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RESUMO

Introducdo: A avaliacdo imunoistoquimica (I11Q) dos receptores hormonais em
cancer de mama é atualmente fator preditivo bem estabelecido da resposta
terapéutica. No entanto, ndo ha consenso na literatura sobre quais os melhores
anticorpos a serem utilizados. Recentemente foi lancada uma nova geracéo de
anticorpos monoclonais de coelho (RabMab) que, segundo os fabricantes, tém alta
sensibilidade e especificidade. Objetivos: Neste trabalho, comparamos a
expressdo dos anticorpos classicos de camundongo e dos novos RabMab anti-
receptores de estrogeno e progesterona (RE e RP) em arrays de tecidos
construidos com um equipamento alternativo e de baixo custo. Metodologia:
Utilizou-se equipamento ndo comercial que consiste numa mini-retifica com agulha
de biopsia hepéatica de 2mm de diametro acoplada a bancada com suporte
(Dremel”). Inicialmente preparou-se o bloco receptor fazendo o nimero de furos
desejavel (55). Cilindros de tecido foram obtidos com o mesmo dispositivo e
colocados nos orificios do bloco receptor. De cada bloco doador foram obtidos
dois cilindros de diferentes areas representativas do tumor. As seccdes
histologicas obtidas foram submetidas a 1IQ empregando-se anticorpos anti-RE
(1D5; 6F11; SP1 e B644) e anti-RP (PgR 312; PgR 636; SP2 e B645). A
intensidade da coloracdo IIQ e a coloracdo inespecifica foram avaliadas
semiquantitativamente por um mesmo pesquisador. Os tumores foram

considerados positivos quando mais de 10% dos nucleos das células neoplasicas
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estavam corados independente da intensidade. Resultados e conclusbes: O
equipamento e técnica de construgdo do TMA alternativo representam uma opgéo
econdmica aos equipamentos comerciais. Cortes histologicos do array mostraram
boa preservacdo tecidual, adequados para avaliagdo morfolégica e suficientes
para confirmacdo diagnostica. A andlise comparativa mostrou que os clones de
RabMab anti-RE apresentaram maior sensibilidade comparados ao clone 1D5 e
equivaléncia ao clone 6F11 e representam uma alternativa confiavel aos Mab para
avaliacdo 11Q de tumores mamarios. RabMab anti-RP foram mais sensiveis que os

Mab.
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ABSTRACT

Introduction: Immunohistochemistry analysis (IHC) for estrogen and progesterone
receptors (ER and PR) in breast cancer is a well established predictive factor of
anti-estrogen therapy. However, there is a large variable choice of antibodies and
no agreement about the best antibodies to be used. A novel generation of rabbit
monoclonal antibodies (Rab Mab) has been released recently. Aims: In this study,
we compared the performance of the novel RabMab to Mab using an alternative
tissue arrayer. Methods: We used non-commercial equipment that consists of a
work station (Dremel”) to which a liver biopsy needle of 2mm of diameter was
connected. A receptor block was prepared perforating it until the desired number of
rows (55) was reached. Then, the cylinders of tissue were obtained using the same
equipment and included in the holes of the receptor block. Two samples were
obtained from different tumor areas of each donor block. Histological sections were
immunostained using anti-ER Mab (1D5 and 6F11) and RabMab (SP1 and B644),
and anti-PR Mab (PgR312 and PgR636) and RabMab (SP2 and B645). The
intensity of the reaction and the background were semiquantitatively evaluated and
the tumors in which more than 10% of the tumor cell nuclei stained was considered
positive. Results and conclusions:  The equipment and technique used in the
present study represent an economical alternative when compared to commercial
equipment. The slides showed fine tissue preservation, adequate for morphologic

evaluation, and sufficient to confirm diagnosis. The comparative analysis of the
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RabMab anti-ER and anti-PR showed more sensibility compared to clone 1D5 and
concordance with clone 6F11 and represent a reliable alternative to Mab for IHC

evaluation of breast tumors. RabMab anti-PR were more sensitive than Mabs.
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INTRODUCAO GERAL

Os marcadores moleculares em cancer de mama:

Consideram-se fatores prognosticos em cancer de mama as caracteristicas
clinicas das pacientes e os aspectos patolégicos e biolégicos dos tumores que
permitem prever a evolucdo clinica da doenca ou sobrevida das pacientes no
momento do diagnostico inicial (ALLRED, et al., 1998). Varios fatores progndésticos
tém também valor preditivo. Um marcador prognostico para ter validade deve
possuir valor preditivo independente e significado estatistico validado por testes
clinicos (ALLRED, et al., 1998; SCHMITT, 1999).

Em reunido de consenso, o Colégio Americano de Patologia (CAP)
estratificou os fatores prognosticos do cancer de mama em trés categorias. A
categoria | inclui os fatores ja validados como importantes no prognostico e Uteis
na conduta clinica dos pacientes. Na categoria Il foram englobados os fatores
prognosticos que tém sido intensamente estudados do ponto de vista da biologia e
da clinica, mas que ainda precisam ser validados em estudos estatisticos
consistentes. A categoria 1l inclui todos os outros fatores ainda né&o
suficientemente estudados para demonstrar seu fator progndstico. Dentro da
primeira categoria definida pelo CAP encontramos o0s seguintes fatores
prognosticos: estadiamento, grau histoldgico, tipo histolégico, nUmero de mitoses
e receptores hormonais (receptor de estrogeno e progesterona) (FITZGIBBONS,

et al., 2000).

15



O estrogeno tem sido associado a estimulacdo do crescimento normal do
epitélio da mama, mas também pode estar associado a muitos fatores de risco de
cancer. Este horménio age nas células via RE estimulando sua atividade
mitogénica e a determinacdo de seus receptores (RE e RP) por imunoistoquimica
tem valor prognéstico e preditivo na terapéutica (SCHMITT, et al., 1994). Desta
forma, o conhecimento de marcadores moleculares de neoplasia maméaria pode
ajudar a identificar mulheres com risco aumentado de cancer de mama e
facilitariam o desenvolvimento de terapias profilaticas (GOBBI et al., 2000). O risco
de se desenvolver cancer de mama em mulheres portadoras de hiperplasia
epitelial sem atipias e com RE positivo em Iébulos normais € duas vezes maior
gue em pacientes com Iébulos normais RE-negativo (GOBBI et al., 2005).

Ha uma grande variacdo nas metodologias utilizadas para testar RE e RP
através de imunoistoquimica na rotina dos laboratérios e, como resultado, ainda
ndo ha uma padronizacdo universalmente aceita desta tecnologia (JACOBS, et al.,
1996). Como qualquer outro método de laboratorio, os detalhes metodolégicos
precisos tém um grande efeito nos resultados finais. Um controle de qualidade na
avaliacdo de fatores preditivos através de IHQ € necessario para avaliar a
gualidade dos ensaios imunoistoquimicos e a variagcao intra e inter-laboratorios. A
falta de reprodutibilidade entre os resultados de um mesmo laboratério, ou entre
diferentes laboratorios na avaliacdo dos RE e RP, séo responsaveis por resultados
discrepantes em ensaios clinicos na literatura (HAMMOND, et al., 2003).

