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INTRODUCAO

O patologista hi muito tempo suplemen-
ta as técnicas histolégicas tradicionais
com vdrias coloragbes especiais utilizadas
para caracterizar diversos constituintes
celulares, visando identificar e classificar
os diferentes tipos de neoplasias cuti-
neas. O dcido periédico de Schiff (PAS) é
um exemplo de coloracio muito utiliza-
da pela sua capacidade de identificar
células que contém glicogénio; o método
de Masson-Fontana localiza o pigmento
melanico, informando a capacidade de
células neopldsicas produzirem ou arma-
zenarem melanina, e indicando indireta-
mente sua histogénese; os métodos tri-
cromicos de Masson ou Gomori sio tteis
na coloragdo de células de natureza mus-
cular. Contudo, a grande variedade de
antigenos tissulares endégenos (hormé-
nios, enzimas, imunoglobulinas, fatores

de coagulacio) s6 raramente é detectada
com algum grau de especificidade pelos
métodos histoquimicos de coloracio.
Além disso, a demonstragio histoquimica
de enzimas tissulares requer procedimen-
tos especiais que, em geral, nao sio com-
pativeis com o processamento histolégi-
co de rotina. J4 o emprego de técnicas
imuno-histoquimicas para localizacio de
enzimas nos tecidos oferece uma alterna-
tiva que ndo depende da preservacio da
atividade catalitica da enzima, mas ape-
nas de sua estrutura. Por exemplo, a colo-
racdo do verde-metila-pironina detecta
imunoglobulinas de uma forma indireta e
inespecifica; a intensa pironinofilia do
citoplasma dos plasmécitos é devida 3
grande quantidade de 4cido ribonucléico
usada na produgio de imunoglobulinas.
Mas a identificagdo precisa dos produtos
de secrecao dos plasmécitos, ou seja, a
classe da imunoglobulina e alteracées nas
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proporcoes das cadeias leves tém impor-
tincia fundamental na classificagao dos
linfomas e podem ser detectadas por
meio de técnicas imuno-histoquimicas.
Estas cada vez mais encontram aplicacao
no diagnoéstico em patologia; anti-soros
contendo anticorpos especificos podem
ser usados para localizar diferentes antige-
nos tissulares por meio de técnicas varia-
das, com sensibilidade e especificidades
maiores do que as oferecidas pelas colora-
¢oOes histoquimicas, e sua compatibilidade
com o processamento histolégico habi-
tual facilita 0 emprego na rotina diagnos-
tica dos laboratérios de patologia.

As técnicas imuno-histoquimicas tém
sofrido um continuo processo de padro-
nizagdo, mas trés aspectos continuam a
ser de suma importincia para obtencdo
de resultados consistentes e aceitdveis: a
necessidade da utilizagao de controles do
anticorpo e da coloracio, a eliminagio da
imunorreatividade cruzada inespecifica e
o bloqueio da atividade enddgena de
peroxidade e biotina em alguns tecidos.
A penetragao dos anticorpos em cortes
de tecido emblocado em parafina em
geral ndo apresenta maiores problemas,
mas o efeito da fixac¢ao habitual com for-
mol neutro a 10% precisa, em muitos
casos, ser antagonizado pelos métodos de
recuperacio antigénica.

Entre os varios métodos disponiveis, o
que atualmente encontra a mais ampla
aceitacdo entre nds ¢ o que emprega o
complexo avidina-biotina (ABC). Esta
técnica utiliza trés reagentes: um anticor-
po primdrio, um anticorpo secundario
quimicamente ligado a vitamina biotina e
um complexo da glicoproteina avidina

