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ARTIGO DE

ATUALIZAGAO
| Bras Patol Med Lab o v. 45 ¢ n. 3 # p. 213-222  junho 2009 UPDATE ARTICLE

Contribuicao da imuno-histoquimica na avaliacao i g
Aceito para publicagdo em 04/06/09

de fatores prognosticos e preditivos do cancer de mama Pl n 2006/
e no diagnostico de lesoes mamarias

Contribution of immunohistochemistry to the assessment of prognostic and predictive factors of breast cancer
and to the diagnosis of mammary lesions

Marcio de Almeida Salles'; Vinicius Silva Carcio Amanda Arantes Perez3; Douglas Soltau Gomes* Helenice Gobbi®

TS resumo

Mama Objetivo: Fazer andlise critica da contribuicdo da imuno-histoquimica na avaliacao de fatores preditivos/
progndsticos do cancer de mama, na pesquisa de micrometastases em linfonodos sentinela e no
diagnéstico diferencial de lesdes mamarias. Métodos: Foi realizado estudo observacional retrospectivo
Diagnostico de todos os casos de lesdes mamarias e linfonodos sentinelas submetidas a estudo imuno-histoquimico
no Laboratdrio de Patologia Mamaéria da Faculdade de Medicina da Universidade Federal de Minas
Gerais (UFMG) entre 2001 e 2007. Os casos foram classificados de acordo com a indicacao do estudo
Imuno-histoquimica imuno-histoquimico em trés categorias: avaliacdo de fatores preditivos/prognésticos, pesquisa de células
epiteliais metastaticas em linfonodos sentinela e definicdo diagnéstica. Resultados: Foram realizados
exames imuno-histoquimicos de 1.294 casos, totalizando 4.101 reacdes com 21 anticorpos diferentes. Na
maioria dos casos, a imuno-histoquimica foi realizada para avaliagdo de fatores preditivos/progndsticos
(1.106 casos, 85,5%), sequido de pesquisa de células epiteliais metastaticas em linfonodos sentinelas
(134 casos, 10,6%) e diagnéstico diferencial de lesdes mamarias (51 casos, 3,9%). Obtiveram-se reacdes
de boa qualidade com importante contribui¢cdo do estudo imuno-histoquimico em 1.247 casos (96,4%).
Em 47 casos (3,6%), o resultado foi inconclusivo devido a problemas de fixacdo (autélise) da fase pré-
analitica. Conclusao: Nossos dados confirmam ser o estudo imuno-histoquimico importante ferramenta
para avaliacdo de fatores preditivos e progndsticos do cdncer de mama, pesquisa de micrometastases
em linfonodos sentinelas e diagndstico diferencial de lesdes mamarias. A maior utilizacdo da imuno-
histoquimica foi para avaliacdo de fatores preditivos e progndsticos do cdncer de mama

abstract ISR

Objective: To critically analyze the contribution of immunohistochemistry to the assessment of prognostic | Breast
and predictive factors of breast cancer, to the search for micrometastases in sentinel lymph nodes, and to
the differential diagnosis of mammary lesions. Methods: An observational retrospective study was carried
out reviewing all cases of mammary lesions submitted to immunohistochemistry at the Breast Pathology | Diagnosis
Laboratory of Federal University of Minas Gerais between 2001 and 2007. According to immunohistochemistry
indication, the cases were classified into three categories: assessment of prognostic and predictive
factors, search for epithelial metastatic cells in sentinel lymph nodes and differential diagnosis. Results: | Immunohistochemistry
Immunohistochemistry was performed in 1,294 cases, with 4,101 reactions using 21 different antibodies.
In most cases, immunohistochemistry was conducted to assess predictive/prognostic factors (1,106 cases,
85.5%), followed by search for epithelial metastatic cells in sentinel lymph nodes (134 cases, 10.6%) and
differential diagnosis of breast lesions (51 cases, 3.9%). Good quality reactions, with significant contribution
to the immunohistochemistry study, were obtained in 1,247 cases (96.4%). In 47 cases (3.6%) the results were
inconclusive due to fixation problems (autolysis) in the pre-analytical phase. Conclusion: Our data confirm that
the immunohistochemical study is an important tool to the assessment of predictive and prognostic factors,
search for micrometastases in sentinel lymph nodes, and differential diagnosis of mammary lesions. The widest
use of immunohistochemistry was in the assessment of predictive and prognostic factors of breast cancer.
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Introducao

A imuno-histoquimica (IHQ) teve grande desenvolvi-
mento a partir da década de 1970, quando foi possivel
demonstrar antigenos teciduais pela técnica de imunope-
roxidase em tecidos fixados em formalina e incluidos em
parafina. Atualmente, a IHQ esté incorporada a patologia
cirdrgica como método diagndstico complementar. O
desenvolvimento de anticorpos monoclonais propiciaram
enorme fonte de reagentes altamente especificos para a
demonstracdo de varios antigenos teciduais e celulares, e
o advento da recuperacdo antigénica foi um fato marcante
na evolucdo da IHQ® 33,

