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Abstract

Objective methods of assessment are often required in scientific studies. Histological tests
with immunohistochemical staining can be assessed by photometry. Objective: To compare this
objective method with the subjective evaluation performed by three independent examiners, using
slides of acquired middle ear cholesteatomas. Method: We selected a total of 54 cholesteatoma
images, immunohistochemically stained by anti-TNF-R2 (32 slides) and anti-TGF-a, (22 slides). The
secondary antibody used in the two groups was the Max Polymer Detection System (Novo Link Kit,
Novocastra®, UK). The samples were processed by a digital slide scanner (ScanScope - Aperio). The
selected sites were analyzed by photometry. Results: The objective assessment by photometry was
compared with the subjective evaluation by three examiners and subjected to statistical analysis.
The Statistical analysis revealed moderate reproducibility (K values between 0.41 and 0.60) for both
groups. Conclusion: Our study showed that the irregular characteristics of middle ear cholesteatoma
slides stained by immunohistochemistry prevents its proper objective evaluation, while the subjective
assessment by experienced examiners was more reliable.

Resumo

Métodos objetivos de avaliacio sdo frequentemente cobrados em estudos cientificos. Exames
histolégicos com coloracio imuno-histoquimica podem ser avaliados por meio de fotometria.
Objetivo: Comparar este método objetivo com a avaliacdo subjetiva realizada por trés observadores
independentes, utilizando laminas de colesteatoma adquirido da orelha média. Método: Foram
selecionadas um total de 54 imagens de colesteatomas imuno-histoquimicamente coradas pelos
anticorpos anti-TNF-R2 (32 laminas) e anti-TGF-o0; (22 laminas). O anticorpo secunddario utilizado
nos dois grupos foi o Max Polimer Detection System (Kit Novo Link, Novocastra®, UK). As amostras
foram processadas por um scanner digital de lAminas (modelo ScanScope - Aperio). As areas sele-
cionadas foram submetidas a analise por fotometria. Resultados: A avaliacao objetiva por fotometria
foi comparada com a avaliaciio subjetiva por trés observadores e submetidas a andlise estatistica.
A andlise estatistica revelou reprodutibilidade moderada (K valores entre 0,41 e 0,60) para os dois
grupos. Conclusio: O presente estudo demonstrou que as caracteristicas irregulares das lAminas de
colesteatoma da orelha média coradas pela imuno-histoquimica impossibilita a sua adequada avaliacao
objetiva, enquanto a avaliaciio subjetiva por observadores experientes se mostrou mais confiavel.
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INTRODUCAO

Muitas revistas tém cobrado dos autores um método

objetivo para a avaliacao dos cortes histologicos, tanto nas
coloracdes habituais pela hematoxina-eosina quanto pela
imuno-histoquimica. Nesta ultima, observa-se a reacao
pela visualizacao de coloracio acastanhada que impregna
partes especificas das células como a membrana celular,
o citoplasma ou o nucleo'?. Ao analisar esta expressio,
um observador experiente pode classifica-la de forma
qualitativa (presente ou ausente) e quantitativa (fraca,
moderada, intensa). Por essa avaliacio ser subjetiva, muitas
vezes mais de um observador € necessario para a anilise
quantitativa do material. Varios métodos objetivos para a
andlise dessas reacoes tém sido propostos*”’.
A fotometria ¢ um desses métodos e consiste
na digitalizacdo da lamina e andlise da imagem digital
por um programa que realiza leitura do fluxo de luz,
ou seja, quanto maior a impregnacao do tecido pela
reacao imuno-histoquimica, menor o valor observado no
fotdbmetro. Porém, viarios tecidos, quando submetidos a
avaliacao imuno-histoquimica, sao heterogéneos, com
areas onde a reacio € intensa e outras com expressao fraca
ou moderada do antigeno. Nestes casos, o observador
classifica o fragmento pela coloracio predominante no
campo estudado.

O objetivo deste trabalho é comparar a reprodu-
tibilidade entre os métodos objetivo e subjetivo para a
avaliacio da expressao de reacoes imuno-histoquimicas na
matriz do colesteatoma adquirido da orelha média humana.

METODO

Este trabalho foi submetido a avaliacio e aprovacio
pelo Comité de Etica em Pesquisa da Instituicio (projeto
n° 163/11).

