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T resumo

Cancer de mama A imuno-histoquimica (IHC) para expressdo da proteina Her-2/neu tornou-se um dos mais atrativos testes
de rotina, devido a custo, conveniéncia e relevancia biolégica. Contudo, tém sido relatados problemas
quanto a variabilidade das marcacdes em IHC, além da subjetividade na interpretacéo dos métodos de IHC
Her-2/neu convencionais. Assim, o presente estudo objetiva quantificar morfometricamente a imunomarcacdo da
proteina cerbB-2 expressa em tumores de mama. Fragmentos de tecido mamério normal (n = 10) e com
doenca tumoral (carcinoma ductal invasivo [CDI], n = 51 e fibroadenoma, [FA], n = 21) foram fixados em
formalina, submetidos a rotina histolégica para inclusdo em parafina. Cortes histolégicos (4 um), corados
em hematoxilina e eosina foram examinados para confirmar o diagnéstico. Os cortes foram incubados em
solucéo de anticorpo anti-cerbB-2 por 60 minutos em temperatura ambiente. A marcacéo foi visualizada
apos reacdo da peroxidase do cromégeno diaminobenzidina associado ao peréxido de hidrogénio. A anélise
morfométrica foi realizada utilizando uma estacdo de analise digital de imagens por meio do software de
analise Optimas®. A partir dos resultados obtidos, pode-se concluir que a superexpressdo do cerbB-2 em
casos de CDI é um fendmeno condizente com o estagio de proliferacéo das células neoplasicas e, quando
analisados os casos de FA, esse marcador ndo exibiu qualquer correlacéo ou padréo especifico; ao contrario,
apresentaram resultados semelhantes ao tecido mamario normal. Néo houve diferencas significativas entre
os diferentes score qualitativos (1+, 2+ e 3+) e a andlise morfométrica digital (dreas médias marcadas).
Esses achados demonstram a necessidade de estudos mais acurados a fim de resolver essa dificuldade de
interpretacdo.

CerhB-2

Anlise de imagens

abstract IS

Immunohistochemistry for HER-2/neu protein expression has become the most attractive routine test due to its | Breast cancer
cost, convenience and biological relevance. However, problems as to IHC staining variability and subjectivity
in the interpretation of IHC conventional methods have been reported. Thus, this study aims to quantify
morphometrically cerbB-2 protein immunostaining expressed in breast tumors. Mammary fragments of normal | Her-2-neu
breast tissue (n = 10) and with tumoral disease (invasive ductal carcinoma, IDC, n = 51 and fibroadenoma,
FA, n = 21) were fixed in formalin, processed histologically and embedded in paraffin. Hematoxylin and eosin
stained sections (4 mm) were examined to confirm the diagnosis. Afterwards, they were incubated with
anti-cerbB-2 antibody solution for 60 minutes at room temperature. The staining was visualized after the
peroxidase reaction with diaminobenzidine chromogen associated with hydrogen peroxide. Morphometric
analysis was carried out using a digital image analysis workstation based on OPTIMAS® software. From these
results it may be concluded that cerbB-2 over expression in IDC cases is a phenomenon closely related to the
stage of neoplastic cell proliferation. When FA cases were analyzed , this marker did not show any correlation
with the staining pattern. On the contrary, FA and normal mammary tissue analysis yielded similar results.
There were no significant differences between the different qualitative scores (1+, 2+ and 3+) and digital
morphometric analysis (marked mean areas). These findings suggest the necessity for more accurate studies
in order to clarify this interpretation issue.

CerbB-2
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Introducao

Ante a dificuldade de eliminar o cancer instalado, cada
vez mais os oncologistas utilizam a avaliacdo de marcadores
tumorais para nortear sua conduta quanto ao tratamento
dos pacientes e, posteriormente, para acompanhar a efi-
cécia do mesmo®.

Os marcadores tumorais sdo substancias presentes no
tumor, no sangue ou em outros liquidos biolégicos, pro-
duzidos primariamente pelo tumor ou secundariamente
pelo paciente, em resposta a presenca do tumor(. A
caracterizacdo e quantificacdo dessas substéncias tém
se mostrado de grande importancia para a evolucado da
oncologia, visto que, por meio dos resultados de inimeros
estudos, pode-se hoje tratar os pacientes de maneira mais
direcionada e, consequentemente, esse tratamento tende
a ter uma maior eficacia®.