A IHQ é influenciada por varios fatores, desde a fase
pré-analitica (fixacdo e processamento dos tecidos), pas-
sando pela fase analitica (escolha de anticorpos primarios e
sistema de visualizacdo), até a fase pés-analitica (interpre-
tacdo dos resultados). A experiéncia do patologista com
0 método é fator relevante, pois ele interfere na escolha
dos reagentes e anticorpos a serem usados em cada caso,
analisa a qualidade das reacdes e interpreta os resultados
da coloragdo. Além disso, o patologista integra os achados
morfolégicos com os resultados do estudo imuno-histo-
quimico, formulando o diagnéstico anatomopatolégico
final® 13,30,

O estudo imuno-histoquimico tem sido utilizado em
diferentes situacdes da patologia mamaria, sendo as mais
importantes: avaliacdo de fatores preditivos e prognésticos
do cancer de mama, pesquisa de células epiteliais metas-
taticas em linfonodo sentinela, diagnéstico diferencial de
lesdes mamaérias e determinacédo de possivel origem de
neoplasias metastaticas(2 13 23 27, 28,49,

A importancia clinica do uso da IHQ foi reconhecida e
incorporada pelo sistema publico de satide e por convénios
médicos brasileiros a partir da década de 1990, quando
foi implantada no Laboratério de Patologia Mamaria da
Faculdade de Medicina da Universidade Federal de Minas
Gerais (UFMG). A IHQ passou a ser realizada rotineiramen-
te na avaliacdo de fatores preditivos em todos os casos de
cancer de mama diagnosticados no Hospital das Clinicas
da UFMG a partir de 2000.

No presente trabalho, avaliamos nossa experiéncia
com o uso da IHQ, analisando as indicacdes do método e
sua contribuicdo em patologia mamaria. Os achados sdo
correlacionados com os dados da literatura, discutindo-se
aspectos praticos da aplicacdo da IHQ, fatores limitantes
e contribuicdo da IHQ nessa area da patologia.

Material e métodos

Foi realizado estudo retrospectivo observacional e
descritivo. Foram selecionados todos os casos de lesbes
mamarias submetidos a estudo imuno-histoquimico no
Laboratério de Patologia Maméria da Faculdade de Medi-
cina da UFMG no periodo de 2001 a 2007. Todos os casos
foram inicialmente avaliados por uma mesma patologista
(HG) que confirmou a necessidade do estudo imuno-his-
toquimico e definiu os anticorpos a serem empregados,
seguindo hipéteses diagndsticas ou solicitacdo do exame
feito pelo oncologista ou cirurgido.

Foram analisados sexo e idade dos pacientes, prove-
niéncia do material, indicacdo do estudo, tipo de espécime,
anticorpos utilizados e resultados das reacdes. Os anticorpos
primarios mais empregados, os fabricantes, as diluicdes
e o uso de reativacdo antigénica estdo sumarizados na
Tabela 1.

A técnica de visualizacdo da reacdo usada no estudo
imuno-histoquimico foi a estrepto-avidina biotina peroxi-
dase (Biogenex, EUA), e a revelacdo foi feita com diami-
nobenzidina. Controles positivos e negativos para cada
anticorpo utilizado foram incluidos em todas as baterias
de coloracéo.

Os resultados das reagdes considerados na analise deste
trabalho foram aqueles presentes nos laudos imuno-histo-
quimicos originais, emitidos pela mesma patologista (HG)
no periodo estudado. A anélise das reacdes e a definicdo
dos niveis de positividade foram feitas empregando-se
critérios aceitos na literatura internacional e detalhados
a seguir. A avaliacdo dos receptores de estrégeno (RE) e
progesterona (RP) foi realizada empregando-se critérios
aceitos pela Conferéncia de Consenso do Colégio Ameri-
cano de Patologistas (CAP) no periodo em que as reacdes
foram realizadas?. O tumor foi considerado positivo
quando mais de 10% das células tumorais mostravam
nlcleos marcados, independentemente da intensidade
dareacdo"'?. Para avaliagao do HER2, foram considerados
os critérios propostos no manual do Herceptest®e aceitos
pela literatura no periodo de realizacdo dos testes® 181930,
Escolhem-se os campos com maior intensidade de colora-
¢do, considerando-se apenas a positividade da membrana
celular, desprezando a coloragdo citoplasmética. O valor
zero (negativo) corresponde aos casos em que nao se ob-
serva coloragdo ou a coloracdo da membrana esté presente
em menos de 10% das células tumorais; 1+ (negativo),
coloragéo fraca é percebida em mais de 10% das células
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Tabela 1 Anticorpos empregados, clones, fabricantes, dilui¢ao e reativacao antigénica