Através da imunoistoquimica, o pesquisador pode observar o sitio especifico
do receptor nas células neoplasicas, distinguir atividade de RE e RP das células

neoplasicas da sua presenca no epitélio mamario benigno vizinho a neoplasia e
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determinar a presenca dos receptores mesmo em casos em que 0 material
disponivel para andlise € pequeno como, por exemplo, em citologia aspirativa

(SCHMITT, et al., 1995).

Os arrays de tecido (TMA):

A tecnologia do TMA foi recentemente desenvolvida na tentativa de propiciar
uma melhor forma de anéalise morfologica e molecular de grande niamero de tecidos
tumorais (KONONEN, 1998). O TMA torna possivel a analise de até 1000 amostras
tumorais em apenas uma lamina que pode ser analisada pelo H&E, FISH
(Fluorescence in situ hybridization), RNA in situ hybridization ou imunoistoquimica
(Figura 2). Esta tecnologia acelera significativamente estudos moleculares que
buscam associa¢fes entre variagcdes moleculares e aspectos clinico — patoldgicos
do cancer (MOCH, 2001).

Dentre as formas de aplicacdo do TMA estdo os testes de anticorpos, a
organizacdo de um banco de tecidos — controle e a possibilidade de estudos
comparativos. TMA pode ser usado para fins educacionais assim como para
melhorar controles de qualidade e padronizacdes de métodos de coloracdo e
interpretacdes. Os TMA se tornaram uma das mais promissoras ferramentas para o
pesquisador molecular e tera muitas aplicacdes na investigacdo do cancer assim
como em outros campos da patologia (MOCH, 2001).

Na tentativa de minimizar os custos da técnica de 11Q através da economia
de reagentes um novo aprimoramento técnico tem sido largamente utilizado: os

“Tissue Microarrays” (TMA). Os TMA permitem a andlise retrospectiva em larga
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escala da expressdo protéica dos tumores através da imunoistoquimica, sendo
possivel conhecer a expressdo de uma determinada proteina em até 1000 casos
diferentes em apenas uma lamina histologica (CAMP, et al., 2000). Esta técnica
apresenta acuracia comprovada que justifica seu emprego com amplas vantagens
de custo e tempo para os estudos retrospectivos de grandes centros ou estudos
cooperativos com grandes bancos de dados (HOOS, et al., 2001). O TMA tem sido
considerado uma etapa necessaria a consolidagdo do conhecimento adquirido
através do mapeamento genético dos estudos realizados com a técnica de “cDNA
Microarrays”. A técnica de “cDNA microarrays” determina quais dezenas ou
centenas de genes estdo hiperexpressos ou hipoexpressos em um tumor e que
poderiam culminar com alguma particularidade biologica tal como o rapido
crescimento, o potencial de recorréncia local ou de metastase a distancia ou ainda
resisténcia a quimioterapia (HARVEY, et al., 1999). A técnica de TMA pode ser
utilizada na investigacdo destes genes hiperexpressos ou hipoexpressos em
grandes estudos retrospectivos, comparando-os com a sobrevida dos pacientes, a
fim de identificar aqueles que apresentaram papel mais relevante no
comportamento biolégico dos tumores e que, portanto, seriam elegiveis como alvos
de novas estratégias terapéuticas (TAVASSOLI, et al., 2003).

Um grupo de pesquisadores europeus descreveu pela primeira vez a
especificidade da expresséo protéica usando o sistema de anticorpos em TMA. Os
estudos para validacdo do método TMA no carcinoma da mama demonstraram ser
possivel atingir 98% de concordancia com as reagfes nos cortes histolégicos
usuais para marcadores imunoistoquimicos como o receptor de estrogeno e Her2-

neu utilizando-se trés amostras de 0,6 mm de diametro de cada caso. Quando se
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utilizou apenas duas amostras a concordancia obtida foi de 94%. A amostragem
de mais de uma area nos carcinomas de mama se faz necessaria para que nos
TMA esteja representada toda a heterogeneidade destes tumores (HOOS, et al.,
2001).

Para a construcdo do TMA, cilindros de 0,6 a 2mm sao retirados de
centenas de tecidos incluidos em diferentes blocos doadores e precisamente
arranjados em um novo bloco (bloco receptor) em linhas e colunas utilizando um
instrumento de precisdo comercialmente disponivel

(www.beecherinstruments.com). Estes cilindros de tecido sdo retirados de regifes

selecionadas do tumor do bloco doador usando uma agulha afiada e de paredes
finas. A selecdo destas areas representativas € feita através das laminas coradas
pelo H&E referentes aos blocos doadores e posterior marcacao destes blocos. A
utilizacéo de cilindros de 0,6mm de diametro permite preservacdo da informacao
histol6égica enquanto até 1000 espécimes podem ser amostrados em cada bloco
recipiente. Uma fita adesiva pode ser usada na superficie do bloco de TMA para
auxiliar na microtomia evitando que os cortes se abram e os discos de tecido se
percam e permitindo a retirada de, no minimo, 200 sec¢des de 5u do bloco de TMA

(Figura 1) (MOCH, 2001).
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Figura 1: a) Retirada de um cilindro de tecido apos a identificacdo da area

representativa no bloco doador. b) Introducdo do cilindro de tecido no bloco
receptor. ¢) Colagem da fita adesiva no bloco de TMA, microtomia, e a retirada da

fita apOs a seccao estar fixa na lamina. (KONONEN, 1998).
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Figura 2: A) Seccédo do bloco de TMA contendo 532 cilindros de tecido de tumor
renal corada pelo H&E. Discos de tecido corados pelo H&E morfologicamente
preservados (B e C). D) Dois discos corados pela IIQ para vimentina. (MOCH,

1999).
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JUSTIFICATIVA

Apés a revisdo da literatura decidimos, no presente trabalho, empregar e
aperfeicoar um modelo alternativo de equipamento para a construcao de arrays de
tecido a partir de uma idéia inicial de um colega, Dr. Victor Piana Andrade e valida-
lo na construgdo de arrays de tumores mamarios. Propusemo-nos ainda a
comparar a sensibilidade dos novos anticorpos monoclonais de coelho com

anticorpos de camundongo na avaliacdo de RE e RP em carcinomas mamarios.
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OBJETIVOS

1- Validar um modelo alternativo e de baixo custo para a construcdo de arrays
de tecidos e os resultados de seu emprego para testar marcadores

moleculares em carcinoma de mama empregando 11Q.

