vivo”. Através da demonstragéo de antigeno malarico
especifico nas células de Kupffer e em células mononucleadas no infiltrado inflamatério
sinusoidal hepatico, foi possivel evidenciar o papel do Plasmodium sp na etiologia da
esplenomegalia hiperreativa (22).
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DETECGAO DE ANTIGENOS DE HELMINTOS

Schistosoma

.

Nio ha disponibilidade comercial de anticorpos que identificam antigenos de
Schistosoma. Alguns centros de investigagao nacionais 0s possuem.

Antigenos relacionados ao S. mansoni contribuem para caracterizagéo de lesoes
granulomatosas onde o ovo ou verme ndo sao identificados e ainda outros tipos de
acometimento do rim, figado e sistema nervoso. Experimentalmente ou em humanos, a
imuno-histoquimica auxilia na compreenséo de lesdes biliares associadas (23).

Dispomos de um anticorpo produzido na Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da
USP pela profa. Herminia Yohko Kanamura que marca antigenos relacionados ao ovo e
que utilizamos com finalidade de esclarecimento diagndstico.
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ANEXO 1

recuperagao antigénica

Imuno-histoquimica em Doengas Infecciosas: Anticorpos em uso, diluigbes e

Anticorpo anti- Diluigao sem Recup. Recup. Recup. Codigo/Fonte
recup. antigénica com | antigénica com | antigénica com
antigénica Tripsina Microondas calor umido
Adenovirus - 1:400 - - MABB05/Chemicon
BaQ - 1:300 - B Lab. Fleury
BaH - 1:300 - - I Lab. Fleury
Candida 1:4000 - - - B143/DAKO
Citomegalo - - 1:50 * 1:50 * M854/DAKO
Criptosporidio 1:800 - - - MAB8935/Chemicon
Criptococo 1:800 - - E B3602/DAKO
Epstein-Barr - - 1:50 * 1:50 * MéQWDAKO
HBc 1:8000 - - - B586/DAKO
HBs 1:500 - - - B560/DAKO
Herpes | 1:3000 - - - B114/DAKO
Herpes I| 1:3000 - - - B116/DAKO
Histoplasma 1:1000 - - - IMT-FMUSP
HIV-p24 - - - 1:80 M857/DAKO
Leishmania - - 1:1000 * 1:1000 * FMUSP
Legionella - 1:800 - - MABB830/Chemicon
Leptospira 1:10000 - - - ICB-FMUSP
Micobacteria 1:80000 - - - B124/DAKO
Papilomavirus 1:2000 - - - B580/DAKQO
Pb113 1:100 - - - IMT-FMUSP
P. falciparum 1:1000 - - - ICB-USP
P. carinii 1:200 - - - M778/DAKO
Shistosoma 1:2000 - - - FCF-USP
Toxoplasma 1:3000 - - - B1013/DAKO
Treponema - 1:4000 - - Lab. Fleury
T. cruzi 1:4000 - - - INCOR
Lab. da Disciplina de Patologia de Moléstias Transmissiveis (* Sensibilidade semelhante)
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19. PAPILOMAVIRUS
José Vassallo, Glauce Aparecida Pintd e Liliana A. L. De Angelo Andrade

INTRODUGAO

Os papilomavirus humanos (HPVs) compdem um grupo heterogéneo virus de
DNA que infectam predominantemente os epitélios escamosos, causando hiperplasia
papilomatosa e lesdes verrucosas no homem e em um grande numero de animais. Sao
virus epiteliotropicos, com afinidades especificas aos diferentes sitios epiteliais e cujo
ciclo de vida esta relacionado a diferenciagdo da célula escamosa "2, A infecgao ocorre
nas células basais do epitélio e a replicagdo viral produtiva comeca quando as células
filhas sofrem maturagdo. O DNA do HPV é replicado em alto nimero de copias em
células proximas a superficie do epitélio, onde o material genético do virus e as proteinas
do capsideo combinam-se para formar particulas virais maduras. Uma vez ocorrida a
infec¢do, o HPV permanece dormente (infecgao latente) ou sofre replicacao intranuclear
ativa com sintese de particulas infectantes. O padréo do DNA viral nas lesdes benignas e
malignas & diferente. Apresenta-se sob a forma circular e nao integrada ao genoma
celular (epissomal) nas lesdes benignas e integrado nas malignas .

Através de técnicas de biologia molecular, pode-se distinguir mais de 90 tipos
diferentes de HPV, sendo cada tipo ou grupo de tipos mais prevalente em diferentes
lesdes:

1. Tumores cervicais e de vulva - em geral, os HPV 6b e 11 estido associados com
verrugas genitais benignas e NIC de baixo grau, enquanto os tipos 16 e 18 séo
encontrados em até 80% dos casos de NIC Il e Il e em até 90% dos tumores
invasivos “*, Desta forma, os HPV podem ser subdivididos em grupo de baixo (6b e
11) e alto risco (16 e 18), quanto a associacdo com lesées malignas ou de potencial
maligno. Num estudo adicional, o HPV 18 mostrou associagdo com adenocarcinomas
do colo uterino e o 16 com os de diferenciagdo escamosa . O tipo 18 também
associou-se com tumores de progressdo mais rapida e de maior agressividade que o
tipo 16. Para o HPV 18, a prevaléncia foi maior em individuos mais jovens ©. Outros
tipos, tais como os 31, 33, 35, 39, 42 e 45 j& foram encontrados tanto em neoplasias
cervicais benignas, quanto malignas "®'" sendo considerados potencialmente
associados a lesbes malignas ou de risco intermediério. A mesma distribuicio foi
encontrada em lesdes vulvares “7)

2. Tumores dos tratos respiratério e digestivo - papilomas benignos da boca, laringe
e estfago freqlientemente contém DNA de HPV, sendo que os tipos 6b e 11 podem
ser encontrados em mais de 90% dos papilomas juvenis e de adultos ('

3. Tumores de pele - mais de 20 tipos de HPV ja foram identificados em lesdes de pele
associadas com epidermodisplasia verruciforme. Dois tipos em particular, 0 5 e 0 8
foram encontrados nos carcinomas de células escamosas ¥,

4. Tumores anogenitais - também nesta regiéo, os tipos 6b e 11 foram demonstrados
em condilomas e os tipos 16 e 18 em lesdes displasicas e carcinomas de células
escamosas ',
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ONCOGENESE VIRAL

Existem solidas evidéncias epidemioldgicas que o HPV esta relacionado a lesdes
malignas do colo uterino, principalmente dos tipos 16 € 18, embora seja claro que outros
co-fatores devam estar associados '"¥. Como foi exposto anteriormente, a forma do HPV
tem importancia no processo de oncogénese, sendo que ele se encontra na forma
epissomal em lesdes precoces e integrado ao genoma da celula hospedeira nas lesdes
malignas. A integracdo rompe os genes E1/E2 do HPV, o que resulta em perda de seu
efeito repressor nos genes E6/E7 do virus. O efeito disto € a superexpressdo das
proteinas E6 e E7, que transformam as células hospedeiras, conferindo-lhes
imortalizagdo. Demonstrou-se que as proteinas E6 e E7 podem ligar-se a produtos de
anti-oncogenes, como as proteinas p53 e Rb, afetando sua acao. Acredita-se que este
mecanismo resulte em desregulacéo do ciclo celular, iniciando a oncogénese. Além disto,
estudos demonstraram que as proteinas E6 e E7 dos HPV 16 e 18, de maior potencial
oncogénico, ligam-se mais fortemente as proteinas p53 e Rb, respectivamente, que as
dos tipos 6 e 11 ¥,

METODOS DE DETECGCAO

Os estudos de imuno-histoquimica (IHQ) usando anticorpos policlonais dirigidos
a antigenos comuns aos varios tipos de HPV detectaram-nos somente em cerca de 50%
de todas as lesbes cervicais induzidas pelo virus "*'® Anticorpos especificos para cada
tipo de HPV néao estéo disponiveis para uso clinico. Portanto, esta técnica serve apenas
para confirmar a relagao de uma lesao (principalmente as histologicamente benignas) ao
HPV e tem valor apenas quando positiva.

A deteccao de tipos especificos de HPV sé é possivel através das técnicas de
biologia molecular "'® que podem ser dividas em:

|. Métodos de hibridizagdo (sem amplificagéo)
a) Hibridizagao por dot (slot) blot (tipo Virapap)
b) Hibridizag&o in situ em filtro (FISH)
c) Hibridizag&o in situ
d) Southern blot (SB)

e) Hibridizacao sollivel com amplificacio de sinal (teste de captura de hibridos)

Il. Métodos de amplificagdo

e Reac¢do em cadeia da polimerase (PCR) soltvel ou in situ.

Destes, apenas a hibridizagdo in situ (HIS) e a PCR in situ permitem a
visualizagdo da morfologia pelo patologista. Todos os demais implicam em maceragao
dos tecidos para extracdo do DNA.

Os métodos de hibridizacao utilizam sondas (probes) marcadas, complementares
aos tipos especificos de HPV. A marcagdo destas sondas foi inicialmente feita apenas
com elementos radioativos, o que apresenta as desvantagens inerentes ao trabalho com
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este tipo de material (cuidados no manuseio e descarte de seus produtos).
Posteriormente, marcagdo com elementos nao radioativos (biotina, fluoresceina,
digoxigenina) foi sendo aperfeicoada, principalmente para a HIS.

Dos meétodos de biologia molecular, o que tem sido considerado mais sensivel é a
PCR. Este método & superior ao padrdo SB na ordem de 1000 a 100000 '®, podendo ser
potencialmente utilizado em DNA extraido de material incluido em parafina ou em
esfregagos citologicos arquivados. Além da alta sensibilidade, a técnica é relativamente
simples apds sua instalagdo em um laboratorio e é realizada por aparelho, com varios
exames por vez, dentro de um intervalo de tempo curto. Porém, sua maior qualidade
torna-se seu maior ponto vulneravel, pois a extrema sensibilidade pode resultar em falsos
positivos, devido a contaminantes do laboratério. Outra limitagao inerénte a sua extrema
sensibilidade € o questionamento do valor clinico (para conduta terapéutica) da detecgéo
de quantidades tdo pequenas de HPV em um espécime. Em outras palavras, que impacto
acarretara sobre o seguimento ou tratamento de uma paciente, cuja citologia é normal, a
informacéo que a PCR resultou positiva para HPV, o que ocorre em cerca de 12-35% dos
casos (17297

O método de SB € o padrao ouro, que também permite a determinacdo da forma
de infecg&o viral (epissomal ou integrada). Embora menos sensivel que a PCR, apresenta
maior especificidade *'*?. Como desvantagens deste método, validas em certa medida
também para o método de dot blot, podemos relacionar:

= necessidade de maior quantidade de células viaveis para extragao de DNA, o
que inviabiliza o uso de tecido fixado e incluido em parafina;

= acomplexidade da técnica, que requer varias semanas para ser avaliada, além
de utilizar preferencialmente sondas marcadas com substancias radioativas.

Por estas razdes, estes métodos tém sido pouco utilizados no estudo do HPV,
mais recentemente.

O sistema de captura de hibridos baseia-se em hibridizagdo do DNA viral com
sondas RNA em solugo. A revelacdo deste teste é feita com anticorpos marcados com
fosfatase alcalina, que detectam os hibridos formados, amplificando o sinal, uma vez que
milhares de anticorpos aderem aos hibridos. A este método tem sido imputada alta
sensibilidade e grande praticidade, permitindo estudos em larga escala, quando
comparados com a PCR ¥,

O método de HIS ndo apresenta a alta sensibilidade da PCR ou da captura de
hibridos. Necessita de 10 a 50 cépias virais por célula para que seja positivo ?“. Como
apresenta a grande vantagem de preservar a morfologia, desenvolveu-se o0 método de
amplificagdo do fragmento de genoma PCR in situ para superar a limitacao de
sensibilidade da HIS.

A PCR in situ ainda nao apresenta unanimidade quanto aos resultados, sendo que
o principal inconveniente & a difusdo do produto de amplificagdo sobre o tecido,
impedindo a avaliagdo do resultado Y. Para superar esta limitacdo, novos métodos de
amplificagéo do sinal estdo sendo desenvolvidos, sendo o principal deles, no momento, a
HIS-CARD (do inglés catalyzed reporter deposition), baseada no sistema biotinil-tiramida,
discutido em detalhes no capitulo 21. A sensibilidade deste método foi recentemente
avaliada em estudo utilizando HIS tradicional e CARD-ouro ®. Neste estudo o método
de CARD revelou positividade em células SiHa (células em cultura que contém 1-2 copias
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de HPV-16 por célula) e em 9 de 10 carcinomas de colo uterino previamente testados
com PCR. O método tradicional de HIS ndo mostrou reatividade nas células SiHa e
apenas em 2 dos 10 carcinomas foram positivos. Este método & promissor para o
anatomopatologista, estando ja comercialmente disponivel como CSA (catalyzed signal
amplification).

APLICACAO CLINICA DA DETECGAO DO HPV
As principais aplicagbes potenciais da tipagem do HPV séo "'

1. Detectar o grupo de mulheres com maior risco de evolugéo para o carcinoma de
colo, principalmente naquelas com diagnéstico de ASCUS (sistema de Bethesda).
Nestes casos, as portadoras de HPV dos tipos de baixo grau seguiriam um plano
rotineiro, enquanto que as portadoras de tipos de alto grau seguiriam condutas
diagnésticas mais completas, como colposcopia, por exemplo. Desta forma, para
cada tipo de paciente, um tratamento adequado poderia ser planejado, sem excesso,
nem caréncia de procedimentos.

2. Possivel papel adjuvante no escrutinio em massa para carcinoma do colo
uterino - Com a tipagem do HPV, mulheres portadoras dos tipos de alto risco seriam
acompanhadas com maior freqiéncia e cuidado que as portadoras de tipos de baixo
risco. O método que tem sido advogado para este fim, pela confiabilidade e
simplicidade é a captura de hibridos @,

3. Possivel fator prognéstico para carcinoma do colo uterino ® - Alguns dados
sobre a presenca de HPV 18 e maior risco de metastatizacao linfonodal foram
relatados. Porém, neste particular, ndo ha consenso na literatura. Desta forma, o valor
progndstico do tipo de HPV ainda aguarda maiores estudos.

4. Possivel dado para deteccdo precoce de metastase de carcinoma cervical -
Como no item anterior, ndo ha consenso na literatura sobre o valor da tipagem do
HPV para este fim.

Pelo exposto acima, segundo Herrington e Wells ®® ainda nao ha evidéncias
sélidas para a tipagem rotineira de HPV na histopatologia e citopatologia do colo uterino,
mas ja existem dados suficientes que garantem a necessidade de maiores estudos da
relacéo entre os tipos de HPV e lesdes do epitélio cervical, principalmente das de baixo
grau.

AVALIAGAO CRITICA DOS TESTES PARA A DETECGAO DO HPV NAS LESOES DO
TRATO GENITAL FEMININO INFERIOR

A partir dos anos 80, temos convivido com uma enorme quantidade de literatura
demonstrando a associagéo do virus do condiloma humano (HPV) e o céncer do Trato
Genital Feminino Inferior. Depois do trabalho de Meisels e Fortin ®”, a descri¢o de les&o
citopatica do HPV, o coilécito, passou a gerar debates inflamados, principalmente quanto
as dificuldades de reprodutibilidade diagnéstica e aos diferentes procedimentos de
conduta e tratamento.

A citologia oncética introduzida por Papanicolaou & método importante de triagem
e consegue detectar mais 80% das lesdes precursoras do cancer do colo uterino.
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Estudos mais recentes, associando o método morfolégico a pesquisa do DNA do HPV
atraves de técnicas da Biologia Molecular, conseguem aumentar a sensibilidade do
exame citologico e também tém contribuido como controle de qualidade na reavaliagio
de casos falso-negativos #®. ! §

Duas importantes situagdes fortaleceram a viabilidade dos testes para a detecgéo
do HPV:

1) a introdugdo do sistema Bethesda de classificagdo citolégica que, por dar
espaco a um espectro de lesbes categorizadas como de natureza incerta
(ASCUS), cria um grande mercado para os testes de HPV, com a promessa de
melhor categorizar as lesées de baixo grau.

2) a melhoria na tecnologia, com o surgimento de métodos ndo radioativos de
detecgéo do virus, como a reagédo de quimioluminescéncia, consistindo a chamada
captura de hibridos.

Frente a esta nova realidade, algumas questées s&o levantadas:
Por que nao usar estes métodos para a prevengao do cancer na populagao?
Sera que a tipagem do DNA do HPV:servira para prever a progressao da doenga?

Com a grande quantidade de estudos neste campo, temos observado algumas
situagdes interessantes:

a) Podem ocorrer casos de detecgdo do HPV na auséncia de doenca
clinica e isto gera dificuldades na conduta pois ndo se sabe qual o seu
significado.

b) Algumas reagbes de detecgdo sdo muito sensiveis e de dificil

interpretagao, podendo criar resultados falso positivos.

c) O custo econémico destas reagdes aumentaria enormemente os gastos
para os programas de prevengao em populagdes.

d) O surgimento do custo emocional para a paciente, que passa a ser
portadora de um virus de alto risco oncogénico.

Os trabalhos que comparam qual é o melhor método de triagem entre os 3
existentes: citologia, colposcopia e tipagem do DNA, concluem que, isoladamente,
nenhum & melhor que o outro. O mais simples e barato é a citologia e este método tem o
grande meérito de contribuir para a redugdo da mortalidade do cancer de colo uterino em
70 a 80% nos ultimos 30 anos 2.

Estudos de seguimento sem tratamento das lesées precursoras de baixo grau,
demonstram que a grande maioria, ou seja, 77% dos casos, regride espontaneamente®’
A persisténcia do agente viral na lesdo € um dado importante para a transformacao
neoplasica do epitélio. A neoplasia se desenvolve depois de uma infecg@o persistente por
longo tempo, possivelmente auxiliada por outros co-fatores®,

Assim, o valor de um teste de HPV positivo € muito limitado, pois € um dado
isolado e muito incompleto, desde que nao pode responder:
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e seainfecgdo persiste ou regride
e se havera nova infeccdo pelo mesmo ou outro tipo do virus

e se uma re-infeccdo podera intervir na progressao da lesao.

O estudo de exames repetidos para a detecgé@o do HPV em um grupo de mulheres
demonstrou que apenas 30% continuaram positivas no novo exame G Como a
positividade da reagdo variou em um mesmo caso, acredita-se que algumas mulheres
experimentam a completa regressdo, enquanto outras sofrem a reativacdo ou a re-
infecgao.

Assim, a relevancia da tipagem do HPV nas populagbes ainda nao esta
fundamentada, pois seriam necessarios varios testes ao longo do tempo. N&o discutimos
que o teste possa aumentar a sensibilidade da citologia, entretanto, ndo substitui o
seguimento periédico e a citologia convencional.

Acrescentar ao exame citolégico anormal a positividade para o HPV muito
provavelmente selecionara mulheres que tém alteragdes histologicas. Entretanto, se a
positividade for para um HPV de alto risco, qual conduta seria melhor indicada? Muitos
HPV de alto risco estdo associados a lesdes de baixo grau e muitas lesées de baixo grau
regridem espontaneamente.

A conduta mais agressiva baseada na categoria do HPV poderia aumentar muito o
numero de mulheres tratadas desnecessariamente. Assim, todo esfregaco anormal,
independente do tipo de HPV associado, requer seguimento adequado . Por outro lado,
também nio estamos autorizados a relegar os casos HPV negativos ou prolongar os
intervalos dos exames citolégicos, sem alguma forma de cuidado ou seguimento, pois
uma nova infecgéo pode ocorrer.