Anticorpo Clone Fabricante/pais Diluicao Reativacdo antigénica
RE 6F11 Novocastra / RU 1:100 Citrato pH 6
RP PgR312 Novocastra / RU 1:100 Citrato pH 6
HER?2 CB11 Novocastra / RU 1:80 Sem reativacdo
p5b3 DO7 Dako / EUA 1:200 Citrato pH 6
AE1/AE3 AE1/AE3 Dako / EUA 1:100 Citrato pH 6
Ki67 MIB-1 Imunotech / FR 1:50 Citrato pH 6
P63 44 Dako / EUA 1:100 EDTApH 9
Actina m. liso 1A4 Sigma / EUA 1:1000 Citrato pH 6
E-caderina NCH-38 Dako / EUA 1:100 Citrato pH 6
EMA E-29 Dako / EUA 1:100 Citrato pH 6
Vimentina V9 Dako / EUA 1:100 Citrato pH 6
D2-40 D2-40 Dako / EUA 1:100 Sem reativacao
CD31 JC70A Dako / EUA 1:100 Citrato pH 6
CK-HMW 34BE12 Dako / EUA 1:100 EDTApH 9

RU: Reino Unido; EUA: Estados Unidos da América; FR: Franca; RE: receptor de estrégeno; RP: receptor de progesterona; HER2: receptor de fator de crescimento
epidérmico; actina m. liso: actina de musculo liso; EMA: antigeno de membrana epitelial; CK-HMW: citoqueratina de alto peso molecular.

tumorais, com apenas parte da membrana das células tu-
morais coradas; 2+ (fracamente positivo) coloracdo fraca a
moderada é observada em toda a extensdao da membrana
em mais de 10% das células tumorais e 3+ (fortemente
positivo) coloracdo moderada a acentuada é observada
em toda a extensao da membrana em mais de 10% das
células tumorais® 2,

Para anélise do p53, foi considerado positivo o tumor
com mais de 10% de nticleos de células neoplésicas coradas
pelo marcador?. A marcacéo pelo Ki67 (clone MiB-1) foi
classificada como alto indice proliferativo (tumores com
mais de 25% de nicleos marcados), indice proliferativo
intermedidrio (tumor com 10% a 25% de n(cleos marca-
dos) e baixo indice proliferativo (tumores com menos de
10% de nicleos marcados)®?. Os demais marcadores foram
analisados qualitativamente e considerados positivos na vi-
géncia de qualquer nivel de marcacdo, independentemente
da intensidade da reacéo.

Quanto a indicacdo do exame imuno-histoquimico, os
casos foram classificados em trés categorias: 1) avaliacao
de marcadores preditivos/progndsticos (Figuras 1A e
1B); 2) pesquisa de células epiteliais metastaticas em
linfonodo sentinela (Figura 1C); 3) definicao diagnoéstica
(Figura 1D).

Esse trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da UFMG (parecer ETIC 52/08).

Resultados

No periodo analisado, foram realizados exames imuno-
histoquimicos de 1.294 casos, totalizando 4.101 reacdes,
empregando-se 21 anticorpos diferentes.

Aidade dos pacientes variou de 18 a 98 anos (média de
53 anos). Os casos foram ainda divididos em dois grupos de
acordo com a idade dos pacientes: < 50 anos (540 casos) e
> 50 anos (754 casos). Cinco casos eram do sexo masculino
(0,38 %) e 1.289 casos (99,62 %) eram do sexo feminino.
Dos 1.294 exames imuno-histoquimicos, 943 (72,87 %)
foram oriundos do préprio Hospital das Clinicas da UFMG
e 351 exames (27,13 %) foram recebidos em consultoria ou
eram exames de pacientes encaminhados para tratamento
em nosso hospital.

Quanto ao tipo de material no qual foi empregada a
IHQ, 1.132 casos (87,5%) corresponderam a lesdes mamé-
rias e 162 casos (12,5%), a linfonodos axilares.

O exame imuno-histoquimico foi realizado em amos-
tra mamdria obtida por bidpsia incisional, excisional ou
tumorectomia em 692 casos (53,5%), core biopsy em 238
casos (18,45), mastectomia em 299 casos (23,1%) e ndo
informado em 65 casos (5%).

A maioria dos exames de IHQ realizados foi para ava-
liacdo de fatores prognésticos e preditivos (1.106 casos,
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85,5%; Figuras 1A e 1B), sequidos da pesquisa de células
epiteliais metastaticas em linfonodos (137 casos, 10,6%;
Figura 1C) e diagnéstico diferencial (51 casos, 3,9%). A
distribuicdo dos casos de acordo com indicagcdo do exame
imuno-histoquimico é mostrada na Tabela 2.

Fizemos 33 reacOes para avaliacdo do Ki67: 15 tu-
mores foram considerados de alto indice proliferativo,
nove tumores foram considerados de indice proliferativo
intermediario e outros nove foram considerados de baixo
indice proliferativo.

Tivemos 1.106 casos (85,5%) com 3.767 reacdes
IHQ para avaliacéo dos fatores preditivos e prognosticos,
empregando-se de dois a cinco anticorpos/caso (média =
3,4 anticorpos/caso). Para a pesquisa de células epiteliais
metastaticas, utilizou-se apenas o anticorpo monoclonal
antipancitoqueratina (AE1/AE3), enquanto para defini¢do
diagndstica o nimero de anticorpos/caso variou de um a
oito (média = 3,8 anticorpos/caso).