2- Comparar a sensibilidade dos novos anticorpos monoclonais de coelho com

0s anticorpos monoclonais de camundongo para avaliar RE e RP em

carcinomas mamarios invasivos através de 11Q.

23



MATERIAL E METODOS

A metodologia, resultados e conclusdes serdo apresentados como artigos
cientificos submetidos a periédico nacional e internacional.

Cada artigo esté estruturado com base nas normas do peridédico a que foi
submetido. Os artigos possuem introducdo, objetivos, material e métodos,

resultados, discusséo e conclusées proprios.
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Artigo 1 - Construcao de arrays de tecido com equipamento alternativo e de baixo

custo para estudo imunoistoquimico de tumores mamarios

Submetido ao Jornal Brasileiro de Patologia e Medic  ina Laboratorial

Trabalho apresentado no XXV Congresso Brasileiro de Patologia, Natal, 10 a
14 de Outubro, 2005.

Rocha, RM ; Andrade, VP ; Nunes, Cristiana Buzelin ; Rocha, GFS ; GOBBI,
Helenice . Construcdo de arrays artesanais de tecido e de baixo custo para estudo
imunoistoquimico (IHQ) de tumores mamarios. Jornal Brasileiro de Patologia e

Medicina Laboratorial, Rio de Janeiro, v. 41, n. 3, p. 51-51, 2005.

Trabalho contemplado com o prémio Osvaldo Giannotti Filho como melhor
trabalho da area de Patologia Mamaria apresentado n o XXV Congresso

Brasileiro de Patologia, Natal, 10 a 14 de Outubro,  2005.
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Construcdo de arrays de tecido com equipamento alternativo e de baixo

custo para estudo imunoistoquimico de tumores mamar ios

Construction of low cost tissue microarrays using alternative equipment for

immunohistochemical study of breast tumors

Rocha RM; Andrade VP; Nunes CB; Rocha GFS; Sanches FAF; Oliveira FN;

Gobbi H

Resumo

Introducéo: Tissue microarrays (TMA) séo blocos contendo numerosos cilindros de
tecido parafinizado organizados em linhas e colunas que permitem analisar muitas
amostras em Unica lamina. Equipamentos disponiveis comercialmente s&o
importados e tém alto custo (U$ 11,000,00 a 24,000,00). Objetivos: Descrever
uma forma alternativa de construcdo de arrays de tumores mamarios, de baixo
custo e nossa experiéncia na sua utilizagdo em estudo imunoistoquimico (l1Q).
Metodologia: Utilizou-se modelo que consiste numa mini-retifica com agulha de
biépsia hepéatica de 2mm de diametro acoplada a bancada com suporte (Dremel”).
Inicialmente preparou-se o bloco receptor fazendo o niumero de furos desejavel
(55). Cilindros de tecido foram obtidos com o mesmo dispositivo e colocados nos
orificios do bloco receptor. De cada bloco doador foram obtidos dois cilindros de

diferentes areas representativas do tumor. Em cada array foram incluidos cilindros
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de tumor controle positivo e negativo para cada anticorpo testado na 11Q e cilindro
marcador de iniciacdo da leitura da lamina (figado). Cortes sequenciais de 4um
obtidos do array foram submetidos a IIQ. A primeira e Gltima Ilamina foram coradas
pela hematoxilina e eosina (H&E) para avaliar: nimero de discos de tecido,
preservacado tecidual e adequacidade da amostra. Foi realizada 11Q empregando
canticorpos anti-receptores de estrogeno, progesterona, Ki67, p53 e Her2.
Resultados: O custo total do equipamento foi U$ 180,00. Cortes histolégicos do
array mostraram boa preservacao tecidual, adequados para avaliacdo morfolégica
e suficientes para confirmacdo diagnostica. A qualidade das reacdes 11Q foi
semelhante a obtida nos blocos doadores. Conclusdo: Este equipamento e técnica

representam uma alternativa econémica aos equipamentos comerciais.

Unitermos: array de tecidos, cancer de mama, imunoistoquimica, marcadores

prognaosticos

Abstract
Construction of low cost tissue microarrays using alternative equipment for

immunohistochemical study of breast tumors

Background: Tissue microarrays (TMA) are blocks containing numerous cylinders
of paraffinized tissue organized in lines and columns allowing analysis of numerous
samples in one slide. Commercially available equipment is imported and have high

cost (11,000,00 to 24,000,00 US dollars). Aim: we describe a low cost breast-
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tumor TMA and our experience in its use for immunohistochemistry (IHC). Material
and methods: A model that consists of a work station (Dremel”) to which a liver
biopsy needle of 2mm of diameter was connected. A receptor block was prepared
perforating it until the desired number of rows (55) was reached. Then, the
cylinders of tissue were obtained using the same equipment and included in the
holes of the receptor block. Two samples were obtained from different tumor areas
of each donor block. Cylinders of previously tested positive control tumors for each
antibody and one marker (liver sample) that indicated the beginning of slide
reading were also included. IHC was performed in sequential 4um sections from
the same array using antibodies against estrogen and progesterone receptors,
Ki67, p53, and Her2. The first and the last slides were stained by H&E to evaluate:
number of tissue discs, tissue preservation, and adequacy of the tissue sample.
Results: The equipment total cost was U$ 180,00. The slides showed fine tissue
preservation, adequate for morphologic evaluation, and sufficient to confirm
diagnosis. The IHC quality was similar to the donor blocks. Conclusion: This
equipment and technique represent an economical alternative when compared to

commercial equipments.

Keywords: Tissue microarrays, breast cancer, immunohistochemistry
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Introducéo

Por mais de um século, material de estudo tem sido preservado em
formalina e embebido em parafina para microtomia e posterior analise. Este
método se tornou o método padrdo para andlises histopatolégicas 2. Em 1998,
pesquisadores criaram um mecanismo para examinar varias amostras de tecidos
diferentes de uma sO vez ao organiza-los num mesmo bloco de parafina
empregando pequenos cilindros de tecido (. Estes arrays de tecidos foram
referidos como tissue microarrays (TMA). Para a sua construcao é empregado um
aparelho no qual se utiliza uma agulha para retirar cilindros de tecidos incluidos
em blocos de parafina pré-existentes (bloco doador) e rearranja-los em um novo
bloco (bloco receptor). Desta maneira, dezenas, e até centenas, de cilindros de
tecidos podem ser colocados num uUnico bloco de parafina. As laminas obtidas
pela microtomia deste bloco podem ser analisadas pela técnica rotineira da H&E
Ou por varias outras técnicas, incluindo a IlQ, hibridacao in situ fluorescente (FISH)

e hibridacao in situ cromogénica (CISH) ¢ 79 10.11.12)

Para a construcdo do TMA convencional, o pesquisador estuda as laminas
originais e seleciona as areas de interesse para 0 estudo. A seguir as areas
selecionadas sao identificadas nos blocos de parafina arquivados (bloco doador) e
um cilindro de tecido (que pode variar de 0,6mm a 2,0mm de didmetro) é retirado
desta area com uma agulha acoplada a um equipamento de precisdo disponivel
comercialmente. Este cilindro é entdo introduzido em um novo bloco (bloco

receptor). Os cilindros dos varios casos sdo sucessivamente adicionados ao bloco
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receptor e a posi¢cao de cada caso € identificada em uma planilha com referéncias
da coluna e linha. Ao final obtém-se um bloco receptor que pode conter até 1000
amostras diferentes.

