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RESUMO

Introducdo: A diferenciacdo entre carcinoma primario e metastatico e a
determinacdo do sitio primario de uma metéstase, de grande importancia para o
tratamento, frequentemente somente é possivel somente com imuno-histoquimica.
Recentemente surgiram marcadores especificos para um 6rgédo ou alguns 6rgaos,

por isso € necessaria sua validacdo em amostra grande e diversificada.

Objetivo: Elaborar um painel imuno-histoquimico de marcadores sitio-especificos

para analise de carcinomas metastaticos.

Método: Estudo de 904 carcinomas de diferentes 6rgaos e tipos histologicos, com
microarray de tecido, utilizando 24 anticorpos: CDX-2, CK5/6, GCDFP-15, Hep-Par1,
Mammaglobin, Napsin A, PAP, Pax-2, PSA, RCC, Receptor de estrogénio, Receptor
de progesterona, Tiroglobulina, TTF-1, Uroplakin, Villin, WT-1, CK7, CK20, K903,
pl6, p63, AEL/AE3 e Camb5.2.

Resultados: AE1/AE3 teve excelente positividade (83-100%) em quase todos o0s
carcinomas. Cam5.2 teve boa positividade nos ndo-escamosos (80-100%). K903 foi
positivo em 100% dos carcinomas escamosos. p63 foi positivo em 100% dos
carcinomas escamosos, e 83% dos carcinomas uroteliais. Tireoglobulina foi positiva
em 95% dos carcinomas de tireoide. PSA e PAP foram positivo respectivamente em
97% e 95% dos carcinomas de prostata. TTF-1 foi positivo em 93% de tiredide, e em
77% dos carcinoma pulmonares ndao-escamosos. Napsin A foi positivo em 26% dos
carcinomas pulmonares escamosos, e 59% dos carcinomas pulmonares nao-
escamosos. CDX-2 e villin foram positivos respectivamente em 95% e 94% dos
carcinomas colon-retais, e 36% e 64% dos adenocarcinomas de estbmago e 52% e
76% dos adenocarcinomas de es6fago e jungdo es6fago-géstrica. Para carcinoma
renais, Pax-2 foi positivo em 65% e RCC em 56% dos tumores. Hep-Parl foi positivo
em 92% dos carcinomas hepatocelulares. Mammaglobin teve positividade de 61%
nos carcinomas mamarios. GCDFP-15 teve 67% de positividade em mama. A
positividade para o0s receptores de estrogénio e progesterona foram,

respectivamente, 89% e 63% para mama, 80% e 97% para endométrio, e 84% e



86% para ovario. WT1 foi positivo em 59% dos carcinomas de ovario. CK7 teve
positividade variavel em varios érgaos. CK20 foi positivo em 94% dos carcinomas
colon-retais, 49% dos uroteliais, 38% dos colangiocarcinomas, 21% dos
adenocarcinomas de estdbmago, 21% dos adenocarcinomas de es6fago e juncéo
es6fago-géstrica, 11% dos carcinomas de pancreas, e 43% carcinomas mucinosos
de ovério. pl16 foi negativo em todos os carcinomas escamosos pulmonares e foi
positivo em 24-45% dos outros tumores escamosos. Uroplakin Il foi positivo em 87%
dos carcinomas uroteliais. CK5/6 foi positivo em 60% dos carcinomas uroteliais, e

em quase 100% dos carcinomas escamosos.

Conclusdes: Para carcinomas escamosos a maioria dos marcadores nao contribui
para determinar o sitio primario. Positividade para TTF-1 e/ou Napsin A favorece
pulmdo, enquanto para pl6 favorece outros sitios (cabeca e pescoco, esb6fago,
anogenital). Para carcinoma ndo-escamosos metastaticos de sitio primario
desconhecido o painel recomendado é: TTF-1, CDX-2, Villin, Pax-2, RCC, Uroplakin
lll, CK5/6, Hep-Parl, Tireoglobulina, CK7, CK20, além de PSA se paciente do sexo
masculino e receptor de estrogénio, receptor de progesterona, WT-1, e GCDFP-15
se paciente do sexo feminino. Para tumores indiferenciados recomenda-se confirmar
diferenciacdo epitelial com AE1/AE3 e Camb5.2; p63 para procurar diferenciacéo

escamosa, e o painel de carcinomas ndo-escamosos.