Concluindo, sabemos que a persisténcia do virus na lesdo, a re-infeccéo pelo
mesmo virus ou por outro tipo de maior risco ao longo do tempo, sdo fatores de
transformacao epitelial *® e portanto, o seguimento periédico com a citologia continua
sendo a regra basica e insubstituivel. Os testes do HPV podem ser usados para controle
de qualidade de laboratorios, em centros de treinamento, ou na reavaliacéo de casos
duvidosos. Nao ha razéo que justifique a sua introdugdo como método de prevengao, pois
nao simplifica a conduta nas lesées precursoras ao ponto de reduzir os custos ou as
mortes pelo cancer e todas as anormalidades do esfregaco sempre irdo requerer
seguimento, independente do “status” do HPV na lesao.
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—-—m 20. FIGADO

Venéncio A. F. Alves, Alda Wakamatsu, Raimunda Telma M. Santos, Suely
Nonogaki, Cristina T. Kanamura e Luiz C.C. Gayotto

I. HEPATITES POR VIiRUS

A bidpsia, alem de permitir o estudo do padrao histopatolégico, fundamental na
avaliagéo diagnostica e prognostica nas hepatites, oferece ainda amostra para a pesquisa
de imunorreatividade de antigenos no préprio tecido. O material de bidpsia representa
uma grande oportunidade de correlacionar a presenga de proteinas virais com os indices
de lesdo dos hepatocitos e a presenga das células inflamatérias indicativas da resposta
imunologica, sendo a melhor possibilidade de correlagdo morfolégica-imunolégica, com a
localizagao precisa da expresséo de proteinas virais.

No presente capitulo, serdo especialmente discutidas as perspectivas atuais de
deteccdo de antigenos dos virus das Hepatites B e C . Serdo adicionalmente
mencionadas as perspectivas de detecgdo de seqiéncias de nucleotideos destes virus
mediante Hibridizagdo Molecular "in situ" . Outros marcadores de virus potencialmente
causais de hepatites ser@o adicionalmente mencionados, mas a caracterizagdo dos
padroes de resposta imune do paciente, que também recebe importante contribuicio da
imuno-histoquimica, n&o sera aqui detalhada.

Hepatite B

O virus da hepatite B é responsavel por um amplo espectro de doenca hepatica no
homem, que inclui as hepatites agudas, crénicas, em seus varios estadios e graus de
atividade, cirrose e os portadores assintomaticos. E sabido, também, que o fato de ser
portador crénico do VHB, aumenta consideravelmente o risco de desenvolvimento de
carcinoma hepatocelular,

A partir do descobrimento do antigeno Australia por Blumberg et al. ", grandes
avangos no estudo deste virus foram obtidos, cuja composicdo esta hoje bem
caracterizada. E um hepadnaviridae, cujo genoma foi caracterizado como um DNA
circular com fita dupla parcial. A fita longa ou L(-) tem uma sequéncia de 3200
nucleotideos. A outra fita S(+) tem extenséo variavel, que pode corresponder de 50 a
100% da fita longa, onde as extremidades 5' das duas cadeias do DNA se superpdem,
mantendo a estrutura circular da molécula @,

Sua organizagdo genética estd razoavelmente determinada e até o presente
foram identificadas as diferentes seqiiéncias de nucleotideos determinantes dos
diferentes tipos de AgHBs. A fita longa apresenta 4 regides codificadoras (S,C,P e X).
Estas seqliéncias apresentam locais fixos de insercdo na molécula de DNA. sendo
responsaveis por toda a capacidade codificadora do virus. A regido S contém o gene S,
bem como as fases de leitura aberta pré-S1 e pré-S2. E responsavel pela codificacao da
g)roteina principal do envelope (AgHBs), que pode ter 389 (ay) ou 400 (ad) aminoacidos

A regido pré-S2 e considerada o epitopo dominante e € a mais imunogénica. E
tambeém o receptor para albumina sérica humana polimerizada, sendo postulado que esta
substancia media a entrada do VHB no hepatdcito.
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‘A’regido C relaciona-se com a sintese do principal polipeptideo do “core’, que
contem o AgHBc e uma proteina soltvel (AgHBe), produzida pela clivagem do amino-
carboxi-terminal da proteina precursora, codificada pelo gene pré-core. A regido P codifica
a DNA polimerase, que possui a atividade de transcriptase reversa, responsavel pela
replicagdo do DNA do virus e a regido X codifica um polipeptideo de 145 a 154
aminoacidos com fungédo de transativagdo da transcrigcdo, regulando a expressido de
determinados gens do proprio virus ou da célula hospedeira e reage com anticorpos
sintéticos correspondentes a essa regido .

Para os virus como o VHB, que ndo se replicam em culturas celulares
convencionais, o desenvolvimento e utilizacdo de diversas técnicas imunolégicas e de
biologia molecular ' aplicadas ao diagnéstico e acompanhamento das doencas
hepaticas, tém contribuido para o estudo dos eventos relacionados & replicagéo viral e
dos diversos modelos de patogénese. Permitem ainda correlacionar a distribuicdo do
acido nucleico com a dos diversos antigenos, assim como as diferentes alteragoes
histologicas e a evolugao clinica “*.

A infeccdo pelo VHB em adultos e jovens pode evoluir para cronicidade em
aproximadamente 3% dos casos, mas quando tal infeccdo acomete recém-nascidos o
indice de cronificagdo € muito elevado, sendo até 90% conforme relatado no Extremo
Oriente.

Os diversos padrdes morfologicos das hepatites podem ser observados na HB e o
aspecto mais sugestivo desta etiologia € o encontro, as coloragdes habituais, do
“hepatécito com citoplasma em vidro fosco” (ground glass hepatocyte), correspondendo a
grandes acuimulos de envelope do virus nos hepatécitos ©

AgHBs

A identificagdo etiologica da infecgdo pelo VHB pode ser feita de modo especifico
pela detecgdo do AgHBs no citoplasma ou membrana de hepatécitos: Inicialmente
descrita mediante imunofluorescéncia em amostra hepatica congelada 7, foi, a seguir,
obtida por métodos imuno-histoquimicos com diversos sistemas de amplificagdo , como
por exemplo PAP ® ou ABC © aplicaveis inclusive em amostras fixadas rotineiramente
em formalina tamponada e incluidas em parafina. Tal antigeno ndo & habitualmente
detectavel nas hepatites agudas, quando apenas raros hepatdcitos podem mostrar
positividade citoplasmatica ou em membrana, coerente com a idéia de Gudat et al. de que
as formas agudas s&o de plena eliminagao de proteinas virais "

Em seu extremo, as formas de necrose submaci¢a ou maciga (‘fulminantes”)
corresponderiam a resposta imune tipo hipersensibilidade, tendo Silva et al., entre nos,
comprovado a imunorreatividade para AgHBs em apenas raras células de um dentre 7
casos de necropsia '". Em hepatites prolongadas, em formas de transicido para
cronicidade, nota-se progressivo aumento da imunorreatividade de hepatécitos para os
antigenos virais, como o AgHBs e AgHBc , aspecto importante na avaliagao prognéstica e
na decisao da oportunidade para instalagao de terapia anti-viral nestas condigées.

Nas hepatites cronicas, a comparacdo da distribuicdo de antigenos do VHB com
o padréo histolégico permitiu a Gudat et al. "” e Chu et al. ', a proposicao de formas ou,
mais provavelmente, fases de diferente predominio da replicac&o viral ou da resposta do
hospedeiro, como parte da histéria natural da infecgéo:

1. Replicagao viral elevada, baixa resposta imune, inflamacéo minima.
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2. Replicagdo baixa, resposta imune-mediada por linfécitos T eliminando antigenos
particulas virais, inflamacgao ativa.

3. Replicagdo baixa / ausente, inflamagdo minima, pNA viral integrado ao genoma do
hepatécito. Na década passada, diversos estudos com amplificagéo pelo sistema PAP
detectaram positividade para este marcador em 70 a 77% dos casos "*'*. N&o foi
encontrada qualquer correlagdo da expressao tecidual do AgHBs com os marcadores
de replicacdo, havendo demonstracdo da produgéo deste antigeno, mesmo em casos
com o genoma viral ja integrado ao do hepatacito.

Recentemente, devido a necessidade de relacionar a distribuicdo dos antigenos
aos novos critérios de classificacdo das hepatites crénicas e diante dos aprimoramentos
técnicos relacionados desde a fixagdo mais cuidadosa em formol tamponado por
aproximadamente 12-24 hs, até o desenvolvimento de novos anticorpos, visando também
a comparacéo do PAP com o ABC como sistemas de amplificagao, estudamos 42 casos
de biopsias hepaticas de pacientes soropositivos para AgHBs. A pesquisa de AgHBs com
amplificacdo pelo método PAP resultou positiva em 36/42 ( 85,7 %) dos casos de infecgao
crénica pelo VHB, enquanto todos os 42 casos mostraram-se positivos para este
marcador pelo método ABC %),

Os dois sistemas permitiram o encontro de reatividade citoplasmatica, global ou
segmentar, sendo ainda encontrado, ao método ABC, padréo de reatividade em
membrana de hepatocitos. As demais células estiveram sempre negativas para o AgHBs.
Tais achados sao similares aos de WU et al. '® que tiveram reacéo positiva em 105/114
casos, com 92% de positividade nas hepatites cronicas pelo VHB.

indices de deteccédo tao altos para AgHBs tornam esta reagdo uma alternativa
valida para a propria identificag@o da etiologia das hepatites crénicas. Este ponto pode ser
de maxima utilidade em casos em que a presenga de lesao so é constatada no estudo
necroscopico, geralmente ndo mais havendo disponibilidade de amostra para estudos
sorologicos.

Usando anticorpos monoclonais, verifica-se que, em pacientes virémicos, as
formas predominantes de AgHBs em hepatocitos sdo a “pequena’ (apenas o produto do
gene S) e a “média”, contendo os produtos dos genes S e pré-S2. Por outro lado, em nao-
virémicos, predomina a molécula “grande”, contendo os produtos dos genes pré-S1, pré-
S2 e S, associada com o aspecto histolégico de “hepatécito em vidro fosco”. O acumulo
de grande quantidade de moléculas pré-S1 inibiria a secregéo do AgHBs, associando-se,
a baixos niveis séricos de HBs.

AgHBc

Outro antigeno cuja detecgao € de grande utilidade & o AgHBc . Sua expressao €
preferencialmente nuclear. Quando a replicagdo viral € muito elevada, o AgHBc pode ser
adicionalmente detectado no citoplasma de hepatécitos. Nas fases mais avancadas da
infecgéo, com integracdo do genoma viral ao do hepatocito, deixa de ocorrer a expressao
do gene da regidao C "

No estudo de Santos et al. ¥ a expressado de AgHBc nuclear ocorreu em 26/42
casos (61,9%) pelo método PAP superando resultados anteriores de nosso proprio
laboratério "“, quando obtivemos positividade em 45% dos casos. HSU et al. (1988)
obtiveram 49,5% de positividade pelo método PAP. Nossos resultados com amplificacao
pelo ABC mostram positividade para AgHBc em 29/42 casos (69 %), numeros muito
similares aos de WU et al. "® com positividade de 66,5% pelo mesmo metodo de
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amplificacdo. Os dois sistemas permitiram o encontro de reatividade nuclear, sendo ainda
encontrado, ao método ABC, padréo de reatividade em citoplasma de hepatécitos .

Importa ressaltar, nos diversos estudos “!*!*'" a marcante associacéo entre a
positividade imuno-histoquimica para AgHBc e outros marcadores de replicacdo viral.
Santos et al. "” constataram que o AgHBc esta presente em maior quantidade nos
pacientes com as fases de maior atividade necro-inflamatéria e mostrando o virus em
plena atividade de replicagao.

Um debate importante é a possibilidade quanto a especificidade dos métodos
imuno-histoquimicos, especialmente quanto a deteccao do AgHBc no citoplasma de
hepatocitos.

Van Den Oord et al. " descreveram a afinidade de ligagéo da biotina com AgHBs,
podendo ocorrer uma interpretacdo de resultados falso-positivos, através de ligagéo do
anticorpo secundario biotinilado. Essa reagdo com biotina pode ocorrer pela presenca de
pontes dissulfeto no AgHBs, ou pela existéncia de receptores para biotina na membrana
plasmatica dos hepatdcitos.

Ottro achado significativo € o de Omata et al. “® mostrando ligagdo nio-
imunologica de peroxidase livie com hepatdcitos contendo AgHBs. A exata natureza
dessa ligagdo nao esta clara, mas é possivel que grupos aldeidos derivados da oxidacao
do componente carboidrato da peroxidase, liguem-se a aminogrupos livres do tecido,
incluindo possivelmente, o AgHBs.

Além dos receptores para biotina, o0 AgHBs também pode expressar receptores
para soroalbumina polimerizada e fibrinogénio.

No nosso estudo mais recente ', casos com areas de alta concentracdo de
AgHBc citoplasmatico pelo método ABC mostraram-se negativos na mesma area para
pesquisa de AgHBs, confirmando a especificidade da reacdo. Além disso, os controles
negativos tambem evidenciaram resultados satisfatorios, possibilitando essa analise
comparativa entre os métodos, ja que, sem o anticorpo primario, nenhum componente de
anticorpo secundario, complexo de amplificagdo ou substrato cromégeno induziu, nesta
amostra, reagéo espuria.

AgHBe

A deteccdo sérica do AgHBe geralmente esta relacionada a viremia, mas sua
sintese n&o parece necessaria para a replicagdo viral, ja que existem variantes do VHB
incapazes de expressar o AgHBe, devido a mutagbes na regiao pré-core (“variantes e-
minus”), que sao capazes de replicar, estando, inclusive, relacionadas a algumas formas
graves de hepatite B. Em cortes em criostato, Trepo et al. ® relataram seu encontro no
citoplasma de hepatécitos infectados, enquanto Mondelli et al. ", citam sua detecgéo no
nucleo. S6 muito recentemente estes achados foram confirmados em material fixado em
formol e incluido em parafina. Villari et al. ®, detectaram AgHBe em 16/18 casos de HCA
com cepas selvagens de VHB, mas em nenhum dos 9 casos infectados apenas com
‘variantes e-minus”. Dentre os 16 casos positivos & imuno-histoquimica, 8 mostraram
reatividade apenas no nucleo de hepatécitos , 7 no nticleo e no citoplasma e 1 apenas no
citoplasma. Esses autores sugerem que esta determinagao imuno-histoquimica possa
contribuir na avaliagdo diagnostica e prognéstica, auxiliando a discriminar entre infecgdes
por cepas selvagens do VHB e cepas "e-minus", potencialmente mais graves e com
menor indice de resposta terapéutica a antivirais.
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Um~achado bastante valorizado nos estudos de patogenia da Hepatite B & que,
apesar da positividade imuno-histoquimica para AgHBe e da reatividade membranosa
para AgHBs mostrarem-se associadas a elevadas taxas de replicagédo viral, ndo se
comprova sua relagdo com o grau de atividade da ‘doenca. Estes fatos reforgam o
conceito de que o grande alvo da resposta imune mediada por linfocitos T CD8+, e
consequentemente, a lesdo hepatocitaria, € dirigida a epitopos de AgHBc nio
correspondentes as sequéncias do AgHBe. Naoumov & Eddleston, 1994, detalham ainda
mais este mecanismo, informando que a resposta de linfocitos T CD8+ dirige-se a
oligopeptideos da regido core que sdo apresentados em pregas de macromoléculas de
HLA-tipo | expressas na superficie celular.

AgHBx

A transativagao de genes celulares e a inativagdo do anti-oncogene p53 pela
proteina X do VHB s&o propostas como possiveis mecanismos de inducéo de carcinoma
hepatocelular (CHC), mas as tentativas de sua deteccdo mostram resultados variaveis.
Para superar tais inconsisténcias, Su et al., 1998 compararam os resultados de onze
anticorpos, oriundos de cinco laboratérios. Destes, apenas um anticorpo policlonal e dois
monoclonais exibiram reag&o imuno-histoquimica especifica para AgHBx, permitindo sua
identificagdo no citoplasma de hepatécitos em 53% de casos de cirrose e 59% de CHC.
Segundo esses autores, o significado’ da imuno-expressdo do AgHBx na
hepatocarcinogénese ainda precisa ser melhor compreendido.

Deteccado do genoma viral por Hibridizagao molecular "in situ" (HIS)

A deteccdo de sequéncias do genoma do VHB por HIS em tecido hepatico
humano naturalmente infectados foi descrita primeiramente por Gowans et al. “ e a
seguir por varios investigadores, usando sondas conjugadas com substancias radioativas,
biotina e, mais recentemente, oligoxigenina **| biotina.

O uso da HIS para caracterizar seqiiéncias de DNA do VHB em células individuais
e sua associagdo aos padrées histologicos, pode contribuir para maior compreensao da
patobiologia da infecgéo e persisténcia do virus.

A nivel celular, a presenca de DNA replicativo do VHB no citoplasma, esta
amplamente associada com a expressao de AgHBc no tecido (particularmente
citoplasmatico) e AgHBe no soro (%%,

Usando sondas biotiniladas, Naoumov et al. *” obtiveram 22,5% (7/31 casos) de
positividade e, recentemente, entre nos, Santos et al. ?® detectaram DNA do VHB em
35,7% (15/42) dos casos de infecgéo crénica pelo VHB.

Ainda hoje, entretanto, as técnicas de HIS requerem uso de sendas muito
concentradas, diferente das elevadas diluicdes de anticorpos biotinilados em empregados
na imuno-histoquimica. Por isto, uma tendéncia em HIS em tecido hepatico & o uso de
sondas marcadas com digoxigenina, com sinal amplificado mediante fosfatase alcalina.
Usando tal metodologia, Santos et al. ®® detectaram positividade em 7/39 casos (17,9%)
de infecgdo crénica pelo VHB, com reatividade citoplasmatica nos 7 casos, 5 dos quais
também exibindo reatividade no nticleo de hepatdcitos.

Lau et al. ®*® detectaram DNA do VHB em material parafinado com sondas

marcadas com digoxigenina em todos os pacientes com AgHBe no soro (13/13),
mostrando alta sensibilidade e especificidade, ndo sendo detectado nos pacientes com
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anti-HBe no soro. Em nosso material obtivemos uma positividade inferior, mas bastante
especifica, pois todos os casos corados, também eram positivos para AgHBe. Tambem
demonstramos associagéo significativa entre a positividade para DNA-VHB mediante HIS
e para AgHBc mediante imuno-histoguimica que,*a nosso ver, ainda hoje &€ o método
anatomo-patolégico de escolha para caracterizar a replicagao viral "%

Hepatite Delta

A co-infecgao e, em especial, a superinfecgao por virus da Hepatite Delta (VHD)
em portadores do VHB é relacionada a maior gravidade das hepatites agudas, como
também a maior progressao para a cronicidade “”. Tais quadros tém_habitualmente maior
atividade necro-inflamatdria, sendo também mais frequente e rapido o desenvolvimento
de cirrose.

Ainda que alguns aspectos histolégicos, como a presenga de hepatocitos com
degeneracao acidofilica ou com nucleos aumentados, hipercromaticos circundados por
citoplasma com esteatose microgoticular (células “em mérula’ou “em aranha”) sejam
achado freqliente na hepatite Delta, ndo sao considerados patognomonicps.

