Processamento tecidual para analise imunoistoquimica de

receptores hormonais em carcinoma mamario: dois momentos
em um laboratorio de anatomia patologica; correlacdo dos
resultados com método bioquimico

Tissue processing for hormone receptor immunohistochemistry in breast cancer: two moments in a pathology
laboratory; correlation of results with a biochemical assay
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A reacdo imunoistoquimica é altamente dependente da fixacdo e da preparacao histolégica do tecido.
Nés comparamos os resultados da pesquisa de receptores de estrégeno e de progesterona no cancer
mamario utilizando um método bioquimico e um método imunoistoquimico em relagéo ao tipo de
processamento histolégico, no forno de microondas ou na estufa. O grupo de casos cujos tecidos foram
processados no forno de microondas ndo apresentou correlacéo entre os dois métodos (p = 0,098 para o
receptor de estrégeno; p = 0,5 para o receptor de progesterona). Houve boa correlagdo entre os métodos
nos tecidos processados na estufa (p = 0,0447 e Q = 0,76 para o receptor de estrégeno; p = 0,0472 e

Q =0,764 para o receptor de progesterona). Concluimos que a pesquisa de receptores hormonais por
reacdo imunoistoquimica no cancer mamario é uma realidade, apresentando bons resultados desde que
sejam tomados cuidados na fixacdo e no processamento e que sempre sejam utilizados controles
externos adequados a realidade de cada laboratério.

abstract PSS

Immunohistochemistry is highly dependent on tissue fixation and histologic processing. We compared the | Breast cancer/pathology

results of estrogen and progesterone receptor quantitation determined by using both a biochemical method
and an immunohistochemical method related with tissue preparation, either in the microwave oven or in
the stove. The group of cases whose tissues were processed in the microwave oven did not present

Cytosol assay

statistical correlation between the methods (p = 0,098 to estrogen receptor; p = 0,5 to progesterone | Hormone receptors

receptor). There was good correlation between the methods in tissues which were processed in the stove
(p =0,0447 and Q = 0,76 for estrogen receptor; p = 0,0472 and Q = 0,764 for progesterone receptor).
We conclude that immunohistochemistry for hormone receptors in breast cancer is a reality. It is feasible
since some cautions are taken in the fixation and processing. External controls appropriated to the reality of

a given laboratory should always be used.

Introducéo

A importancia que a deteccio dos receptores hor- apresentar melhor resposta a terapia anti-hormonal e
monais tem adquirido na pratica clinica para a condu- maior sobrevida, tanto livre de doenca, quanto global
cao de casos de cancer mamario estd relacionada tan- (6, 11).
to ao valor preditivo para resposta a terapia endécrina O método de deteccéo de receptores hormonais
quanto ao seu valor prognéstico. Pacientes com tu- no tecido neoplésico deve ser, entdo, seguro, altamente
mores que expressam receptores hormonais tendem a reprodutivel e clinicamente relevante (8). Métodos bioqui-

Immunohistochemistry/methods
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micos de deteccdo dos receptores hormonais carregam a
vantagem de trabalhar com resultados quantitativos, mas
tém como desvantagem dependerem de tecido fresco e
ndo se apoiarem na morfologia da lesdo (5, 8), uma vez
que a amostra representada pelo homogeneizado tecidual
pode conter, além de células neoplasicas, células estromais
e células do epitélio ndo-neoplasico. Métodos de deteccado
in situ, como a imunoistoquimica, podem ser realizados
em material de arquivo, fixado em formol e incluido em
parafina, utilizando-se a morfologia tecidual para detec-
tar células neoplasicas positivas, mas os resultados sdo
qualitativos e ndo indicam se a proteina marcada é funcio-
nal ou néo (5, 8).

O método imunoistoquimico, principalmente ap6s o
desenvolvimento de anticorpos capazes de reconhecer
epitopos que ndo se degradam durante o processamento
histolégico, tem, na pratica, gradativamente, substituido
o método bioquimico, antes tido como o padréo-ouro,
para a avaliacdo dos receptores hormonais (6, 8, 9). Os
resultados do método imunoistoquimico dependem de
varidveis como o tipo de fixador utilizado, o tempo de
fixacao do material, a temperatura de processamento e o
método de recuperacao antigénica utilizado (2, 7). A ex-
cecdo do Ultimo, os outros nem sempre podem ser pa-
dronizados, pois sdo procedimentos que ocorrem a dis-
tancia do laboratério de patologia ou, entdo, variam de
laboratério para laboratério.