Palavras chave: Carcinoma; metastatico; imuno-histoquimica; sitio-especifico;

microarray de tecido.



ABSTRACT

Introduction: The very important distinction between primary and metastatic
carcinoma and the identification of the primary site of a metastasis are often not
possible with histopathology alone, and immunohistochemistry is necessary.
Recently, markers specific to an organ or a small number of organs have been

described, but validation with a large and diverse sample is necessary.

Objective: To develop an immunohistochemical panel of site-specific markers to the

work-up of metastatic carcinomas.

Method: We studied 904 carcinomas of different organs and histologic types, using
tissue microarray, and 24 antibodies: CDX-2, CK5/6, Estrogen receptor, GCDFP-15,
Hep-Parl, Mammaglobin, Napsin A, PAP, Pax-2, Progesterone receptor, PSA, RCC,
Thyroglobulin, TTF-1, Uroplakin, Villin, WT-1, CK7, CK20, K903, pl16, p63, AE1/AE3
and Cam5.2.

Results: AE1/AE3 had excellent positivity (83-100%) in almost all carcinomas.
Camb.2 had good positivity in the non-squamous carcinomas (80-100%). K903 was
positive in 100% of squamous carcinomas. p63 was positive in 100% of squamous
carcinomas, and 83% of urothelial carcinomas. Thyroglobulin was positive in 95% of
thyroid carcinomas. PSA and PAP were positive in 97% and 95% of prostate
carcinomas, respectively. TTF-1 was positive in 93% of thyroid carcinomas, and 77%
of pulmonary non-squamous carcinomas. Napsin A was positive in 26% of
pulmonary squamous carcinomas, and 59% of pulmonary non-squamous
carcinomas. CDX-2 and villin were positive respectively in 95% and 94% of colorectal
carcinomas, in 36% and 64% of gastric adenocarcinomas, and in 52% and 76% of
adenocarcinomas of esophagus and gastro-esophageal junction. In renal
carcinomas, Pax-2 was positive in 65% and RCC in 56% of tumors. Hep-Parl was
positive in 92% of hepatocellular carcinomas. Mammaglobin had 61% positivity in
breast carcinomas. GCDFP-15 had 67% positivity in breast carcinomas. The
positivity of estrogen and progesterone receptors were, respectively, 89% and 63% in

breast, 80% and 97% in endometrium, and 84% and 86% in ovary. WT1 was positive



in 59% of ovary carcinomas. CK7 had variable positivity in several organs. CK20 was
positive in 94% of colorectal carcinomas, 49% of urothelial carcinomas, 38% of
cholangiocarcinomas, 21% of adenocarcinomas of esophagus, 21% of
adenocarcinomas of stomach, 11% of pancreatic adenocarcinomas, and 43% of
mucinous carcinomas of ovary. pl6 was negative in all pulmonary squamous
carcinomas and was positive in 24-45% of other squamous carcinomas. Uroplakin 11l
was positive in 87% of urothelial carcinomas. CK5/6 was positive in 60% of urothelial

carcinomas, and almost 100% of squamous carcinomas.

Conclusions: Regarding squamous carcinomas the majority of markers was non-
contributory to determine the primary site. Positivity to TTF-1 and/or Napsin A favors
lung, while positivity to pl6 favors other sites (head and neck, esophagus,
anogenital). For metastatic nhon-squamous carcinomas of unknown primary site the
recommended panel is: TTF-1, CDX-2, Villin, Pax-2, RCC, Uroplakin Ill, CK5/6, Hep-
Parl, Thyroglobulin, CK7, CK20, and also PSA for males or estrogen receptor,
progesterone receptor, WT-1, and GCDFP-15 for females. For undifferentiated
tumors it is recommended to confirm epithelial differentiation with AE1/AE3 and
Camb5.2; to look for squamous differentiation with p63, and use the above panel for

non-sgquamous carcinoma.