As principais utilizagées da IHQ no diagnéstico dife-
rencial foram:

« diferenciacdo de lesdes epiteliais proliferativas: carcinoma
ductal in situ (CDIS) versus carcinoma lobular in situ (CLIS) em
11 casos (21,5%); CDIS versus CDIS com microinvasdao em

sete casos (13,7%) e hiperplasia atipica ou CDIS de baixo grau
versus hiperplasia epitelial (HE) usual em cinco casos (9,8%);

* diferenciacdo entre papiloma versus carcinoma papi-
lifero intracistico em oito casos (15,7%);

e diferenciacdo de carcinoma micropapilar invasor
(Figura 1D) versus carcinoma ductal invasor com artefatos
de retracdo em cinco casos (9,8%);

e diferenciacdo de carcinoma tubular invasor versus
cicatriz radial e adenose em trés casos (5,9%);

¢ identificacdo de émbolos linfaticos em cinco casos
(9,8%);

¢ identificacdo de tumores com diferenciacao neuroen-
décrina em trés casos (5,9%);

« diferenciacdo entre carcinoma metaplasico e sarcoma
em quatro casos (7,8%).

Alguns anticorpos foram utilizados poucas vezes (43
reacdes; 1%) para o diagnéstico diferencial de lesdes mama-
rias e incluiram: calponina (sete casos), cromogranina (sete
casos), enolase especifica de neurdnio (seis casos), fator de
crescimento epidérmico (EGFR[seis casos]), citoqueratina
5/6 (CK 5/6; seis casos), proteina S100 (seis casos) e desmina
(cinco casos).

Distribuicao dos casos de acordo com os anticorpos empregados e com a indicacao do estudo

Tabela 2  FyllEIH O[T
sliligge Fator preditivo/progndstico P.esq.u!sa i ceI’u I.as Definicao diagnéstica Total
empregado epiteliais metastaticas

+ - + - + -
RE 735 361 0 0 6 5 1.107
RP 655 430 0 0 4 6 1.095
HER2 177 807 0 0 0 0 984
p53 196 373 0 0 0 0 569
AE1/AE3 0 0 13 124 0 0 137
p63 0 0 0 0 18 15 33
Actina m. liso 0 0 0 0 20 9 29
E-caderina 0 0 0 0 11 6 17
EMA 0 0 0 0 12 1 13
Vimentina 0 0 0 0 8 5 13
D2-40 0 0 0 0 2 8 10
CD31 0 0 0 4 5 9
CK-HMW 0 0 0 0 3 6 9
Total 1.763 1.971 13 124 88 66 4.025

RE: receptor de estrogeno; RP: receptor de progesterona; HER2: receptor de fator de crescimento epidérmico; actina m. liso: actina de musculo. liso; EMA: antigeno

membrana epitelial; CK-HMW: citoqueratina de alto peso molecular.

Houve 43 reages com anticorpos menos frequentes e 33 reagdes com Ki-67. Total de reagdes: 4.101.
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Figura 1 - A: carcinoma lobular invasor apresentando nticleos corados para receptor
de estrdgeno; B: carcinoma ductal invasor mostrando positividade membranar para
HER2; C: células epiteliais isoladas, coradas para citoqueratina (AE1/AE3) em linfonodo
sentinela; D: carcinoma micropapilar invasor mostrando micropapilas, com borda
epitelial voltada para o estroma corado pelo antigeno de membrana epitelial

Em 47/1.294 (3,6%) casos, a reacdo IHQ teve a sua
interpretacdo prejudicada ou impossibilitada. Em 21/47
casos (44,7%), havia autdlise significativa do tumor, e a ne-
gatividade da reacdo foi relacionada a fixacao inadequada.
Nestes casos, a negatividade para RE ou RP em I6bulos e
ductos mamérios normais adjacentes a neoplasia permitiu
afirmar que a negatividade das reacdes estava relacionada
com problemas de fixacédo (fase pré-analitica). Em 18/47
casos (38,3%), havia intensa coloracdo citoplasmatica
inespecifica relacionada com artefato de compressdo da
amostra (crash artefact) que prejudicou a anlise da reacéo
de marcador membranar (HER2). Em oito casos (17%) em
que a reacdo foi negativa, havia relato de permanéncia do
material em formol por tempo prolongado (mais de 72
horas sem clivagem do material). Nesses casos, mesmo uti-
lizando recuperacéo antigénica, essa ndo foi suficiente para
reverter o excesso de fixacdo e a autélise do material.

Em 1.093 casos, avaliamos a coexpressao dos receptores
hormonais e observamos que os tumores eram: RE+/RP+ em

o v.45n.3ep.213-222 ¢ junho 2009

624 casos (57%), RE+/RP- em 105 casos (9,6%), RE-/RP+
em 33 casos (3%) e RE-/RP- em 331 casos (30,4%).