com a biotina e a peroxidase. A avidina
possui a habilidade de se ligar nao imu-
nologicamente a quatro moléculas de
biotina, o que confere excelente sensibili-
dade a esse método. Enzimas sao catalisa-
dores que agem sobre um substrato, ace-
lerando sua conversiao. A peroxidase
usada em imuno-histoquimica reage com
o peréxido de hidrogénio, quando em
presenca de um doador de elétrons, for-
mando uma molécula colorida. A enzima
nao sofre deplegao e continuamente cata-
lisa a reagao, produzindo muitas molécu-
las coloridas que vao permitir, entio,
observar ao microscopio optico o local
no tecido em que ocorreu imunorreativi-
dade. Exemplos de doadores de elétrons
(crom6genos) disponiveis para uso sdo:
3,3-tetraidrocloreto de diaminobenzidi-
na (DAB) e 3-amino-9-etilcarbazol
(AEC); o primeiro produz um produto
final castanho e permite que a laminula
sejJa. montada com resina; o segundo
resulta em coloracio vermelha, ¢ a lami-
nula deve ser montada com meio aquoso.
Uma identificacio vélida do antigeno-
alvo somente pode ser conseguida se o
anticorpo for usado na concentracio
ideal. As instrucées do fabricante dos rea-
gentes industrializados devem ser utiliza-
das como ponto de partida, mas para
cada anticorpo a diluicio correta sofre
influéncia de cada solugio empregada e
de cada procedimento realizado na
amostra: fixac¢io, processamento, selecio
de tampoes, temperatura, umidade e
tempo da técnica de coloragao, para citar
apenas alguns. Por isso, pequenos ajustes
podem ser necessarios para alguns anti-
corpos em diferentes laboratérios. A
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chave para resultados uniformes e signifi-
cativos é a manutenc¢ao de consisténcia
em todas as fases do procedimento,

O resultado dessas técnicas deve ser a
localizacio do pigmento colorido com
uma reprodutibilidade configvel, O pro-
Cesso interpretativo mais difici envolve
discernir entre imunorreatividade especi-
fica e inespecifica. Os problemas nessa
avaliagio sio em geral de dois tipos: ou
ha muita reatividade, com excessiva colo-
racio de fundo, e uma coloragio aparen-
temente inespecifica de 4reas que nao
deveriam conter o antigeno em questio,
ou os cortes histolégicos apresentam rea-
¢a0 muito fraca, ou completamente nega-
tiva. No primeiro caso, deve-se iniciar
com a substituicio do anticorpo primario
Por tampaos se a reagio persistir positiva,
certamente ha problemas com o sistema
de deteccio empregado ou com a amos-
tra, e ambos devem ser investigados por
partes. No caso de resultados falso-nega-
tivos, o primeiro passo ¢ certificar-se de
que o antigeno realmente est4 presente
na amostra; em seguida o cromoégeno
deve ser testado, e 2 utilizacio de solu-
¢0es mais concentradas do anti-soro
pode ser tentada. Contudo, nunca se
deve esquecer de utilizar controles positi-
VOs para checar a confiabilidade de cada
reacao realizada.

N EOPLASIAS
MELANOCITICAS

O exame histopatolégico na coloragio
pela hematoxilina-eosina em geral possi-
bilita o diagnéstico dessas lesdes sem maio-

res problemas, observados os critérios
bem estabelecidos na literatura. Con-
tudo, um certo grupo de Casos, represen-
tado por formas raras de melanoma e
formas pouco diferenciadas, vai repre-
sentar um desafio diagnéstico maior e
nessas situagdes a imuno-histoquimica,
com o emprego de um ou mais entre os
marcadores disponiveis para linhagem
melanocitica (proteina S-100, HMB-4§ ;
NKI/C3, tirosinase, melan-A), sera de
grande importincia na definicao do diag-
néstico (Fig. 34-1). Nos melanomas hi-
pomelanéticos, além da marcagio imuno-
histoquimica, também a coloragio pelo
método de Fontana-Masson pode contri-

Fig. 34-1. Forma pouco diferenciada de melanoma
com predominio de célylas fusiformes (A, hematoxilina-
eosina/H&E), exibindo intensa imunorreatividade com
anti-soro $-100 (B),
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buir para a elucidagio diagnéstica ao
revelar pequenas quantidades de pigmen-
to melanico no citoplasma de células
neoplasicas.

NEOPLASIAS LINFOIDES

As modernas técnicas imuno-histoquimi-
cas permitem analisar o padrao fenotipi-
co das lesoes linfoproliferativas com anti-
corpos para subtipos de linfocitos e célu-

las acessérias (macroéfagos, células reticu-
lares dendriticas e células interdigitadas)
em amostras de tecido processado roti-
neiramente e emblocado em parafina, ou
em amostras de tecido congelado.