A proteina cerbB-2 é um dos marcadores atualmente
utilizados na patologia para a avaliacdo de tumores ma-
lignos da mama. E um receptor glicoproteico transmem-
brana, com peso de 185 KDa e codificado pelo proto-
oncogene erbB-2, localizado no cromossomo 17 q21¢9),
Esse receptor, homélogo ao do fator de crescimento
epidermal, quando ligado funciona transmitindo sinais
para a proliferacdo, migracdo, adesdo e transformacéo
celular®. Por isso, a ativacdo an6mala do gene erbB-2
leva a exacerbacdo das funcdes sinalizadas pela proteina
cerbB-2.

Cerca de 20% a 30% dos carcinomas ductais (CD) e
40% a 70% das lesdes intraductais apresentam superex-
pressdo de cerbB-2¢2, e essa expressdo esté correlacionada
a um fenédtipo mais agressivo®. Tem sido demonstrado
por alguns autores que pacientes portadoras de cancer de
mama e com alta expressao de cerbB-2 tém baixa resposta
a terapia hormonal (TH), principalmente aquelas pacientes
em que ja ocorreu metastase®?.

O cerbB-2 é atualmente um marcador tumoral bas-
tante pesquisado por meio da imuno-histoquimica; no
entanto, embora o seu correto diagnéstico seja crucial
para o direcionamento terapéutico, ndo existem parame-
tros diagndsticos precisos para quantificar os padrdes de
marcacéo dessa proteina nos tecidos, sendo entdo utilizada
uma analise subjetiva e qualitativa@".

Além disso, ndo foram encontrados na literatura
disponivel relatos de avaliagcdes que utilizam sistemas
morfométricos em busca de uma quantificacdo desses
parametros imunohistoquimicos.

Diante de tal fato, este estudo se propde a avaliar,
de forma comparativa, o padrdo de marcacdo imuno-
histoquimica em amostras de mama de mulheres com
carcinoma ductal invasivo (CDI) e fibroadenoma (FA) pelos
métodos de avaliacdo semiquantitativa por microscopia de
luz convencional e analise digital de imagem. Além disso,
pretende-se investigar os padroes de expressdo tecidual
da proteina cerbB-2 entre as diferentes lesdes tumorais
estudadas.

Metodologia

Amostras de tecido

Foram selecionados 62 blocos de parafina com frag-
mentos teciduais (bidpsias ou resseccéo cirdrgica [RC]) de
pacientes do sexo feminino, com idades entre 17 e 70 anos,
atendidas entre os anos de 2005 e 2006, em um laboratério
privado de Recife e Laboratério de Imunopatologia Keiso
Asami (LIKA), 6rgdo suplementar da Universidade Federal
de Pernambuco (UFPE), com diagnéstico CDI, n = 51 e
FA, n=21. Os casos de mama normal (n = 10) analisados
no trabalho foram obtidos a partir das margens teciduais
livres dos tumores.

Estudo histoldgico e imuno-histoquimico

A partir dos blocos selecionados, foram retirados cortes
histolégicos medindo 4 pm, montados em laminas silani-
zadas e corados com hematoxilina-eosina (HE), e entdo
revisados por um patologista (C.A.B.L.).

Para a reacdo imuno-histoquimica, os cortes foram
previamente montados em laminas silanizadas e desparafi-
nizados pela acdo do xilol em dois banhos de cinco minutos
a temperatura ambiente (TA), hidratados com etanol 100%
e lavados em agua corrente e destilada. Em seguida, prece-
deu-se a recuperacdo antigénica, incubando-se as laminas
em solucdo tampdo citrato de sédio 10 mM/pH 6, em vapor
Umido por 30 min a 100°, depois lavadas (por cinco min)
com solugdo salina tamponada com fosfato (PBS) e leite
Molico® (a fim de evitar reacdes cruzadas).