O presente trabalho tem dois objetivos. O primeiro,
comparar os resultados obtidos na pesquisa de receptores
de estrégeno e de progesterona no cancer mamario utili-
zando um método bioquimico e um método imunoisto-
quimico. O segundo, utilizando o método bioquimico
como padrdo-ouro, verificando a confiabilidade do méto-
do imunoistoquimico em relagéo ao tipo de processamento
histolégico. Para tal, utilizamos material de arquivo cole-
tado em duas épocas diferentes no que diz respeito a tais
variaveis em nosso laboratério.

Material e métodos

Foram estudados 44 carcinomas mamarios de mu-
Iheres operadas no Setor de Mastologia do Hospital
Evaldo Foz (Sdo Paulo) entre 1993 e 1999. Estes foram
categorizados segundo a data da coleta do material em
grupo A, coleta no periodo de 1993 a 1995 (18 casos), e
grupo B, coleta nos anos de 1996 a 1999 (26 casos).
Durante o ato cirGrgico era realizado exame peroperatério
pelo método de congelacédo, no qual, além do diagnés-
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tico, o patologista escolhia um fragmento constituido ex-
clusivamente por tecido neoplésico para pesquisa de re-
ceptores de estrégeno e progesterona por método bio-
quimico. Este fragmento de aproximadamente 0,5cm3
era, entdo, congelado em nitrogénio liquido para prepa-
racdo do citossol. O restante do material e a peca cirdr-
gica correspondente eram fixados em formol a 10% por
um periodo que variava de 12 a 36 horas e sequiam para
processamento histolégico. O material do grupo A foi
processado de acordo com as recomendagdes de Boon e
Kok (3), utilizando-se um forno de microondas conven-
cional (marca Sharp, modelo MW620A), com poténcia
de 700W e tempo e temperatura ajustaveis (Tabela 1).
O material do grupo B foi processado a quente em estu-
fa convencional (Tabela 2).

O fragmento congelado em nitrogénio liquido era
enviado a Central de Imunoensaio de Séo Paulo (Criesp),
onde o tecido era pulverizado para a obtencao do citossol.
Entdo, a pesquisa de receptores de estrégeno e proges-
terona era realizada pelo método do carvao-dextrano,
como previamente descrito (4). Niveis maiores ou iguais a
10 fentomoles/mg foram considerados positividade para
receptor de estrégeno. Para serem considerados positivos
para receptor de progesterona, os niveis deveriam ser de
20 fentomoles/mg ou maiores.

Os blocos de parafina arquivados no Laboratério de
Patologia Cardoso de Almeida (Séo Paulo) foram recupe-
rados para a reacdo imunoistoquimica. Tomamos o cuida-
do de escolher amostras que ndo foram submetidas ao
exame de congelacéo peroperatério. Os cortes histolégicos
de tecido mamario foram montados em laminas previa-
mente sinalizadas (3-aminopropiltrietoxisilano, marca
Sigma). Apés desparafinizacdo e reidratacdo, foram
imunocorados utilizando-se o método do complexo
streptavidina-biotina-peroxidase (kit LSAB+, Dako).

Método de processamento tecidual

em forno de microondas utilizado no
Laboratério de Patologia Cardoso de
Tabela 1 AU ERNE R R KT WL

Banho Tempo (min)  Temperatura (‘C)
Formol a 10% 10 55
Alcool absoluto 10 55
Alcool absoluto 15 62
Xilol 5 77
Parafina 20 65
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Método de processamento tecidual

em estufa convencional utilizado no
Laboratdrio de Patologia Cardoso de
BE1e:]E®2  Almeida no periodo de 1996 a 1999

Banho Tempo (min)  Temperatura (‘C)
Alcool absoluto 20 70
Alcool absoluto 20 70
Alcool absoluto 20 70
Alcool absoluto 20 70
Xilol 10 70
Xilol 10 70
Parafina 30 62
Parafina 30 62