Fundamental para a caracterizagao etiolégica & a pesquisa, por métodos imuno-
histoquimicos, do antigeno Delta *"?*% Paralelo a expressao da nucleoproteina AgHD é
o encontro de RNA do VHD em nucleos de hepatdcitos, sendo estes dois achados
correlacionados com replicagdo ativa deste virus “?. Pacchioni et al. ®" encontraram
especial positividade do RNA viral em nucleos “arenosos” (sanded nuclei) com incluséao
acidofilica ocupando o centro de nucleos de hepatdcitos, ficando a heterocromatina e o
nucleolo na periferia. Tais autores consideram que tal padrdo morfolégico nuclear seja
evidente apenas nos casos com replicacdo viral mais acentuada %%

Hepatite C

As alteracdes histologicas das hepatites ndo-A, nao-B (HNANB) foram descritas
em diversos trabalhos na década passada ®?. Nestas hepatites, nota-se uma ampla
superposicao entre as alteragdes proprias das fases aguda e crénica, havendo evidéncia
de que durante muito tempo coexistam em equilibrio alteragdes lobulares e portais. Nesse
sentido, a definicdo morfolégica de cronicidade, obedeceria a critérios diferentes nas
hepatites B e nao-A, nao-B.

Com o surgimento de provas soroldgicas para determinagdo de anticorpos anti-
proteinas estruturais ou ndo-estruturais do virus da hepatite C (VHC), verificou-se que a
vasta maioria dos casos de HNANB de transmissdo parenteral e uma proporgao
significativa dos casos esporadicos tém participagao etiolégica deste virus ©2.

De outra parte, constatam os estudos publicados até agora uma enorme
variabilidade de resultados, atribuivel, principalmente a amostragem, aos métodos de
fixagao e aos anticorpos usados. Os estudos iniciais, tinham predominio de selegédo de
amostras congeladas, sabidamente pouco pratico na rotina diaria. Qutra causa de
variabilidade sdo os métodos de amplificagdo, desde a imunofluorescéncia indireta
(seguramente um método menos sensivel dentre os varios aqui testados), avidina-biotina-
peroxidase (o mais sensivel, com risco potencial da falsa positividade devido a biotina
endogena), e o método da peroxidase-anti-peroxidase, que mesmo oferecendo um pouco
menos de sensibilidade que a avidina-biotina, mostra-se muito superior a
Imunofluorescéncia e € um método bastante razoavel para as imunolocalizagdes,
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especialmente em material parafinado. Nao usando qualquer reagente marcado, tem a
vantagem de néo introduzir causas de falsa-positividade. Por Ultimo, talvez a razao maior
da variabilidade de determinacées seja a selegéo de antigenos que servirdo como alvo da
reacao imuno-histoquimica. ' S

Desde antes da caracterizagdo do virus da Hepatite C, varios trabalhos, partiram
de soro total de humanos infectados pelo virus NANB, abordagem até hoje preconizada
pelo grupo de virologia de Krawczinsky no CDC ©*, usando soro total humano. Esta
abordagem permite a detecgéo de varias proteinas reconhecidas pelos varios anticorpos
da resposta imunolégica deste individuo infectado, mas néo a caracterizagao de qual das
proteinas virais esta sendo ai identificada. No outro extremo, temos trabalhos, como os da
equipe de Hiramatsu et al. ®®, utilizando anticorpos monoclonais contra proteinas das
varias regiées do genoma viral, com significativa perda da sensibilidade, visto que cada
monoclonal tem afinidade por apenas um epitopo. E preciso lembrar que o virus da
Hepatite C é reconhecidamente pobre em expressao de proteinas virais, tanto que para o
diagndstico sorolégico & necessaria a identificagdo de anticorpos seéricos, sendo muito
baixa a antigenemia.

Mais recentemente, tem sido desenvolvida uma estratégia de selecdo de
antigenos a detectar que nos parece a mais alvissareira dentre as ja descritas:
caracterizam-se, inicialmente, regides antigénicas de importancia nas varias sedes das
regides do virus da Hepatite C e, a partir dai, sintetizam-se sequéncias de amino-acidos.
Com estes conhecimentos, sao sintetizados peptideos imunogénicos, que, isolados ou em
solucdes, sao inoculados em animal altamente responsivo, como o coelho, purificando-se,
entdo anticorpos policlonais especificos contra algumas das regides.

A Tabela Il apresenta os trabalhos referindo detecgdo de antigenos do VHC em
material fixado em formol e incluido em parafina, seguramente a amostra mais adequada
para a colheita de bidpsia no dia a dia de qualquer centro médico. Com este tipo de
amostra, a estratégia com amplificagdo por qualquer dos métodos imuno-histoquimicos,
preferencialmente imunoperoxidase indireta ou peroxidase-anti-peroxidase, nao trazendo
ao meio a avidina, potencialmente capaz de interagir com a biotina endégena. Diversos
autores, especialmente a partir de 1993, tém trabalhado com anticorpos policlonais
dirigidos contra polipeptideos sintéticos e cada vez mais selecionam a regido do “core” do
VHC para essa determinagdo. Os indices ainda variam muito entre as determinagées |
mas a positividade nas hepatites cronicas tem variado de 30 a 70% na maioria das
publicacdes.

No Laboratério de Imuno-histoquimica do Instituto Adolfo Lutz e no LIM-14/HC-
FMUSP, temos trabalhado em conjunto com a Divisdo de Pesquisas em Virologia do
Laboratério Innogenetics, Ghent, Bélgica, cuja equipe obteve treze anticorpos
selecionados a partir da caracterizagdo das varias regides do genoma, seguindo-se a
sintese de peptideos sintéticos de cada darea bem caracterizada e sua inoculagdo em
animais. Estudamos, até agora, 6 anticorpos produzidos em camundongos, todos
resultando em reagdes negativas em nossa pesquisa imuno-histoquimica . Dentre os
produzidos em coelho, um anticorpo anti-E1 (Rb 347), um anticorpo anti-NS4 (Rb 228) e o
anticorpo Rb 246 dirigido contra regides do core do VHC implicaram em reagdes bastante
promissoras sob o ponto de vista de técnicas imuno-histoquimicas.

Inicialmente, o resultado positivo com o anticorpo dirigido contra a regiao E1,
revelou a proteina E1 em numero relativamente pequeno de hepatocitos com uma
resolutividade, contraste positivo/fundo muito adequada. A positividade é citoplasmatica
ora em padrdo granuloso, ora em padrdo mais difuso. Entretanto, apesar de reacao com
excelente contraste positivo/fundo e o padrdo de granularidade descrito inclusive em
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amostras congeladas pelos autores anteriores, temos que lembrar que a regido do E é
uma regido pouco conservada ao longo dos diferentes gendtipos e, na nossa casuistica
ainda sdo poucos os casos que temos informagdo de qual € o gendtipo viral em
determinado caso biopsiado. Nesse sentido, come 0s nossos anticorpos foram todos
produzidos a partir da sequéncia de VHC de genotipo 1, & importante estudarmos
sequéncias peptidicas de maxima conservagao entre os genotipos, de modo que,
qualquer que seja o genétipo do virus no caso biopsiado, nao tenhamos perda de
reatividade. Por esse motivo, apesar de reagao tdo bem contrastada, ndo priorizamos no
momento o estudo da proteina E1 em imuno-histoquimica.

Quando utilizamos anticorpos dirigidos contra a regido NS4, tivemos reagao
positiva, mas aqui o contraste positivo/fundo nao se mostrou de todo satisfatorio. Esse
anticorpo tem perspectivas de purificagdo, mas, nesse momento, nao oferece condigdes
de aplicagédo imediata em biopsias vistas ao estudo imuno-histoquimico.

Desde os estudos preliminares de Choo et al. ®® e Okamoto et al. ®” no inicio

desta década, verificou-se que, depois da regido 5', o “core” do VHC e a regido mais
conservada ao longo de todo o genoma, sendo que, nos varios isolados estudados das
varias origens geograficas, sempre a homologia da regido “core” supera os 91%.

Os estudos de padronizagdo levaram a selegdo do anticorpo anti-core Rb 246,
com reatividade para epitopos das regides 3 (aa 13-32), 7 (aa 37-56) e 9 (49-68) do core
do VHC. A amplificagéo foi obtida pelo sistema peroxidase-anti-peroxidase *®.

O estudo dos primeiros 50 casos de infecgdo cronica pelo VHC em material fixado
em formol e incluidos em parafina , mostrou positividade em 27 destes casos, (54%) ,
apresentando o mesmo padrdo descrito por Krawczinsky et al. ¥ de padrao granular,
citoplasmatico, com preferéncia a distribuicdo sub membranosa. Muitos desses casos
apresentavam gqualitativamente uma preferéncia de células positivas nas areas de NSB,
areas exatamente onde os linfocitos estdo envolvendo hepatécitos que parecem estar
evoluindo para a morte %

A ampliacdo do estudo para 180 casos permitiu a detecgdo do Ag core em 62
(34,4%). Ainda que menos sensivel, a detecgdo imuno-histoquimica do Ag core mostrou
associagao significativa com a detec¢do do RNA-VHC no soro desses pacientes por PCR,
sugerindo sua utilidade como marcador de replicagédo viral. A detecgdo do antigeno core
mostrou-se tambem relacionada ao estadiamento histolégico e ao grau de necrose peri-
portal e, inversamente, com os fenémenos lobulares. Estes achados podem sugerir uma
eficiéncia parcial da atividade necro-inflamatéria lobular na eliminagao de antigenos virais.
Por outro lado, a persisténcia de antigenos virais em hepatocitos sofrendo “necrose em
saca-bocados” indicaria uma ineficiéncia desta forma de resposta imune do hospedeiro na
eliminag&o de antigenos virais ©?.

No presente  momento, questdes metodologicas ainda ndo indicam esta
determinagdo com o objetivo de diagnéstico etioldgico. Os achados imuno-histoquimicos,
entretanto, ja se mostram promissores para analise de interesse patogenético.

Adenovirus

Além de infecgbes em vias respiratérias e olhos, raros surtos de hepatite ja foram
associados a adenovirus. Mais importante €& o acometimento de pacientes
imunossuprimidos, podendo resultar em microabscessos ou necrose extensa de
hepatag)itos em quadro muitas vezes fatal em pacientes transplantados ou portadores de
AIDS ¥,
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O-aspecto mais caracteristico é a incluséo intranuclear anfofilica ou eosinofilica,
por vezes similar a dos virus herpes simples ou citomegalovirus.

Além do diagnéstico mediante cultura para virus, Dombrowsky et al. “" Saad et al.
e Yan et al. “? referem bons resultados através Ha deteccdo imuno-histoquimica em
amostras hepaticas fixadas em formol.

(40)

Febre Amarela

A analise histopatolégica de amostra hepatica colhida pés-morte &, ainda um dos
principais métodos para o diagnéstico da Febre Amarela, ainda que os critérios
histolégicos nao sejam mais considerados patognomanicos “*. :

Recentes estudos detectaram antigenos virais em hepatdcitos humanos através
da imunofluorescéncia, com uso de soro de macacos “Y ou por técnicas de
imunoperoxidase, com soros humanos “%,

Em nosso laboratorio, De Brito et al. “® desenvolveram um método imuno-
histoquimico usando soros imunes de coelhos e hamsters, bem como liquido ascitico
hiperimune de camundongos, com amplificacdo pelo sistema avidina-biotina-peroxidase.
Sua aplicagdo em material de necrépsia permitiu detecgao de antigeno viral no citoplasma
de hepatocitos morfologicamente preservados, em corplsculos de Councilman e em
celulas de Kupffer. Também constatou-se reagdo no epitélio de tubulos renais e em fibras
miocardicas, compondo dados sugestivos da existéncia de focos adicionais de replicacao
viral. Estes resultados sdo encorajadores, quanto a aplicacdo desta metodologia na
elucidacao etioldgica de ictericias febris, quer em bidpsias, quer em estudos pos-morte
com aplicagao em saude publica.

Citomegalovirus

InfeccGes sistémicas por citomegalovirus s3o uma das mais freqlentes
complicagGes infecciosas em varias formas de imunodepressao, incluindo-se AIDS e
transplante de 6rgéos, sendo o figado um dos 6rgaos mais comumente envolvidos 7.

Anticorpos monoclonais permitem detecgéo de proteinas de expressio precoce no
ciclo viral (early antigens), no nucleo de hepatocitos com ou sem inclusdo viral
morfologicamente evidente e anticorpos policlonais reagem com proteinas de expressio
precoce e com as de expressdo tardia (late antigens) no ntcleo ou no citoplasma de
hepatocitos “*. Paya et al. obtiveram 84% de sensibilidade e 90% de especificidade com
0 uso deste anticorpo monoclonal, enquanto o anticorpo policlonal resultou em 72% de
sensibilidade e 97% de especificidade “®. A diferenca de positividade & atribuida a
variag@o da expressdo de proteinas nas diversas fases de infec¢do, destacando-se a
grande utilidade da aplicagao do anticorpo monoclonal no diagnéstico precoce da hepatite
por CMV.
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Il. TUMORES HEPATICOS

A apresentagdo clinica de tumores no figado € muito freqlente, sendo uma
questdo médica de importancia crescente até pelo uso cada vez mais difundido dos
modernos métodos de imagem. ’ J

Dentre os diversos tipos de tumores detectados no figado, destacam-se as neoplasias
malignas, primarias ou metastaticas que, juntas, compdéem uma fragdo importante das
causas de morte por cancer em todo o mundo.

Em diversas ocasides, o diagnostico histopatolégico das neoplasias hepaticas e dificil,
quer pela dificuldade de identificagdo de linhagens de diferenciagdo em tumores
anaplasicos, quer na adequada identificagdo de orgéos de origem dos muito freglentes
adenocarcinomas com manifestagdo clinica inicial por meio de metastases hepaticas,
conforme discutido no capitulo 3.

No presente capitulo, a partir da anélise do padrdo de desenvolvimento embriologico das
principais estruturas hepaticas, faremos um estudo dos principais tumores primarios do
figado com base nos perfis imuno-histoquimicos mais habituais .

Desenvolvimento embriologico do figado

A primeira estrutura embrionaria reconhecida como precursora do figado € 0
"diverticulo hepatico", que se origina do revestimento endodérmico do intestino anterior ao
redor da 3-4 semana de gestacdo “?. Sua diferenciacéo cranial d& origem as trabéculas
hepaticas, enquanto, no sentido caudal, formam-se os ductos biliares extra-hepaticos e a
vesicula biliar.

Ao longo da 52 semana, as trabéculas hepaticas primitivas crescem permeando o
mesénquima do septo transverso, onde também prolifera o plexo capilar que se origina
das veias vitelinas, dando origem aos sinusoides hepaticos primitivos 69 Durante as 7
primeiras semanas, ndo se identificam no embrido ductos biliares intra-hepaticos 59 Seu
desenvolvimento seria associado aos ramos venosos portais, mas tal hipétese ainda &
motivo de debates. A teoria "hepatocitogena" defende que os ductos biliares intra-
hepaticos originem-se de hepatdcitos ao redor de ramos da veia porta BY A hipotese
"ductal" atribui sua origem a uma proje¢do intra-hepatica do epitélio de ductos biliares
primitivos ? havendo ainda os que tentam conciliar ambas as hipéteses *”. A primeira
hipétese, "hepatocitogena”, é a mais aceita , ja que alguns estudos demonstraram a
presenga de glicogénio, glicose-B-fosfatase, albumina e alfa-fetoproteina, marcadores
hepatocelulares, em ductos biliares intra-hepaticos primitivos .

Varias evidéncias apontam para a formagéo, ao redor da 5% - 6% semana de
gestacédo, da "placa ductal”: inicialmente, a camada de hepatdcitos em contato com o
mesénquima ao redor de ramos venosos portais, transforma-se em células de tipo biliar. A
seguir, uma segunda camada transforma-se em epitélio biliar, resultando em uma fenda
circular que assume um padréo cilindrico em torno do ramo venoso portal e do tecido
conjuntivo circunjacente. Depois, esta "placa" sofre remodelagao gradual, formando o
sistema biliar intra-hepatico, que se anastomosa com os canais de Hering, interligando os
ductos biliares portais com os canaliculos biliares, estruturas especializadas no "polo
biliar" dos hepatdcitos .

Alguns autores analisaram este desenvolvimento embrionario através da pesquisa
imuno-histoquimica de citoqueratinas individuais *****"** merecendo destaque a
abordagem do grupo belga liderado por Desmet . Esses autores demonstraram que as
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células épiteliais no figado em desenvolvimento apresentam CK8 e 18 desde o inicio de
sua detecgdo embrionaria. Quando a "placa ductal" passa a apresentar esbogo de lume,
inicialmente no hilo hepéatico, estendendo-se inicialmente aos espagos-porta maiores e
depois em todo o figado, passa a expressar tanabém a ck19, o que tambéem foi
demonstrado em hepatdcitos primitivos, desde a 4* até a 122 semana ®"** . A partir da
122 -142 semana embrionaria, os hepatécitos expressam apenas ck8 e 18, enguanto o
epitélio da "placa ductal" mostra imunorreatividade para CK8, 18 e 19. A citoqueratina 7
s6 é detectavel a partir da 20 semana de gestagdo, inicialmente nos ductos biliares
maiores e, s6 posteriormente, nos menores e em células da "placa ductal". Van Eyken et
al . ®® consideram que tais achados corroboram a teoria "hepatocitdgena" da origem dos
ductos biliares intra-hepaticos, que, maduros, exibem CK7 e 19, alem das CK8 e 18,
também préprias de hepatécitos . Esse autor ndo exclui, entretanto, a possibilidade de
que as células epiteliais primitivas do figado constituam um precursor "bipotencial” .

Outro importante achado desses trabalhos ©*°°7°® & que, em geral, o

desenvolvimento dos ductos biliares ainda n&o esta completo ao nascimento, sendo que
os ramos venosos portais mais distantes do hilo hepatico ainda podem ser vistos
circundados por uma placa ductal incompleta, com expressao de CK 7 menos exuberante
que a detectada no figado adulto. Estes dados explicam o achado de Kahn et al. %,
relatando um aumento progressivo da relagdo entre o niumero de ductos biliares e o de
espacgos-porta em paralelo a idade gestacional.

Carcinoma hepatocelular
Filamentos intermediarios — citoqueratinas

As células epiteliais adultas normais do figado apresentam uma composi¢ao
bastante simples de citoqueratinas ***: os hepatécitos expressam apenas o par 8/18 e 0

epitélio biliar expressa as citoqueratinas 7/19/8/ 18.

O carcinoma hepatocelular (CHC) , mesmo em suas formas mais anaplasicas, tende a
reproduzir o imunofenétipo de hepatécitos normais, exibindo reatividade apenas com CK8
e CK18. Este par de CK & o mais encontrado em praticamente todos os epitelios
glandulares normais ou neoplasicos, mas , em geral, acompanhados de imunoexpressao
de varias outras citoqueratinas, habitualmente nao detectaveis nas lesdes hepaticas.

Em proporcdes que variam de 3,2% a 25,6% ®°'%%%9 os CHC podem apresentar
reatividade para CK7 ou para CK 19, geralmente em ocasionais células, isoladas ou
formando corddes na interface do parénquima neoplasico com septos fibrosos. Tal
achado poderia significar:

1. a metaplasia ductular de hepatécitos, a semelhanga do que ocorre em diversos
processos patolégicos hepaticos nao neoplasicos **.