Os 979 casos em que se analisaram receptores hormo-
nais e HER2 foram agrupados em quatro categorias, de
acordo com a classificacdo molecular com base no imu-
nofenétipo dos tumores, como evidenciado na Tabela 3:
negativo para os trés marcadores em 213 casos (21,8%),
referidos como triplo-negativos; luminal A (RE+ e HER2-) em
590 casos (60,2%); luminal B (RE+ e HER2+) em 88 casos
(9%) e HER2+/RE- em 88 casos (9%).

O presente estudo mostrou que a maior utilizacdo da
IHQ em um laboratério de patologia mamaria, vinculado
a um hospital geral de ensino, foi na avaliacao de fatores
preditivos e prognésticos do cancer de mama (85,5% dos
casos). Em outras areas da patologia, o maior emprego da
IHQ é na definicéo diagndstica (64% dos casos)®. A maior
utilidade da IHQ na patologia cirGrgica em geral € como
ferramenta complementar no diagndstico diferencial de
tumores indiferenciados, na imunofenotipagem de linfo-
mas e na determinacdo de origem priméria de neoplasias
metastéticas de sitio primario desconhecido®.

O uso da IHQ na avaliacdo de fatores preditivos em
cancer de mama permite identificar pacientes que pode-
rdo se beneficiar de tratamentos especificos, contribuindo
na decisdo terapéutica®™ %1333, Os fatores preditivos sdo
caracteristicas clinicas, patoldgicas e biolégicas usadas para
estimar a probabilidade de resposta a um determinado tipo
de terapia adjuvante. Alguns fatores podem ser preditivos e
prognésticos simultaneamente, como o HER2, enquanto os

Relacao entre idade dos pacientes e subtipos de tumores mamarios de acordo com a

imunofenotipagem molecular (positividade ou negatividade dos tumores para receptores

Tabela 3 hormonais e HER)
:]r:)T:::tle:rotlpagem Namero de casos
Triplo negativo 213 (21,8%)
Luminal A 590 (60,2%)
Luminal B 88 (9%)
HER2+/RE - 88 (9%)
Total 979 (100%)

RE: receptor de estrégeno; HER2: receptor de fator de crescimento epidérmico.

< 50 anos > 50 anos
93 (43,7%) 120 (53,3%)
220 (37,3%) 270 (62,7%)

44 (50%) 44 (50%)
34 (38,6%) 54 (61,4%)

391 (39,9%)

588 (61,1%)
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receptores hormonais sao melhores como fatores preditivos
do que como fatores prognésticos™ 121333, No presente
estudo, os trés fatores preditivos mais frequentemente
avaliados foram os receptores hormonais (RE e RP) e HER2,
0 que esta de acordo com as recomendacdes da Conferén-
cia de Consenso de Saint Gallen (2005)" para se instituir
terapia adjuvante em cancer de mama.

A qualidade do processamento do material que ante-
cede a realizagédo dos testes imuno-histoquimicos (referida
como fase pré-analitica) pode comprometer o resultado
final da reacdo. Em 47 casos (3,6 %) revistos em nosso
estudo, ndo foi possivel analisar a reacdo IHQ, devido a
autdlise do material, a coloracéo citoplasmatica inespecifi-
ca ou ao excesso de fixacdo. A fixacdo insuficiente ou por
tempo excessivo afeta profundamente os resultados da
IHQ. A reativacdo antigénica pode melhora-los, mas néo
recupera tecidos com autdlise ou com tempo excessivo de
fixacdo(* 1746 48 Um estudo abordou o tempo minimo
necessario para fixacdo de tumores mamarios antes da
realizacdo do exame imuno-histoquimico para RE1”. Os
autores concluiram que seriam necessérios pelo menos 6
a 8 horas de fixacdo do tecido, previamente clivado, em
formol tamponado antes da realizacdo da IHQ. Por outro
lado, o excesso de fixacdo encobrindo sitios antigénicos
ou a falta de fixacdo adequada pela demora na clivagem
do material produzindo autélise também podem ser res-
ponsaveis pela negatividade das reacdes para receptores
hormonais(” 46:48),

Em nosso estudo, a IHQ foi realizada em material obtido
por bidpsia por agulha em apenas 18,45% dos casos. Esse
é um método diagndstico muito utilizado em propedéutica
mamaria e propicia a rapida fixacdo dos tecidos“”. A bidpsia
por agulha é de particular valor para avaliacdo de marca-
dores tumorais em tumores grandes, em pacientes que
vao se submeter a quimioterapia neoadjuvante. Trabalhos
que avaliaram a determinacéo de RE na bidpsia por agulha
versus espécime cirdrgico mostram indice de concordéncia
de até 98,8%!'% 29, Nos casos discrepantes, a maior positi-
vidade é obtida nas amostras de bidpsia por agulha, e ndo
nos espécimes cirdrgicos, provavelmente devido a melhor
fixacdo tecidual que ocorre nas amostras menores e ao
rapido processamento. No entanto, a heterogeneidade
tumoral e os erros de amostragem na biépsia por agulha
também podem levar a alguma variagédo nos resultados“?”.
Em nosso estudo, 23,1% dos casos a IHQ foi realizada em
amostras obtidas de espécimes cirGrgicos maiores, como
mastectomia, sem a informacéo do tempo de permanéncia
no fixador. A ndo-fixacdo do tumor, seja pelo menor tempo

de exposicao ao fixador, seja pela demora na clivagem do
espécime, pode interferir nos resultados da IHQ®“”. Gol-
dstein et al.(”) observaram que a avaliagdo do RE é muito
dependente do tempo de fixacdo, e que a fixagdo do tumor
por tempo inferior a 6 a 8 horas afetava mais os resultados
da IHQ do que a fixacdo excessiva, parcialmente revertida
pela recuperacdo antigénica.