Keywords: Carcinoma; metastatic; immunohistochemistry; site-specific; tissue

microarray.
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1 INTRODUCAO

No Brasil as neoplasias malignas correspondem a segunda causa de morte,
sendo estimados (no ano de 2010) 236.240 casos novos para 0 sexo masculino e
253.030 casos novos para o sexo feminino. (1) Com o advento de métodos
terapéuticos mais eficazes e menos toxicos, os indices de sobrevida estédo
aumentando, de forma que o cancer fara parte das doencas crbnicas comumente
encontradas com o avancar da idade, a semelhanca de diabetes e hipertenséo
arterial sistémica. (2)

A medida que pacientes com cancer tém uma sobrevida aumentada, a
prevaléncia de doenca metastatica também tende a aumentar. Quando um paciente
com historia pregressa de cancer apresenta nova neoplasia, em sitios que
comumente abrigam metastases (tais como pulméo e figado), € comum a duvida se
esta lesdo € uma metastase ou novo tumor primario. A diferenca para o tratamento é
fundamental, ja que a maioria dos tumores primarios tem indicagdo cirdrgica e o
tratamento de metastases envolve terapia sistémica (quimioterapia e radioterapia).

Outras questdes relativamente comuns sdo pacientes que tém historia de
mais de um céancer primario, e pacientes em que a metastase é a apresentacao
inicial da doenca (por exemplo, metastase para linfonodos ou para cavidades pleural
ou peritoneal). A descoberta do sitio primario pode ter implicacfes importantes para
a terapia sistémica (por exemplo, se o sitio primario for cancer de mama, o
tratamento hormonal pode ser indicado). O papel do patologista no diagnostico
desses pacientes é, além de estabelecer a presenca de metastase, cada vez mais
também determinar qual o sitio primario. (3) Embora a histopatologia possa sugerir 0
sitio primario em alguns casos pelas caracteristicas celulares tipicas (como por
exemplo, um adenocarcinoma com células alongadas, em forma de “lapis”,
associado com necrose e com grande quantidade de debris nucleares e neutrofilos,
gue sdo caracteristicas classicas de adenocarcinoma de cdélon), na maioria dos
casos nao h4 certeza quanto ao sitio primério pela histopatologia somente.

Metastase de sitio primario desconhecido representa aproximadamente 2 a
5% de todos as neoplasias malignas. (4) Esses pacientes apresentam doenca

metastatica em que o sitio priméario ndo é evidenciado no momento do diagndstico.
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Vérios exames complementares incluindo os de imagem (tomografia
computadorizada, mamografia, tomografia por emissdo de positrons) e o0s
laboratoriais (imuno-histoquimica, microscopia eletrénica e patologia molecular) séo
utilizados, mas em muitos casos o sitio primario permanece desconhecido mesmo
apos a autopsia do paciente. (4)

A determinacdo do sitio primario é de grande importancia para o seu
tratamento. Até recentemente, metastases de sitio primario desconhecido eram
tratadas com quimioterapia de amplo espectro. Entretanto, a crescente
disponibilidade de tratamentos direcionados a tipos especificos de cancer trouxe
uma demanda para um diagnéstico mais preciso do seu sitio primario. (5)

Nas ultimas décadas, a patologia cirdrgica teve um avanco muito grande
devido a disponibilidade de realizacdo de imuno-histoquimica em material fixado em
formol, que é a forma como os casos séo rotineiramente conservados. Inicialmente,
existia um pequeno numero de marcadores que possibilitava apenas a determinagéo
da linhagem geral de um tumor (por exemplo, carcinoma, linfoma, sarcoma ou
melanoma). Progressivamente, foram sendo desenvolvidos novos marcadores que
possibilitam diagnésticos mais especificos dentro de cada linhagem geral, e,
também, marcadores que determinam o prognostico ou que determinam a resposta
a determinada terapia (os chamados “marcadores preditivos”). Alguns marcadores
diagndésticos também tém valor progndstico e preditivo (por exemplo, receptores de
estrogénio e progesterona, em cancer de mama). (6-10)

A grande maioria dos casos de cancer em adultos é de origem epitelial, ou
seja, carcinomas. (3, 11) .O uso de imuno-histoquimica para determinacao de sitio
primario de carcinomas metastaticos vem crescendo cada vez mais. Entretanto, a
maioria dos marcadores disponiveis apresenta reatividade cruzada em varios tipos
diferentes de carcinoma, de forma que um painel de varios marcadores é
necessario, e a determinacdo do sitio primario é geralmente feita sob a forma de
uma lista de sitios mais provaveis. (3, 12)