Apesar da utilizacdo de TMA estar amplamente validada pela literatura e
seu uso cada dia mais difundido ainda ha poucos modelos de equipamentos
disponiveis comercialmente, manuais ou automaticos, e 0s precos variam entre
US$ 11,000,00 e US$ 24,000,00 (www.beecherinstruments.com).

A potencialidade do emprego dos TMA para o estudo de marcadores
prognosticos e preditivos em tumores mamarios humanos nos motivou a montar e
testar um equipamento alternativo e de baixo custo para construir arrays de
carcinomas de mama e validar sua aplicacdo na avaliacdo de diferentes
anticorpos. O objetivo deste trabalho foi divulgar o nosso modelo alternativo para a
construcdo de arrays de tecidos e os resultados de seu emprego para testar os

marcadores moleculares mais utilizados em carcinoma de mama empregando 11Q.

Material e método

Foram selecionados 26 casos de carcinomas mamarios invasivos (CMI) nos
arquivos do Laboratério de Patologia Mamaria do Departamento de Anatomia
Patoldgica da Faculdade de Medicina da UFMG. As laminas originais coradas pelo
H&E foram revistas selecionando-se os respectivos blocos que apresentavam
areas mais representativas e preservadas do tumor.

Para a construgcdo do TMA utilizou-se um dispositivo idealizado por um dos

autores (Andrade VP) que consiste numa mini-retifica (motor giratério) acoplada a
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uma bancada fixa com uma alavanca (Dremel”, Alemanha) (Fig. 1A) que permite a
méaquina subir e descer respeitando limites estipulados pelo manipulador. A mini-
retifica foi encaixada uma agulha de biopsia hepéatica de 2mm de diametro e
1,5cm de comprimento cortada e lapidada utilizando lixas componentes do proprio
equipamento. O custo total deste equipamento e acessorios no ano de realizacdo
do trabalho (2005) foi de R$ 400,00 (U$ 174,00).

A construcdao do TMA se iniciava com a confeccdo do bloco receptor.
Primeiramente, um mapa para orientar o contetdo dos orificios foi elaborado em
editor de texto, impresso em papel e fixado sobre a parafina amolecida do bloco
receptor. Este mapa contém o0s pontos exatos onde a agulha giratoria deve
penetrar para a retirada do cilindro de parafina resultando na formagdo de um
orificio para receber o cilindro de tecido tumoral obtido do bloco doador. Para este
trabalho fez-se um bloco receptor contendo 55 orificios organizados em 5 linhas e
11 colunas seguindo a orientagdo do mapa.

De cada uma das duas regidbes marcadas em cada bloco de parafina
doador foi retirado um cilindro de tecido que era encaixado sequiencialmente nos
orificios do bloco receptor. Para se retirar este cilindro, abaixava-se a alavanca do
suporte fazendo com que a agulha giratéria descesse, perfurasse o tecido e
subisse novamente com o cilindro em seu interior. A profundidade da perfuragéo
era controlada pela régua milimetrada da mini-retifica e mantida constante para
todos os cilindros. A agulha era entéo retirada do suporte e, com o auxilio de um
bast&o internamente complementar ao diametro da agulha, o cilindro era retirado e

encaixado no bloco receptor utilizando-se uma ping¢a (Fig 1B e 1C).
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No array foi incluido também um cilindro de figado (1° cilindro colocado na
linha 1, coluna 1) para orientar o inicio da leitura e direcionamento das laminas
referido como cilindro iniciador de leitura. Portanto, cada array continha 55
cilindros sendo 52 cilindros representando 26 casos de tumores mamarios em
duplicata, dois cilindros de tumores previamente testados usados como controles
positivos para os anticorpos a serem testados e um cilindro de fragmento hepatico
como marcador do inicio de leitura da lamina.

Cortes seriados foram obtidos de cada array até que o tecido de 30% dos
cilindros ndo mais estivesse presente nas seccodes histoldgicas. As laminas foram
numeradas na ordem de retirada obtendo-se até 70 laminas de cada bloco. As
laminas que possuiam maior quantidade de discos de tecido preservados e melhor
organizacdo das linhas e colunas foram selecionados para os testes 11Q. Para
determinar a representatividade do TMA em relacdo aos blocos doadores,
selecionamos areas no bloco correspondentes a campos visuais que contivessem
no minimo 20% de tumor ao HE. ®.

Anticorpos monoclonais anti-receptores de estrogeno (RE) e progesterona
(RP), Her2, p53 e Ki67 foram empregados seguindo as recomendacOes dos
fabricantes (Tabela 1). O método da estreptoavidina biotina peroxidase (Biogenex,
EUA) foi o empregado para o estudo 11Q. Os cortes histologicos foram submetidos
a recuperacao antigénica usando tampéo citrato em calor umido, para RE, RP,
p53 e Ki67 e sem reativacdo antigénica para as laminas coradas pelo Her2. Fez-
se revelacdo das reagcbes com diaminobenzidina e contracoloragcdo com

hematoxilina de Harris.



Tabela 1: Anticorpos, clones, fabricantes e diluicdo empregados

Anticorpo Clone Diluicado Fabricante

RE 6F11 1:100 Novocastra, UK

RP PgR 312 1:100 Novocastra, UK

Ki67 MiB -1 1:100 Dakocytomation, EUA
p53 DO7 1:200 Dakocytomation, EUA
Her2 CB11 1:80 Novocastra, UK

As laminas foram analisadas semi-quantitativamente, considerando-se
positivas ou negativas segundo critérios da literatura . A leitura das reacdes para
RE, RP e p53 foi considerada positiva quando mais de 10% dos nucleos se
coravam em marrom, independente da intensidade da reacéo. O critério de Melo e
Alves (2002) que considera a porcentagem de marcacao dos nucleos tumorais foi
utilizado para avaliagdo do Ki67 como indice proliferativo baixo (0 a 10%),
moderado (10 a 25%) e alto (acima de 25%) de nucleos tumorais marcados. A
leitura do Her2 foi realizada empregando os critérios propostos no Herceptest~ da
Dakocytomation (www.dako.com). As coloracdes obtidas nas secc¢des histoldgicas
dos arrays foram comparadas as coloracdes originais realizadas em secc¢des
obtidas do bloco doador correspondente a cada cilindro. A analise das coloracdes
foi realizada por dois observadores (RMR e CBN) e as duvidas ou discordancias
na leitura das reacdes foram revistas simultaneamente com um terceiro
observador (HG) em um microscépio de multiplos observadores chegando-se a

uma leitura de consenso.
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Figura 1: Mini-retifica acoplada a uma bancada fixa com uiria alavanca (Dremel”,
Alemanha). Local de encaixe da agulha de bidpsia hepatica (seta) (A). Retirada do
cilindro de tecido parafinizado do interior da agulha que acaba de ser retirado do
bloco doador, utilizando-se um bastéo internamente complementar ao diametro da
agulha (B). Cilindro proveniente do bloco doador sendo conduzido com uma pinga

ao seu orificio no bloco receptor (C).

