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RESUMO: Foram selecionados quatro carcinomas ductais invasivos de mama com
graus de anaplasia progressivos e testados por métodos imuno-histoquimicos para
marcadores de diferenciagio mamdria com © objetive de verificar & correlaglio entre
grau histologico e a presenga desses marcadores. Foram utilizados anticorpos contra
alfa-lactoalbumina, lacioferrina, caseina, componcnte secretor, antigenc epitelial de
membrana ¢ antigeno carcinocmbribnico. A neoplasia mais difcrenciada resultou
positiva pars todos os antigenos pesquisados, enguanto a neoplasia menos
diferenciada resulton negativa, com excecio da alfa-lactoalbumina. As ncoplasias com
diferenciagio intermedidria apresentaram coloracfio focal nas dreas mais diferenciadas
da lesio. Uma correlagio entre a expressio dos antigenos de diferenciagio celular
mamdria ¢ wma boa diferenciagdo histolSgica foi verificada para a maioria dos

marcadores utilizados.

DESCRITORES: imunoperoxidade; alfa-lactoalbumina; lactoferrina; caseina;
componenie secreior aniigeno epitelial de membrana; aniigenco carcinoembritnico.

INTRODUCAO

Os métodos imuno-histoquimicos tém sido
amplamente utilizados no sentido de investigar a
sintese de diversos marcadores biolégicos ¢ as-
socid-los 2s caracterfsticas especificas do tumor ¢
ao gran de diferenciagiio celular. No estudo das
neoplasias mamdrias, esses marcadores, além de
possibilitar um melhor entendimento da doenga,
podem ser particularmente fiteis no fornecimento
de mformagbes quanto & atividade secretéria e
grau de diferenciagic celular, assim como na
avaliagio prognéstica da lesio. Dentre esses
marcadores encontram-s¢ as proteinas do leite,
produtos de secregiio e proteinas da membrana do
glébulo de gordura do leite. As proteinas do lei-
e, casefna, lactoalbumina e lactoferrima, sfio sin-
ietizadas pelas células epiteliais mamdérias bem
diferenciadas, auvmentando seus niveis durante a
lactaciic e diminuindo a segnir e, portanto, sio
considerados bons marcadores da diferenciagiio
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celular mamdria, assim como o© componente
secrefor, uma glicoproteina de secregiio presente
no epitélio mamdério normal'®. Essas protefnas
foram demonstradas em carcinomas de mama e
em cultura de células de carcinoma de mama, mas
a relagio de sua sintese ¢ uma boa diferenciagio
histoldgica do tumor é ainda muito discu-
tida*!%1%, Alguns anticorpos foram produzidos
contra a membrana do glébulo de gordura do
leite, mas seu grau de especificidade em relaghio
#0 tecido mamdrio parece ser varidvel'®,

Por outro lado, os marcadores considerados de
"desdiferenciaciio” celular, como as protefnas on-
cofetais ¢ placentdrias, parecem estar relaciona-
dos a um comportamento mais agressivo do tu-
mor, podendo trazer informagBes progndsticas
importantes!®, Algumas publicacdes sugerem
haver uma relagfio entre a imuno-reatividade do
antigeno carcinoembridnico (CEA) e um pior
progndstico®®¥, A correlagiio entre a presenga
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desse antigeno e uma boa diferenciagio his-
telégica tém apresentados resuliados confli-
1antes*™ 7, Virios estudos tém sido realizados no
sentido de correlacionar os marcadores de diferen-
ciacBo e o grau histolégico. No entanto, a
andlise conjunta de vdrios marcadores utilizando
& mesma casuistica nio tem sido efetuada nesses
trabalhos,

Nosso objetivo no presente trabaiho foi estu-
dar a relaglio entre alguns marcadores bicldgicos
tidos como especificos para mama ¢ oulros con-
siderados marcadores de "desdiferenciagio” celular
e o grau de diferenciaciic morfolégica, baseando-
se na andlise de guatro casos selecionados ¢ em
dados de leitura,

MATERIAL E METODOS

Foram selecionados quatro casos de carcinoma
ductal invasivo de mama de diferentes graus his-
toldgicos devido a snas caracteristicas mor-
folbgicas peculiares.

Caso I — Paciente de 72 anos com temor
no estiddio HI infilirando a pele e irés linfo-
nodos positivos em vinte ¢ oito dissecados,
O estudo histolégico revela uma neoplasia
bem diferenciada, caracterizada por elementos
epiteliais atipicos dispostos em grupamentos
sélidos ou estraturas tubulares, com
diagndstico de carcinoma ductal invasivo bem
diferenciado.