Os anti-soros CD45, CD45R0O, CD3 e
CD20, que funcionam em tecido emblo-
cado em parafina, sio de ampla utiliza-
¢do para a caracterizagio de neoplasias
de natureza linféide (CD45/LCA), de
linhagem T (CD45RO e CD3) ou B
(CD20) (Fig. 34-2).

Os clones anormais nas formas iniciais
de linfomas T tendem a ser do subtipo

Fig. 34-2. Linfoma B - Extenso comprometimento dérmico e hipodérmico por células linféides atipicas (A, H&E), cuja
natureza linféide foi confirmada pela imunomarcacao com CD45/LCA (B), sendo em sua maioria imunorreativas

com marcador pan-B (C).
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CD4 auxiliador, e freqiientemente néo
expressam um ou mais dos antigenos de
maturagio pan-I' caracteristicos de células
T maduras. Os anticorpos monoclonais da
série Leul a 5, que devem ser empregados
em tecido congelado, podem ser uteis
(Leul, 4 e 5 sao marcadores dos antigenos
de maturagao celular pan-T; Leu3 marca
as células T “auxiliadoras™ CD4-positivas
e Leu2, as células T “supressoras” CDS-
positivas). Um perfil tipico consistente
com linfoma T em fase inicial é composto
por células epidermotrépicas predomi-
nantemente CD4-positivas (relacio CD4:
CDS8 superior a 10:1), além de perda de
reatividade de muitas células para um ou

Fig. 34-3. Acentuado pleomorfismo nuclear e hipercro-
masia em infiltrado dérmico de papulose linfomatdide
(A, H&E) e imunomarcacao com anti-soro CD30 (B).

mais dos antigenos definidos pelos anti-
corpos Leul, Leu4 ou LeuS.

Com relacio a diferenciacio entre
infiltrados de células B de natureza rea-
cional versus maligna, a deteccao imuno-
histoquimica da expressao monotipica de
cadeias leves kappa ou lambda pelas célu-
las malignas € sugestiva de um processo
clonal de provavel natureza maligna.
Entretanto, o diagndstico diferencial
entre linfoma cutineo de células T nio-
epidermotrépico, linfoma B e hiperplasia
linféide cutanea é freqlientemente pro-
blemitico.

A imunorreatividade com o anti-soro
CD30 parece definir uma “familia” de

Fig. 34-4. Linfoma cutineo caracterizado por infiltracao
difusa de linfécitos grandes e anapldsicos (A, H&E), apre-
sentando imunorreatividade com antisoro CD30 (B).
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Fig. 34-5. Caracteristico comprometimento da juncio dermoepidérmica e da derme por infiltrado conﬁuentg de
grandes células de amplo citoplasma eosinofilico na histiocitose de células de Langerhans (A, H&E) e detalhe da imu-

nomarcacao com antisoro S-100 (B).

neoplasias linféides: papulose linfoma-
toide (Fig. 34-3), linfoma anaplisico de
grandes células (Fig. 34-4) e histiocitose
atipica regressiva.

A imuno-histoquimica das lesées cuti-
neas da histiocitose de células de
Langerhans demonstra positividade para
proteina $-100 (Fig. 34-5) que, contudo,
nao € um marcador especifico, ao contri-
rio do anticorpo monoclonal Leué6, que
identifica o antigeno de superficie CD1a,
mas requer cortes de tecido congelado.

NEOPLASIAS MESEN QUIMAIS

Na forma macular do sarcoma de Kaposi,
hemossiderina pode ser detectada através
da técnica do azul-da-Prassia entre a pro-
liferacao de células fusiformes. No sarco-
ma de Kaposi nodular, um achado il

para o diagnéstico ¢ a identificacio de
globulos hialinos, PAS-positivos (corptis-
culos de Kamino), nas células fusiformes,
0s quais representariam membranas dege-
neradas de eritrécitos fagocitados. A imu-
nomarcagao com anti-soro fator VIII tam-
bém assinala a proliferacio de espacos
vasculares que formam agregados irregu-
lares com freqgiiente comprometimento
da derme adventicia perianexial.

O antigeno associado ao fator VIII
também estd presente em algumas,
porém nao em todas as células do angios-
sarcoma e, portanto, apresenta valor
limitado em lesdes pouco diferenciadas,
Outro marcador de células endoteliais ¢
representado pelo anticorpo monoclonal
CD31 (Fig. 34-6).