O bloqueio da peroxidase enddgena foi alcancado lavan-
do-se as laminas com dgua oxigenada a 3%, e a recupera-
¢do antigénica, por calor imido em panela a vapor
(steamer) por 60 minutos em tampdo citrato 10mM,
pH 6. Os anticorpos primarios utilizados foram o anti-re-
ceptor de estrégeno (clone 1D5, monoclonal, Dako) dilui-
do a 1/100 e o anti-receptor de progesterona (clone 1A6,
monoclonal, Dako) diluido a 1/200. Para controle positi-
vo utilizamos amostras de carcinoma endometrial sabida-
mente positivas para os marcadores pesquisados e pro-
cessadas de maneira semelhante as amostras de carcinoma
mamario em teste. Para controle negativo, substituimos o
anticorpo primaério por solucao salina tamponada (PBS).
A avaliacdo dos resultados, aceitamos como positivas as
reacdes nos tecidos em que havia pelo menos 5% dos
nlcleos marcados (6).

Para estudar os resultados estatisticamente, isto €, para
verificar se ha concordancia entre os métodos utilizados,
no mesmo individuo, em cada um dos grupos, utilizamos
o teste exato de Fisher. Para verificarmos a magnitude e o
sinal da associacdo utilizamos o coeficiente de associacdo
de Yule (Q).

Resultados

A reacdo imunoistoquimica, quando positiva, tanto
para o receptor de estrégeno quanto para o receptor de
progesterona, corou os nlcleos celulares. Geralmente ha-
via um nimero bem maior que os 5% de nicleos positi-
vos requeridos para diagnéstico de positividade. No gru-
po A (casos coletados no periodo de 1993 a 1995),
notamos que os cortes tendiam a descolar das laminas e
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as amostras apresentavam artefatos de corte como o as-
pecto em veneziana, causado por trepidacdo do bloco de
parafina no suporte do micrétomo. Provavelmente este
artefato foi causado pela consisténcia endurecida do teci-
do emblocado. Houve varia¢des na intensidade da reacédo
dentro de um mesmo corte, produto de fixacdo irregular
do material. Quando comparamos as varias reacdes, pu-
demos verificar também alta variabilidade na intensidade
de caso para caso. Ao compararmos as reacdes para 0s
diferentes marcadores, percebemos que os resultados para
o receptor de estrégeno foram mais consistentes, isto &,
mais homogéneos de caso para caso (Figura 1).

No grupo B (casos coletados entre 1996 e 1999), veri-
ficamos menor tendéncia de descolamento dos cortes
histolégicos e os artefatos praticamente ndo existiram,
obtendo-se, assim, morfologia perfeita, mesmo ap6s a
prolongada exposicdo ao calor Gmido na camara a vapor.
Também verificamos que as reacdes, além de mais homogé-
neas, deram resultados mais consistentes com intensidade
maior e mais homogénea pelo corte histolégico. Quando
comparamos com os resultados das reacdes para receptor
de estrégeno com as realizadas para pesquisa de receptor de
progesterona, verificamos que as Gltimas apresentavam
intensidade menor, assim como um ndmero menor de
nucleos marcados (Figura 2).

A distribuicdo dos resultados referentes as reacdes
imunoistoquimicas e as pesquisas dos receptores hormo-
nais pelo método do carvdo-dextrano estédo expostas nas
Tabelas 3 e 4. Brevemente, no grupo A, para o receptor
de estr6geno, houve coincidéncia de resultados positivos
em dois casos, de resultados negativos em 12 casos e
disparidade de resultados em quatro casos. Tais resulta-
dos mostraram independéncia estatistica entre os dois
métodos (p = 0,098). No grupo B, houve coincidéncia de

Figura 1 - Reagdo imunoistoquimica para pesquisa de receptor de estrégeno
(anticorpo 1D5) em material processado histologicamente em forno microondas
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(anticorpo 1D5) em material processado histologicamente em estufa

resultados positivos em 11 casos e de resultados negati-
vos em oito casos e disparidade de resultados em sete
casos. Tais resultados mostraram associacao estatistica
entre os dois métodos (p = 0,0447). No grupo A, para o
receptor de progesterona, houve coincidéncia de resulta-
dos positivos em dois casos e de resultados negativos em
oito casos e disparidade de resultados em oito casos. Tais
resultados mostraram independéncia estatistica entre os
dois métodos (p = 0,5). No grupo B, houve coincidéncia
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de resultados positivos em nove casos e de resultados ne-
gativos em dez casos e disparidade de resultados em sete
casos. Tais resultados mostraram associacao estatistica
entre os dois métodos (p = 0,0472). O indice de associa-
cdo de Yule demonstrou boa associacdo estatistica entre
os dois métodos no grupo B, tanto para o receptor de
estrégeno (Q = + 0,76) quanto para o receptor de
progesterona (Q = + 0,764).