2. a génese do carcinoma hepatocelular a partir de células-mae ("stem cells") com
potencialidade de diferenciagdo tanto para hepatocitos como para epitélio ductular. Estas
“stem cells” ou “células ovais”, podem ser induzidas por carcinogénese quimica em ratos
%) & expressam CKs 7, 8, 18 e 19. Em carcinomas hepatocelulares humanos, Hsia et al.
%8 caracterizaram morfologicamente células relativamente pequenas, de nucleos ovais,
com citoplasma palido, que apresentam reagdo imuno-histoquimica com anticorpo
monoclonal OV-6, anti- células ovais de CHC de rato, além de intensa imunorreatividade
para CK19. Tais células foram proeminentes na periferia dos carcinomas , e em metade
de sua casuistica (7/14 casos) CK19 foi também detectada em células neoplasicas.
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A& diferencas entre os diversos trabalhos, segundo Van Eyken e Desmet 7,

devem-se a perda da imunorreatividade devida a fixagdo ou nao capacidade de diferentes
anticorpos usados para reagir com tecido fixado em formol e incluido em parafina. Nossa
avaliagdo é que, além destes fatores, aspecto importante & a sensibilidade do sistema de
amplificagdo, sendo o ABC que aqui utilizamos consideravelmente mais sensivel que o
PAP .

Outras CK de baixo peso molecular, em especial a CK20 nao sao habitualmente
detectaveis em CHC, o mesmo ocorrendo com as CK de alto PM *®2 Na pratica
diagnéstica, portanto, a positividade de determinado carcinoma para CK8 e para CK 18,
e a negatividade (ou reatividade apenas focal ) para CK7 e CK19, sdo importantes
critérios do painel a ser usado no diagnéstico diferencial destas neoplasias.

Além das citoqueratinas, a pesquisa dos demais filamentos intermediarios €
extremamente Util no estudo de neoplasias indiferenciadas. Dentre estes, a Vimentina
mostra-se positiva na virtual totalidade dos sarcomas , linfomas e em um sub-grupo de
carcinomas que inclui principalmente os de rim, endométrio e tiredide. Em alguns
carcinomas, como os de mama, sua positividade relaciona-se a pior prognostico,
geralmente em tumores mais anaplasicos. Em CHC tal pesquisa é geralment negativa, e,
em nosso laboratério, Peroco °® detectou vimentina em apenas 1 CHC com alto grau de
indiferenciacdo dentre 114 casos. As reagbes para os demais filamento intermediarios
tem-se mostrado negativas nos CHC.

Proteinas oncofetais — Antigeno carcinoembriogénico e alfafetoproteina

Denominam-se proteinas oncofetais diversas proteinas ou glicoproteinas
encontradas em algumas fases de desenvolvimento embrionario, mas n&o nos tecidos
adultos. Algumas destas tém sido demonstradas em células neoplasicas, sendo por vezes
exportadas para o soro, servindo como marcadores diagnosticos e de acompanhamento
evolutivo apoés tratamento.

Dentre elas, destaca-se a familia do antigeno carcino-embriénico (CEA), que
inclui, entre outras, o proprio CEA e a glicoproteina biliar — 1 (BGP-1) .

O anticorpo monoclonal A5B7 anti-CEA desenvolvido por HARDWOOD et al.
dirige-se a epitopo de grande relevancia e especificidade no antigeno carcinoembriénico.
Os CHC s&o geralmente negativos para este marcador. Em nosso laboratorio,
encontramos reatividade para este anticorpo monoclonal anti-CEA em apenas 1 dentre
114 CHC ", Tal negatividade é atribuida a especificidade deste anticorpo monoclonal,
que nao reconhece a glicoproteina biliar-l (BGP-l) que é um membro da familia CEA
presente nos canaliculos biliares do tecido hepatico normal e neoplasico. Por outro lado, o
uso, ainda hoje amplamente difundido, de anticorpos policlonais anti-CEA, que também
reagem com a BGP-1, como o produzido por PRIMUS et al. ", resulta em elevada
positividade em numerosos casos de CHC, além de muitos outros adenocarcinomas,
especialmente nos de origem endodérmica. Mais ainda, quando se identifica positividade
em membrana de células neoplasicas, delineando canaliculos biliares, esta reacéo
mostra-se também muito especifica.

Desde que Thung et al. ™, com amplificagéo pelo PAP, acharam positividade em
30% dos casos de CHC na superficie celular, varios autores ©'7*"*" demonstraram a
especificidade deste padrao de reatividade canalicular nos CHC. Em nossa casuistica, 38
dentre 41 CHC (90,7%) resultaram positivos mediante amplificagdo pelo complexo ABC.
Chamou-nos a atengao o fato de 36 de nossos casos de CHC (87,80% ) apresentarem o
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chamado "padrao biliar'de expressdo antigénica, ou seja, localizando-se na face lateral
sinusoidal, delineando "canaliculos biliares", como se vé no figado normal. Dentre os 70
adenocarcinomas de outras origem, tal padréo so foi visto em 2 casos, ambos de origem
bileopancreatica "', Este nosso achado confirma os de Thung et al. ™, Gangel et al. 7%,
Hurlimann e Gardiol ", e ainda demonstra que esta expressao peculiar é também vista,
quando se usa amplificagcdo pelo sistema ABC, nos CHC mais anaplasicos, exatamente
quando a condigao morfoldgica mais requer diagnéstico diferencial.

A Alfa-1-fetoproteina € produzida, na vida embrionaria, principalmente por
hepatdcitos e por células da mucosa gastro-intestinal e do saco vitelineo. O pico de sua
concentragao serica € entre 12 e 14 semanas de gestacéo, caindo , entdo, rapidamente,
atingindo, na maioria das vezes, o nivel adulto normal ja poucos meses apos o
nascimento "%, A detecgdo imuno-histoquimica de alfa 1- fetoproteina é relatada como
um marcador especifico de neoplasia hepatocelular, mas nos CHC sua sensibilidade &
baixa ¥ Entre nés, Carrilho et al. 1993 " demonstraram positividade imuno-
histoquimica para alfa1-fetoproteina no tecido neoplasico de 21 dentre 40 CHC (52,5 %)
e no tecido nao-tumoral em apenas 1 dentre 35 desses casos. Esta proteina nao foi
detectada em nenhum dos 41 casos de cirrose desacompanhada de neoplasia.

Diversos produtos de oncogenes ja foram identificados em CHC, como a proteina
p21 Ras, ausente em figado normal, mas presente em nédulos cirréticos e em CHC 78 A
positividade imuno-histoquimica para p53 reflete acumulos anémalos desta proteina, que
em sua forma natural tem vida média de 20 minutos, ndo sendo habitualmente detectavel
em tecido normal. Seja através de mutacdo “mis-sense”, ou mesmo por actimulo anormal
de origem pos-translacional, a disfuncdo acarretada no controle do ciclo celular pode ser
importante na carcinogénese "®. Tal positividade chega a 40 —=50% em regides como a
Africa , em que adutos DNA-aflatoxina parecem participar dos mecanismos de
carcinogénese, sendo consideravelmente inferior nas casuisticas européias ou norte-
americanas. Em S&o Paulo, detectamos reatividade nuclear para p53 em 19 / 54 casos
de CHC (35,2%) 9

Antigenos Virais

Estudos epidemioldgicos associam infecgdes pelos virus das hepatites B e C ao
desenvolvimento de carcinoma hepatocelular.

Dentre os antigenos do VHB, o AgHBs é o mais universalmente detectado .

servindo inclusive para o diagnéstico etioldgico das diversas formas de infecgdo crénica
(81)
pelo VHB *".

Cotrim et a detectaram AgHBs em 5 dentre 12 casos de CHC soro-positivos
para o VHB (41,7%). A detecgédo imuno-histoquimica do AgHBc, considerado marcador
de replicagao viral, foi obtida em hepatécitos neoplasicos de apenas um destes 12 casos
(8.3%) , traduzindo a integracdo do DNA do VHB no genoma do hepatdcito transformado.
que geralmente deixa de expressar o gene core .

| (82)

O virus da hepatite C também ¢é epidemiologicamente relacionado ao
desenvolvimento de CHC. Ainda que marcadores imuno-histoquimicos n&o estejam
disponiveis para aplicagdo pratica para o VHC, Sansonno et al. ®® detectaram imuno-
expressao tecidual de proteinas do core , envelope e NS-3, NS-4 e NS-5 no citoplasma de
celulas neoplasicas , bem como em hepatocitos nédo-tumorais adjacentes, mostrando-se
preditivas da presenca de sequéncias de RNA viral detectadas por hibridizagdo molecular
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“in sitli™. Tal reatividade foi atribuida a persisténcia de replicagéo viral , mesmo nas fases
de transformacgao neoplasica.

Marcadores de outros virus hepatotrépicos sio usualmente negativos no CHC.

Outros marcadores

Além dos marcadores ja citados, ha ainda numerosos outros, destacando-se o uso
dos anticorpos monoclonais Hep-par e D11, relatados como Uteis na identificacdo de
histogénese hepatocelular ®4%,

A alfa-1-antitripsina pode ser detectada em casos de CHC, devidos ou néo a
deficiéncia desta anti-enzima. E importante considerar, entretanto, que este marcador
pode estar presente em muitos outros tipos de células epiteliais, mesenquimatosas e
particularmente histiocitarias. Uma grande quantidade de outros marcadores pode ser
utilizada na identificagdo do CHC, tais como albumina, proteina C reativa, fator XIlI-A,
ferritina, receptores de transferrina, fibronectina, fibrinogénio, receptores de estrogenos e
androgénos, sem que se possa, entretanto, definir um perfil imuno-histoquimico
patognomonico do CHC. Tais fatos sugerem, a despeito de certa homogeneidade
morfoldgica, uma heterogeneidade funcional dos hepatdcitos neoplasicos. A variagao dos
padrées imuno-histoquimicos sera provavelmente devida a problemas técnicos e
variagOes geograficas e etioldgicas. '

Hepatoblastoma

A neoplasia maligna epitelial mais freqliente na infancia exibe abundante
imunoexpresséo de alfa-1-fetoproteina. A reatividade para p53 foi detectada em 9/21
casos recentemente estudados por Zerbini e cols tendo resultado negativa a pesquisa da
oncoproteina c-erb-B2 9.

Colangiocarcinoma (CC)

Colangiocarcinoma intra-hepatico ou carcinoma de ductos biliares periféricos &
definido como a neoplasia maligna originada de (ou com diferenciacéo morfolégica para)
epitelio de ductos biliares. Seu padrdo morfoldgico e molecular & idéntico ao dos
originados em ductos biliares extra-hepaticos

As duas principais apresentagbes do colangiocarcinoma sio a central (ou hilar),
mais freqliente, e a periférica (ou lobular). O limite anatémico entre ambas é o ponto em
que os ductos biliares de segunda ordem fundem-se para originar os ductos principais,
direito ou esquerdo.

O colangiocarcinoma periférico (ou lobular) apresenta-se, em geral, como massa
hipovascular, com. hipoecogenicidade ao ultrassom, com aspecto similar ao carcinoma
hepatocelular. Macroscopicamente, mostra-se como lesdo firme. esbranquicada, de
limites imprecisos.

A estrutura glandular é geralmente bem evidente nos colangiocarcinomas,
predominando o padréo tubular. Também séo vistas estruturas trabeculares ou papilares
e, mais raramente, massas compactas. As células sdo de volume variado, predominando
as cubicas ou colunares. Seu citoplasma € palido ou eosinéfilo, sendo detectavel algum
tipo de mucina na maioria dos casos. Quando tal secrecdo é mais exuberante,
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especialmente em casos com arquitetura tubular, o diagnéstico diferencial com
metastases de adenocarcinomas de tubo digestivo fica ainda mais dificil. A resposta
desmoplasica do estroma €& uma caracteristica marcante destas neoplasias, podendo
atingir tal grau que as celulas neoplasicas distorcidas apresentem aspecto de dificil
diferenciacdo com neoplasias vasculares, com o angiossarcoma e, especialmente, o
hemangioendotelioma epitelicide.

O padrao imuno-histoguimico dos colangiocarcinomas inclui, além da positividade
para CK 8 e 18, também proprias de hepatdcitos e de outros epitélios, imunorreatividade
para CK 7 e 19, que, assim como o antigeno da membrana epitelial (EMA) e o CEA,
podem ser de utilidade no diagnéstico. Em nossa série de 32 carcinomas de ductos
biliares intra e extra-hepaticos, 91% foram positivos para CK 8, senda 91 % reativos para
CK 7 e 97% para CK 19. O anticorpo policlonal anti-CEA reagiu com 95% dos casos,
delineando estruturas similares a canaliculos biliares em apenas 2 casos ( 5 % ).
Diferente do que observamos com CHC, o anticorpo monoclonal A5B7 anti-CEA mostrou
reacdo em 23 dentre 31 carcinomas de ductos bileo-pancreaticos ** %

Uma outra possivel aplicagdo da imuno-histoquimica no estudo destas neoplasias
é a expressdo de CEA ®” e da oncoproteina p53 ®® como critério adicional para o
diagnostico de transformagao neoplasica em ductos biliares de pacientes com colangite
esclerosante primaria, aspecto ainda a ser confirmado em estudos sequenciais de
maiores casuisticas.

O hepato — colangiocarcinoma, definido como “tumor raro contendo elementos
inequivocos tanto de carcinoma hepatocelular como de colangiocarcinoma intimamente
misturados”, devendo apresentar aspectos histolégicos identificando cada componente,
como a produgao de bile (hepatocelular) e de muco (colangiocarcinoma). Quando a lesdo
e morfologicamente pouco diferenciada, o estudo imuno-histoquimico & util,
caracterizando em cada componente o perfil imuno-histoquimico correspondente .

Outras neoplasias

Dentre os diversos outros tipos de neoplasia que podem acometer o figado,
destacam-se as neuro-endocrinas e 0s sarcomas.

As neoplasias neuro-endécrinas podem ser identificadas através de marcadores
"genéricos" , sendo atualmente a cromogranina A a mais importante. As cromograninas
s&o proteinas acidas associadas com granulos de secregdo de células neuroenddcrinas,
diretamente relacionadas com a argirofilia. A maior delas, a cromogranina A, tem peso
molecular 68 KD e apresenta ampla distribuicdo no SNED, sendo também detectados
outros tipos, como a cromogranina B (secretogranina 1) e a cromogranina C
(secretogranina 1) ©".

Até o inicio desta década, discutia-se o indice relativamente alto de tumores
neuro-endocrinos com reacao negativa para cromogranina A, mas a sensibilidade desta
imunomarcagao elevou-se substancialmente apdés o advento dos sistemas de
recuperagao de epitopos pelo calor.

Outros marcadores neuro-enddcrinos genéricos sdo a enolase gama (enolase
neurénio-especifica) e a sinaptofisina ©".

As neoplasias neuroendocrinas "neurais" sdo positivas para neurofilamentos e,
geralmente, nao co-expressam citoqueratinas. Seus principais representantes sdo o
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Paraganglioma, o Feocromocitoma, o Tumor Neuroectodérmico Primitivo (PNET) e o
Neuroblastoma.

Os tumores neuroendocrinos "epiteliais", positivos para os marcadores genericos
do SNED e para citoqueratinas, tanto as marcadas pela solugdo AE1+AE3 como,
principalmente, pelas de baixo peso molecular, como as CK8/18 . Neste grupo estao os
tumores carcindides, carcinomas neuroendécrinos de varias localizagdes, incluindo o
carcinoma medular de tireoide, bem como os carcinomas de células pequenas de pulmao
("oat cell") e de pele (células de Merkel) °*. O estudo das neoplasias neuro-endocrinas e
seus marcadores & apresentado no Capitulo 7 deste Manual.

Dentre as neoplasias conjuntivas, destacam-se as de histogénese endotelial, em
especial o Hemangioendotelioma epitelidide e o Angiossarcoma. Ambas expressam 0
marcadores endoteliais CD 31, CD 34, antigeno relacionado ao Fator VIIl e antigenos de
grupos sanguineos, especialmente o Ag H %3~ Ocasionalmente, no entanto, tem sido

(rgsilatada positividade para citoqueratina , o que pode dificultar o diagnéstico diferencial
)

Neoplasias metastaticas no figado

As neoplasias metastaticas no figado exibem, em geral, o padrao da neoplasia
original. A linhagem histogenética geralmente pode ser corretamente diagnosticada pelo
perfil imuno-histoquimico da neoplasia.

O estudo do imunofendtipo mais caracteristico de cada linhagem neoplasica foge
ao escopo do presente capitulo.

Apenas como exemplo, em casos de neoplasia morfologicamente indiferenciada
infiltrando o figado , ha que se pesquisar marcadores caracteristicos de melanomas
(vimentina, proteina S100 e HMB-45), linfomas (CD45, antigeno leucocitario comum,
CD20 de linfocitos B, CD3 de linfocitos T, CD 30, de linfomas anaplasicos e D.Hodgkin),
entre outros.

Dentre os carcinomas metastaticos, predominam os adenocarcinomas. O estudo
de seus perfis imuno-histoquimicos, ainda que raramente patognoménicos, pode sugerir
um ou mais érgaos de maior probabilidade de ser a sede da neoplasia original, reduzindo
consideravelmente as hipéteses e, consequentemente, os métodos diagnosticos a utilizar
®2) Tal discusséo é aprofundada no Capitulo 3 deste Manual.
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21. PROCEDIMENTOS LABORATORIAIS EM IMUNO-HISTOQUIMICA E
HIBRIDIZAGAO “IN SITU”

.

Raimunda Telma M. Santos, Alda Wakamatsu, Cristina T. Kanamura, Suely
Nonogaki e Glauce Aparecida Pinto

ORGANIZAGAO DO LABORATORIO. CUIDADO COM REAGENTES. BIO-
SEGURANCGCA

As atividades do laboratério de imuno-histogquimica sdo desenvolvidas em varios
setores, que devem dispor de uma area fisica adequada de modo a possibilitar que as
tarefas sejam desempenhadas satisfatoriamente.  Deve-se considerar condi¢oes
ambientais;: além de fatores como higienizagéo, iluminagdo, ventilagdo e exaustéo, &
desejavel a instalagdo de balcbes, pias, pisos e revestimentos lavaveis e de facil
conservagdo. Outras recomendagdes incluem a capacitagdo da equipe de recursos
humanos envolvida nas tarefas laboratoriais, que devem ter conhecimento de como
proceder durante o manuseio de reagentes quimicos e biolégicos e estar alerta para os
sintomas que indiquem intoxicagées e/ou envenenamentos ",

A organizagao do laboratorio
1. Setores laboratoriais

e recepgao de material - o material devera estar acompanhado de requisigdo médica,
com todos os dados clinicos do paciente (nome, idade, sexo, localizagdo da leséo
biopsiada, suspeita clinica), nome do médico requisitante, instituicdo a que pertence e
telefone para contato. As informacgdes serdo registradas, em livro de registro interno e/ou
via computador (se o servigco for informatizado), receberdo um numero de identificagao
interno e o material encaminhado ao processamento técnico.

e processamento técnico - neste setor sera verificada a necessidade de obtencado de
cortes histologicos (2 a 3 um de espessura) pela microtomia, em 10 laminas, no minimo.
Uma das laminas sera submetida a coloragao de Hematoxilina-eosina, que sera analisada
pelo médico-patologista que, entdo, requisitara um painel de antigenos a serem
pesquisados na amostra. O restante das laminas sera submetida aos procedimentos
imuno-histoquimicos.

e microscopia - neste setor procede-se a leitura das laminas coradas e diagnostico,
mediante perfis histopatolégico e imuno-histoquimico. Os resultados serao
encaminhados para registro em livro e/ou computador.

e arquivos - laminas (todas as laminas coradas serdo arquivadas indefinidamente)
laminas em branco (controle positivo para os diferentes antigenos)
requisi¢goes/laudos (2° via resultado)

blocos de parafina (além dos casos encaminhados para diagnostico, €
interessante manter, também, um arquivo de casos-controle de diferentes tecidos,
normais e neoplasicos, pois terdo grande utilidade no controle de qualidade das reagbes
imuno-histoquimicas e na padronizagao de anticorpos, como serao vistos adiante).
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* secretaria - neste setor serdo executados a datilografia dos resultados e a expedicao
dos laudos, de acordo com a procedéncia (pessoalmente ou via correio).