A qualidade final da reacdo depende, além da boa
qualidade da fixacdo e do processamento do tecido (fase
pré-analitica), da escolha dos anticorpos primarios e do
sistema de visualizacdo (fase analitica). Estudos recentes da
literatura e de nosso grupo mostram maior sensibilidade dos
novos anticorpos monoclonais de coelho para avaliacdo de
receptores hormonais e do HER2 em cancer de mama com-
parados aos monoclonais de camundongo'® 3% 40.4D.0Q uso
dos novos anticorpos de coelho aumenta a deteccdo de casos
positivos para RE e tem melhor correlagdo com a resposta
terapéutica® Além dos novos anticorpos de coelho, o uso
dos novos sistemas de polimeros ndo-biotinilados também
permite melhor qualidade das reacdes com menos coloracéo
inespecifica e sem os efeitos da biotina endégena™.

Os resultados do exame imuno-histoquimico em mama
sdo dependentes também, além das fases pré-analitica e
analitica, da andlise dos resultados (fase pds-analitica). No
presente trabalho, as reacdes para receptores hormonais e
HER2 foram interpretadas com parametros aceitos durante
o periodo da realizacdo dos testes. No entanto, novos niveis
de corte (porcentagem de células coradas e intensidade
de coloracéo) para analise das reaces desses marcadores
foram sugeridos mais recentemente. O Consenso de Saint
Gallen (2005) ¥ recomendou que os receptores hormonais
devem ser avaliados empregando-se o sistema de escore
proposto por Allred™. Sdo considerados positivos tumores
com mais de 1% de nicleos marcados com intensidade
moderada ou forte. A Conferéncia de Consenso do CAP
e da Sociedade Americana de Oncologia Clinica (ASCO)
determinou também mudancas na avaliacdo do HER2¢“®),
A nova recomendacdo considera positivos os tumores com
mais de 30% de células com coloragdo membranar forte,
e ndo apenas 10% como recomendava o Herceptest. Os
casos em que a coloracdo tem intensidade moderada séo
classificados atualmente como indeterminados, e deve ser
realizado o exame pela técnica da hibridacéo fluorescente
in situ (FISH) ou cromogénica (CISH) para confirmacdo da
amplificagdo génical’® * 3 49, Além do nivel de corte, a
experiéncia do patologista na interpretacao das reacdes para
0 HER2 também é importante para melhorar a interpretacao
do teste e reduzir a variacdo entre observadores©?,
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E possivel que, utilizando esses novos escores para
interpretacdo das reaces, os nossos resultados também
sofram modificacdes. Assim, na avaliacdo de fatores pre-
ditivos em cancer de mama, o controle de qualidade das
fases pré-analitica, analitica e pés-analitica com atualizagdo
constante sobre novos reagentes e critérios de interpretacao
das reacdes sdo necessarios, com repercussdes importantes
na decisao terapéutica dos pacientes@ 1324 30,39, 41),

Na maioria dos casos de cancer de mama do nosso
estudo, a avaliacdo IHQ foi realizada no tumor primério
(85% dos casos). E aceito que, quando os receptores hor-
monais sdo negativos no tumor primario, serdo também
nas metastases, e os pacientes ndo responderéo a terapia
enddcrina (TE)?Y. Quando a amostra do tumor primario ndo
esta disponivel para avaliacdo IHQ, é aceitavel a realizacao
do exame em metastases linfonodais. Dados da literatura
indicam que hé pouca diferenca entre amostras tumorais
do tumor primario e metéstases em linfonodos regionais“”.
Os casos de conversdo, ou seja, 0s receptores séo negativos
no tumor primério e positivos na metastase ou recidiva, tém
sido considerados provavelmente como falso-negativos na
avaliacdo inicial do tumor primario®@.

Ha davidas com relacédo a ocorréncia de mudancas na
expressao de marcadores moleculares entre o tumor pri-
mario e a recorréncia subsequente ou doenga metastatica,
particularmente com o aumento do uso de tratamentos
adjuvantes. Mudancas podem ocorrer na expressdo de RE
apos resisténcia ao uso do tamoxifeno, com 15% a 20%
dos cénceres, tornando-se negativos para RE. A reducéo
no ndmero de RP acontece apés terapia hormonal (TH).
Duvidas existem com relacdo ao status do HER2 entre o
tumor primério e a metastase a distancia, tendo em vista o
pequeno nimero de casos estudados®.