Logo apés, foi realizado o bloqueio da peroxidase
enddgena com peréxido de hidrogénio (H,0,) a 3 % em
metanol (dois banhos de 10 min), sequindo-se as lavagens
em é&gua corrente e destilada e PBS 0,015 mol/L com pH
7,8. Posteriormente os cortes foram incubados com anti-
corpo monoclonal anti-cerbB-2 (CB11 DAKO/USA) diluido
a 1:800 por 30 min em TA; lavados em tampao PBS (3 x
3 min); incubados com o anticorpo secundério biotinilado
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(Kit LSAB DAKO/USA) por 15 min a TA e novamente lavados
com tampao PBS. Para revelacdo da reacdo, incubaram-se
as laminas em solucdo de diaminobenzidina (DAB) 60 mg%
por 10 min a TA e ao abrigo da luz. Nessa etapa, a DAB
reage com a peroxidase produzindo uma coloragdo marrom
caracteristica da positividade do ensaio imunohistoquimico.
Para finalizacao do processo, as laminas foram lavadas em
agua destilada e corrente, contracoradas com hematoxilina,
montadas com Entelan®e, apés secas, foram levadas ao
microscépio de luz para analise.

Analise digital de imagens

As imagens digitalizadas foram obtidas utilizando-se
um programa de captura e andlise automatica de imagens
(Bioscan®, Image hyperlink® e Optimetric®) interligado
a uma camara de video JVC, modelo CV - 730, e essa a
um microscépio (Leica, modelo ATC 2000). As fun¢des
matematicas para medidas morfoldgicas, tais como
nimero de particulas e drea média, foram executadas
automaticamente pelo programa Optimas® 6.1 (Optimas
Corporation, USA).

Os perfis de marcacdo da imuno-histoquimica (magni-
ficacdo 200x) revelados pela reacdo do DAB + peroxidase
foram captados pelo ajuste do contraste do nivel de cinza
(gray value). A partir da captura das imagens dos tecidos
marcados com o cerbB-2 e posterior conversdo para escala
de cinza, foram selecionadas as areas a serem contadas por
meio do ajuste de calibragcdo manual (threshold range).

O pardametro morfométrico adotado foi drea média
total (um?2) composta pelo ndmero de particulas (perfil de
marcacao da imuno-histoquimica em nimero de pixels das
imagens) por campo captado (area total de 12.234 pm?)
na preparacdo histolégica. A analise quantitativa das
células marcadas por campo histolégico foi realizada uti-
lizando sistema automatico e estudando-se trés campos
em cada caso.

Para fins comparativos, os mesmos campos histolégicos
foram avaliados qualitativamente, de acordo com a clas-
sificacdo do fabricante do kit utilizado®. Essa analise foi
realizada por um patologista cego ao estudo.

Para minimizar distor¢des nos valores das medicoes
devido a presenca de células ndo-marcadas, aplicou-se um
fator de correc¢édo (FC) de acordo com a equacgdo FC =s/S,
onde s é o valor da érea superficial marcada e §, a area
total medida®@.
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Os dados obtidos foram analisados estatisticamente,
utilizando o teste de Tukey, para um nivel de signifi-
cancia (p < 0,05). A eficiéncia desse teste foi avaliada
por meio do indice ] (indice de Youden), pelo qual foi
constatado que 100% dos dados obtidos podem ser
testados pelo método pés-analitico para comparacdes
multiplas.

Resultados

Aidade média das pacientes com diagnéstico de CDI
foi de 52 anos, enquanto os casos de FA apresentaram
uma idade média de 36 anos (Tabela 1). Assim, nos
casos analisados neste estudo, houve uma prevaléncia
da lesdo benigna (FA) em mulheres mais jovens, na faixa
etaria entre 30 e 45 anos.

Neste trabalho, observou-se que 76% dos casos de
CDI apresentaram marcacao positiva para cerbB-2 com
padrdo exclusivamente membranar (Figura 1). No
entanto, ndo foi observada a expressdo do cerbB-2 nos
casos de FA nem nas amostras de mama normal.