2. Equipamentos e material permanente

* balcdo(es) com pia para bateria de coloragao e demais procedimentos técnicos
* armario para armazenamento de reagentes quimicos

e armario-arquivo para ldminas

e armario-arquivo para blocos de parafina

* armario-arquivo para requisicdes/laudos

* capela para exaustao de vapores/gases

e microtomo rotativo e banho-maria histologico

» estufa bacteriolégica (37 °- 56° C)

» estufa para secagem/esterilizagdo (50 °- 200° C)

* microscépio 6ptico comum binocular

» balanga analitica eletrénica

e pHmetro

e refrigerador comum

e freezer comum

* forno de microondas (poténcia de saida 900W)

* panela de pressdo de aco inoxidavel (capacidade 4 litros ou mais)

e pipetas automaticas (de volumes ajustaveis)

Cuidado com reagentes e bio-seguranca

Para o desenvolvimento das atividades no Laboratério de Imuno-histoquimica,
como em todos os laboratérios em geral, vale lembrar que as normas de bio-seguranca
devem ser observadas e sdo de extrema relevancia. As amostras, antes e apos fixacao,
e todo material exposto as mesmas, deve ser manuseado como capaz de transmitir
infeccdo. Nunca pipetar reagentes pela boca e evitar contato, pela pele e mucosas, com
reagentes e amostras. O uso obrigatério de avental, luvas descartaveis, oculos de
seguranca, mascaras, roupas protetoras e procedimentos simples como lavar as maos
antes e apos a manipulagéo de reagentes bioldgicos sdo de fundamental importancia.
Deve-se respeitar, ainda, proibigdes como nao fumar e nao trazer ao laboratorio qualquer
material ndo relacionado as atividades nele realizados.

Os acidentes mais comuns em laboratério incluem queimaduras, contato com solugdes
de acidos ou alcalis nos olhos, intoxicagdes por gases e ingestdo de substancias
toxicas®. Em casos de queimaduras pode-se proceder da seguinte forma:
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a) queimaduras causadas por calor seco (chama e objetos aquecidos): aplicar pomada
de picrato de butesina; nas queimaduras graves, cobrir o local com gase esterilizada
umedecida com solugéo aquosa de bicarbonato de.sédio a 5%.

b) queimadura por acidos: lavar imediatamente o local com agua em abundéncia, por 5
minutos e, em seguida, com solucédo saturada de bicarbonato de sodio e novamente
com agua; secar e aplicar mertiolate.

¢) queimadura por alcalis: lavar imediatamente com bastante agua, por 5 minutos e, em
seguida, com solucéo de acido acético a 1% e novamente com agua; secar e aplicar
mertiolate.

Nos casos de contato dos olhos com solugdes de acidos ou de alcalis, proceder a
lavagem (em lavador de olhos apropriado para este fim, acoplado ao chuveiro de
emergéncia), durante 15 minutos e aplicagdo de solugédo de bicarbonato de sédio a 1%,
no caso de contato com acido, ou acido borico a 1%, quando em contato com alcalis.

Na intoxicagdo por gases, proceder a remogdo da vitima para ambiente bem
arejado, deixando-a descansar. Quando ocorrer a ingestdo acidental de substancias
toxicas, administrar uma colher de sopa de “antidoto universal’, constituido de duas
partes de carvéo ativo, uma de 6xido de magnésio e uma de acido tanico.

Alguns reagentes necessitam de cuidados especiais de manuseio e descarte, que
serao discutidos oportunamente mais adiante.

Dentre os reagentes empregados no laboratério de imuno-histoquimica, os
anticorpos sdo os que mais influenciam para um o6timo desempenho da metodologia e,
quando observadas certas regras basicas em seu manuseio e estocagem, muitos
permanecem estaveis por varios meses, ou ate anos .

Apesar de muitos anticorpos e kits comercialmente produzidos terem sua
estabilidade garantida por alguns anos, algumas precaugdes seguidas pelo usuario
ajudardo a manter esta estabilidade. Todo anticorpo e kit deve ser acompanhado de um
registro (para controle interno, por exemplo, ficha de cadastro), que contenha todas as
informagdes acerca de sua fabricagdo (fabricante, clone - se anticorpo monoclonal,
codigo do fabricante, lote, volume, data de validade), pois elas serdo valiosas inclusive
em caso de reclamacgdes posteriores.

Os dois pontos mais importantes da estocagem de anticorpos e kits s@o o
recipiente e a temperatura. Para estocagem de solugdes proteicas € preferivel o
emprego de recipientes que tenham absortividade desprezivel de proteinas; aqueles
produzidos a partir de polipropileno, policarbonato ou borosilicato (vidro) sdo os mais
recomendados e mais largamente utilizados. Os refrigeradores e freezeres empregados
na estocagem de imuno-reagentes devem ser monitorados constantemente e estar
ligados a um sistema que permita utilizagdo de energia de emergéncia (via gerador) em
caso de falta de energia elétrica.

Anticorpos pré-diluidos e conjugados devem ser armazenados de 4° a 8° C, pois 0
congelamento e descongelamento freqlientes tém efeito deletério sobre as proteinas.
Solucdes proteicas concentradas, como anti-soros e fragdes de imunoglobulinas devem
ser armazenadas congeladas em aliquotas a -20° C ou abaixo, e manter em refrigerador
a aliquota em uso.
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“Os cuidados apropriados com estes reagentes podem reduzir os problemas
associados a contaminacéo, calor, exposigéo excessiva a luz. A contaminagéo pode ser
evitada pelo uso de ponteiras (de pipetas automaticas) limpas; o pronto retorno dos
reagentes as condi¢des ideais de armazenagem prolongara sua vida util. Todo imuno-
reagente contaminado com fungos ou bactérias deve ser descartado. Seu emprego nos
procedimentos imuno-histoquimicos ira introduzir artefatos e coloragao nao-especifica.

Todo anticorpo adquirido, assim que recebido pelo laboratério, deve ser, sendo
imediatamente, testado o mais breve possivel para atestar sua qualidade. Este teste
consiste em determinar o titulo do anticorpo, isto €, a maior diluicdo deste anticorpo que
resulte em uma coloragéo ideal, especifica e com o minimo de “coloragao de fundo”
(“background”). Desta forma, a titulagao deve ser realizada em material que sabidamente
contenha o antigeno em questdo (controle positivo), utilizando-se varias diluicées do
anticorpo (normalmente aquele sugerido pelo fabricante e seus multiplos: 2X, 4X, 8X,
etc.) e empregando-se ou néo técnicas de recuperagao antigénica (digestao proteolitica,
microondas, panela de pressdo). Uma vez determinado, o titulo deve ser incluido na
ficha de cadastro do anticorpo, sem se esquecer de informar, também, a metodologia
empregada em sua determinacdo (com/sem recuperagao antigénica, tempo de
incubacdo, tipo de amplificagéo, etc.). Em seguida, procede-se o fracionamento do
anticorpo em aliquotas, que devem ser acondicionadas em recipientes adequados
(polipropileno ou borosilicato) e armazenados em freezer. O numero de aliquotas deve
constar na ficha de cadastro, pois ele sera importante no controle de fluxo de saida do
anticorpo e alertar para o momento de uma nova aquisigao.

PROTOCOLOS DE IHQ. REAGENTES E SOLUGOES

A interpretagdo diagnostica através dos métodos imuno-histoquimicos depende,
na maioria das vezes, da boa qualidade dos espécimes utilizados e da preservagao dos
seus antigenos, que requer cuidados prévios ao longo de toda a rotina histopatoldgica,
incluindo a obtengdo, o manuseio e a fixagio adequadas.

Mesmo com todos os cuidados, o uso de fixadores a base de formaldeido, devido
a sua composicdo e o seu processo de ligagdo as moléculas, formando as “pontes
aldeido-proteina”, podem alterar, destruir ou “mascarar’ alguns antigenos ou epitopos.

Como recurso para recuperacdo desses antigenos ou epitopos, podemos utilizar
tratamento com enzimas proteoliticas, irradiagdo por microondas ou denaturacdo em
calor umido. Estes métodos serdo discutidos mais detalhadamente no capitulo destinado
a recuperacao antigénica.

Estes tratamentos para recuperagéo antigénica sdo muito agressivos, e para
evitar que os cortes descolem das laminas é aconselhavel que sejam previamente
preparadas com adesivos como o 3-aminopropiltrietoxisilano (APTS) ),

Em relacdo aos métodos e sistemas de deteccdo em IHQ, estamos descrevendo
os dois métodos mais utilizados, os complexos Peroxidase-anti-peroxidase (PAP) @ e
Avidina-biotina-peroxidase (ABC) ©, e sua modificagdo Estreptavidina-biotina-peroxidase
(StreptABC), que sdo altamente sensiveis e especificos.
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1. Preparagdo das laminas - silanizagao
1.1. Lavagem das laminas .

e mergulhar as laminas em solugdo de detergente neutro Extran (Merck 7553) a
0,5% em agua, por 30 minutos;

o desprezar o detergente e lavar em agua corrente até a completa remogédo do
detergente (no minimo por 2 horas),

e lavar as laminas em agua quente,
e secar em estufa
e guardar as laminas limpas em caixas para evitar contaminag&o por poeira.

As laminas limpas deverao ser manipuladas com luvas para evitar a contaminagao
das mesmas pela oleosidade da pele.

1.2. Silanizagao das laminas

O APTS (silano) pode causar queimaduras na pele, portanto, o mesmo devera ser
manipulado com luvas e com cuidado. Ao medir um volume pequeno de APTS utilizar
pipeta graduada e pera de borracha, e para volumes maiores, provetas graduadas. O
frasco que acondiciona o APTS devera ser conservado em geladeira.

Preparar 3 cubas de vidro com tampa, na capela:
12) acetona p.a.;
22) solugdo de APTS (Sigma A3648) a 4% em acetona ;
32) acetona p.a.

A silanizacéo é processada da seguinte forma:

e imersdo das laminas em acetona (12 cuba) por 2 minutos; esgotar muito bem o
excesso de acetona para nao diluir a solugao de APTS;

e imersdo em APTS a 4% (22 cuba) por 2 minutos, esgotar bem o excesso;
e imersdo em acetona (32 cuba) por 4 vezes, esgotar bem o excesso;

e secagem em estufa; deixar esfriar e guarda-las em caixas.

& 0 conteldo da primeira e da Ultima cuba poderao ser desprezados diretamente
na pia e diluidos pela agua corrente. O contelido da segunda cuba (com APTS) nao
devera ser descartado na pia, mas conservado em frascos devidamente identificados
para posterior descarte, seguindo as recomendagdes da CETESB.

s 0 silano diluido em acetona ndo poderad ser reaproveitado. Desta forma,
convém aproveita-lo ao maximo todas as vezes em que for realizado o procedimento de
silanizagao.
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1.3. Obtencao dos cortes histolégicos

Os blocos de parafina, com. materiais processados histologicamente, sio
resfriados em congelador e cortados em micrétomo rotativo, onde serdao obtidos cortes
histologicos de 2 a 3 um de espessura, utilizando-se navalhas (descartaveis ou nao)
proprias para este fim. As navalhas deverdo ser manipuladas com muito cuidado, pois
sao extremamente cortantes. Durante o processo de microtomia, toda atencdo devera
estar voltada para o aparelho, pois trata-se de uma atividade perigosa.

Ao interromper o trabalho e se ausentar da sala de microtomia, mesmo que por
poucos minutos, recomenda-se que a navalha seja retirada do suporte no micrétomo e
guardada em local seguro até a retomada desta atividade.

Desta forma evitam-se acidentes.

As fitas de parafina obtidas no processo de corte pela microtomia séo
cuidadosamente colocadas em banho-maria histoldgico e os cortes depositados em
laminas previamente tratadas com APTS. As laminas com os cortes s3o levadas a estufa
a 60° C e |a deixadas por 24 horas para melhor ades&o do tecido.

@ 0 banho-maria histologico ndo devera conter gelatina ou outros tipos de cola,
pois as mesmas poderao interferir na acdo do APTS.

# Nao jogar as navalhas diretamente no lixo, mas deposita-las em caixas
apropriadas de descarte de materiais perfuro-cortantes.

2. Procedimentos imuno-histoquimicos
2.1. Preparagédo dos cortes histologicos (desparafinizagao e hidratagao)
¢ xilol a 60° C por 15 minutos
¢ Xilol a temperatura ambiente por 15 minutos
» etanol 100 % (3X) por 30 segundos cada
» etanol 95% por 30 segundos
e etanol 80% por 30 segundos
e etanol 70% por 30 segundos
* lavagem em agua corrente e destilada

# o xilol € nocivo a salde; evitar a inalagdo durante seu manuseio trabalhando em
capela de exaustao.

2.2. Recuperagao antigénica

As amostras fixadas em formalina, especialmente quando nao foi possivel o
controle de pH ou do tempo de fixagao (superior a 24 horas), requerem recuperacéao
antigénica para a grande maioria dos epitopos habitualmente pesquisados . Os
principais métodos séo:
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digestao enzimatica - podem ser utilizadas varias enzimas para digestao proteolitica
e em nosso laboratério, incubamos as laminas com solugdo de tripsina 30 mg%
(Sigma T-8128) e cloreto de calcio 134 mg% em PBS, pH 7,8 , durante 20 minutos a
37°C, seguindo-se lavagens em agua corrente e destilada.

irradiagdo por microondas: as laminas sdo incubadas em tampéo citrato 10 mM /
pHB,0 , em forno de microondas (poténcia maxima), por 9 minutos (duas vezes) @
esfriadas por 20 minutos, seguindo-se lavagens em agua corrente e destilada.

incubagdo em calor imido: as |&minas sdo incubadas em tampéo citrato 10 mM /
pH6,0 , em panela de pressdo, durante 4 minutos contados a partir da fervura
apos esfriamento por 20 minutos, seguem-se lavagens em agua corrente e destilada.

2.3. Bloqueio da peroxidase endégena

Procede-se ao bloqueio da peroxidase endégena com solugdo de peroxido de

hidrogénio (H,0,) a 3% em metanol (ou solugdo comercial a 3% = 10 volumes), em dois
banhos de 10 minutos cada; seguem-se lavagens em agua corrente e destilada , e PBS.

2.4. Reacéo utilizando o Complexo Peroxidase-anti-peroxidase (PAP), de acordo

com principio proposto por Sternberger e colaboradores ), e adaptado as
nossas condigoes laboratoriais:

Incubar as l&minas com anticorpo especifico (policlonal ou monoclonal), diluido
em tampao PBS-diluente, durante 16 a 18 horas a 4°C, em camara umida.

Lavar em tampao PBS com trés trocas de 3 a 5 minutos cada.

Incubar com anticorpo secundario (anti-lg da espécie animal em que foi obtido o
anticorpo especifico), diluido em PBS, por 30 minutos a 37°C, em camara umida.

Lavar em tampao PBS com trés trocas de 3 a 5 minutos cada.

Incubar com complexo PAP, obtido na mesma espécie animal do anticorpo
especifico, diluido em PBS, por 30 minutos a 37°C, em camara umida.

Lavar em tampao PBS com trés trocas de 3 a 5 minutos cada.
Revelagdo e montagem:

* Incubar as laminas em solugdo substrato (Diaminobenzidina - DAB - 60 mg%),
durante 3 a 5 minutos a 37°C, ao abrigo da luz. Em seguida, observar ao
microscopio as laminas controle-positivo , o desenvolvimento de precipitado
castanho-dourado, como produto final da reagao.

Lavar em agua corrente e agua destilada por 3 minutos

Contracorar com Hematoxilina de Harris por 1 minuto e lavar em agua corrente e
destilada

Imergir 4 vezes (rapidamente) em agua amoniacal (solugdo aquosa de hidroxido
de aménio a 0,5%), lavando, em seguida, em agua corrente e destilada.

Desidratar as laminas em:  etanol 50%

etanol 80%
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“etanol'95%
etanol 100% (3 vezes)
xilol (3 vezes) ' .

Montagem em laminula com Entellan (Merck 1.07961) para leitura em microscopia
optica comum.

2.5. Reacdo utilizando o Complexo Avidina-biotina-peroxidase (ABC) /

Estreptavidina-biotina-peroxidase (StreptABC), de acordo com principio

proposto por Hsu e colaboradores ), adaptado as nossas condicdes
laboratoriais

Incubar as l&minas com anticorpo especifico (policlonal ou monoclonal), diluido
em tampao PBS-diluente, durante 16 a 18 horas a 4°C, em camara Umida.

Lavar em tamp&ao PBS com trés trocas de 3 a 5 minutos cada

Incubar com anticorpo secundario biotinilado (anti-Ig da espécie animal em que foi
obtido o anticorpo especifico), diluido em PBS, durante 30 minutos a 37°C, em
camara Uumida.

Lavar em tampao PBS com trés trocas de 3 a 5 minutos cada.

Incubar com complexo ABC/StreptABC diluido em tampao PBS, durante 30
minutos a 37°C, em camara Umida.

Lavar em tampao PBS com trés trocas de 3 a 5 minutos cada.

Proceder a revelagao e montagem como descrito para o método PAP.

3. Reagentes e solugdes

3.1. Solugédo salina tamponada com fosfatos (PBS) 0,01M / pH 7,4
(férmula 20 X concentrada):

Cloreto de sédio p.a. (NaCl) .........cccoooovvvrii 160,00 g
Fosfato de sédio dibasico anidro P.aANGHPO,) iooiiiimiiiinmonnrersressss 2731g
Fosfato de sédio monobasico di-hidratado p.a.(NaH,PO,.2 H,0) ......... 486 g
Agua destilada, .8.p. ........o.ccoooccoomiioi 1000 ml
Para uso diluir 1/20 em agua destilada e acertar o pH.

3.2. Solugado tampio PBS-diluente

Soroalbumina bovina (BSA) fragao V (Sigma A9BAT) .o 10¢g
Azida sédica p.a. (NaN3) ..o 01g
TampA0 PBS G.S.P. .ooooviiiiieeeeeeeeoeeeeeeo 100,0 ml
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« a azida sodica, aqui empregada como preservativo, deve ser manuseada com
precaucao, pois & muito toxica se ingerida e forma um composto altamente explosivo
quando em contato com alguns metais.

= nao utilizar solugbes contendo azida sodica para diluir reagentes conjugados com
peroxidase, pois, esta & inativada na presenca dessa substancia.

3.3. Solugdo substrato-cromogénico

Diaminobenzidina (tetracloridrato) (Sigma D5637) .......cccoovviiiiinienen, 0,06 g

Perbxido de hidrogénio (H:O2) 8 3% «uwsssssimssssimmmimmsassamanong 200 M
Dimetilsulfdxido p.a. cosiumummmmsroms s e s e 1,00 ml
TampPa0 PBS 0.8, P oo 100,00 ml

Dissolver o DAB no tampéao PBS (previamente aquecido a 37°C), filtrar e acrescentar
o peréxido de hidrogénio e o dimetilsulfoxido.