Resultados

O tempo médio gasto para a construgcdo do array com 55 cilindros de 2mm
de tecido cada foi de 50 minutos (Fig 2A). De cada bloco de TMA foram obtidos 26
cortes histoldgicos seriados de 4um de espessura medindo 2,5 por 1,3cm. As
laminas inicial e final foram coradas pela H&E. A andlise macroscoépica das
laminas revelou perda de 1 cilindro durante a microtomia, apos o décimo primeiro
corte. Como de cada caso foram incluidos 2 cilindros de tecido péde-se analisar o
outro cilindro do mesmo caso que estava presente em todas as laminas. A
gualidade da coloracdo avaliada pela H&E mostrou que todos os cilindros
apresentaram boa preservacgao tecidual suficiente para confirmacao diagnostica.

Na lamina inicial faltaram 10 discos e na lamina final faltaram 7. As reacdes I1Q
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nas laminas dos arrays apresentaram qualidade semelhante a obtida nas
coloracdes anteriormente realizadas no corte histolégico integral dos blocos
doadores (figura 2B).

Nas laminas submetidas a 11Q houve maior perda de discos naquelas
submetidas a recuperacgéo antigénica (RE, RP, p53 e Ki-67). A maior perda foi de
10/55 discos, na lamina corada para p53 e a menor foi de 2 discos na lamina

corada para RP.

Figura 2 - Bloco receptor deste modelo artesanal de TMA completo com 55
cilindros(A). Corte de um cilindro (um disco) em aumento de 10X corado pela 11Q

com anticorpo anti RE, clone 6F11 da Biogenex” (B).

Discusséo

No presente trabalho, descrevemos um modelo alternativo de equipamento
para construcao de arrays de tecidos. Nosso equipamento custou cerca de U$
180,00 referentes ao valor da mini-retifica, bancada e acessoérios. O custo dos
equipamentos manuais comercialmente disponiveis pode variar entre US$ 12,

000,00 e US$ 24, 000,00. A este valor deve ser acrescido o custo de US$ 200,00
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referente as agulhas de 2mm que sdo vendidas em jogos com 10 unidades
(www.beecherinstruments.com).

O tempo gasto na construcdo do array foi relativamente curto
(aproximadamente 50 minutos). No entanto, o tempo gasto na anélise das laminas
dos arrays foi maior embora o trabalho de se analisar uma circunferéncia de tecido
do TMA seja praticamente 0 mesmo de se analisar um hot spot de um corte
convencional. Para a analise dos 55 cilindros do array é necessario um esforco de
concentragcdo maior para seguir a sequéncia das linhas e colunas a partir do disco
de iniciacdo de leitura da lamina.

A microtomia do bloco de TMA também representou maior dificuldade que
cortar um bloco de parafina contendo um ou dois fragmentos de tecido. Ao se
colocar a fatia de parafina com os cilindros de tecido no banho maria histologico
para se distender o material, o corte tendia a abrir desorganizando as linhas e
colunas. Este problema, em geral, ndo ocorre ou € minimizado quando se usa a
fita adesiva vendida como acessério dos equipamentos disponiveis
comercialmente. A fita adesiva facilita manter a ordenacdo dos discos no TMA.
Observamos também perda de discos de tecido durante a técnica de 1IQ mesmo
utilizando laminas silanizadas para aumentar sua adeséao ao tecido.

As bordas de nossos discos de tecido ficaram lisas e uniformes, pois as
agulhas foram previamente bem lapidadas utilizando-se as lixas que séo
adquiridas junto com o0 equipamento que utilizamos. Dentre 0s acessorios
disponiveis comercialmente estdo jogos de agulhas descartaveis, de diferentes
calibres, que séo substituidos & medida que o gume fica gasto. O custo, no

entanto, € bem maior que o nosso material alternativo, pois utilizamos agulhas de
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bi6psia hepatica reaproveitadas apos seu uso clinico.

(www.beecherinstruments.com).

As informagdes sobre a representatividade do tecido amostrado no TMA
com relacdo ao tecido original € variavel e depende do didmetro do cilindro e
guantos cilindros séo inseridos no TMA. Ndo h&d uma norma geral na literatura
sobre quantos cilindros representam o tumor original.

Camp et al (2000) construiram um array, utilizando equipamento
convencional, com 10 cilindros de tecido, de 0,6mm cada, de cada caso de
neoplasia mamaéria invasora e as areas foram selecionadas quando, no minimo,
10% da circunferéncia era constituido pelo tumor. Estes autores observaram que,
na analise dos receptores de estrogeno e do HER2 neu, em apenas um caso nao
houve concordancia entre o array e o bloco original. Outro trabalho relata a
construcdo de arrays com cinco cilindros de 0,6mm de diametro representativos
de cada caso ©®.

O TMA artesanal que descrevemos apresentou boa representatividade
tecidual em relacdo aos blocos doadores tanto no resultado [IQ quanto no
diagnostico pela H&E. Apesar de termos utilizado apenas dois cilindros
representando cada tumor, obtivemos &reas representativas tanto para
confirmacdo diagnoéstica pela H&E quanto para avaliagdo 11IQ com resultados
equivalentes aos obtidos dos blocos doadores. Semelhante ao nosso trabalho,
outros autores obtiveram representatividade de até 95% com dois cilindros de
0,6mm utilizando arrayers comercialmente disponiveis .