Recentemente, marcadores com especificidade restrita a carcinoma de um
orgdo, ou a um numero reduzido de 6rgdos, vém sendo descritos, com
possibilidades para uma determinacdo de sitio primario mais precisa do tumor

metastatico que estéd sendo estudado. (13, 14)
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

A revisdo da literatura em inglés pelo Medline (Ovid) revelou enorme namero
de artigos pertinentes a imuno-histoquimica de carcinoma. Vinte e quatro
marcadores imuno-histoquimicos foram escolhidos para o presente estudo. Dentre
esses vinte e quatro marcadores, dezessete foram escolhidos por serem, de certa
forma, especificos para um determinado sitio ou para um numero limitado de sitios,
(em ordem alfabética): CDX-2, CK5/6, GCDFP-15, Hep-Parl, Mammaglobin, Napsin
A, PAP, Pax-2, PSA, RCC, Receptor de estrogénio, Receptor de progesterona,
Tiroglobulina, TTF-1, Uroplakin, Villin, e WT-1.

Os outros sete marcadores consistem nas citoqueratinas CK7 e CK20, K903,
pl6, p63, AEL/AE3, e Camb5.2

As citoqueratinas CK7 e CK20 s&do U(teis no estudo de carcinomas
metastaticos por enquadrar 0s carcinomas em um dos quatro grupos estabelecidos:
positivo para as duas, negativo para as duas, positivo para CK7 e negativo para
CK20, e negativo para CK7 e positivo para CK20. (15-17)

K903, pl16, e p63 foram incluidos para auxiliar na diferenciacdo do sitio
primario dos carcinomas escamosos.

AE1/AE3 e Camb5.2 sdo marcadores gerais de carcinomas que foram
incluidos para completar o estudo, e serviram também como controles positivos
internos da técnica.

Abaixo segue uma breve revisdo bibliografica sobre cada um dos vinte e
quatro marcadores, seguindo a ordem acima utilizada, finalizada por uma revisao

sobre a técnica de microarray.

2.1 CDX-2

CDX-2 € um gene de homeobox que codifica um fator de transcricdo que guia
o desenvolvimento do epitélio intestinal desde o duodeno até o reto. O anticorpo
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contra CDX-2 tem expressao nuclear e € sensivel e especifico para carcinomas de
cOlon e reto, mas também ha expressdo de CDX-2 em outros adenocarcinomas do
trato gastrointestinal (estbmago, duodeno, esdfago, pancreas, trato biliar) e tumores
mucinosos de ovario. Alguns carcinomas mucinosos do pulméo com caracteristicas
intestinais (os chamados “coloide”) podem, também, ser positivos para CDX-2. (18,
19)

CDX2 também ja foi descrito como positivo em alguns adenocarcinomas da

cérvice uterina, e raramente em carcinomas de prostata ou de tiredide. (19, 20)

2.2 CKb5/6 (CITOQUERATINA 5/ CITOQUERATINA 6)

Citoqueratinas constituem uma familia de filamentos intermediarios
intracitoplasmaticos presentes em quase todos os epitélios. A expressao de cada
molécula de citoqueratina depende do tipo da célula e do estado de sua
diferenciacéo, de forma que algumas citoqueratinas especificas podem ser usadas
como marcadores para identificar tipos especificos de carcinomas.

As citoqueratinas sdo classificadas com os numeros 1 a 20, e estdo
denominadas com a sigla CK (do inglés cytokeratin), seguida do respectivo nimero:
CK1, CK2, CK3, CK4, CK5, CK6, CK7, CK8, CK9, CK10, CK11, CK12, CK13, CK14,
CK15, CK16, CK17, CK18, CK19, CK20. Podem ser basicas (tipo Il) ou acidas (tipo
). As citoqueratinas tipo Il (basicas) compreendem as citoqueratinas de niumero CK1
a CK8 e as citoqueratinas tipo | (acidas) compreendem as citoqueratinas de nimero
CK9 a CK20. Dentro de cada tipo, as citoqueratinas estdo numeradas,
consecutivamente, em ordem decrescente de seu peso molecular, de forma que
dentre as citoqueratinas basicas a de maior peso molecular € a CK1, e 0 seu peso
molecular vai decrescendo até a CK8. Dentre as citoqueratinas acidas a de maior
peso molecular é a CK9, e este vai decrescendo até chegar a CK20.