Na anélise quantitativa dos padrdes de marcacéo da
proteina cerbB-2, os resultados obtidos pela analise de
imagem das amostras demonstraram ndo haver diferenca
estatisticamente significativa entre o ndmero de éareas
marcadas do tecido normal (19 £ 4,2) e do CDI negativo
para a expressao de cerbB-2 (46 £ 23); no entanto, houve
diferenca entre esses dois grupos e o CDI com expressdo
tecidual positiva para a proteina (408 £ 157).

Na anélise qualitativa, quando foi investigada a
relacdo entre os trés possiveis diagndsticos positivos do
método de avaliacdo semiquantitativa por microscopia
de luz para cerbB-2 (1+, 2+ e 3+), constatou-se que os
resultados quantitativos do nimero médio de areas mar-
cadas, obtidos pela analise de imagens, ndo apresentaram
diferencas estatisticamente significativas (Figura 2).

Distribuicao etaria das lesoes tumorais
Tabela 1 KERUENE!

Faixa etaria/anos (%)

Lesao 15-29 30-45 4660 >60
CDI(-) - 3(25)  5(42)  4(33)
CDI(+) 1(3)  11(28) 14(36) 13(33)
FA 9(36)  7(45)  5(18) -

CDI: carcinoma ductal invasivo; FA: fibroadenoma.
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Figura 1 - Padrdo membranar da imunoexpressdo da proteina cerb-2 em carcinoma
ductal infiltrante (CDI). Magnificagdo 200x

500

Numero de areas/campo

2-l|- 3+
Score qualitativo

Figura 2 - Andlise comparativa entre score qualitativo e andlise de imagens da
expressdo tecidual da proteina cerbB-2

Discussao

A expressdo andmala ou exagerada de algumas dessas
substancias bioldgicas pode estar presente em neoplasias
malignas da mama, apresentando relevancia do ponto de
vista prognéstico. Os fatores biolégicos mais implicados com o
progndstico em cancer de mama sao os receptores hormonais
de estrégeno e progesterona, a expressao andmala da proteina
p53 e a superexpressao do receptor do fator de crescimento
epidérmico humano (HER-2/neu ou cerbB-2)@4.

A expressao aumentada da proteina cerbB-2, detectada
por imuno-histoquimica, ocorre em cerca de 20% de todos
os canceres de mama. Analisando separadamente os tipos
histolégicos, estudos demonstram a superexpressdo da
cerbB-2 em 20% a 30% dos CDI, em 40% a 70% das lesoes
intraductais®” e 10% dos carcinomas medulares®.

Neste trabalho, observou-se que mais da metade dos
casos de CDI (76%) apresentou marcacao positiva para

cerbB-2, corroborando com os resultados de estudo re-
cente, em que se encontrou uma positividade de 85% no
mesmo tipo de carcinoma‘”. No entanto, diversos estudos
detectaram a superexpressao de cerbB-2 em torno de 10%
a 30% dos casos analisados® de tumores de mama do tipo
CDI. De uma maneira geral, a superexpressao de cerbB-2
pode ser encontrada em 10% a 40% dos tumores de mama
ndo-metastéticos®.

As discrepancias entre os estudos tém sido explicadas
e atribuidas as diferencas na metodologia e a variabilidade
na sensibilidade da imuno-histoquimica, dependendo de
diferentes clones do anti-Her-2/neu e suas perdas por
causa de alteracOes antigénicas causadas no procedimento
da fixacdo®@,

A amplificagdo do gene erbB-2 e a superexpressdo da
proteina cerbB-2 tém sido estudadas em uma variedade
de tecidos com tumores malignos, entre os quais estdo:
pulmao, em que foi demonstrada a amplificacdo génica em
1,6% dos casos analisados®®; ovario, que é objeto de um
maior nimero de pesquisas, mas com resultados contradité-
rios, enquanto alguns pesquisadores encontraram uma alta
positividade'¥, outros trabalhos mais recentes demonstram
a auséncia da expressao da proteina em ovario®; prostata,
em que foi demonstrada a superexpressdo de cerbB-2(3,
como também em intestino®.