Caso Il — Paciente de 62 anos com tumor no
estidio II ¢ apenas um dos trinta e trés linfono-
dos examinados positivo, 0 estudo histoldgico
revela uma neoplasia com diagndstico de carci-
noma ductal invasivoe pouco diferenciado, menos
diferenciada que a anterior e caracterizada por
elementos epiteliais de grande tamanhe de
nticleo e citoplasma abundante, tendendo a for-
mar blocos sélidos.

Caso [l — Paciente de 44 anos com tamor no
estddio VI e dois linfonodos positives em 45
dissecados. O estude histolégico revela uama neo-
plasia menos diferenciada do que as duas ante-
riores, caracterizada por elementos epiteliais de
nticleos irregulares e citopiasma escasso, dispos-
tos em blocos sélides ou em corddes, com
diagnéstico de carcinoma ductal invasive pouco
diferenciado.

Caso IV — Paciente de 40 anos com tumor
em estidio nfo determinado, cujo estudo his-
tolégico revela uma neoplasia indiferenciada,
com 4reas anapldsicas que podem ser confundidas
com sarcoma, caracterizadas por elementos epi-
teliais pequenos e citoplasma escasso, com
diagnéstico de carcinoma indiferenciado.
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Cortes histoldgicos dos quatro espécimes
fixados em formol e incluidos em parafina fo-
ram corados pelo método da avidina-biotina-
peroxidase’, utilizando-se os seguintes anticor-
pos obtidos em coelho: anti-alfa-lactoalbumina,
antilactoferrina, anti-antigeno carcinoem-
bridnico (CEA), anticomponente secretor ¢ anti-
casefna. O anticorpe monoclonal anti-antigeno
epitelial de membrana (EMA) foi produzide em
camundongo. Todos os anticorpos foram adgui-
ridos & Dako(Santa Bérbara, CA), com exceglo
do anticorpo anticaseina, que nos foi gentil-
mente cedido pelo Prof. Gianni Bussolal, da
Universidade de Turim.

Resumidamente, os cortes histoiégicos, apés
desparafinizaciio e hidratagio progressiva, foram
submetidos ao bloqueio da peroxidase endégena
com H,0, 0,3% e das reagles inespecificas com
soro normal de cabra ou de cavalo 2% em solugio
salina tamponada com fosfatos (PBS). As laminas
foram ent3o incubadas consecutivamenie com
soro primdrio por 1 hora a 37°C, com os anticor-
pos biotinilados produzidos em cabra ou cavalo
(Vector Laboratories, Burligame, CA) por 30 mi-
nutos e finalmente com o complexo avidina-
biotina-peroxidase (Vector) por mais 30 minutos,
Entre as incubagbes, as laminas foram lavadas por
dez minutos em PBS. O substrato utilizado foi a
3-3° diaminobenzedina (DAB) (Sigma Chemical
Co. St. Louis, Mo) 0,03% com peréxido de hi-
drogénio em PBS e a contra coloragio com hema-
toxilina de Mayer. Depois de desidratadas, as
laminas foram montadas em bdlsamo do Canadd.
Como controle positivo da reaco, foi processade
um fragmento de tecido sabidamente positivo
(mama secretante) e, como controle negativo, o
angicorpo primdrio foi substituido por soro ndo
imune da cspécie em que este foi produzido, man-
tidas as demais etapas da reacfo.

RESULTADOS

Os resultados imuno-histogqoimicos dos diver-
sas marcadores nos quatro carcinomas de mama
encontram-se sumarizados na tabela 1.

TABELA

Resultados imuno-histoquimicos nos guatro
carcinomas de mama estudados.

CASOQI CASOII CASOCTI CASOIV

oiactoalbumina  + - - +
caseina + + + .
lactofersina + + + .
componente

secretor + * + -
EMA + + + -
CEA ' + + - .
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O caso I resultou positivo para todos os mar-
cadores estudados. As proteinas do leite, no en-
tanto, apresentaram-se fraca ou focalmente posi-
tivas nos blocos sélidos, sendo mais fortemente
positivas nas células neopldsicas formando duc-
tos. A lactoferrina foi fortemente positiva na luz
dessas estruturas., {J componente secretor resultou
fortemente positive na maioria das células
neopldsicas, assim como o EMA. As preparagSes
coradas com anti-EMA mostraram, na maioria das
vezes, positividade na membrana que delineia a
superficie de diversas células que revestem os
espagos luminares. CEA resuliou positivo nas cé-
lulas neoplésicas que formam ductos e fraca, fo-
calmente positivo ou negativo nas células dos
grupamentos sGlidos.