As citoqueratinas de alto peso molecular (HMW= high molecular weight
keratins) sdo observadas em epitélio estratificado e geralmente ndo estdo presentes
em epitélio visceral simples. As citoqueratinas de alto peso molecular s&o
comumente vistas em epitélio derivado de ductos (mama, pancreas, trato biliar,

pulm&o), e em urotélio, ovario, tecido mesotelial, e epitélio escamoso. (21-23) Ja as
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citoqueratinas de baixo peso molecular (LMW = low molecular weight keratins) séo
encontradas em quase todo tipo de epitélio, porém ndo sdo encontradas em epitélio
escamoso. (24)

CK5 e CKG6 (citoqueratina 5 e citoqueratina 6) sdo citoqueratinas basicas (tipo
II) com peso molecular de 58kDa e 56kDa, respectivamente. A maioria dos estudos
foram realizados usando anticorpos contra CK5/6, ela tem expressao citoplasmética
e € expressa tanto no mesotélio benigno quanto no neoplasico (sendo muito Util no
seu diagnostico diferencial com adenocarcinomas, em bidpsias pleurais e citologia
de liquido pleural e peritoneal). (25)

No diagnostico diferencial de metastases, o anticorpo para CK5/6 € atil como
marcador de carcinomas uroteliais. E importante frisar que CK5/6 também marca
carcinomas escamosos, independente do sitio de origem, e ja foi relatado em uma
percentagem de adenocarcinomas de endométrio, pancreas, e mama e ovario. (26-
29)

2.3 GCDFP-15

GCDFP-15 [Gross Cystic Disease Fluid Protein-15 (Proteina do Fluido de
Doenca Cistica Macroscépica -15)] € encontrada em abundancia em fluido de cistos
de mama e em qualquer célula que tenha caracteristicas apocrinas, como estruturas
acinares nas glandulas salivares, glandulas apdcrinas, glandulas sudoriparas,
doenca de Paget da pele, vulva e prostata. Tem expressao citoplasmética, e € muito

especifica para carcinoma de mama, porém sua sensibilidade é baixa. (30-34)

2.4 HEPPAR-1

HepPar-1 [Hepatocyte paraffinl (Hepatdcito parafina 1)] € o marcador mais
especifico e sensivel de diferenciacdo para hepatécitos em tecido incluido em

parafina. E um anticorpo direcionado contra um antigeno mitocondrial presente nos
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7

hepatécitos, e tem coloracdo citoplasmatica. HepPar-1 é 79% especifico para
diferenciac@o hepdtica, e tem alta sensibilidade. (35-37)

Entretanto, assim como outros marcadores chamados "sitio-especificos”, ele
também é positivo em um numero limitado de outros tumores. (38-40)

Carcinomas de ovério e estbmago com aparéncia "hepatdide” também podem
expressar HepPar-1. (41)(42)

2.5 MAMMAGLOBIN

O gene da mammaglobin codifica uma proteina de 93 aminoéacidos que é
principalmente confinada a tecido maméario. Han et al. (43) desenvolveram
anticorpos contra mammaglobin e encontraram alta sensibilidade (84,3%) e
especificidade (85%) para a discriminacao de carcinoma de mama, em linfonodos. A
expressdo € citoplasmatica. Mammaglobin também €é expressa em carcinomas
endometridides, de glandulas salivares e de glandulas sudoriparas. Porém
imunorreatividade fraca com mammaglobin pode ser encontrada em Varios

carcinomas que ndo o de mama. (43-52)

2.6 NAPSIN A

Napsin A € uma protease envolvida na maturacdo da proteina B surfactante, e
€ expressa no citoplasma de células do pulmédo e do rim. (53-55) A imuno-
histoquimica € considerada positiva quando ha marcacdo granular no citoplasma.
(55) Recentes relatos usando imuno-histoquimica revelaram que Napsin A tem altas
sensibilidade e especificidade para adenocarcinoma pulmonar, (54, 56, 57) porém
também pode ser positivo em carcinomas do rim e da tiredide (58) e de outros

orgaos, com expressao baixa e diferente do padrdo granular. (59)
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2.7 PAP E PSA