A marcagio imuno-histoquimica ¢, em
geral, positiva para desmina e actina de
musculo liso nos leiomiomas (Fig. 34-7)
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Fig. 34-6. Angiossarcoma - Infiltragdo dérmica por células neopldsicas que formam canais vasculares irregulares com
empilhamento de suas células (A, H&E) cuja natureza endotelial é mais bem evidenciada pela reacio positiva com o

anticorpo monoclonal CD31 (B).

e leiomiossarcomas (Fig. 34-8) superfi-
ciais da pele. Estes diferenciam-se dos
carcinomas indiferenciados de células
fusiformes por serem negativos para as
citoceratinas e expressarem a vimentina,
filamento do citoesqueleto comum das
neoplasias de origem mesenquimal.

No dermatofibrossarcoma protube-
rante a técnica da reticulina ressalta a
configuragio “estoriforme” e nos casos
em que pequenos depdsitos de pigmento
melinico podem ser observados em algu-
mas células neoplasicas (tumor de Bed-
nar), causando confusio com melanomas
de células fusiformes, técnicas imuno-his-
toquimicas tém grande utilidade ao mos-
trar que as células sio negativas para pro-

Fig. 34-7. Leiomioma - Feixes musculares lisos orienta-
dos em varias direcoes (A, H&E) com imunomarcagao
difusa com anti-soro para actina de mdsculo liso (B).
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Fig. 34-8. Fasciculos entrelacados de células fusiformes,
com citoplasma eosinofilico e nicleos alongados em
forma de charuto compdem o quadro histopatolégico
do leiomiossarcoma cutineo (A, H&E), cuja histogéne-
se ¢ confirmada por meio da reacdo positiva com anti-
soro HHF-35 (B).

tefna S-100 e positivas para CD34 (Fig.
34-9).

O dermatofibroma é composto pela
proliferagao dos dendrécitos fator XIlla+
(Fig. 34-10).

Melanomas e carcinomas espinocelula-
res de células fusiformes fazem parte do
diagnéstico diferencial do fibroxantoma
atipico que, contudo, apresenta positivi-

Fig. 34-9. O arranjo “estoriforme” das células neoplasi-
cas e o caracteristico padrao de infiltracio do tecido
adiposo sdo importantes para o diagnéstico do derma-
tofibrossarcoma protuberante (A, H&E), assim como a
imunomarcagao com o anti-soro CD34 (B).

dade variavel para alfal-antiquimotripsi-
na e € negativo para proteina S-100 e cito-
ceratina. Por outro lado, alguns carcino-
mas indiferenciados podem exibir negati-
vidade para citoceratinas de alto peso
molecular e positividade para citocerati-
nas de baixo peso molecular, o que torna
o emprego de um pool de citoceratinas de
grande utilidade nesses casos (Fig. 34-11).
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Fig. 34-10. Células de niicleos bizarros podem ser observadas em alguns dermatofibromas (A, H&E), e a imunorrea-
tividade com anti-soro para o fator Xllla é um importante auxiliar para o diagnéstico correto (B).

Fig. 34-11. O diagndstico preciso de carcinomas indiferenciados (A, H&F) é facilitado pelo emprego de um pool de

citoceratinas/AETAE3 (B).
NEOPLASIAS NEURAIS

No tumor de células granulosas, o citoplas-
ma finamente granular cora-se positiva-
mente pelo PAS e apresenta reagio imuno-
histoquimica varidvel com a proteina S-
100, o que ajuda no diagnéstico diferencial.
O neurofibroma caracteriza-se igual-
mente pela expressio da proteina S-100
pelas células de Schwann (Fig. 34-12).

O carcinoma neuroenddcrino da pele
apresenta um padrao caracteristico de
imunomarcagio com citoceratina que
consiste em glébulos paranucleares,
redondos e discretos, assemelhando-se a
inclusdes, e pode exibir também imunor-
reatividade com cromogranina, indica-
dor bastante especifico de diferenciacio
neuroendécrina (Fig. 34-13). Esses acha-
dos sdo extremamente tteis para diferen-
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Fig. 34-12. O neurofibroma (A, H&E) é mais uma das
neoplasias cutdneas que apresenta imunorreatividade
com o anti-soro S-100 (B).

cid-lo de outros tumores, tais como linfo-
mas, melanomas de células pequenas e
carcinomas de pequenas células metasta-
ticos para a pele.