Em conclusdo, o equipamento e técnica de construcdo do array que

descrevemos representam uma alternativa econOmica aos equipamentos
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comerciais para construcdo de arrays de tecido e permitem boa concordancia
diagndstica com os cortes de blocos originais corados pela H&E e no estudo 11Q

de marcadores progndsticos em tumores mamarios.
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Rabbit monoclonal antibodies are highly sensitive and a reliable alternative
compared to mouse antibodies for estrogen and progesterone receptor evaluation

in breast cancers by immunohistochemistry

Abstract

Immunohistochemistry analysis (IHC) for estrogen and progesterone receptors (ER
and PR) in breast cancer is a well established predictive factor of anti-estrogen
therapy. However, there is a large and variable choice of antibodies and no
recommendation about the best antibodies to be used in clinical and research
testing. A novel generation of rabbit monoclonal antibodies (RabMab) has been
released recently. In this study, we compared the novel RabMab anti-ER and anti-
PR antibodies to the mouse monoclonal antibodies (Mab) using a tissue
microarray. Two cylinders (2mm diameter) of formalin-fixed paraffin embedded
tissue were obtained from 24 invasive breast cancers and immunostained using
anti-ER Mab (1D5 and 6F11) and RabMab (SP1 and B644), and anti-PR Mab
(PgR312 and PgR636) and RabMab (SP2 and B645). The IHC was evaluated
considering positive those tumors in which more than 10% of the tumor cell nuclei
stained. We also semiquantitatively evaluated staining intensity and background.
Our results showed that both RabMab against ER and PR from two different
suppliers presented higher sensitivity compared to the Mab. The novel RabMab
are highly sensitive, reliable and represent a good alternative for ER and PR

testing by IHC in formalin-fixed paraffin embedded tissue.



Introduction

A new age of molecular medicine has been developed, new genes have
been described and their proteins have been characterized. New drugs have been
developed from specific proteins, blocking or changing molecular pathways leading
to the regression of the disease . Since 1990, pathology has played an important
role in this new world of molecular medicine: it is expected from pathology not only
the correct diagnosis but more information about prognostic and predictive
molecular markers aiming the best breast cancer treatment ©9.

Although predictive factors of therapy response have more clinical value, the
only broadened validated predictive factors for the routine clinic use are estrogen
(ER) and progesterone (PR) hormone receptors . Recently, scientists have been
evaluating ER and PR almost only by IHC after the release of the monoclonal
antibodies (Mab). The great advantage of the Mabs is that they can be applied to
formalin-fixed, paraffin-embedded tissues * 7 % 25 3% There is a large variety of
methods and different clones used for ER and PR testing through IHC in the
laboratory’s routine and, as a result, there isn'’t still a standard universally accepted
(20.31) " As any other laboratory method, its details have a great effect in the final
testing result 3 2829,

European and American studies show large variation in the results of ER
and PR evaluation ¢ 239 An important point is the choice of the primary antibody
(27.38) New antibodies are released every year due to new studies. Although very
useful in routine and in random clinic tests, there is no recommendation in the

literature about which antibodies would be more specific and sensitive for
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evaluating ER and PR by IHC " 9. However, the choice of the best primary
antibody has a great importance in the final results of the IHC testing which can
influence treatment decisions “.

The most used antibodies for ER and PR evaluation by IHC have been the
mouse monoclonal antibodies (Mab). Recently, a new generation of rabbit
monoclonal antibodies (RabMab) has been developed ®. The technology to
prepare these antibodies coming from a single hybridoma allows producing
antibodies with high sensitivity and specificity, high working dilutions and better
cost versus benefits. According to the suppliers the novel RabMab could replace
the classic Mab because their high specificity and lower cost and faster technical
procedure for not requiring the antigen retrieval step © 832
In the present study we compared the sensitivity of the novel rabbit

monoclonal antibodies with the classic mouse monoclonal antibodies to evaluate

ER and PR in invasive breast carcinomas by IHC.

Methods

Case Selection

Twenty four cases of invasive breast carcinomas were randomly selected
from the files of the Breast Pathology Laboratory of School of Medicine, Federal
University of Minas Gerais, Brazil, diagnosed between 1990 and 2005. All original
slides were reviewed to confirm the diagnosis and to select representative areas of
tumors. Two cylinders (2mm diameter) of each tumor with representative areas of

neoplasia were selected from paraffin blocks to build the tissue microarray (TMA).
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Two cylinders of tumor from previously tested positive and negative tumors were
also included as internal control of TMA. Sequential 5pum sections were obtained
and stained for hematoxylin and eosin (first and last sections) to confirm diagnosis
and the interval sections were used for the immunohistochemical (IHC) study.
Slides containing sections of a positive breast tumor were included in all batches

as external control.

Immunohistochemical Study

All immunohistochemical stainings were manually processed.

Estrogen Receptor

Classic mouse monoclonal antibodies (Mab) and rabbit monoclonal
antibodies were used in order to evaluate estrogen receptor (Table 1). All sections
were initially submitted to heating induced epitope retrieval using citrate buffer (pH
6.0). The streptoavidin-biotin method was used (Biogenex, USA) and the reactions

revealed with diaminobenzidin. Harris hematoxylin was used for counter staining.

Progesterone Receptor

The rabbit and mouse monoclonal antibodies used, working dilutions, and
suppliers are list in Table 1. The tissue sections were submitted to the same

staining protocol described for ER.

47



Table 1 — Antibodies, clones, dilutions, and suppliers of the rabbit and mouse

monoclonal antibodies against estrogen and progesterone receptors

Antibody

Mouse monoclonal Clone Dilution Supplier

Estrogen Receptor 1D5 1:100 Dakocytomation, USA
Estrogen Receptor 1D5 1:100 BioSB, USA

Estrogen Receptor 1D5 1:100 Biogenex, USA
Estrogen Receptor 6F11 1:100 Novocastra, UK
Progesterone Receptor PgR 312 1:100 Novocastra, UK
Progesterone Receptor PgR 636 1:100 Dakocytomation, USA

Rabbit monoclonal

Estrogen Receptor SP1 1:300 Lab Vision, USA
Estrogen Receptor B644 1:300 BioSB, USA
Progesterone Receptor SP2 1:300 Lab Vision, USA
Progesterone Receptor B645 1:300 BioSB, USA
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Immunostaining Analysis

All sections submitted to IHC were coded and then double-blinded analyzed and
scored by the same examiner without knowledge of the antibody used. The cut offs
accepted in the literature © %Y We considered positive those tumors containing
more than 10% of stained nuclei, independently of the staining intensity. The
strongest staining hot spot of the two discs of each tumor was considered in the
analysis. The intensity of the reaction and the background was also evaluated as

negative (0), and positive: weak (1); moderate (2), and strong (3).

Statistical Analysis

The Wilcoxon test was used in the comparative statistical analysis of the different

antibodies positivity and the Coefficient of Spearman was used to evaluate if there

was a positive correlation among the different antibodies.

Results

Estrogen Receptor Analysis

The score obtained in each case using the six different antibodies are
shown in Table 1 and Fig 1. The estrogen receptor was positive in 15 cases
(62.5%), with variable staining intensity among the different cases and antibodies
used. In one case (case 17), there was no variation in the intensity of staining
using the different clones, and tumor cells showed strong reactivity. In 5 cases

there were positive reactions for some antibodies (including both RabMabs) and
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negative reactions for other antibodies (cases 7, 9, 13, 18, 21). In all these five
cases the reaction was negative for 1D5 (Biogenex). Cases 9 and 21 were
negative for 1D5 from three suppliers and positive for the RabMabs and for the
Mab 6F11. Nine cases (37.5%) were negative for all antibodies tested.