"No caso II, lactoferrina e caseina apresenia-
ram positivas nas células ncopldsicas gue for-
mam ductos esparsos em meic a neoplasia, en-
quanto alfa-lactoalbumina resulion negativa. Q
componenie secretor foi focalmente positivo nas
dreas de blocos sélidos e EMA resultou positive
na maior parte das células dessas dreas. Anti-CEA
corou poucas células em meio a neoplasia.

No caso IIH, lactoferrina e casefna resultaram
forternente posilivos nas células que formam pe-
quenos ductos ¢ cordfes em meioc a neoplasia.
Alfa-lactoalbumina resuliou negativa, EMA e o
componente secretor coraram fortemente as célu-
las neopldsicas da luz das estruturas tubulares e a
maior parte das células formando blocos ou
cordfes. Algumas estruturas neoplésicas foram
negativas, A coloragio intensa das células tanto
normais, quanto neoplisicas na luz dos tibulos, &
também observada com a utiliza¢fo de anti-CEA.

O caso IV apresentou-se negativo para lacto-
ferrina, cascina, componente secretor, EMA ¢
CEA. Alfa-lactoalbumina resultou positiva na
drea menos anapldsica do tumor.

DISCUSSAO

Estudos no sentido de determinar uma corre-
Iaciio entre antigenos de diferenciagio mamiria e
diferenciacio morfolégica (grau histoldgico) por
métodos imuno- histoquimicos tém apreseniado
resuliados controvertidos entre os diversos au-
tores. A presenga de alfa-lactoalbumina parece
nio ter correlagio com uma boa diferenciagio
histolégica. WALKER!S, analisando 100 carcino-
mas de mama, encontrou 50% dos carcinomas
bemm diferenciados produtores de alfa-
lactoalbumina, mas apenas 35% dos poucos dife-
renciados foram positivos, Esses resultados sfo
confirmados por CLAYTON et alii*. Nossos re-
sultados estdo de acordo com esses achados, uma
vez que o caso IV (carcinoma indiferenciado) re-
sultou positivo ¢ os casos II e 1L, que sio pouco

diferenciados, resultaram negativos. No entanio,
WALKER! nio observou correlagio entre as
dreas de coloragiio e estrutura do tumor e, no nos-
so estudo, as células dispostas em estruturas duc-
tais, portanto mais diferenciadas, apresentam
positividade muito mais intensa do que outras es-
truturas, ndo s6 para alfa-lactoalbumina (casc I)
como para outros marcadores {casos I, I e III).

Os resultados utilizando lactoferrina comeo
marcador sic mais variados. HURLIMANN et
alii®, examinando a sintese de lactoferrina em 43
carcinomas por imunofluorescéncia e utilizando
culturas de tecido, encontraram uma correlagio
positiva entre a sintese e a diferenciagiio dos mu-
mores. Por outro lado, WALKER®, utilizando o
método da imunoperoxidase, ndo observou essa
correlagio nos 53 carcinomas analisados. CHAR-
PIN et alii®> observaram positividade mais
fregliente em carcinomas ductais de baixo grau
histolégico, mas o mimero de casos ndo permitiu
estabelecer uma diferenga siginificante. Em nos-
so estudo, apenas o tumor indiferenciado nio
apresentou nenhuma positividade para a lactofer-
rina, 0 que concorda com dois dos rés estudos
citados,

A relagidc entre a sintese de caseina e a dife-
renciagic morfolégica dos carcinomas é muito
discutida. Dois estudos!* observaram positivi.
dade para caseina em todos og carcinomas grau I,
o bem diferenciados, enquanto os pouco diferen-
ciados, grau Iff, apresentaram-se raramente posi-
tivos. Outros tesultados, porém, foram relatados.,
FORTT at alii*, numa amostragem maior encon-
traram positividade freqliente em carcinomas pou-
¢o diferenciades. WOODS et alii®, analisando
soro de pacientes com cincer de mama, n3o en-
contraram correlaglio entre a presenca de casefna
¢ diferenciagiio tumoral. Os resultados obtidos
por diferentes autores na década passada com
relaglo a cascina devem, no entanto, ser analisa-
dos com extremo cuidado, uma vez que, em 1982,
ORMEROD et alii!!, comparando anti-soros anii-
casefna e anti-EMA, demonsiraram gue muitos
dos determinantes detectados pelos dois anti-
soros eram idénticos, e que as preparacBes de an-
ticaseina estavam f{reqlientemente associadas a
pequenas quantidades de EMA. O anti-soro utili-
zado nesse estudo foi absorvide com EMA e ain-
da assim, trés dos quatro carcinomas apresenta-
ram algumas células positivas localizadas
principalmente nas estruturas ductais dos lu-
mores, sugerindo, desse modo, a presenca de
caseina em freas mais diferenciadas e auséneia em
carcinomas indiferenciados.