Foram utilizadas 54 laminas previamente coradas
pelo método da imuno-histoquimica no Departamento de
Morfologia da instituicio. Todas as amostras foram fixadas
em formol a 10% e processadas pelas técnicas habituais,
com inclusiao em parafina. Os cortes de trés micrometros
de espessura foram obtidos por um micrometro
rotativo e avaliados previamente com a coloracio de
hematoxilina-eosina (HE) para a confirmacio da presenca
e integridade da matriz (epitélio) e da perimatriz. Para o
estudo imuno-histoquimico, foi promovido o bloqueio da
peroxidase endogena e, posteriormente, a recuperacao
antigénica com citrato (pH 6,0) em panela a vapor. Os
anticorpos primdrios utilizados foram o anti-TNF-R2 e
anti-TGF-o (Labvision®, EUA), na titulacao de 1:100. Em
32 laminas, o anticorpo primdrio empregado foi o TNF-R2
(grupo 1) enquanto o TGF-a foi utilizado nas outras 22
laminas (grupo 2). O anticorpo secundario utilizado nos
dois grupos foi o Max Polimer Detection System (Kit Novo
Link, Novocastra®, UK).

As laminas foram analisadas com um microscopio
otico modelo Axioscope 40 (Carl Zeiss), com ocular de
10x e objetivas de 10x, 20x e 40x. A selecio dos dois
grupos de laminas corados com anticorpos primarios
diferentes foi um meio de avaliar melhor eventuais
variacdes de coloracio de citoplasma, membrana e
nicleo. No grupo 1, a reacio ao anticorpo anti-TNF-R2
foi citoplasmatica e nuclear e, no grupo 2, o anticorpo
anti-TGF-o corou apenas o citoplasma das células. A ava-
liacao subjetiva da reacao imuno-histoquimica foi feita
por trés observadores experientes, independentemente,
de forma qualitativa (presente ou ausente) e quantitativa,
de acordo com a intensidade da coloracio observada
(fraca = 1, moderada = 2 e acentuada = 3). Quando ndao
havia concordancia entre as trés avaliacdes, a lamina era
discutida para se chegar a um consenso.

Estas mesmas amostras foram processadas por um
digitalizador de laminas histolégicas modelo ScanScope
(Aperio), no Departamento de Anatomia Patologica,
obtendo-se imagens digitais de alta resolucao dos cortes
histologicos. As imagens foram projetadas na tela do
monitor e, por meio de uma ferramenta de marcacio
digital, foi delimitada a drea mais representativa da reacao
imuno-histoquimica de cada lamina. As dreas selecionadas
foram submetidas a andlise pela fotometria para a avaliacao
objetiva da sua densidade 6ptica.

O aparelho avaliou a permeabilidade optica de
cada corte histolégico atribuindo-lhe uma numeracao,
que correspondia 2 média da intensidade de marcacio
imuno-histoquimica da drea selecionada (Iavg) obtida por
meio da contagem de pixels. O Iavg (Average Intensity
of all pixels) ¢ um parametro que mede a intensidade do
brilho de um pixel. A escala de Tavg € graduada de zero
(preto) a 255 (branco), de forma que valores altos de Iavg
indicam imagens mais claras e brilhantes. Isso ocorre, pois a
intensidade do brilho do pixel € proporcional a quantidade
de luz que atravessa a lamina submetida ao scanner.

Para a andlise estatistica, houve a necessidade de
categorizar a expressao dos marcadores da andlise objetiva
em trés grupos (expressao fraca, moderada e intensa),
para compard-la com a avaliacio subjetiva e verificar se
houve reprodutibilidade entre os métodos. Foi calculada
a amplitude dos valores (diferenca entre os valores
minimo e maximo) para cada grupo de laminas. O valor
obtido foi dividido em trés partes. O primeiro terco, com
os menores valores, correspondeu 2 classificacao grau 3
(expressao intensa). O segundo terco correspondeu ao
grau 2 (expressio moderada) e o ultimo terco, ao grau
1 (expressao fraca). Apos a transformaciao de varidveis
numéricas em ordinais, utilizou-se o teste de kappa
ponderado (K).