Uma das razdes para o presente estudo investigar a
expressdo de cerbB-2 em tecidos mamarios com FA se
deve ao fato de que esse distirbio tem sido correlacionado
a varios processos neoplasicos na mama. Embora a expli-
cacdo para esse fendmeno esteja longe de ser encontrada,
determinar os aspectos comuns e distintos para essa doenca
e suas respectivas complicacdes tem atraido cada vez mais
o interesse dos pesquisadores®.

O FA é um tumor benigno frequente, formado por
componentes epiteilais e estromais, que ocorre geralmente
em mulheres jovens e raramente estd associado ao desenvol-
vimento de malignidade. Entretanto, em revisao de 22 anos
da literatura, foram encontrados 16 casos de carcinoma
com FA, dos quais 18,8% eram carcinomas ductais in situ
(CDIS), 37,5% eram CDI, 37,5% carcinomas lobulares in
situ (CDLIS) e 6,3% carcinomas lobulares invasivos (CLI)®.
O pequeno niimero de casos de FA com carcinoma é re-
fletido por poucos trabalhos e estudos de casos, além do
fato de o comportamento desses tumores ainda ndo estar
bem definido®.

No presente estudo, ndo foi observada a expressdo
do cerbB-2 nos tecidos normais nem com FA; no entanto,
um estudo realizado pela DAKO, para esclarecimento dos
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usuarios dos kits comercializados por essa empresa, demons-
tra a expressdo dessa proteina em tecido normal de alguns
6érgdos, como mama, rim, pulmao, pancreas, prostata, pele,
estdbmago e tonsila®. Quanto ao FA, durante a revisdo da
literatura deste trabalho, foram encontrados poucos relatos
sobre a pesquisa de marcadores de proliferacdo ou trans-
formacado nesse tipo de tumor, e em nenhum dos casos foi
indicado um aumento da expressdo dos marcadores.

Outro fator prognéstico que os marcadores teciduais
tém ajudado a estabelecer é a idade média dos pacientes
portadores de lesGes tumorais malignas e benignas. Neste
estudo, a idade média das pacientes com diagnéstico de
CDil foi de 52 anos, enquanto as que possuiam FA apresenta-
ram uma idade média de 36 anos, confirmando os achados
da literatura de que o FA geralmente acomete mulheres
mais jovens®, enquanto os carcinomas de mama surgem,
na maioria dos casos, em idade mais avancada.

O método imunohistoquimico é atualmente o método
mais empregado para a deteccdo de cerbB-2, sendo mais
conveniente que outras andlises, ndo somente porque a
técnica € mais facil, mas também porque existem evidéncias
de que a despeito da alta correlacdo entre a amplificacdo
do gene e a expressdo aumentada de cerbB-2, esta Ultima
pode estar presente sem a amplificacdo do gene®.

As principais vantagens dos métodos convencionais de
imuno-histoquimica podem ser assim resumidas:

« possibilidade de ser realizado na maioria dos labo-
ratorios;
« rapidez;

« necessidade apenas de microscépio de luz comum
para visualizacdo e interpretacdo dos resultados;

« associacdo com evolugdo clinica.
As principais desvantagens sdo:

« grande variedade de anticorpos disponiveis no mer-
cado e com graus de antigenicidade distintos;

« utilizacdo de diferentes tipos de sistemas de deteccéo;

« falta de padronizacdo do método escolhido para
recuperagao antigénica;

e auséncia de limites padronizados para definicao de
negatividade e positividade e distincdo entre os diversos
graus de positividade;

« falta de um padrdo de escore definido.

Nas analises realizadas neste estudo, observou-se que
a reacdo imonohistoquimica positiva para cerbB-2 apre-
sentava um padrdo de marcacdo de membrana celular,
sendo desconsiderada qualquer marcacdo inespecifica
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em outras estruturas celulares, como por exemplo o
citoplasma celular@. O padrdo de marcagdo obtido
neste trabalho estd de acordo com os dados relatados
pela literatura recente.