There was a statistic significant difference when comparing the clone 1D5
from different suppliers to both RabMabs which stained stronger (p<0.05).
However, no difference was observed between the stains of both RabMabs and
Mab 6F11. A statistical significant difference was observed when comparing all the
antibodies to the clone 1D5 (Biogenex), which showed weaker reactions than the
other antibodies (p<0.02).

The highest agreement was obtained among the two rabbit clones (SP1 and
B644) and the mouse clone 6F11 which showed stronger nuclear staining
compared to the other mouse antibodies in the majority of cases (Fig. 1).

There was no difference in the staining intensity regarding the time of

storage of the paraffin blocks that ranged from 1990 to 2005.
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Table 2. Evaluation of estrogen receptor in 24 breast cancers using rabbit
monoclonal antibodies (SP1 and B644) and mouse monoclonal antibodies (6F11

and 1D5 from three different suppliers).

Antibody type
Rabbit Mouse
Case 1D5 6F11
SP1 B644

Dako BioSB  Biogenex

OooO~NOUIThWNPE

B
OWOPRPROOWWWWONOOWNWNWOWONLPEF
OWORPROOWWWWONOOWNWMNWONOELN
ONOOOOFRPRWWWORFRPROOWOWEFLNONOELDN
OWOOOOFRPRWWWONOOWOWFrR,WONOPRPF
ONOOOOOWNRFRPROOOONONOFRLRONONLPEF
O WOPFRPROONWWWOROOWNWNWOWONW

The numbers indicate intensity of staining, ranging from negative = 0; and positive:

weak = 1, moderate = 2, and strong = 3.

51



Progesterone Receptor Analysis

In 16 cases (66.7%) there was more than 10% of positive cells and these
cases were considered positive. In 8/16 cases there was no variation in the
intensity of the staining using the different clones (cases 2, 4, 6, 8, 10, 16, 17, and
23). In 4 cases there were positive reactions for RabMabs (SP2 and B645) and
negative for Mabs (PgR 312 and PgR636), (cases 3, 7, 9, 14). Case 7 was positive
for both RabMabs and negative for both Mabs. Eight cases (33.4%) were negative
for all antibodies tested. Two cases were negative for ER and positive for PR (3,
14) and one case was negative for PR and positive for ER (21)

Sections stained for both RabMab SP2 and B645 showed significant
stronger staining intensity than those stained for both Mab antibodies (p=0.025).

There was a statistically significant agreement between the estrogen and

progesterone receptor positivity and negativity in the same cases (p=0.001).
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Table 3. Evaluation of progesterone receptor in 24 breast cancers using rabbit
monoclonal antibodies (SP2 and B645) and mouse monoclonal antibodies

(PGR312 and PGR636)

Antibody type
Rabbit Mouse
Case
SP2 B645 PgR 312 PgR 636
1 1 3 2 2
2 2 2 2 2
3 0 1 0 0
4 2 2 2 2
5 0 0 0 0
6 3 3 3 3
7 1 1 0 0
8 3 3 3 3
9 1 0 0 0
10 3 3 3 3
11 0 0 0 0
12 0 0 0 0
13 2 3 3 3
14 0 1 0 0
15 2 3 3 3
16 3 3 3 3
17 3 3 3 3
18 2 2 1 1
19 0 0 0 0
20 0 0 0 0
21 0 0 0 0
22 0 0 0 0
23 3 3 3 3
24 0 0 0 0

The numbers represent intensity of staining ranging from negative = 0; and

positive: weak = 1, moderate = 2, and strong = 3.
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Figure 1: Estrogen receptor: RabMab SP1 (A) and B644 (B) show stronger staining
intensity compared to Mab 1D5 from three different suppliers (E, Dako; F, BioSB;
and G, Biogenex) and similar staining intensity to Mab 6F11 (H). Sections stained
for 1D5 (Biogenex) (G) showed weaker staining intensity compared to all other anti-
ER antibodies. RabMab SP2 (C) and B645 (D) showi similar staining intensity,

stronger than sections stained for Mab (I, PgR312; and J, PgR636).

Discussion

In the present study, we compared mouse monoclonal antibodies and novel
rabbit monoclonal antibodies for ER and PR testing in breast carcinomas using
TMA and the immunohistochemical method. There are few other studies in the
literature comparing the new rabbit monoclonal antibodies with mouse antibodies
6.32) cano et al ©® also evaluated estrogen and progesterone receptors in fine-
needle aspirates and paraffin-embedded sections from breast cancers using SP1
and SP2 rabbit antibodies. They found that the use of rabbit monoclonal antibodies
against and PR on alcohol-fixed smears and paraffin sections provide several
advantages, such as high sensitivity and specificity of the reaction, stronger
immunostaining, shorter procedure times, and avoidance of antigen retrieval step.
Rossi et al ®? carried out a comparative study between RabMab clones against
estrogen and progesterone receptors, Ki67, cyclin D1, CD3, CD5, CD23, and
synaptophysin and classic mouse monoclonal antibodies against the same
antigens on several tumor types as well as normal tissues. They found no

significant differences in the percentage of positive cells and staining intensity.
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However, RabMabs appear to offer increased sensitivity with no apparent loss of
specificity and also allowed a higher working dilution. Cheuk et al compared the
novel RabMab anticyclin D1 antibodies to mouse antibodies against cyclinD1 and
confirmed the superior performance of the rabbit SP4. A consistent
immunostaining for cyclin D1 was readily achieved when compared to mouse
antibody DCS-6 in 150 cases of lymphoproliferative lesions ©.

In our study, we also used a semiquantitative evaluation of the intensity of
staining trying to detect differences of sensitivity among the different antibodies.
We found that both ER RabMabs stained with stronger intensity compared to the
1D5-Mab from different suppliers but with similar intensity to the 6F11. The 1D5
(Biogenex) was responsible for a significant number of negative results (4 cases)
that were positive when stained with the other antibodies.

Many studies reported their results of ER and PR analysis based on a
semiquantitative method considering both intensity and percentage of nuclei
immunopositive. The intensity of staining is excluded, as it has been noted no
relationship to therapy response or prognosis % 2237,

One of the advantages of RabMab is that the epitope retrieval step would
not be necessary making shorter the total time to run the reaction. However,
pretests performed in our laboratory showed that with no epitope retrieval the
rabbit antibodies working dilution was 1:50 and using epitope retrieval was 1:300.
Although the antigen retrieval step is more time consuming, the total cost of each
test can be reduced using antibody dilutions 6 times less concentrated. Rossi et al
®2) ysed the RabMab SP1 10 times less concentrated than the 6F11 using antigen

retrieval. These authors also described that acceptable staining was obtained with
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SP1 even in the absence of antigen retrieval, a condition in which 6F11 sensitivity
dropped dramatically 2. According to Huang et al *® the high affinity of the clone
SP1 and its bindings to a different epitope from clone 1D5 would explain why the
antigen retrieval is not necessary. The RabMab SP1 has appropriate tissue
reactivity, with nuclear staining in epithelial tissues of known ER status showing an
affinity 8 times higher than that of 1D5 and reactivity with the predicted band on
western blotting 9.