O trabalho foi duplo cego, uma vez que os observadores
que obtiveram as respostas pelo método subjetivo nao tiveram
conhecimento do resultado objetivo e vice-versa.
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RESULTADOS

Na avaliacio objetiva, o intervalo obtido de Iavg
para o primeiro grupo de laminas, coradas com o anticorpo
anti-TNFR2, foi de 98,97 a 183,78. A amplitude entre
o0s valores maximo e minimo foi de 84,81. Dividindo
esta amplitude por 3, obteve-se o valor 28,27. Logo, os
intervalos de amplitude foram: 9897 a 127,23 (grau 3),
127,24 a 155,51 (grau 2) e 155,52 a 183,78 (grau 1). O
valor do Tavg € inversamente proporcional a graduacio
numérica, ou seja, uma fraca intensidade interpretada pelo
observador (avaliacao subjetiva) corresponde a um valor
elevado de Tavg (avaliacao objetiva) obtido pela fotometria.

Para o segundo grupo de laminas, coradas com o
anticorpo anti-TGF-a, o intervalo obtido de Iavg foi de
114,61 a 194,28. A amplitude entre os valores miximo
e minimo foi de 79,67. Dividindo esta amplitude por 3,
obteve-se o valor 26,55. Logo, os intervalos de amplitude
foram: 114,61 a 141,16 (grau 3), 141,17 a 167,72 (grau 2)
e 167,73 a 194,28 (grau 1).

As avaliacoes subjetivas e objetivas das laminas
dos dois grupos, bem como o valor do ITavg em pixels
encontrado para a area demarcada em cada lamina, estao
representadas nas Tabelas 1 e 2.

Quando comparamos os resultados das duas
avaliacoes para os grupos estudados, a porcentagem de
acerto entre os observadores e a fotometria foi de 59,4%
para o grupo 1 e 54,5% para o grupo 2, valores abaixo do
esperado (Tabelas 3 e 4).

Ap6s a transformacao dos valores da avaliacio
objetiva em numeros ordinais, ela pode ser comparada

com o resultado da avaliacao subjetiva pelo método
do Kappa ponderado (K), que permite o calculo da
reprodutibilidade entre duas varidveis quando estas sio
ordinais. O valor do K para o primeiro grupo foi de 0,48 e
para o segundo grupo, 0,41. A andlise estatistica apontou
a existéncia de reprodutibilidade moderada (valores de
Kentre 0,41 e 0,60) entre as andlises subjetiva e objetiva.

DISCUSSAO

Varios estudos ji foram realizados demonstrando a
utilidade dos métodos objetivos nas andlises diagnosticas
de cortes histologicos. O desenvolvimento de novas
técnicas de avaliagao visa tornar as andlises mais objetivas e
padronizadas, criando um modelo confidvel e reprodutivel.

Os métodos objetivos ja foram descritos para avaliar
impregnacoes celulares utilizando a imuno-histoquimica®’.
Porém, nao foram encontradas na literatura referéncias
ao emprego desses métodos no estudo de colesteatomas
adquiridos de orelha média humana.

Utilizamos dois lotes de laminas com caracteristicas
de coloracio diversas para conferir maior fidedignidade ao
estudo. Quando comparamos a porcentagem de acertos
entre a avaliacdo subjetiva e a objetiva nos dois grupos,
os valores ficaram entre 50% e 60%. A reprodutibilidade,
calculada empregando o método do Kappa, foi moderada,
com valores no limite inferior dentro do intervalo. Para que
um novo método seja utilizado como substituto de outro, ja
consagrado, a reprodutibilidade deveria ser muito melhor
do que a encontrada no presente estudo, com valores de
Kappa entre 0,81 a 1,00 (reprodutibilidade muito boa).

Tabela 1. Avaliacdes subjetivas, lavg em pixels e avaliagbes objetivas das intensidades das reagdes imuno-histoquimicas do

grupo de laminas coradas com o anti-TNF-R2.

Laminas  Avaliacdo subjetiva lavg Avaliagdo objetiva  Laminas Avaliacao subjetiva lavg Avaliacao objetiva
1 1 159,341 1 17 3 131,028 2
2 1 159,406 1 18 3 124,077 3
3 3 140,696 2 19 2 128,979 2
4 2 122,121 3 20 2 115,774 3
5 1 151,858 2 21 2 159,835 1
6 1 176,853 1 22 1 180,072 1
7 2 160,285 1 23 1 166,226 1
8 2 156,416 1 24 2 128,861 2
9 2 152,165 2 25 1 170,386 1
10 2 165,712 1 26 2 148,767 2
11 1 166,643 1 27 2 160,342 1
12 2 163,404 1 28 3 98,9718 3
13 1 183,777 1 29 1 154,774 2
14 1 165,834 1 30 3 110,368 3
15 2 149,73 2 31 1 161,868 1
16 3 137,216 2 32 2 142,923 2
I
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Tabela 2. Avaliagbes subjetivas, lavg em pixels e avaliagdes objetivas das intensidades das reacdes imuno-histoquimicas do

grupo de laminas coradas com o anti-TGF-a.