O nosso estudo avaliou 137 casos de linfonodo sentinela
que foram negativos no exame histopatolégico inicial (colo-
racdo pela hematoxilina e eosina). Em 13/137 casos (9,5%),
identificou-se a presenca de células epiteliais metastaticas,
tanto micrometastases (com dimensao entre 0,2 a 2 mm)
como células tumorais isoladas (dimensdo < 0,2 mm). A
literatura relata taxas de deteccdo de micrometastases em
7% a 42% em linfonodos axilares, dependendo do método
de estudo empregado®?:49, Sabe-se que aproximadamen-
te 25% dos pacientes linfonodo-negativos desenvolverdo
recidiva da doenca e que poderiam talvez ter se beneficiado
de quimioterapia adjuvante. Acredita-se que a recorréncia
seria devido as metéstases que nao foram detectadas pelos
métodos de rotina e cujos pacientes foram subestadiados.
Embora o exato significado clinico das micrometastases per-
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maneca incerto, estudos tém mostrado que esté associado
a linfonodos ndo-sentinela positivos em aproximadamente
10% a 30% dos casos, especialmente quando os tumores
séo maiores que 1 cm®™ 2, A presenca de células epiteliais
é descrita ainda nos seios subcapsulares e linfaticos de lin-
fonodos axilares como transporte benigno ou passivo em
pacientes submetidas a procedimentos prévios com agulha
grossa®. Em nosso estudo, além da coloracéo positiva para
citoqueratina consideramos também a topografia onde as
células foram encontradas e o padrdo morfoldgico das cé-
lulas positivas. Elas tinham morfologia epitelial e formavam
pequenos ninhos, massas ou células isoladas, tratando-se de
verdadeiras micrometdastases ou células tumorais isoladas.
Nesses casos, consideramos ainda a auséncia de macréfagos
contendo hemossiderina em torno das células epiteliais
metastaticas.

Em nosso trabalho, o uso da IHQ para definicao
diagndstica foi realizado em 51 casos. A IHQ contribuiu
na definicdo diagnéstica, principalmente entre as lesdes
epiteliais proliferativas pré-malignas ou borderline (45,1%)
e nas lesoes papilares (25,5%) que representaram a maioria
dos casos testados nesse grupo. Marcadores mioepiteliais
foram empregados em nosso estudo na diferenciagdo entre
CDIS e CDIS com microinvasao, na diferenciacdo entre
lesdo papilar benigna (papiloma e micropapiloma) e lesdes
papilares com atipia ou papilomas envolvidos por CDIS.
Os marcadores mioepiteliais empregados foram aqueles
descritos na literatura, incluindo actina de musculo liso, p63
e calponina® 3538 4349 Na diferenciacdo entre carcinoma
ductal invasor (com artefatos de retracdo) e carcinoma mi-
cropapilar invasor, utilizamos o antigeno de membrana epi-
telial (EMA). O padréo de coloracédo pelo EMA na superficie
epitelial voltada para o estroma é descrito nos carcinomas
micropapilares, referido como polaridade invertida e foi
identificado nos nossos casos com esse diagndstico™ 4.

Em nosso estudo, uma das principais indicagdes de IHQ
no diagnéstico diferencial foi para auxiliar na distin¢ao entre
CDIS versus CDIS com microinvasao (sete casos, 13,7%). Es-
tudo anterior de nosso grupo ja havia mostrado dificuldade
entre os patologistas da nossa comunidade em realizar esse
diagnéstico“?. E comum o CDIS de alto grau estar associado
a reacao estromal com infiltrado inflamatério e neoforma-
¢do vascular, dificultando a interpretacdo da lesdo. Nesses
casos, o uso de IHQ demonstrando as células mioepiteliais
pode auxiliar no diagnéstico do CDIS. No entanto, deve-se
tomar cuidado, pois ha algumas limitacdes no uso desses
marcadores. A marcacao para p63, mesmo em hiperplasias
epiteliais sem atipias, pode ser descontinua®® 349, A actina
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de musculo liso cora também miofibroblastos estromais
associados as lesdes e pode ser erroneamente interpretada
como célula mioepitelial positiva® 3. Assim, cuidados na
fixacdo do tecido, bom preparado histol4gico e teste imuno-
histoquimico bem feito séo complementares, ndo devendo
o diagnéstico ser baseado apenas na demonstracdo ou
auséncia de células mioepiteliais marcadas .