Discussao

A pesquisa de receptores de estrégeno e progesterona
passou a ter papel importante no acompanhamento de
pacientes com cancer de mama devido ao seu valor
preditivo a resposta terapéutica anti-hormonal. Pacientes
com tumores que expressam ambos os marcadores tém
um indice de resposta ao tratamento com tamoxifeno de
78%, enquanto que aquelas com expressao negativa des-
tes receptores hormonais apresentam um indice de res-
posta terapéutica de 10% (1).

Esses receptores hormonais podem ser pesquisados tan-
to por métodos bioquimicos quanto por métodos

Fregliéncia dos resultados obtidos nos grupos A e B para pesquisa de receptor de
estrogeno (grupo A, processamento histologico em forno de microondas, periodo de
1993 a 1995; grupo B, processamento histologico a quente em estufa convencional,

Tabela 3 R ERERERER))

Imunoistoquimica

Carvao-dextrano Grupo A

Positivo Negativo
Positivo 2 0
Negativo 4 12
Total 6 12

Grupo B
Positivo Negativo Total
11 4 17
3 8 27
14 12 44

Freqliéncia dos resultados obtidos nos grupos A e B para pesquisa de receptor de
progesterona (grupo A, processamento histolégico em forno de microondas, periodo

de 1993 a 1995; grupo B, processamento histoldgico a quente em estufa convencional,

Imunoistoquimica

Tabela 4 R ERERERER))
Carvéo-dextrano Grupo A
Positivo Negativo
Positivo 2 1
Negativo 7 8

Total 9 9

Grupo B
Positivo Negativo Total
9 4 16
3 10 28
12 14 44
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morfolégicos como a imunoistoquimica. Apés o desen-
volvimento de anticorpos que reconhecem epitopos dos
receptores hormonais com seguranca, em material fixado
em formol a 10% e fixados em parafina, houve uma ten-
déncia a substituir o método bioquimico pelo imunoisto-
quimico. O custo e a complexidade do método bioquimi-
co sdo fatores que contribuiram para esta decisao. Ainda,
deve-se levar em consideracdo que o método bioquimico
necessita de grandes amostras de tecido, havendo restri-
¢bes em tumores de diametro menor que Tcm.

As desvantagens do método imunoistoquimico resi-
dem especialmente na variabilidade de resultados tanto
interobservador quanto interlaboratorial. O método res-
sente-se da falta de padronizacdo tanto da reacdo em si,
na qual sdo utilizados, para o0 mesmo fim, clones diferen-
tes de anticorpos, diferentes métodos de fixacdo, de recu-
peracdo antigénica e métodos de amplificacdo da reacdo,
quanto da padronizacdo de expressao dos resultados, ha-
vendo diferentes sistemas, como a obtencdo de escores
segundo o nimero de nlcleos marcados e sua intensida-
de, ou entdo simplesmente relatando uma proporcéo de
nlcleos positivos tanto por um sistema de cruzes quanto
por um de porcentagem estimada, ou contagem real por
unidade de édrea. Neste trabalho, escolhemos quantificar
por estimacdo do nimero de nicleos marcados, utilizan-
do um cut-off de 5%, ja& que nos interessava apenas
categorizar qualitativamente os resultados em positivos e
negativos.

O foco deste trabalho, além da comparagdo entre os
métodos bioquimico e imunoistoquimico, esté na avalia-
cdo do processamento histoldgico. Tentamos, na medida
do possivel, eliminar as demais variaveis. A fixacdo perma-
neceu a mesma, utilizando-se formol a 10% produzido da
mesma forma nos seis anos em que o material foi coleta-
do. O tempo de fixacdo variou de 12 a 36 horas. Todas as
reacdes imunoistoquimicas foram realizadas em um s6
tempo, ficando todas as laminas expostas as mesmas con-
dicbes de trabalho. Todas as reacdes foram avaliadas de
uma vez para evitarmos vieses de interpretacéo.