Huang et al 9 also demonstrated that the RabMab SP1, against ER,
showed similar results to Mab clone 1D5, except in 6 out 61 samples. According to
the authors, the clone SP1 may be more sensitive than clone 1D5 and has the
same specificity as clone 1D5 in IHC 9,

There are few studies comparing different mouse clones against PR and to
our knowledge there are no other studies comparing rabbit and mouse clones anti-
PR. In our study, we found a significant better staining for the RabMab clones SP2
and B645 compared to the Mabs PgR636 and PgR312. There was a concordance
between ER and PR staining in the positive cases, however we observed that PR
antibodies stained with stronger intensity than ER in the same cases. In our study,
clear background and a sharp nuclear staining was observed in all sections stained
for the RabMabs against ER and PR (Fig. 1) and may reflect the high specificity of
the monoclonal antibodies, especially the RabMabs, whose reactions showed the
clearest background.

In summary, the new RabMabs against ER (SP1 and B644) and PR (SP2
and B645) are highly sensitive and reliable in IHC testing of breast carcinomas.

Our results demonstrate that RabMabs against ER have similar staining pattern
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compared to the 6F11 Mab but better than clone 1D5 from three different suppliers.
The RabMabs against PR (SP2 and B645) provide stronger and sharper IHC
signal and clearer background compared to mouse antibodies (Pgr636 and
PgR312). Both ER and PR RabMabs allow better cost benefit because of higher

working dilution compared to Mab.
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CONCLUSOES GERAIS

O equipamento e técnica de construcdo do array representam uma
alternativa econdmica, confiavel e (til aos equipamentos comerciais
para a construcdao de arrays de tecido com boa concordancia
diagndstica com os blocos doadores tanto na avaliacao histologica pelo
H&E quanto no estudo IIQ de marcadores moleculares em tumores

mamarios.

Os novos anticorpos monoclonais de coelho contra RE (SP1 e B644) e
RP (SP2 e B645) sdo mais sensiveis que o Mab 1D5 e os Mabs contra
RP respectivamente e apresentam melhor relacdo custo/beneficio

devido a maior diluicdo em testes IIQ para carcinomas mamarios.
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ANEXO

PROTOCOLO PARA ESTUDO IMUNOHISTOQUIMICO

Padronizacdo adotada pelo Laboratério de Imunohistoquimica Aplicada a
Patologia Mamaria da Faculdade de Medicina/UFMG a partir de 20/04/2001.
DESPARAFINIZACAO

1. Manter as laminas em Estufa a 36°C — tempo suficiente para secarem,;

2. Imediatamente apos retirar da Estufa imergir as laminas em Xilol — 20’;
3.

BLOQUEIO DA PEROXIDASE ENDOGENA

3. Imergir as laminas em Alcool Absoluto: 10 “mergulhos” em cada uma das 3
cubas;

4. Imergir as laminas em solugdo de Peroxido de Hidrogénio 3%, preparada
momentos antes do uso:

Perdxido de Hidrogénio 30% P.A. — 10 ml
Alcool Metilico P.A. - 90 ml

Deixar por 20’;
5. Pré-aquecer o Steamer: encher, até a marca permitida, o reservatério de agua
do aparelho com Agua Destilada; monta-lo, liga-lo na tomada e girar o botdo do

timer do aparelho até o final;

6. Imergir as laminas em Alcool Absoluto: 10 “mergulhos” em cada uma das 3
cubas;

7. Imergir as laminas em Tamp&o PBS pH 7,2 — 7,4,

REATIVACAO ANTIGENICA

8. Pré-aquecer o Tampéao Citrato pH 6,0 no Microondas poténcia alta — 40” para
cuba pequena (40 ml), 90” para cuba maior (200 ml);

9. Transferir as laminas para a cuba com Tampéao Citrato pH 6,0 pré-aquecido.



Observar a saturacdo de vapor no Steamer, a partir deste momento transferir a
cuba com as laminas para o aparelho — 25’ ;

10. Resfriamento: retirar a cuba com as laminas do Steamer e manter em
temperatura ambiente — 30’;

11. Imergir as laminas em Tampdo PBSpH 7,2-7,4 - 5

ANTICORPOS

12. Tomar as laminas, uma a uma, secar ao redor dos cortes e pingar uma gota de
Soro Normal de Cabra (do kit de reagcédo) sobre cada corte, incubar em Camara
Umida - 30;

Usar o soro em temperatura ambiente.

13. Escorrer o Soro Normal e gotejar 50 microlitros do Anticorpo Priméario
designado para cada um dos cortes: consultar o caderno de Registros de Reacéo;
incubar em camara umida — 90’

* Usar o Anticorpo em temperatura ambiente.

14. Lavar cada uma das laminas com Tampao PBS utilizando a garrafa de banhos
e imergi-las em 2 banhos também de Tampé&o PBS - 5’ cada;

15. Tomar as laminas, uma a uma, secar ao redor dos cortes e pingar uma gota do
anticorpo secundario (link) sobre cada corte; incubar em Camara Umida — 30’;
* Usar o Anticorpo em temperatura ambiente.

16. Lavar cada uma das laminas com Tamp&o PBS utilizando a garrafa de banhos
e imergi-las em 2 banhos também de Tampé&o PBS - 5’ cada;

17. Tomar as laminas, uma a uma, secar ao redor dos cortes e pingar uma gota do
complexo estreptoavidina biotina peroxidase sobre cada corte; incubar em Camara
Umida — 30;

* Usar o complexo em temperatura ambiente.

18. Lavar cada uma das laminas com Tamp&ao PBS utilizando a garrafa de banhos
e imergi-las em 2 banhos também de Tampéo PBS — 5’ cada;

REVELACAO DA REACAO

19. Preparar a solucdo de DAB (Liquid DAB, Dako, EUA) segundo as instrucdes
do fabricante;

20. Tomar as laminas, uma a uma, secar ao redor dos cortes e gotejar 50
microlitros da solucdo de DAB — 10’
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21. Parar a reacdo mergulhando as laminas em agua destilada;
22. Lavar as laminas em Agua Corrente — 5;
23. Contracorar os cortes com Hematoxilina de Harris — 2”

24. Lavar as laminas em Agua Corrente — 5;

DESIDRATACAO E MONTAGEM

25. Imergir as laminas em Alcool Absoluto: 10 “mergulhos” em cada uma das 4
cubas;

26. Imergir as laminas em Xilol: 10 “mergulhos” em cada uma das 2 cubas;

27. Manter as laminas na 22 cuba de Xilol enquanto realizar a montagem com
laminulas e Entellan.
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