NEOPLASIAS METASTATICAS

A detecg¢do de mucina em adenocarcino-
mas gastrintestinais metastaticos, que
podem mimetizar melanoma ou doenca
de Paget extramamaria ao exibir epider-
motropismo das células em anel de sine-
te, requer o conhecimento de que é uma
sialomucina PAS-positiva, resistente a

Fig. 34-13. O carcinoma neuroenddcrino da pele tem
diagnéstico histopatoldgico  relativamente  dificil (A,
H&E), mas apresenta imunomarcagao caracteristica em
padrao globular paranuclear com citoceratina 20 (B) e
tem sua natureza neuroendderina confirmada na rea-
¢ao positiva com o anti-soro para cromogranina (C).

diastase; esta mucina cora-se pelo azul de
Alcian em pH 2,5, mas nao em pH 0,4,
indicando sua natureza nio-sulfatada,
resistente a hialuronidase.
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Fig. 34-14. Um melanoma amelandtico metastitico Fig. 34-15. A investigacdo do comprometimento de
para o seio nasal (A, H&E) pode ter seu diagnéstico ganglios sentinelas por melanoma [A, H&E) também é
confirmado empregando-se os anti-soros 5100 (B) e facilitada com a utilizacdo da imunomarcacao para

HMB-45 (C). HMB-45 (B) e 5-100 (C).
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Fig. 34-16. Meldstases cutineas de neuroblastoma (A, H&E) tém seu diagndstico confirmado ao apresentar imunor-
reatividade com o antisoro para enolase neuronal especifica (B) e auséncia de reagao nas células neopldsicas com

o anti-soro S100 (C).

Em carcinomas de mama metastaticos
com exuberante desmoplasia permeada
por poucas células malignas, a deteccao
imuno-histoquimica de limens intracito-
plasmaticos com anticorpos para antige-
no de membrana epitelial (EMA) repre-
senta auxilio importante para caracterizar
tais células como de um adenocarcinoma.

Metastdses de carcinomas pulmonares,
variantes de pequenas células, fazem
diagnéstico diferencial com linfomas, mas
nio apresentam imunorreatividade com
o antigeno comum leucocitario (LCA) e
nao revelam os agregados perinucleares
de citoceratina, tipicos dos carcinomas
neuroendécrinos primdrios da pele.

As metastases de origem prostatica em
geral apresentam imunorreatividade para
fosfatase acida prostatica, definindo sua
histogenése.

Em melanomas amelanéticos metastati-
cos, a imunomarcagao com proteina S-100
e HMB-45 confirmard o diagndstico
(Fig. 34-14). O uso desses anticorpos auxi-
lia, também, o exame do linfonodo senti-
nela em casos de melanoma (Fig. 34-15).

Fig. 34-17. Imunorreatividade em células de linfoma
cutaneo com o marcador de proliferacao celular Ki67.
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Fig. 34-18. Expressao da proteina p53 em queilite actinica (A) e epitelioma basocelular (B).

Metiastases cutdneas de neuroblastoma
(Fig. 34-16) na crianca diferenciam-se de
outras neoplasias malignas de células
pequenas, particularmente da infiltragao
leucémica da pele, por exibirem negativi-
dade para o antigeno leucocitdrio co-
mum e expressarem a enolase neuronal
especifica e mediadores neuronais, como
a somaptofisina. Diferenciam-se do mela-
noma amelanético de células pequenas
por exibirem negatividade para a protei-
na S$-100.

MARCADORES DE
PROLIFERACAO CELULAR

As técnicas imuno-histoquimicas possibi-
litam, ainda, evidenciar marcadores de

proliferagio celular, como o Ki67 (Fig.
34-17) e o PCNA, utilizados como indi-
ces prognosticos de neoplasias, particu-
larmente as de natureza linféide. A
expressio da proteina p53 (Fig. 34-18) ¢
também revelada por métodos imuno-
histoquimicos e utilizada como um dos
indices progndsticos de neoplasias.
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