Os anticorpos contra PAP [Prostatic Acid Phosphatase (Fosfatase Acida
Prostética)] e PSA [Prostate Specific Antigen (Antigeno Especifico da Prostata)]
marcam, em conjunto, mais de 95% dos casos de carcinomas da prostata com
expressao citoplasmatica. Porém, quanto maior for o grau do tumor na classificacdo
de Gleason, menor € o numero de células tumorais que sdo marcadas; e PAP é
encontrado em uma grande variedade de outros tumores incluindo carcinoides do
trato gastrointestinal. (60) PSA foi relatado focalmente em alguns carcinomas ductais
de glandula salivar, e em até um terco dos carcinomas de mama e glandulas
sudoriparas. (61) Porém, PSA é altamente especifico para tecido prostatico porque
funciona como uma protease de serina do sémen. (62, 63) Carcinoma de prostata
metastatico pode ser positivo em graus variados em sitios metastéticos, incluindo
linfonodos. (64) A imunorreatividade ndo diminui com leve descalcificacéo.

PSA foi relatado ser positivo em raras células tumorais de melanoma cutaneo
e em suas metastases, porém essa dificuldade diagndstica pode ser solucionada

facilmente com a inclusédo de citoqueratinas no painel de anticorpos. (65)

2.8 PAX-2

A expressdo de Pax-2 (paired box gene 2) é necessaria para 0
desenvolvimento normal do rim. Os estudos imuno-histoquimicos com Pax-2 em
tumores humanos séo até agora limitados, e a expressdo de Pax-2 (que é nuclear) é

vista principalmente em tumores renais e ovarianos. (66-72)

29 RCC

O antigeno RCC [Renal Cell Carcinoma (Carcinoma de Células Renais)] é

uma glicoproteina de 200kDa, conhecida como gp200 e que se encontra presente na
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superficie e no citoplasma de vérios tecidos normais incluindo a borda vilosa dos
tubulos proximais renais, a superficie dos acinos mamarios, epididimo, paratiredide,
e tecido tireoidiano. O anticorpo contra RCC tem expresséao citoplasmatica.
McGregor et al. (73) estudaram RCC em varios tumores nao-renais e
encontraram positividade em 29% dos tumores de mama, 28% dos carcinomas
embrionérios, e em todos os adenomas de paratiredides. Oitenta por cento dos
carcinomas renais primarios foram positivos para este marcador (células claras 84%,
papilar 96%, croméfobo 45%, sarcomatéide 25% e do ducto coletor 0%). Nenhum
outro tumor primario renal foi positivo, incluindo oncocitomas. Somente 67% dos
carcinomas renais metastaticos foram positivos com RCC. Somente 2% das
metastases ndo-renais foram positivas com RCC (principalmente carcinomas
metastaticos de mama). Bakshi et al. (74) recentemente demonstraram que RCC
pode ndo ser um marcador especifico porque 76 de 362 amostras de tumor néo-
renal demonstraram expressédo focal ou difusa com RCC. Esses tumores incluiram
neoplasias do cortex supra-renal (37/170; 22%), célon (11/29; 37,5%), mama (9/27;
33%), prostata (5/18; 27,7%), ovario (2/17; 11,7%), melanoma (3/18; 16,6%), pulméo
(3/21; 14,2%), e paratiredide (3/3; 100%). RCC tem especificidade moderada e

sensibilidade relativamente baixa para carcinoma de células renais.

2.10 RECEPTOR DE ESTROGENIO e RECEPTOR DE PROGESTERONA

A andlise imuno-histoquimica para receptores de estrogénio (ER) e
progesterona (PR) tem importancia prognostica e terapéutica, definitivamente
estabelecida no carcinoma primario de mama, sendo usada de rotina com este
objetivo. (10) Aléem desse uso, imuno-histoquimica para ER e PR também tem
grande utilidade para determinacdo de sitio primario de metastases, sendo usado
como marcadores para carcinoma de mama, utero e ovario. (6, 10, 15, 75-78) Sua
expressao € nuclear.