& a diaminobenzidina € um possivel agente carcinogénico. Ao manipula-lo, usar
luvas de borracha e, de preferéncia, pingas nao-metalicas; estoca-lo dentro de
dessecador, em freezer. :

= 0 descarte da solugdo deve ser precedido de adigdo de agua sanitaria v/v (solugao
de Hipoclorito de sodio a 2,5%) para sua degradacgao.

3.4. Solugao tampao citrato 10 mM / pH 6,0
Acido citrico monohidratado P.a. .......c.ccoovoveiiiieiecieeeeeeee e 2149
Agua destilada Q8. «..oovveeeeee e 1000,0 ml

Dissolver e acertar o pH com solugdo NaOH 2N.

3.5. Solugao de tripsina 0,03% / pH 7,8

Tripsina porcina tipo 1l (Sigma T8128) ....c.ociiviiiiiiviiiinininniniinniniis 0,0304¢g
Cloreto de CAICIO P, .ovvvvieiiiiis e 0,134 g
TEMPAD PBSILED. .ourer nomanssommossnmmnossonvmsssaarssassnsmeibend b S b Nitiaba 100,0 ml

Dissolver e acertar o pH com solugdo NaOH 1N.

3.6. Solugao de formalina 10% tamponada

Formaldeido (em solugd0o 35 - 40%) P.A. .ovveveeveeiieiieeieeiieeeeeiesiens 100,0 ml
Fosfato de sodio monobasico monohidratado p.a.(NaH,PO,.H;0) ...... 404
Fosfato de sédio dibasico anidro p.a. (Na,HPO,) .....oooooiiiiiiiiiiii 6,09
AQUA AESHIAAR Q.S.P. ..vveeeeiieeee e s 100,0 ml
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s o formaldeido € nocivo & saude; preparar a solugdo em ambiente com boa
exaustao (capela).

PROTOCOLOS DE HIS. REAGENTES E SOLUGOES

Para deteccdo de acidos nucleicos (DNA e RNA), utilizamos métodos de
hibridizagédo molecular “in situ” com sondas marcadas com biotina (Brigatti) " ou com
digoxigenina, e sistemas de amplificagdo conjugados com fosfatase alcalina ou
peroxidase.

1. Preparacgao dos cortes histologicos

¢ Obtengéo dos cortes histologicos de 2 a 3 um de espessura, a partir de material
emblocado em parafina, em laminas previamente tratadas com APTS e deixadas por
24 horas em estufa a 60°C para melhor ades&o do tecido na lamina.

2. Procedimentos em Hibridizagao Molecular “in situ”
2.1. Hibridizagao “in situ” com sondas marcadas com biotina:

HIBRIDIZAGAO IN SITU COM PAPILOMAVIRUS (DNA) CONJUGADO COM
BIOTINAAmplificagdo pelo CSA)

Desparafinizagio

1. Xilol a 60°C 15 min
2. Xilol T.A. 15 min
3. ETOH 100% 3 x 1 min
4. ETOH 95% 30 seg
5. ETOH 80% 30 seg

6. Lavar em agua corrente e destilada
Microondas

7. Colocar as laminas no microondas em cubas contendo

tampao citrato 10 mM pH 6,0. 5 min
8. Esperar a solugéo esfriar 20 min
9. Lavar em agua corrente e destilada 3 min
10. Blogueio da peroxidase endégena com H,O, 3 vezes 15 min
11. Lavar em agua corrente e destilada 5 min

Digestao do tecido
12. Proteinase K (25 ug/ml em PBS pH 7,4) a 37° C 5 min
13.PBSpH 7,4 5 min
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14, ETOH 100% 1 min
15. Secar ao ar
Denaturagao e Hibridizagao J
16. Colocar a sonda HPV-DNA (kit DAKO) na lamina, cobrir com laminula,
deixar a 95° C para denaturar 10 min
17. Esfriar rapidamente e incubar em camara umida a 37°C overnight

Lavagem “stringent”

18. Remover laminulas em tampao A (Tris-HCI 0,05M pH 7.4) a TA 3 min
19. Lavar em solucao “stringent” (kit DAKO), diluida 1/50 em

H,O destilada, pré-aquecida a 37° C, 2 vezes 30 min
20. Lavar em tampéao A 5 min

Amplificagdo e Revelagao
21. Incubar com Strepto-ABC (kit CSA, DAKO), diluido 1/400

em tampao diluente a 37°C 15 min
22. Lavar com tampéo A 2 vezes 5 min
23. Incubar com Biotinil-Tiramida (kit CSA, DAKQ), a 37° C 5 min
24. Lavar com tampao A 2 vezes 5 min
25. Incubar com Strepto-Peroxidase (kit CSA, DAKO), a 37° C 15 min
26. Lavar com tampao A 2 vezes 5 min
27. Revelar com diaminobenzidina-H,0, 5 min
28. Lavar em agua corrente e destilada 5 min
29, Contracorar com Hematoxilina de Harris 1 min

3(0). Lavar, desidratar, montar

2.2. Hibridizagao “in situ” com sondas marcadas com digoxigenina

2.2.1. Hibridizagao in situ com DNA de VHB conjugado com digoxigenina,
utilizando para detecgdo o Kreatech’s Ultra Dig Kit

Desparafinizagao

1. Xilol a60°C 15 min
2. Xilol TA 15 min
3. ETOH 100% 3 x 1 min
4. ETOH 95% 30 seg
5. ETOH 80% 30 seg
6. Lavar em agua corrente e destilada
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Digestdodo tecido

7. Proteinase K (25 pug/mlem PBS pH 7,4) a 37° C 5 min
8. PBSpH 7.4 ' 5 min
9. ETOH 100% 1 min

10. Secar ao ar
Denaturagao e Hibridizagio
I'1. Incubar os cortes com mistura de hibridizacao (MH) em camara
Umida a 37°C - 30 min
12, Lavar em tampao A (Tris-HCI 0,05M pH 7.4), 2 vezes 6 min
13. Desidratar em alcool e secar ao ar
14. Aplicar 10 ul da sonda (1/3 em MH) sobre os cortes, cobrir com laminula,
denaturar o DNA viral do tecido e da sonda a 95° C 10 min
15. Incubar em cadmara Umida a 37° C overnight
Lavagem “stringent”
16. Remover laminulas em tampéo A
17. Lavar em tampao de lavagem (solugao pré-aquecida a 37° C,
diluida 1/500 em H20 destilada contendo formamida 20%), 3 vezes 10 min
18. Lavar em tampao A, 2 vezes 3 min
19. Incubar as laminas em tampéo de bloqueio (kit) 10 min
20. Escorrer o excesso. Incubar com anti-digoxigenina conjugado
com fosfatase alcalina diluido 1/500 em solugao de bloqueio, TA 30 min
21. Lavar com tampéo A, 2 vezes 3 min
22. Incubar com solugéo substrato (10ul BCIP; 10ul NBT;
1 ml do tampao de coloragdo), ao abrigo da luz a TA 15 a 60 min
23. Descartar a solugao substrato e aplicar solugao de parar diluida-1/500
em agua destilada (kit) 5 min
24, Lavar em agua destilada .
25. Contracorar com Nuclear Fast Red 1 min
26. Lavar em agua corrente e destilada. 3 min |

27. Desidratar e montar as laminas.
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2.2.2. Hibridizagio in situ com DNA de Paracoccidioides brasiliensis
conjugado com digoxigenina

.

Desparafinizacao

1. Xilol a 60°C 15 min
2. Xilol TA 15 min
3. ETOH 100% 2 x . 1 min
4, ETOH 95% 2x 1 min
5. 2% 88C; 2x 2 min
6. HCI 0,2 N (solugao fresca a TA) 20 min
7. 2x SSC, 2x 3 min
Microondas

8. Colocar as laminas no microondas em cubas contendo

tampao citrato 10 mM pH 6,0. 5 min
9. Esperar a solugao esfriar 20 min
10. 2x SSC 3 min
Digestao do tecido
11. Proteinase K (25 ug/ml em PBS pH 7,4) a 37° C 5 min
12. 2x SSC, 2x 5 min
13. Trietanolamina 0,1 M. Colocar 0,6 ml de Anidrido Acético
imediatamente apds adi¢ao das laminas 15 min
14. 2x SSC 5 min
Pré-hibridizagdao, Denaturagao e Hibridizagao
15. Incubar com tampao de pré-hibridizagdo em camara imida a TA 30 min
16. Denaturara 95°C 5 min

17. Hibridizagao - Secar o tamp3o ao redor do tecido, colocar a sonda apropriada,
cobrir com laminula e incubar em camara umida a TA overnight
Lavagem “stringent”
18. Remover laminulas em tamp&o A (Tris-HCI 0,05M pH 7.4) a TA

19. Lavar em 2 x SSC pH 7.0 (pré-aquecido a 37° C) 10 min
20. Lavar em 1 x SSC pH 7.0 (pré-aquecido a 37° C) 10 min
21. Lavar em 0,5 x SSC pH 7.0 (pré-aquecido a 37° C) 10 min
22. Lavar em tampéao A 3 min
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23 Incubar com Tamp3o A contendo BSA 1% e Triton X-100 0,3%.

em camara umida a TA.

30 min

24. Escorrer o excesso. Incubar com anti-digoxigehina conjugado
com fosfatase alcalina (BOEHRINGER MANNHEIM) diluido 1/200
com Tampao A contendo BSA 1% e Triton X-100 0,3%, a TA 2h

25. Lavar com tampéao A, 2x

26. Lavar com tampéo C (Tris base + NaCl + MgCl, pH 9.5)

27. Incubar com solugdo de BCIP / NBT aTA

28. Escorrer excesso de reagente e colocar em tampéo C
29. Contracorar com Nuclear Fast Red

30. Lavar em agua corrente e destilada.

31. Desidratar e montar as laminas.

3. Reagentes e solugodes
3.1. Tampao Tris-HCI 1 M (solugdo estoque)
Tris-HCI

Agua destilada Q.S.P......ocvoieeeeiee e

3.2. Tampio A (Tris-HCI 0,05 M pH 7.4)

TrIS-HCT T Mo

Cloreto de sédio

AGUR TSI o5 1o B s s s s e somesmenesmmmromesmrameeemors

Ajustar o pH e completar o volume para 1 litro

3.3. Tampao C (Tris-base 0,1M pH 9.5)
Tris-base

MgCl, (Hexahidrato).............oovvrioveieeeeee e
AQUA ESHIAAA. .........ooovieoeeieeee e

Ajustar o pH e completar o volume para 1 litro

3.4. 20x SSC (standard saline citrate) - solugédo estoque
Cloreto de sédio 3M e Acido citrico 0,3M

Cloreto de SOIO........oooiviiiiieeeeee e .
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Acido cftrico, §al tris6dio,2 HoO.........covvivioriiicis 88,23 g
770 1Ko =111 = (e = P K ORI O——— 1 litro

3.5. Tampao 2x SSC

Agua destilada §.S.p.......ccoiiiiiiiie e, 1 litro
Ajustar o pH para 7.0

3.6. Tampao 0,5x SSC

20X SO oottt 25 ml
PO TEE s (o] =Ts 1= o 1N N ———— P 1 litro
Ajustar o pH para 7.0

3.7.HCI1N
HCI CONCENITAAD oo 75 ml
H20 destilagda ...oovneveeeee et tr e st e sssneessranessarnneens 825 ml

Adicionar o HCI lentamente na agua destilada e ir agitando

3.8.HCIO0,2 N

Agua destilada ..........cooooviiieeeeee e 800 ml
Adicionar o HCI lentamente na agua destilada e ir agitando.

3.9. Trietanolamina 0,1 M

TR ANOIAMTING . et e et e e v e e 18,56 g
Agua destilada ... 1000 ml
Misturar bem. pH 8.0 + 0.2

3.10. Tampao A com BSA 1% e Triton X-100 0,3%

BSA TOY: 7isunsavenionsnsnsssissnsssns s o sois s iume s e w s 1ml
Triton XKD0 o ismsissammmermv e i s s 30 pl
TAMPAO A csvnnissssusmviininmbinrmamis sl 9 mi
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3.11. NBT/BCIP com Levamisole

Levamisole 125 MM ........c..oooooioiiiiiieieeeiee ,.I ................. 8 ul
BCIP (5-bromo-4-chloro-3-indolylphosphate p-toluidine salt)....... 3.3 ul
NBT (nitroblue tetrazolium chloride)............cccovovivvoiiieeeei 4.4 ul
TBMPEOE = s555usussnsvaninsssaoss saaim 15554 bm tmmm oo An s e S s 1 ml

Preparar imediatamente antes do uso, misturar lentamente e aplicar nos cortes.

RECUPERAGAOQ ANTIGENICA

Desde os primérdios, quando foi descoberto por Ferdinando Blum em 1893, o
formaldeido vem sendo largamente utilizado como fixador até os dias atuais. A formalina
apresenta algumas vantagens sobre o alcool, particularmente pela superior preservacao
de detalhes morfolégicos. Desta forma, os critérios para diagndstico histopatologico tém
sido estabelecidos através da observacéo de cortes de tecido, fixados em formalina e
emblocados em parafina, corados por Hematoxilina-eosina.

Os problemas relacionados ao processo de fixacéo, que incluem atraso na
fixacdo, ma penetracdo do fixador no tecido e fixacido excessiva, podem prejudicar a
analise imuno-histoquimica. Atraso na fixagdo pode causar secura da superficie do
tecido e resultar em uma pobre morfologia no centro, além de uma coloragdo imuno-
histoquimica falso-positiva na periferia do corte histolégico. A ma penetracao do fixador
leva a uma auséncia ou fraca coloragdo, enquanto o excesso resulta em perda de
antigenicidade """,

O clinico/cirurgiao responsavel pela colheita da amostra, deve garantir a fixacédo
mais adequada. Determinadas substancias, como antigenos de membrana, apenas se
conservam em tecidos imediatamente congelados em nitrogénio liquido ou isopentano.
Entretanto, a maioria das reacées pode ser realizada em material fixado, tanto em
fixadores aditivos (formaldeido), como em fixadores coagulativos (alcool e derivados).
Em casos de duvida, o Laboratério que fara as reagées devera ser consultado antes da
colheita tecidual.

Nao ha um fixador especifico que seja utilizado so para imuno-histoquimica, ja
que alguns determinantes antigénicos (epitopos) resistem a um- certo fixador, mas néo a
outros. A formalina a 10%, fixador a base de formaldeido ', que normalmente é utilizado
em laboratérios de Anatomia Patolégica, confere excelente preservagao morfolégica, mas
existem alguns critérios que sdo fundamentais para otimizar o seu uso em imuno-
histoquimica, como por exemplo, que a solugdo de formalina seja tamponada com
fosfatos, e o tempo de fixagdo ndo deva exceder 24 horas.

As ligagdes cruzadas das moléculas, causadas pela fixagdo em formalina, alteram
a estrutura terciaria dos antigenos, que podem prejudicar as ligagées antigeno-anticorpo
€, consequentemente, a coloragéo imuno-histoquimica *'4',  Recuperagéo antigénica é
o termo empregado para o processo pelo qual estas ligagbes cruzadas entre as
moléculas s&o eliminadas; assim, a reagdo antigeno-anticorpo pode ser conduzida sem
problemas. Os principais métodos, quimicos e fisicos, de recuperacgao antigénica
descritos séo:
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o tritamento dos cortes com enzimas proteoliticas, tais como: tripsina, pronase,
proteinase K, pepsina, ficina, etc, “®'® em concentragdes e tempo de incubacao
adequados ao tipo de tecido e também do antigeno a ser detectado, devendo cada
método ser padronizado para as condigbes peculiares de cada laboratério.

« Irradiagdo por microondas em cortes incubados em solugao tampao citrato 10 mM /
pHB,0 , solugdes hiperosmolares de uréia ou com solugbes de metais pesados ' em
forno de microondas .

e denaturacdo em calor Umido mediante incubagdo dos cortes em solugao tampéao
citrato 10 mM /pH 6,0 em panela de pressao "*%.

A digestio enzimatica tem a finalidade de restaurar a antigenicidade perdida ou
comprometida dos antigenos tissulares, em decorréncia do processamento rotineiro de
fixagdo do material para o exame anatomo-patologico.

O uso de digestdo enziméatica antes da reagdo imuno-histoquimica tem a
finalidade de reduzir sensivelmente a coloragdo ndo-especifica, enquanto,
simultaneamente eleva a imuno-reatividade de alguns antigenos tissulares, permitindo,
inclusive, o uso de anticorpos mais diluidos.

O tratamento enzimatico, contudo, ndo aumenta a imuno-reatividade de antigenos
com elevado teor de carbohidratos como, por exemplo, o antigeno carcinoembriénico
(CEA), mas & bastante eficiente para glicoproteinas, tais como imunoglobulinas e
horménios. Deve ser lembrado, ainda, que a pré-digestdo nem sempre & necessaria ou
mesmo desejavel, pois a mesma podera alterar na especificidade de anticorpos
monoclonais. O tratamento com digestdo enzimatica deve ser realizado com cuidado
para evitar danos aos tecidos e a exposigdo excessiva pode enfraquecer a coloragao ou
criar resultados falso-negativos devido a digestao excessiva da proteina de interesse. Ela
pode, ainda, clivar os antigenos, criando fragmentos comuns a muitos outros presentes
naquele tecido e, desse modo, aumentar a coloragdo nao-especifica .

A determinacdo do ponto ideal de digestdo ndo é sempre possivel, pois a mesma
geralmente se baseia em resultados experimentais com combinagao de um determinado
fixador e um antigeno especifico, que nem sempre pode ser generalizado para outras
combinacgbes de tempo de fixacéo, pH e temperatura.

A escolha da protease, sua concentragio de uso e tempo de digestéo, variam de
acordo com o tipo, lote da enzima, grau de fixagdo do material, antigeno a ser
pesquisado, anti-soro a ser utilizado em sua pesquisa, desta forma, & recomendavel a
padronizagéo para cada laboratério.

Por outro lado, nos anos 40, estudos bioquimicos da reagdo quimica entre
proteina e formalina indicaram que a hidrélise destas ligagdes cruzadas & limitada por
certas cadeias de aminoacidos (como o imidazol e indol), mas que estas mesmas
ligagbes podem ser revertidas pelo aquecimento a altas temperaturas (120°C) ou
tratamento fortemente alcalino. A partir destas observagdes vem crescendo, na literatura,
o numero de publicagdes acerca de protocolos dirigidos para recuperagdo antigénica,
baseados no aquecimento de tecidos a altas temperaturas “°. Estes protocolos
comegaram a ser desenvolvidos no inicio dos anos 90, com o intuito de restaurar a
imunorreatividade tecidual com varios anticorpos empregando, para isso, a fervura dos
cortes histologicos em solugdes denaturantes contendo sais metalicos e utilizando forno
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de micreondas: Estas técnicas de recuperagdo vém aumentando drasticamente a
qualidade de imuno-reagéo para muitos anticorpos 72'2223),

Varios mecanismos parecem estar envolvidos no processo de recuperagéo de
antigenos através do aquecimento por microondas. Um possivel mecanismo para
recuperacao antigénica pode ser assim resumido ?V: a) quebra das ligagdes, induzidas
pela formalina, entre epitopos e proteinas ndo-relacionadas; b) extragcdo de proteinas
bloqueadoras difusiveis; c¢) precipitagédo de proteinas; e d) re-hidratagdo dos cortes
histologicos, permitindo melhor penetragéo do anticorpo e aumentando a acessibilidade
de epitopos. Outra explicagdo © propde a denaturagdo de proteinas, com base na
observagdo de que alguns antigenos e a atividade de enzimas enddgenas podem ser
perdidos apos o tratamento. O reconhecimento antigeno-anticorpo depende da estrutura
tridimensional da proteina; por esta razéo, é provavel que o mecanismo da recuperacéo
antigénica se baseia em uma re-modificagdo da estrutura da proteina modificada pelo
formol.