Laminas Avaliagao subjetiva lavg Avaliagao objetiva Laminas Avaliagdo subjetiva lavg Avaliagao objetiva
1 2 167,89 1 12 2 114,61 3
2 3 118,61 3 13 1 125,79 3
3 3 127,36 3 14 3 156,89 2
4 1 155,02 2 15 1 175,69 1
5 1 167,70 2 16 2 161,34 2
6 1 174,55 1 17 2 161,65 2
7 2 143,58 2 18 3 153,83 2
8 155,10 2 19 3 131,46 3
9 2 137,99 3 20 1 194,28 1
10 3 116,41 3 21 2 164,89 2
11 3 128,73 3 22 3 156,85 2

Tabela 3. Comparagao entre as avaliagdes subjetiva e objetiva
dos casos do grupo 1.

Tabela 4. Comparagao entre as avaliagoes subjetiva e objetiva
dos casos do grupo 2.

Lamina Subjetiva Objetiva Lamina Subjetiva Obijetiva Lamina Subjetiva Objetiva Lamina Subjetiva Objetiva

1 1 1 17 3 2 1 2 1 12 2 3

2 1 1 18 3 3 2 3 3 13 1 3

3 3 2 19 2 2 3 3 3 14 3 2

4 2 3 20 2 3 4 1 2 15 1 1

5 1 2 21 2 1 5 1 2 16 2 2

6 1 1 22 1 1 6 1 1 17 2 2

7 2 1 23 1 1 7 2 2 18 3 2

8 2 1 24 2 2 8 1 2 19 3 3

9 2 2 25 1 1 9 2 3 20 1 1

10 2 1 26 2 2 10 3 3 21 2 2

11 1 1 27 2 1 11 3 3 22 2

12 2 1 28 3 3

13 1 1 29 1 2 independentemente das eventuais variacdes encontradas
14 1 1 30 3 3 em cada lamina, e escolher a drea mais apropriada do
.5 » a1 ] ] gorte hi?*tolég,icc? para d'efNinir' a int'er}sidade da reagzjio
6 . i ) ) imuno-histoquimica, condi¢ao ainda limitada na fotometria.

Uma possivel explicacdo para essa discrepancia
de resultados seria a falta de uniformidade da reacao nos
cortes histologicos de colesteatoma adquirido de orelha
média. Como a coloracio niao é homogénea, sendo
diferente em vdrias areas de uma mesma lamina, torna-se
necessdrio selecionar a regilo mais representativa da
lamina para submeter 2 anilise do fotdmetro, o que por si
s6 ja reduz a objetividade do método (Figura 1). A grande
diversidade de componentes das estruturas histologicas
também pode constituir um fator de interferéncia na
avaliacao objetiva.

Um observador habilitado tem a capacidade
de considerar o tecido a ser estudado como um todo,

Sendo assim, embora o uso de métodos diagnosticos
objetivos esteja cada vez mais em evidéncia, a sua
empregabilidade na avaliacio da expressao imuno-histo-
quimica nos casos de colesteatomas adquiridos na orelha
média com esses anticorpos foi questionavel.

Concluimos que o censo critico e a experiéncia
humana fazem uma avaliacio mais precisa por considerar,
na lamina toda, a espessura do epitélio, a impregnacao
citoplasmatica ou nuclear, artefatos técnicos, etc. Na
fotometria, terfamos que escolher varios locais na lamina
ou mesmo avaliar partes da célula e fazer uma média dos
achados para obter resultados semelhantes aos que um
bom histologista consegue com um olhar.
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Figura 1. Lamina digitalizada e submetida a marcacao de trés areas,
de acordo com a intensidade da reacao ao anticorpo (grupo 1). A
area 1 foi considerada representativa do caso e as areas 2 e 3 foram
desconsideradas.

CONCLUSAO

O presente estudo mostrou que houve uma
reprodutibilidade moderada entre o método objetivo
(fotometria) e o subjetivo na andlise de reacoes
imuno-histoquimicas de fragmentos do epitélio do
colesteatoma adquirido da orelha média humana.
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