Assim, comparamos dois tipos de processamento
histolégico a quente, isto é, que utiliza banhos com tem-
peratura aumentada com a intencdo de se diminuir o tem-
po de processamento. Boon e Kok (3) estabeleceram
as bases do processamento em forno de microondas. A
maioria dos materiais assim processados, quando corados
pela hematoxilina e pela eosina, ndo apresentou diferen-
cas morfol6gicas importantes. A nossa experiéncia, po-
rém, revelou que alguns tecidos ricos em coldgeno, quan-
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do submetidos a alteragdes bruscas de temperatura dos
banhos durante o processamento, podem sofrer desidra-
tacdo além da desejada e tornar-se mais duros e dificeis
de serem cortados a microtomia. Este € o caso de tumo-
res mamarios que na maioria das vezes apresentam al-
gum grau de reacdo desmoplésica. E importante salien-
tar que, dadas as caracteristicas do forno de microondas
por nés utilizado, tinhamos a possibilidade de controlar
tanto a temperatura quanto o tempo de cada banho e,
assim, garantir que nenhum material foi submetido a uma
temperatura acima da qual ha degradacdo dos antige-
nos. Mesmo assim, verificamos que os resultados da rea-
¢do imunoistoquimica do material assim processado nao
foram téo satisfatorios, com heterogeneidade e baixa in-
tensidade de imunocoloragao. Estes resultados causaram,
até certo ponto, alguma surpresa, desde que, historica-
mente, a idéia de se submeter laminas ao calor imido
em forno de microondas para recuperac¢do antigénica em
tampdo tiocianato de chumbo nasceu da observacdo de
que tecidos submetidos ao processamento histolégico
no forno de microondas coravam-se melhor a imunois-
toquimica do que aqueles que sofriam processamento
convencional (10).

Quando estudamos os resultados da pesquisa de
receptores hormonais pelo método imunoistoquimico,
utilizando os resultados do método bioquimico como
padrdo-ouro, verificamos que nao ha diferenca estatisti-
ca entre os resultados desses métodos quando utilizamos o
processamento histolégico a quente em estufa convencio-
nal (p=0,447; Q=+ 0,76 para o receptor de estrogeno e
p=0,0472; Q=+ 0,764 para o receptor de progesterona).
Mesmo assim, notamos resultados discrepantes, positi-
vos no método bioquimico e negativos no método
imunoistoquimico e vice-versa. Gordts et al. (5) encon-
traram diferencas de até 23% entre os dois métodos. Kell
et al. (7) tentaram especular sobre as possiveis fontes de
diferencas, embora tenha havido casos sem que se en-
contrassem explicacdes plausiveis. No nosso caso ndo
podemos considerar falso positivo no método bioquimi-
co por amostragem errénea, ja que o0 exame peropera-
tério por congelacdo evitou o viés de se incluir tecido
nao-neoplasico para exame, fato que se confirmou apds
se ter incluido o tecido controle em parafina.

Finalmente, devemos considerar com o exposto que
a pesquisa de receptores hormonais por reacdo
imunoistoquimica no cancer mamario € uma realidade e
apresenta bons resultados. E importante chamar a aten-
¢do, no entanto, para o fato de que no primeiro periodo
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estudado houve excessivo nimero de resultados negati-
vos para o método bioquimico. E possivel que isso tenha
se devido a resultados falsos negativos, provavelmente
decorrentes do pequeno tamanho da amostra enviada
para o laboratério. Chamamos a atencéo para o fato de
que a padronizacédo do método deve ser iniciada logo a
fixacdo do material no centro cirdrgico com treinamen-
to adequado do pessoal de enfermagem, passando pelo
processamento histoldgico e finalizando com o exame
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criterioso dos resultados das reagdes, utilizando-se para
tal tanto controles externos confidveis como o controle
interno positivo. A escolha dos controles externos deve
residir ndo somente na positividade da reacao, mas tam-
bém no tipo de fixacdo e no processamento do material,
que devem ser semelhantes ao do tecido em estudo, desta
forma protegendo o patologista de possiveis erros de
avaliacdo secundérios a ma fixacdo e artefatos de proces-
samento do material.
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