HURLIMANN et alii® concluiram nie haver
correlagio entre a positividade do componente
secreior ¢ boa diferenciagio histoldgica. Essa
clagiio, no entanto, foi observada em outro estu-

277



PESTANA, CB. & CARDOSO DE ALMEIDA, P.C. — Expressdc antigénica e diferenciacfo morfolégica de
neoplasias mamdrias: um esiudo comparative. Rev. [nst. Adolfe Lutz, 50 (3/2) 275-279, 1990,

do?, no qual a incidéncia de positividade dos tu-
mores bem diferenciados ndo foi alta (58%), mas
apenas um pegueno nimero de carcinoma pouco
diferenciado corou-se. Novamente nossos resuita-
dos sugerem haver uma relaglo enlre esses
pardmetros, uma vez gue apenas o carcinoma in-
diferenciado nfo apresentou positividade,

Os anticorpos contra as protefnas da membra-
na do glébulo do leite reconhecem uma proteina
que ¢ expressa pela maioria das céiulas mesoteli-
ais e epiteliais e estd presente em muitos
carcinomas, mesmo gquando indiferenciados oun
anapla-sicos’®, Um desses anticorpos parece ter
maior especificidade pelo epitélio mamério nor-
mal e ncoplisico'?, mas nfio foi utilizado nesse
estudo. A negatividade do caso IV (carcinoma in-
diferenciado) nfio confirma essas observacdes e
sugere haver correlagio entre a positividade de
EMA ¢ uma diferenciagiio glandular do tumor.

Nossas observagles em relagfio & positividade
de CEA concordam com WALKER!Y, que encon-
trou uma correlacio eantre a presenga desse
antigeno ¢ uma boa difcrenciagio histolégica
num estudo de 100 carcinomas de mama. Isso
nflo foi confirmado num estudo posterior com 35
pacientes'®. Dos quatro tumores analisados, ape-
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nas o tumor bem diferenciado (caso I} apresen-
tou coloraglio para a maloria das c¢élulas, Os tw-
mores menos diferenciados (casos Il e HI} apre-
sentaram poucas células coradas e o tumer
indiferenciado(case IV) foi totalmente negativo,
sugerindo haver uma perda progressiva desse
antigeno & medida que a lesfo torna-se menos
diferenciada.

As principais variagbes entre os diversos es-
tudos de marcadores de diferenciagio parecem ser
devidas aoy diferentes anticorpos primérios utili-
zados!?. Outros fatores como fixagdo, uso de en-
zimas proteoliticas ¢ diferentes métodos imunoc-
histoquimicos podem também influenciar os re-
sultados finais.

Concluindo, os achados imuno-histoguimicos
desse estude sugerem haver uma correlagio entre
os aspectos morfoldgicos da diferenciacfo tumo-
ral {grau histoldgico) e a expressio pelas células
neopldsicas de antigenos préprios da diferen-
ciacio das células do epitélic mamadrio, Esses re-
sultados concordam com parte significativa dos
dados encontrados na literatura e deverdio ser cor-
roborados em um maior mimere de casos, buscan-
do-se, também, uma associagio com formas
clinicas evolutivas.
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ABSTRACTS: Four cases of human breast carcinomas were selected and 1ested for
the presence of breast cpithelial cell differentiation. Antiscra to alpha-lactalbumin,
lactoferrin, casein, secretory componcnt, epithelial membrane antigen and
carcinoembryonic antigen were employed. The well differentialed tumor was positive
for all markers tested while the less differentiated one was negative except for
slpha-lactalbumin. The intermediate tumors J)resemed focal staining in the more
diffcrentiated arcas. A relationship was found between the presence of markers of
breast differentiztion and good histological differentiation of tumors. No particular

correlation was noted when alpha-lactalbumin was employed.

DESCRIPTORS: immunoperoxidage; alpha-lactalbumin; lactoferring casein
secretory component; epithelial membrane; antigen and carcinocmbryonic.
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