Embora ndo exista um consenso com relagdo a ma-
neira de quantificar os diferentes padrdes de marcacao,
na rotina costuma-se utilizar os scores qualitativos que
estabelecem a seguinte classificacdo: 0 ou - quando ha
marcacao em menos de 10%, (1+) para marcacdo fraca
em mais de 10% das células, (2+) se a marcacdo for fraca
a moderada em mais de 10% das células tumorais, (3+)
quando ha uma marcacéo intensa em mais de 10% das
células tumorais@®. Entretanto, muitas vezes essa classi-
ficacdo ndo demonstra muita acurdcia cientifica, embora
seja utilizada para o direcionamento da terapéutica a ser
administrada aos pacientes®.

Quanto ao sistema computadorizado de imagens uti-
lizado, neste trabalho pode-se observar que as diferentes
etapas, desde a captura, o processamento e a analise mor-
fométrica das imagens, foram executadas em um tempo
médio de 10 minutos para cada lamina analisada, o que
demonstra que, apos a calibracdo inicial do equipamento,
0 método proposto ndo se configura uma técnica muito
demorada.

Tanto na pratica clinica como em trabalhos experi-
mentais, é fundamental a utilizacdo de métodos para
quantificar parametros relevantes observados na formacao
de tecido tumoral®.

Vérios trabalhos tém empreendido a utilizacdo de mé-
todos morfométricos computadorizados para o estudo de
distarbios morfoldgicos da mama®. Entretanto, o nimero
de trabalhos com analise de imagem em estudos imuno-
histoquimicos em mama é pequeno,mas aqueles que o
fazem relatam ganhos significativos, principalmente como
um instrumento de relevante valor progndstico®®.

Com base nos resultados recentes obtidos em nosso
laboratério, a partir da analise morfométrica utilizando
o sistema de andlises Optimas™ 6.1, pode-se constatar
a eficiéncia desse sistema para avaliar tecidos marcados
com a técnica de imuno-histoquimica® 3.

Todavia, existem algumas limitaces, como padroni-
zacdo (calibracdo), alto preco do equipamento e longo
periodo de treinamento, que podem ser as causas da
lenta implantacdo dessa metodologia nos laboratdrios
de patologia, tanto para uso na rotina histolégica como
para utilizacdo em imuno-histoquimica de tecidos com
les6es tumorais®.
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O desenvolvimento e a execucdo de metodologias auto-
matizadas podem trazer um grande beneficio para a rotina
clinica, sendo (til para o controle de qualidade e a quantifica-
¢do exata da marcacdo imuno-histoquimica. Alguns autores
enfatizam a possibilidade do armazenamento dos dados e
das andlises realizadas, o que torna possivel uma reavaliacdo
a qualquer momento. Dessa maneira, os assistentes técnicos
podem executar uma pré-analise que pode ser validada pos-
teriormente pelo perito e ainda ser usada como ferramenta
para formacdo de novos profissionais‘'?.

Com base nesses aspectos, diferentes trabalhos consta-
taram maiores precisdo, sensibilidade e reprodutibilidade
dos sistemas de quantificacdo semiautomaticos frente
ao método manual em diferentes tipos de tecidos'?. No
entanto, esses sistemas também possuem suas dreas de
conflito por ndo haver um sistema de referéncia bem de-
finido (em érea) para realizar a quantificacdo, por falta de
consenso a respeito das unidades contabeis (células ou areas
marcadas) ou pela prépria variedade de localizacéo celular

do marcador a ser identificado (nuclear, citoplasmético,
membranar){9,

Conclusao

A partir dos resultados obtidos, pode-se concluir que
ndo ha diferencas significativas entre os diferentes scores
qualitativos (1+, 2+ e 3+) e a analise morfométrica digital
(@reas nimero médio de tecido marcado), o que no minimo
demonstra necessidade de estudos mais acurados a fim de
resolver essa disparidade de interpretacao.

Constata-se, também, que a superexpresséao do cerbB-2
em casos de CDI € um fendmeno condizente com o estagio
de proliferacdo das células neoplésicas malignas e que,
referente a esse marcador especifico, ndo parece haver
qualquer correlacao com o padrdo de expressdo nos casos
de FA analisados que, pelo contrério, apresentaram resul-
tados semelhantes ao tecido mamério normal.
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