Positividade ja foi relatada em carcinomas de outros sitios (como pulmao,
estdbmago) principalmente para receptor de estrogénio, e raramente para receptor de
progesterona.(6, 79)
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2.11 TIREOGLOBULINA

Tireoglobulina, uma proteina glicosilada de 670kDa, € envolvida na producao
dos horménios tireocideanos e é exclusiva do epitélio folicular. O anticorpo contra
tireoglobulina tem expresséo citoplasmatica. A maioria dos carcinomas de tiredide
expressa tireoglobulina, com excec¢ao dos carcinomas anaplasicos e indiferenciados.
(12, 80-85)

212 TTF-1

TTF-1 [Thyroid Transcription Factor 1 (Fator de Transcri¢cdo Tireoidiano 1)], é
um fator de transcricdo essencial para o desenvolvimento do diencéfalo fetal, e é
expresso seletivamente no nucleo de células epiteliais do pulmédo e de células
foliculares da tiredide (que sao derivadas do endoderma). (54, 86) Sendo um fator de
transcricdo, ele tem expressao nuclear. No pulméo, TTF-1 regula a expressao de
surfactante e € um marcador comumente usado para adenocarcinoma de pulméao,
sendo altamente especifico para carcinoma de pulmao e de tireéide. (55) Porém, a
sensibilidade do TTF-1 para adenocarcinoma de pulméo é relatada em torno de 75 a
80%. (55) TTF-1 é também um excelente marcador para carcinoma pulmonar de
células pequenas, mas pode também ser expresso em uma percentagem de
carcinomas de células pequenas de outros sitios. (86) Ja o carcinoma escamoso
pulmonar e o carcihoma de células grandes pulmonar expressam TTF-1

inconsistentemente.(86-88)

2.13 UROPLAKIN I

Uroplakinas comp&em um grupo de 4 proteinas transmembrana (Uroplakin la,
Uroplakin b, Uroplakin Il e Uroplakin 1lI) que sao produtos de diferenciacao

especifica das células uroteliais. (89)
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Dentre as uroplakinas, a uroplakin Ill foi descrita tendo a expressao restrita a
membrana apical da camada superficial (‘umbrella”) do urotélio normal, e essa
expressdo foi mantida em 88% dos carcinomas uroteliais papilares nao invasores,
53% dos carcinomas uroteliais invasores, e em 66% dos carcinomas uroteliais
metastaticos, sugerindo uma possivel aplicagcdo diagndstica. (90) Quando um
anticorpo monoclonal contra a uroplakin Il foi disponibilizado comercialmente, a
sensibilidade e especificidade deste para carcinoma urotelial foi mais bem estudada.
Sua expressao é citoplasmatica.

Uroplakin III foi relatada como positivo em 60% dos carcinomas uroteliais
primarios e em 53% dos carcinomas uroteliais metastaticos, num estudo com um
total de 67 carcinomas uroteliais (31 priméarios da bexiga, 1 primario do ureter, 3
primarios da pélvis renal, e 32 carcinomas uroteliais metastaticos), e 318 carcinomas
nao uroteliais. (89) Todos esses 318 carcinomas nédo uroteliais foram negativos
nesse estudo, resultando em alta especificidade. Outro estudo avaliou uroplakin 111
em 112 carcinomas uroteliais (81 primarios da bexiga, 6 da pélvis renal e 25
metastaticos) e 498 tumores ndo-uroteliais e tecidos normais, e teve achados
semelhantes: uroplakin Il foi positivo em 57,1% dos tumores uroteliais e foi negativo
em todos os outros tumores. (91) Um outro estudo teve resultado semelhantes
comparando carcinoma urotelial de alto grau com carcinoma prostatico pouco
diferenciado, revelando positividade para uroplakin Il em 60% dos carcinomas
uroteliais e em nenhum dos carcinomas prostéticos. (92)

Baseados nesses estudos, a uroplakin Il foi escolhida para integrar o painel

de anticorpos desta pesquisa como sitio-especifica para carcinomas uroteliais.