Por outro lado, alguns estudos demonstraram que se o corte de um tecido fixado
mostra imuno-coloragao satisfatéria sem tratamento, provavelmente a mesma ficara pior
apos a recuperagéo. Isto pode significar que, se a estrutura antigénica é formalina-
resistente, isto &, sem modificagdo apods fixagdo, ela pode ser modificada pelo
aquecimento, a ndo ser que a estrutura antigénica seja também resistente ao calor.

Apesar da temperatura elevada ser considerada o mecanismo principal na
recuperagdo antigénica, foi verificada a influéncia do pH das solugées utilizadas, na
qualidade da imuno-coloragdo ?*; a molaridade também é fator importante na eficiéncia
da recuperagéo antigénica: em geral, a maioria dos sais funcionam melhor se utilizados
abaixo de 0,1 M, enquanto sais metalicos s&o mais eficientes em concentragdes mais
elevadas .

O tampéo citrato de 0,01M / pH 6,0 &, atualmente, a solucdo mais utilizada, por
nao ser toxica, de facil preparo, baixo custo, e aplicavel na recuperagdo de um grande
numero de antigenos, com resultados consistentes (7212226,

Dentre as maiores consequéncias que o uso de microondas trouxe podem ser
citados 7%

* Uuso de anticorpos altamente diluidos, com diminuigéo da coloragéo de fundo:

* aparecimento de coloragédo, anteriormente inexistente e, com isso, a necessidade da
reconsideragao do seu significado biolégico;

e a redugdo das diferengas de coloragdo entre materiais fixados com formalina em
diferentes tempos de duracgéo;

* aredugdo do efeito de “zona” (intensidades diferentes de coloragéo nas bordas e no
centro dos cortes).

Uma das possiveis causas da ineficiéncia na recuperagdo antigénica com o uso
de microondas seria a ocorréncia de pontos quentes e frios, fenémeno particularmente
presente quando sao aquecidas grandes baterias de laminas. Enquanto a exposicdo de
antigenos varia de adequada a 6tima na maioria dos cortes, ocasionalmente algumas
laminas mostram que a recuperagdo n&o foi atingida. Alguns estudos trouxeram
evidéncia de que o aquecimento em panela de pressdo pode eliminar as variagbes entre
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baterias, observadas com o uso de microondas, e a possibilidade de manipular,
simultaneamente, um grande nimero de laminas em um periodo menor de tempo %",

O tratamento enzimatico ainda & utilizado em alguns casos, mas os dois métodos,
enzimatico e aquecimento, em conjunto, s&o raramente empregados e nao
recomendados 2. Em algumas situagbes, a digestdo enzimatica conduz a um nivel de
coloragao de fundo intoleravel, dificultando a interpretagdo diagnéstica . Em muitos
casos, a técnica baseada no uso de microondas é preferivel a que emprega a digestéo
enzimatica, pois verificam-se variagdes lote-a-lote quanto a eficacia, além da limitada vida
util da enzima. Em muitos laboratérios, com o aumento da demanda de exames imuno-
histoquimicos observada atualmente, o emprego da panela de pressao vem sendo visto
como alternativa bastante atraente, pois além de ser um método simples, ele €
relativamente seguro, barato, consome menor periodo de tempo e mais confiavel que o
aquecimento pelo forno de microondas.

AMPLIFICAGAO E ACENTUAGAO DA REVELAGAO

O patologistal/investigador, apés verificar os efeitos da fixagdo quimica, do
processamento e dos tratamentos de recuperacao antigénica, precisa, agora, decidir qual
sistema de deteccéo sera utilizado em sua pesquisa.

O propésito de qualquer sistema de detecgdo em imuno-histoquimica, como as
técnicas imuno-enzimaticas, € auxiliar na visualizagdo de pequenas quantidades de um
tipo celular em particular ou um antigeno tissular e produzindo, ao mesmo tempo, o
minimo de “background”.

As técnicas imuno-enzimaticas reunem a imuno-reatividade de anticorpos e as
propriedades quimicas de enzimas, que reagem com substrato-cromogénico incolor para
produzir produto final colorido. As primeiras técnicas empregavam o método direto, que
consistia na conjugacédo da enzima diretamente ao anticorpo especifico (primario). A
partir do desenvolvimento dos métodos indiretos, houve significante melhora na
sensibilidade das técnicas imuno-histoquimicas; neste método de duas etapas, a enzima
esta conjugada a um segundo anticorpo (secundario), que ira reagir com o anticorpo
primario.

A introdugdo dos meétodos nao-conjugados, os complexos Peroxidase-anti-
peroxidase (PAP) e avidina-biotina-peroxidase (ABC), trouxe grande avango a imuno-
histoquimica. No método PAP, o anticorpo secundario funciona cemo “ponte de ligagao”
entre o anticorpo primario e o complexo PAP; no método ABC, o anticorpo secundario
biotinilado ira se ligar ao complexo avidina-biotina que, por sua vez, ja se encontra ligado
a enzima peroxidase. Quando comparados os dois métodos, o complexo ABC demonstra
sensibilidade superior ao complexo PAP. Uma variante do método ABC, a estreptavidina
ligada a biotina (LSAB) demonstrou ser de 4 a 8 vezes mais sensivel que o ABC 2,

Alguns sistemas de detecgdo vém sendo desenvolvidos visando eliminar os
problemas com coloragéo ndo-especifica resultante de atividade de proteinas endégenas.
Por exemplo, enzimas ligadas a polimero conjugado ao anticorpo secundario, como o kit
EnVision manufaturado pela Dako. Neste método, a coloragdo nao é afetada pela
interferéncia de atividade da biotina enddgena presente em alguns tecidos como, por
exemplo, o hepatico, o renal e o linfoide, sendo a intensidade de coloragéo até 20 vezes
superior a obtida pelo método PAP.
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Outros - métodos conseguem um aumento de 30 a 200 vezes no sinal de
amplificacdo, mediante deposicdo covalente de moléculas de biotina, descrito inicialmente
por Bobrow et al. **, para melhorar a eficiéncia do sistema de deteccéo avidina-biotina no
ensaio em fase sélida e mais tarde utilizado para imuno-histoquimica por Adams ® e
Kina ©®". Neste sistema, denominado CSA (catalysed signal amplification), fabricado pela
Dako, a peroxidase catalisa a deposigdo de um componente fendlico biotinilado (biotinil
tiramida), que ira se ligar a estreptavidina-peroxidase. O procedimento completo se
processa da seguinte forma:

@ o anticorpo primario reage com antigeno presente no tecido:

@ o anticorpo secundario biotinilado liga-se ao anticorpo primario;

@ o complexo estreptavidina-biotina-peroxidase liga-se a biotina do anticorpo secundario;
@ a peroxidase presente na reagdo catalisa a precipitagéo local de biotinil tiramida:

© a estreptavidina conjugada a peroxidase liga-se a biotina depositada na reagao
catalisada pela peroxidase (do complexo estreptavidina-biotina-peroxidase).

Este sistema de detecgéo é ideal para quantidades pequenas de antigeno e tem
especial aplicagédo na reagéo de hibridizacdo molecular “in situ”.

O sinal produzido pelo produto final da reacdo com a diaminobenzidina (DAB)
pode ser intensificado pela prolongacéo da reacdo da peroxidase, mas, apos um periodo
de tempo, a coloragdo de fundo (“background”) também pode aumentar. Existem
alternativas, como a incorporagdo de metais pesados a solugao-substrato, o pods-
tratamento com tetroxido de ésmio e as exposicdes repetidas ao cromégeno .

A adicdo de fons metalicos, em concentracdo a 1% (NiCl;, CoCl,, CuSOQ,, etc.)
proporciona, além da intensificagdo, a modificagdo da cor do produto da reacado “?
tornando-se um procedimento (til nas técnicas de dupla coloragio. Os ions niguel sao
particularmente Uteis para membrana e outras coloragbes delicadas, como projecdes
celulares e fibras nervosas. lons cobalto e niquel podem ser empregados para
intensificar também a coloragéo citoplasmatica. Ao contrario do osmio, estes dois ions
nao aumentam o “background”.

A razéo DAB: Ni: H,0, é muito importante para uma boa qualidade da coloragdo e
deve ser determinada experimentalmente de acérdo com as condi¢gdes de trabalho de
cada laboratério. Em tecidos congelados, por exemplo, a férmula que se segue tem sido
empregada com sucesso para coloracdo de membrana

e 100 mg de DAB
e 1 ml de NiCl, a 8% em H,0
® 25 pl de H,0, a 3%

* dissolver o DAB em 200 ml de tampéo Tris, filtrar e adicionar a solugdo de
cloreto de niquel e, imediatamente antes do uso, o H,0, .

Alguns sais dispensam a presenca de H,0,, como o sulfato de niquel e o nitrato
de prata, que sdo capazes de catalizar a oxidacdo do DAB.

O tetréxido de 6smio tem alta afinidade pelo produto da reacéo enzimatica com o
DAB; seu emprego pés-coloragdo escurece o produto da reacdo do DAB e previne o
fendmeno de “desbotamento” que ocorre durante o arquivamento por longo tempo. A
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desvantagem esta no escurecimento concomitante do ‘background”. Existem varios
protocolos de poés-coloragdo com 6smio 9

e tratamento com solugéo de tetréxido de ésmio.a 2%, por varios minutos;
* tratamento com solug&o de tetréxido de 6smio a 1% em PBS 0,1M / pH7,4;

* exposicao dos cortes histologicos aos vapores de tetrdxido de 6smio, por 10 a
15 minutos, seguindo-se lavagens em PBS:

* tratamento com solugéo de tetroxido de 6smio a 0,05%, por 10 a 15 segundos.

Alguns compostos nitrogenados, como o imidazole, contribuem para a oxidacao
do DAB pela peroxidase, inibindo, inclusive, a atividade pseudo-peroxidase da
hemoglobina. A adigdo de imidazole 0,01M a solugdo de DAB, em algumas situagdes,
aumenta tanto a sensibilidade como a eficiéncia na deteccao do antigeno.

Em resumo, o produto final da oxidagéo do DAB pode ser intensificado por varios
agentes quimicos. Entretanto, nem sempre o aumento da intensidade de coloragao é
comensurado com aumento de sensibilidade.
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22. GLOSSARIO DOS PRINCIPAIS MARCADORES IMUNO-HISTOQUIMICOS
Evandro Sobroza de Mello e Venancio A. F. Alves

Estdo aqui listados os principais antigenos e, entre parénteses, os anticorpos
(clones) mais usados. Algumas peculiaridades destes anticorpos, em amostras fixadas
em formol e incluidas em parafina, sao comentadas.

Actinas - as actinas sdo microfilamentos citoplasmaticos, com varios isotipos com
diferentes especificidades celulares - actinas alfa, presentes em células musculares,
actinas beta em células ndo musculares e actinas gama, presentes tanto em células
musculares quanto ndo musculares. Usualmente, para diagnostico, apenas as actinas
musculares tém utilidade.

Actina alfa de muasculo liso (1A4) - reage com o isotipo alfa da actina de
musculo liso, ndo reagindo com a actina de células musculares esqueléticas ou cardiacas
ou com actina de células ndo musculares. Em tumores, costuma ser Util na determinagao
de diferenciagdo muscular lisa, miofibroblastica ou mioepitelial. Reagbes intensas e
difusas costumam ser consideradas como evidéncia de diferenciagao para musculo liso.
Em casos morfologicamente sugestivos de leiomiossarcoma, sua positividade pode ser
util neste diagndéstico mesmo diante da negatividade para desmina.

Actina muscular (HHF35) - reconhece os isotipos alfa e gama das actinas
musculares, mas nao as actinas ndo musculares. Marca, portanto, células musculares
lisas, esqueléticas e cardiacas, leiomiossarcomas e rabdomiossarcomas. Como o 1A4,
também marca células miofibroblastos, células mioepiteliais e pericitos, frequentemente
desmina-negativos. Grande parte dos investigadores relata alta sensibilidade e
especificidade deste marcador para o diagnéstico de rabdomiossarcoma.

Actina sarcomérica, alfa-sr-1 (5C5) - reage com cadeias alfa de actina de
musculo estriado esquelético e cardiaco, sendo usada como um marcador de
rabdomiossarcoma. Como ha relatos de eventual reagao cruzada com musculo liso, deve
ser usado em painel contendo também 1A4.

Alfa-1 anti-tripsina (policlonal) e alfa-1 anti-quimiotripsina (policlonal) - apesar de
pouco especificas, podem ser usadas como marcadores histiocitarios, principalmente das
formas macrofagicas, juntamente com a lisozima. Tumores hepatocitarios e de células
germinativas (em especial o tumor do saco vitelino) também costumam ser positivos. Os
preparados para alfa-1 anti-tripsina também sao usados em bidpsias hepaticas no
diagnéstico de sindrome de deficiéncia desta enzima, onde pode-se detectar seu acumulo
de anémalo.
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Alfa-fetoproteina (policlonal) - proteina oncofetal, presente em tumores de células
germinativas com diferenciagdo para saco vitelino. Tumores hepatocelulares também sao
usualmente positivos, assim como os raros adenocarcinomas de tipo hepatoide.

Y

Antigeno epitelial (Ber-EP4) - reage com glicoproteinas presentes na superficie e no
citoplasma de todas as células epiteliais, exceto as células mais superficiais do epitelio
escamoso, hepatdcitos e células parietais. N3o reage habitualmente com ceélulas
mesoteliais, e por isso sua principal utilizagdo tem sido no diferencial mesotelioma X
carcinoma. Como alguns carcinomas s&o negativos e alguns mesoteliomas séo positivos
para este antigeno, deve ser sempre usado em painel.

Antigeno renal nefrogénico proximal, marcador de carcinoma de células renais
(66.4.C2) - marca uma glicoproteina de 200 kD, localizada na borda em escova do
epitélio dos tubulos proximais do rim. Esta presente em 80-90% dos carcinomas renais
primarios e metastaticos. Também os |6bulos mamarios, epididimal e tireoidiano, e seus
respectivos tumores, podem ser positivos.

BRST-2, GCFDP-15 (D6) - é produzido por epitélio apdcrino da mama, glandulas
sudoriparas apécrinas e écrinas, glandulas salivares menores, glandulas brénquicas e
seus tumores. Mais da metade dos carcinomas primarios e metastaticos da mama
expressam este antigeno, bem como a Doenga de Paget extra-mamaria. Um numero
pequeno de carcinomas originados em outros 6rgédos que ndo a mama podem ser
positivos para este marcador. No entanto, sua positividade & um forte indicador de origem
mamaria em um carcinoma de sitio primario desconhecido. Lembrar que as reagdes para
este antigeno sao freqlentemente fracas e focais.

CA125, antigeno de cancer ovariano (OV125:1) - positivo na maioria dos carcinomas
primarios de ovario, principalmente nos serosos, € em menor propor¢ao NOs MUCINosos,
podendo ser usado na pesquisa de sitio primario de carcinoma. Freqlentemente &
positivo em outros carcinomas, principalmente nos ginecolégicos.

CA19-9, syalil Lewis® - marcador que reage com uma pentose na superficie celular.
Usualmente um marcador para carcinoma de pancreas e tubo digestivo, mas apresenta
positividade freqlente em outros carcinomas.

Cadeias leves de imunoglobulina, kappa e lambda (policlonais) - Uteis para a
demonstragéo de restricdo de cadeias leves (desproporgdo maior do que 1:10 no numero
de células marcadas a favor de uma das cadeias leves), achado indicativo de
monoclonalidade em uma proliferacdo de linfocitos B, portanto favorecendo um
diagnostico de neoplasia. A excegdo dos casos em que ha diferenciagdo plasmocitaria,
freqlientemente é dificil de demonstrar. '
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Calcitonina - anticorpos contra este polipeptideo sdo usados no diagndstico de
proliferagdes de células C (parafoliculares) da tiredide, principalmente no diferencial entre
carcinoma medular e folicular da tiredide. :

*

Catepsina D - complexo de glicoproteinas de aparente agdo mitogénica, cuja expressao
é regulada pelo estrégeno, mais freqlientemente é usada em baterias prognésticas para
carcinoma de mama, apesar de seu valor para tanto ser controverso. Uma aplicagdo
possivel & na detecgdo de células ganglionares na parede intestinal.

CD1a (010) - € uma glicoproteina de superficie relacionada ao MHC classe |, expressa
em associagdo com a beta 2 microglobulina. Marcador das células da histiocitose de
células de Langerhans, cuja positividade é exigida para um diagnéstico definitivo. Outras
proliferagdes histiocitarias costumam ser negativas, apesar das células da Doenga de
Rosai-Dorfman poderem apresentar positividade.

CD3, linfécitos T (policlonal) - molécula ligada ao receptor de células T, é um dos
marcadores mais sensiveis e especificos para demonstragéo de diferenciagdo T.

CD5 (CD5/54/F6): glicoproteina presente na superficie da sub-totalidade dos linfocitos T.
Paradoxalmente, pode ser demonstrado em dois tipos de linfomas B: linfoma de células
do manto e linfoma/leucemia linfocitica B (B-CLL), onde pode ser usado na consolidag&o
destes diagnosticos.

CD15, antigeno associado aos granulécitos (Leu-M1; C3D-1; BG-7) - reage com um
antigeno encontrado em granuldcitos maduros (hapteno X). Marca neutréfilos e células
dendriticas, mas nao linfécitos e macréfagos. E positivo nas células neoplasicas em um
alto percentual dos casos de Doenga de Hodgkin, e num percentual muito pequeno de
linfomas n&o Hodgkin. Pode também ser usado no painel para diagnostico diferencial
mesotelioma X adenocarcinoma, ja que uma fragdo dos adenocarcinomas so positivos e
os mesoteliomas sdo negativos para este antigeno.

CD20, linfécitos B (L26) - o melhor e mais usado marcador pan-B, altamente especifico
e sensivel. No desenvolvimento dos linfocitos B aparece logo apds o aparecimento do
CD19. Importante lembrar que linfécitos B com diferenciagdo plasmocitaria sio negativos
para CD20, e podem ser positivos para CD45RO, o que pode levar a um diagnostico
erréneo de linfoma T.

CD23 (BU38): este € um receptor de imunoglobulina E que é expresso durante a ativagao
dos linfocitos B. Sua utilidade diagnéstica principal estd na diferenciacdo da B-CLL
(positividade em mais de 90% dos casos) e do linfoma de células do manto (quase
sempre negativo). Deve, portanto, ser incluido nas baterias para linfomas de células B de
baixo grau. '
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CD30, antigeno Ki-1 (Ber-H2) - é expresso pelas células neoplasicas de quase todos 0s
casos de Doencga de Hodgkin (a excegao do tipo predominancia linfocitaria, que pode nao
apresentar marcagéo), pela maioria dos linfomas anaplasicos de grandes células e por
uma proporcéo variavel de linfécitos T e B ativados. Outros tipos de linfoma nao-Hodgkin
raramente sdo positivos. Neoplasias de natureza nao linfoide, das quais o exemplo mais
notavel é o carcinoma embrionario, também podem ser positivas.