Na diferenciacéo entre CDIS sdlido de baixo grau histo-
l6gico versus neoplasia/carcinoma lobular in situ utilizou-se a
E-caderina. A E-caderina é uma molécula de adesdo expressa
nos carcinomas ductais e geralmente ndo é expressa ou
tem expressao reduzida nas neoplasias lobulares 2. No
entanto, a decisdo diagndstica ndo deve se basear apenas
na negatividade para E-caderina, visto que até 15% das neo-
plasias lobulares in situ podem expressar esses marcadores®.
O padréo citol6gico e a distribuicao arquitetural (padréo de
distribuicdo da lesdo, envolvimento lobular predominante e
disseminacéo pagetoide) devem ser também considerados
no diagnéstico final@®,

O ndmero médio de anticorpos empregados em nosso
estudo foi de 3,2 anticorpos. Em estudos imuno-histoqui-
micos de patologia cirlrgica geral, habitualmente é usado
maior nimero de anticorpos por caso, variando de 4,1 a
5,83, Para o estudo dos fatores preditivos e prognosticos,
empregamos em média 3,4 anticorpos e, para avaliacdo do
linfonodo sentinela, utilizamos o que tem sido preconiza-
do na literatura, ou seja, apenas o anticorpo monoclonal
antipancitoqueratina® %4, Dados da literatura mostram
que o ndmero de anticorpos utilizados em IHQ aplicada a
lesdes e tumores mamarios é menor que em outras areas
da patologia®* 1274 Nossos dados estdo de acordo com
a maioria dos estudos que orientam realizar pelo menos
avaliacdo com receptores hormonais e HER20219. O painel
preditivo recomendado hoje pelo Consenso de Saint Gallen
de 2005 inclui RE, RP e HER2 para todos os casos de cancer
de mama, acrescido do Ki-67 nos casos de indicacdo de
quimioterapia neoadjuvante®.

Ao avaliarmos a positividade do RE e RP em 1.093 casos,
observamos que a associacdo mais frequente foi RE+/RP+
em 624 casos (57%), e a menos frequente foi RE-/RP+ em
apenas 33 casos (3%). Os nossos dados sdo semelhantes
aos da literatura, que mostram rarissimos casos de tumores
RE-/RP+5 2D A expressdo do RP é induzida pelo RE, por
isso a maioria dos tumores RP+ também é RE+. Programas
de controle de qualidade sugerem que, quando o estudo
imuno-histoquimico revelar tumor RE-/RP+, deve-se repetir
a analise para RE e, principalmente, melhorar a reativacdo
antigénica®@.

Nossos resultados imuno-histoquimicos nos permitiram
realizar a imunofenotipagem molecular dos 979 casos em
que avaliamos RE, RP e HER2 e classifica-los como triplo-
negativos (21,8%), luminal A (60,2%), luminal B (9%) e
HER2+/RE- (9%). Os nossos dados sao semelhantes aos de
Carey et al.® que avaliaram 496 casos e encontraram tu-
mores triplo-negativos (20,1%), luminal A (51,4%), luminal
B (15,5%) e HER2+/RE- (6,6%). Os estudos mostram que
pacientes com tumores triplo-negativos e HER2+/RE- sdo
mais sensiveis ao esquema de quimioterapia neoadjuvante
com antraciclicos. Os pacientes com tumores triplo-negati-
vos tém pior prognéstico quando comparados aos tumores
luminais, o que pode ser explicado pela alta probabili-
dade de recidiva nas pacientes que ndo obtém resposta
patolégica completa, parametro importante de resposta
terapéuticat’ 23 24 36,37,

Estudos de expressdo génica usando microarranjos de
DNA e de expressao protéica em microarranjos de tecidos
identificaram um grupo de tumores mamarios que ex-
pressam marcadores mioepiteliais, referidos por isto como
carcinomas de fendtipo basal. Estes tumores, em geral,
sdo triplo-negativos e de pior prognéstico 23 3439, No
entanto, ainda ndo ha consenso sobre quais marcadores
devam fazer parte da avaliacdo IHQ para definicdo do can-
cer de fendtipo basal. Por isso, sua frequéncia é varidvel na
literatura, podendo chegar a 50% dos casos avaliados‘.
Entretanto, os estudos concordam que devem fazer parte
dessa avaliacdo pelo menos um entre os seguintes mar-
cadores: CK5/6, CK14 ou CK170% 233639 No entanto,
0 emprego clinico rotineiro de marcadores de fenétipo
basal ainda néo esté indicado, talvez pela auséncia até o
momento de tratamentos especificos para esses tumores.
Com o rapido avanco das pesquisas nessa area, é possivel
que em breve novos alvos terapéuticos sejam identificados
para esses casos e que a IHQ seja também incorporada na
identificacdo desse subtipo tumoral.

No nosso estudo, observamos também que, quando cor-
relacionamos os subtipos tumorais com idade (pré-menopausa
ou pds-menopausa), todos os subtipos foram mais frequentes
na pds-menopausa, mesmo os subtipos triplo-negativos de
pior prognéstico. Diferentemente dos nossos resultados,
Carey et al.® mostraram que os subtipos triplo-negativos e
HER2+/RE- eram mais frequentes na pré-menopausa.

Concluindo, os nossos dados confirmam que o estudo
imuno-histoquimico € importante ferramenta em patologia
mamaria para avaliacéo de fatores preditivos de resposta tera-
péutica, para pesquisa de micrometastases em linfonodo sen-
tinela e para diagndstico diferencial de leses mamarias.
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