CD31, células endoteliais (JC/70A) - glicoproteina expressa em células endoteliais,
plaquetas, megacariocitos, granuldcitos, monocitos, e subpopulagdes de linfécitos T e B.
Tem sido considerado o marcador mais especifico e sensivel para tumores vasculares
benignos e malignos, sobrepujando em sensibilidade o fator VIIl e em especificidade o
CD34. Em nossas maos, o CD34 tem se mostrado mais sensivel do que o CD31.

CD34, células endoteliais (QB-END/10) - marcador de células hematopoiéticas
primitivas e de células endoteliais. Alem dos tumores vasculares benignos e malignos, o
dermatofibrossarcoma protuberans, os tumores estromais gastrointestinais e o tumor
fibroso solitario sdo caracteristicamente CD34 +.

CD43 - marcador muito sensivel para células T, apresenta importante coexpressdo com
marcadores B nos linfomas B de baixo grau, basicamente os do tipo LLC e linfoma de
celulas do manto.

CD45, antigeno leucocitario comum, LCA (PD7/26 e 2B11) - glicoproteina
transmembranica restrita aos leucdcitos, € usada como um marcador genérico de
linfomas altamente especifico. Sua sensibilidade nos linfomas de baixo grau é alta, mas
nos linfomas de alto grau cai para cerca de 80%. Aproximadamente 40% dos linfomas
anaplasicos Ki-1+ podem sem negativos para LCA.

CD45RA, células B (4KB5) - isoforma de alto peso molecular do CD45, é usada como
um marcador de linfécitos B, apesar de marcar algumas subpopulacdes de células T

normais e alguns poucos linfomas T. As reagdes para este antigeno costumam ser mais
fracas do que para o CD20.

CD45RO, células T (UCHL-1) - variante de baixo peso molecular do CD45, altamente
sensivel e especifico para linfomas T de baixo grau, apresenta um grau menor de ambos
os pardmetros (cerca de 80%) nos linfomas T de alto grau. E freqliente a sua
coexpressao em linfomas B.

CD57, Leu-7 (HNK-1) - inicialmente desenvolvido como marcador de células natural-
killer, mais frequentemente o temos usado em conjunto com outros anticorpos como
marcador neuro-endoécrino e de proliferagdes de células de Schwann.
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CD68, macrofagos (KP1) - reconhece epitopos em grénulos lisossémicos, sendo
encontrado no citoplasma de histiécitos, células muelmdes e macrofagos, marcando
tumores histiociticos e mieldides. E portanto um pan-marcador histiocitico, com alta
sensibilidade, mas pouco especifico: apresenta reatividade citoplasmatica em “dot” na
maioria dos linfomas de células B de baixo grau; varios carcinomas também podem ser
positivos.

CD74 - marcador citoplasmatico, cora histiécitos e linfocitos B, principalmente as células
da zona do manto e do centro folicular.

CDw75 - marcador citoplasmatico e de superficie, cora linfocitos centro-foliculares

normais e neoplasicos. Alguns imunoblastos e linfomas B imunoblasticos também szo
positivos.

CD79alfa (HM57): polipeptideo que faz parte do complexo receptor de antigeno dos
linfocitos B, dtil na marcagdo de linfomas B com extensa diferenciagdo plasmocitaria,
onde o CD20 torna-se negativo e este antigeno mantém-se presente e pode ser
demonstrado no citoplasma numa parte dos casos.

CD99, p30/32, MIC2 (HBA71, 013, 12E7) - é encontrado em virtualmente todos os
sarcomas de Ewing e na grande maioria dos tumores neuroectodérmicos primitivos
periféricos (PNETSs), além de muitos linfomas linfoblasticos. Outros tumores de pequenas
células usualmente sao negativos.

CEA, antigeno carcinoembrionario (A5B7, 85A12) - marcador epitelial, usado na
caracterizagdo do sitio de origem de uma variedade de carcinomas. Os preparados

policlonais sdo Uuteis na marcagdo da borda luminal do canaliculo biliar em
hepatocarcinomas.

Células mesoteliais (HBME-1) - marca células mesoteliais normais, mas habitualmente
nao células dos diferentes epitélios. Produz um padrdo de marcagdo de membrana na
maior parte dos mesoteliomas, mas um percentual significativo de adenocarcinomas de
sitios variados também apresenta reatividade, apesar de usualmente citoplasmatica.

Ciclina D1: marcador nuclear de muita utilidade na confirmagéo do diagndstico do linfoma
de células do manto, onde relata-se positividade em mais de dois tercos dos casos ,
diferenciado-o dos demais linfomas de células B de baixo grau. Recomendamos o uso de
EDTA como tampéo durante a recuperagédo de epitopos para obtengdo de resultados
mais homogéneos.
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Citoqliéfatinas - S0 os marcadores epiteliais de eleigdo, tendo sua principal utilidade
em baterias para neoplasias indiferenciadas. Constituem-se de 20 tipos diferentes, que
podem ser utilizados na caracterizagdo dos carcinomas como de origem glandular ou
escamosa bem como na tentativa de indicar um sitie primario para tumores metastaticos.

Citoqueratinas, coquetel (AE1/AE3) - este & o preparado mais amplamente
usado na demonstragdo da natureza epitelial de tumores morfologicamente
indiferenciados. Praticamente todos os carcinomas sdo positivos para AE1/AE3.
Importantes excecdes séo os tumores do cortex adrenal e o carcinoma hepatocelular, que
expressam apenas citoqueratinas 8/18. Alguns sarcomas (sarcoma epitelidide e sarcoma
sinovial) também s&o caracteristicamente positivos para AE1/AE3 e para outros
preparados de citoqueratinas, bem como mesoteliomas e uma fragdo dos meningiomas.

Citoqueratinas 1, 5, 10, 11 e 14 (34BE12) - citoqueratinas de alto peso
molecular, caracteristicas de epitélio escamoso e de epitélios ductais. Nao reage com
epitélios simples (como epitélios de glandulas enddécrinas, hepatocitos, acinos
pancreaticos, tubulos proximais do rim ou glandulas endometriais) ou com os tumores
correspondentes. Uma utilizagdo crescente deste preparado tem sido na detecgdo de
células basais nas glandulas prostaticas, para diagnéstico diferencial entre carcinoma e
hiperplasia prostatica.

Citoqueratina 8 (35BH11) - citoqueratina de baixo peso molecular, caracteristica
de epitélio simples de acinos e ductos glandulares, mas ausente nos epitélios escamosos.
Espera-se reatividade correspondente nos carcinomas, ou seja, positividade apenas nos
carcinomas ndo escamosos. A combinacdo dos resultados de citoqueratinas de alto e
baixo peso molecular, portanto, permite determinar a origem de um carcinoma em um
epitélio simples, ductal ou escamoso.

Citoqueratinas 8 e 18 (CAM 5.2) - par de citoqueratinas de baixo peso molecular,
esperando-se reatividade similar a do 35BH11.

Citoqueratina 7 (OVTL 12/30) - citoqueratina de baixo peso util na distingao de
determinados grupos de adenocarcinomas: carcinomas de ovario, pulmdo, mama e de
células transicionais costumam ser positivos, enquanto carcinomas de tubo digestivo e
préstata sdo negativos.

Citoqueratina 20 (IT-K, 20.8) - citoqueratina de alto peso caracteristicamente
positiva em carcinomas do tubo digestivo, sendo portanto util quando usada em conjunto
com a citoqueratina 7 em baterias para determinagdo de sitio primario de carcinoma
metastatico. Tipicamente marca também os carcinomas de celulas de Merckel.
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GFAP, proteina acidica fibrilar glial (policlonal) - filamento intermediario caracteristico
dos astrocitos. Astrécitos normais, reativos e neoplasicos usualmente reagem com esse
marcador, enquanto oligodendrécitos, células ganglionares, neurénios, células
meningoteliais, fibroblastos e tumores derivados destas células costumam ser negativos.

HCG, gonadotrofina corionica humana (policlonal) - marcador de diferenciagao
sinciciotrofoblastica, em tumores de células germinativas, usado para identificar
componente coriocarcinomatoso em tumores mistos.

Hormédnios - grande numero de horménios e aminas vasoativas (serotonina, gastrina,
somatostatina, GH, ACTH, glucagon, etc.) podem ser marcados de forma satisfatoria em
material parafinado, e s&o Uuteis na caracterizagdo de neoplasias enddcrinas e
neuroenddécrinas.

Infecgdo, marcadores de doengas infecciosas - numerosos marcadores para doengas
infecciosas estdo em constante desenvolvimento. Os mais comumente usados em nosso
laboratério sédo aqueles para diferentes antigenos dos virus da hepatite B, C e delta,
leishmania, micobacterias, HSV, EBV e adenovirus, entre outros. A garantia de qualidade
destas reactes freqlientemente é problematica, pois muitos destes anticorpos nao sao
comerciais e sua padronizagao é dificil.

Ki-67, antigeno nuclear (MIB-1) - Marca uma proteina presente em todas as fases do
ciclo celular, menos na fase Go, tendo uma relagao direta com a fragdo de crescimento
de uma populagdo celular. Em imuno-histoquimica, € o melhor marcador de proliferagao
celular atualmente disponivel.

Lactalbumina alfa (policlonal) - entre 1/3 e 2/3 dos carcinomas de mama expressam
este antigeno, o que via de regra reflete-se em suas metastases. Outros tumores,
incluindo tumores de anexo cutdaneo e tumores de glandula salivar, também podem
“apresentar positividade para este marcador.

Lactoferrina (policlonal) - usado para identificagdo de carcinomas de origem mamaria.
E um marcador bastante especifico, apesar de pouco sensivel.

MAC 387 - reconhece proteinas ligadoras de calcio, usado para reconhecimento de
células mieldides e histiociticas. Apesar de bastante sensivel, pode ser expresso também
em carcinomas, melanomas e sarcomas variados.

Macréfago (HAMS6) - marcador histiocitario com reatividade de padrao similar ao CD68.
E positivo em células endoteliais.
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Melanoma (HMB45) - reage com um oligossacaridio presente nos pré-melanossomas.
Marca as celulas do componente juncional de nevos melanociticos, mas ndo o
componente intradérmico ou melanécitos normais. 'E altamente especifico para
diferenciacdo melanocitica em tumores malignos. Com’ os preparados de sobrenadante
de cultura tecidual, ndo parecem ocorrer falsos-positivos.

Mioglobina - hemoproteina carreadora de oxigénio. E considerada um marcador
especifico de diferenciagdo muscular estriada, mas sua utilidade esta limitada por marcar
preferecialimente rabdomioblastos ja com diferenciagdo morfolégica. As actinas
musculares e a desmina tendem a ser expressas em um numero maior de
rabdomiossarcomas do que a mioglobina.

MyoD1, proteina (5.8A) - proteina reguladora miogénica, expressa por células
embrionarias desde fases precoces de diferenciagdo muscular, mostrando-se util em
rabdomiossarcomas. Tem mostrado excelentes resultados com a recuperagdo de
epitopos pelo calor. Marcagdo nuclear parece ser altamente especifica (e também
bastante sensivel) de rabdomiossarcoma. Atengdo - tumores ndo miogénicos de
pequenas celulas freqlentemente expressam positividade citoplasmatica fibrilar. Nos
rabdomiossarcomas pleomorficos, os resultados tem sido igualmente satisfatérios. Outro
marcador com caracteristicas similares & a miogenina.

Neuroblastoma, marcador de (NB84a) - anticorpo que reconhece uma proteina de 57
kD, produzido a partir de neuroblastoma. Marca a maior parte dos neuroblastomas, mas
também costuma ser positivo nos sarcomas de Ewing e PNET.

Neurofilamentos (NR4) - filamentos intermediarios com expressao limitada as células
neuronais. Podem ser usados na evidenciagdo de difereciagdo neuronal ou
neuroenddcrina, e sao Uteis no diagndstico de neuroblastoma.

PCNA, antigeno nuclear de proliferagao celular (PC10; 19A2) - marca uma proteina
acesséria da polimerase delta, sendo essencial para a sintese de DNA (tanto na
proliferacdo celular quanto na sintese de DNA relacionada ao reparo), variando sua
quantidade nas diferentes fases do ciclo celular, com um pico na fase S. A proporgao de
celulas positivas para este antigeno em um tumor tem relagdo com sua fracdo de
crescimento. Como ndo desaparece tao rapidamente apds a saida da célula do ciclo
celular, tem uma tendéncia a marcar um nimero maior de células do que o Ki-67.

PLAP, fosfatase alcalina placentaria (8B6) - isoenzima da fosfatase alcalina que é
produzida pela placenta no terceiro trimestre da gravidez. Marca toda a gama de
neoplasias de células germinativas (e também as formas “in situ”). Importante salientar
que carcinomas de diferentes tipos também podem apresentar positividade. A reagéo de
fundo pode ser um problema na interpretacdo de casos com reatividade fraca.
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Colagenortipo IV (CIV22) - pode ser usado na diferenciacdo de tumores de musculo liso
e de bainha neural de outros tumores fusocelulares. O seu uso na detec¢do de pequenos
focos de invasdo em carcinomas parece ser limitado, pois a presenca de focos de
descontinuidade da membrana basal evidenciados por.imuno-histoquimica ndo pode ser
considerada como evidéncia definitiva de invaséo.

Cromogranina (A11; PHES; DAK-A3) - proteina componente dos granulos secretorios
de células enddcrinas e neurdnios. Sua maior utilidade pratica € na deteccdo de tumores
com diferenciagédo neuroenddcrina.

D11 - marcador de tumores hepatocelulares e do cértex adrenal. Tem especial utilidade
no diagndstico diferencial entre carcinoma do cértex adrenal e feocromocitoma, pois é
positivo na maior parte dos casos destes carcinomas e negativo no feocromocitoma.

Desmina (DE-R-11; D33) - filamento intermediario de células musculares. E o marcador
mais especifico para diferenciagdo muscular em tumores, pois ndo marca células
mioepiteliais e miofibroblastos. A baixa sensibilidade previamente alegada para os
rabdomiossarcomas parece superada pelas técnicas atuais de recuperagao antigénica. Ja
0s leiomiossarcomas extra-uterinos sao freqlientemente negativos.

EMA, antigeno de membrana epitelial (E29) - marcador de diferenciagdo epitelial,
presente em uma grande parte dos adenocarcinomas, mas de forma mais significativa
nos carcinomas de mama e de glandulas sudoriparas. Os carcinomas de células
escamosas tendem a ter uma reatividade ténue e focal. O anticorpo também marca

algumas neoplasias linféides, particularmente o linfoma anaplésico de grandes células
CD30+.

Enolase neurénio-especifica, NSE (BBS/NC/VI-H14) - reage com a isoforma gama-
gama da enolase. Comumente usada como marcador neuro-endécrino. Apesar da
alegada maior especificidade dos preparados monoclonais, a elevada taxa de positividade
em tumores com evidéncias de outra linha de diferenciagao tem limitado o seu uso.

Fator VIII (F8/86) - anticorpo altamente especifico para demonstracéo de diferenciagéo
vascular, podendo ser usado em neoplasias pouco diferenciadas com este fim. No
entanto, tem sido sobrepujado em sensibilidade pelo CD34 e CD31.

Fosfatase acida prostatica (policlonal) - enzima secretada pelo epitélio prostatico,
presente tanto no sémen quanto no sangue. Pode ser usada na avaliagdo de origem
prostatica de um carcinoma metastatico.

Glossario dos principais marcadores imuno-histoquimicos 266




Produtos de oncogenes e genes supressores tumorais - uma profusdo destes
marcadores esta disponivel no mercado, e muitos ja sdo usados freqlientemente por
laboratdrios de imuno-histoquimica, usualmente em baterias prognoésticas de neoplasias.
Os mais conhecidos sdo o p53 e o c-erbB-2 usualmente marcadores de mau
prognéstico. O bel-2, pertencente a uma categoria de genes reguladores da apoptose,
pode também ser usado na diferenciagdo de proliferagcdes linfoides foliculares
neoplasicas versus reacionais.

- Proteina basica de mielina (policlonal) - usada principaimente para definir
diferenciagao para bainha neural, carece de especificidade e sensibilidade.

Proteina S-100 (policlonal) - encontrada em uma grande variedade de células normais -
melandcitos, subpopulagdes de histidcitos, condrdcitos, adipécitos, musculo cardiaco e
esquelético, células de Schwann, entre outras - pode também expressar-se nos tumores
correspondentes. Duas de suas maiores utilidades s@o a positividade citoplasmatica e
nuclear, usualmente extensa, em virtualmente todos os melanomas, e na evidenciagao de
diferenciagao para bainha de nervo periférico.

PSA, antigeno especifico da préstata - E uma protease que lisa o coagulado seminal
apos a ejaculagdo. Marca o epitélio prostatico normal e seus carcinomas. Dentre os
marcadores orgao-especificos, € o que tem maior utilidade, pois ndo tem sido relatado
em carcinomas de origem ndo prostatica. Por outro lado, glandulas peri-uretrais
masculinas normais podem ser positivas.

Receptor de estrogeno (1D5) - reage com o dominio N-terminal da proteina receptora
de estrégeno, encontrada em maior concentragdo no nucleo de células epiteliais
mamarias e endometrais. Usualmente utilizado em baterias prognésticas para carcinoma
de mama. O clone 1D5, usado com recuperagdo de epitopos pelo calor, &
consideravelmente superior aos anteriormente usados, como o H222 (que é usado com
digestao enzimatica).

Receptor de progesterona (1A6) - Usado nas baterias para carcinoma de mama. Os
marcadores nucleares parecem sofrer mais com o excesso de fixagdo em formalina do
que os citoplasmaticos, o que parece aplicar-se particularmente aos receptores
hormonais.

Sinaptofisina (Snp88) - Proteina ligadora de calcio que esta presente nas vesiculas pre-
sinapticas dos neurénios e nos granulos neurosecretérios das células neuroendécrinas.
Alegado marcador de diferenciagdo neuroenddcrina, nés temos consideravel dificuldade
no uso deste marcador, pois as reagdes sao dificeis de interpretar, dada a sua
intensidade freqlentemente ténue e coloragdo de fundo constante. Alguns autores
comentam que reagbes de melhor qualidade podem ser obtidas em material fixado em
Bouin ou B5. Infelizmente, pouco material da rotina pode ai ser incluido.
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TAG-72 (B72.3) - antigeno associado ao carcinoma ovariano e coloretal. Reage com a
grande maioria dos tumores ginecoldgicos, gastrointestinais, da prostata e sistema bileo-
pancreatico, mas apenas com um numero pequeno dos tumores da tiredide e do rim.
Hepatocarcinomas sao negativos para este marcador. Também usado no painel de
diferenciagéo carcinoma X mesotelioma, pois usualmente é negativo nos mesoteliomas.

Tireoglobulina (RBU/01; DAK-Tg6) - proteina sintetizada pela tiredide que prové sitios
de iodonizagao para formagéo dos horménios tireoidianos. Apresenta alta sensibilidade
para os carcinomas primarios e metastaticos da tiredide, sendo muito usado para o
estudo de tumores papilares metastaticos. Importante reconhecer que os carcinomas
papilares esclerosantes da tiredide séo usualmente negativos.

Vimentina (V9; vim 3B4) - filamento intermediario tipico das células mesenquimais, e
portanto dos sarcomas. Muitos carcinomas também apresentam positividade para
vimentina, principalmente os renais, endometriais, pulmonares e mamarios. Sem o uso de
recuperacdo de epitopos pelo calor, reagdes fracas para este marcador podem ser
usadas como um marcador de excesso de permanéncia no formol. Quando a
recuperacdo a quente & usada, no entanto, mesmo com tempos extremamente
prolongados de fixagao as reagbes se mantém igualmente intensas.
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