2.14 VILLIN

Villin € uma proteina do citoesqueleto que é encontrada na borda vilosa do
epitélio do intestino e no epitélio do tabulo renal proximal. Os carcinomas colon-
retais ttm uma borda vilosa vista a microscopia eletrénica como microvilos. Até 33%
dos adenocarcinomas de pulmdo também demonstram microvilos na microscopia
eletrOnica, e a sua presenca se correlaciona com coloragéo positiva para villin. (93-
96)



27

Anticorpos contra villin séo Uteis para identificar sua presenga molecular (com
expressdo membranosa), que ocorre em quase todos os carcinomas colon-retais.
Villin também pode marcar positivamente neoplasias hepatocelulares num padréo

canalicular semelhante a CEA policlonal. (35)

2.15 WT-1

WT1 [Wilm’s Tumor Protein (Proteina do Tumor de Wilms)] € expressa em
alto nivel nos glomérulos renais e gbnadas em desenvolvimento, e no mesotélio.
Sua expressédo € nuclear. Nas neoplasias, WT1 € expresso em mesotelioma, tumor
de Wilm’s, tumor desmoplastico de células redondas pequenas, e em neoplasias de
origem mulleriana (especialmente carcinoma seroso de ovario, e em uma parte dos
carcinomas serosos de endométrio). WT1 ndo € expresso em tumores do tipo
endometridide. (97-104)

2.16 CITOQUERATINA 7 (CK7):

CK7 é uma citoqueratina tipo Il de 54kDa de peso molecular, e tem uma
distribuicdo restrita se comparada a queratinas 8 e 18. Estd presente em muitos
epitélios simples, pseudo-estratificados, epitélio ductal e mesotélio, porém sua
auséncia no epitélio de tecidos como célon, figado e préstata é usada com fins
diagnésticos. (105-109) Sua expressao é citoplasmatica.

CK7 identifica urotélio mas é predominantemente negativo na maioria dos
epitélios escamosos. A topografia restrita da CK7 a faz especialmente Uutil na
avaliacdo da origem dos adenocarcinomas porque ela esta presente na maioria dos
carcinomas de mama, pulmdao, ovario, pancreaticobiliares e uroteliais, porém esta
ausente (ou presente em somente raras células) de carcinomas de colon, reto, rim e

préstata.
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2.17 CITOQUERATINA 20 (CK20)

CK20 é uma citoqueratina tipo | (acida) de baixo peso molecular de 46kDa,
cuja distribuicdo tissular é limitada predominantemente ao epitélio gastrointestinal e
seus tumores, tumores mucinosos do ovario, e carcinomas de células de Merkel, e
pode ser também expressa em adenocarcinomas mucinosos de pulméo. (110-112)

Sua expressao é citoplasmatica.

O uso combinado das citoqueratinas 7 e 20 permite dividir os carcinomas em
quatro grupos: CK7+/CK20- (positivo para CK7 e negativo para CK20), CK7-/CK20+
(negativo para CK7 e positivo para CK20), CK7+/CK20+ (positivo para as duas) e
CK7-/CK20- (negativo para as duas): (15-17)

e CK7+/CK20- : Adenocarcinoma de mama, adenocarcinoma endocervical,
carcinoma de endométrio, carcinoma seroso de ovario, carcinoma
endometriéide de ovario, adenocarcinoma de pulmdo, maior parte dos
carcinomas pulmonares de células pequenas, parte dos colangiocarcinomas,
carcinoma de tirebide, carcinoma de glandula salivar, parte dos carcinomas
uroteliais, parte dos adenocarcinomas de estdmago, parte dos
adenocarcinomas de pancreas.

e CK7-/CK20+ : Adenocarcinoma célon-retal, carcinoma de células de Merkel,
parte dos carcinomas de estdmago (15,17)

e CK7+/CK20+ : Carcinoma urotelial, parte dos adenocarcinomas de pancreas,
carcinoma mucinoso de ovéario, parte dos adenocarcinomas de estdmago,
parte dos colangiocarcinomas

e CK7-/CK20- : Adenocarcinoma de préstata, carcinoma escamoso, carcinoma
de células renais tipo células claras, carcinoma hepatocelular, carcinoma de
supra-renal, parte dos carcinomas pulmonares de células pequenas,

pequena parte dos carcinomas de estdmago
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2.18 K903

O anticorpo 34BE12 (também chamado queratina 903, ou K903) identifica um
coquetel de queratinas que incluem os tipos 1, 5, 10 e 14. A K903 é entéo expressa
em células basais e mioepiteliais em varios 6érgdos, e encontra-se também
tipicamente presente no epitélio escamoso. Sua expresséo é citoplasmatica. (21-23,
113)

2.19 pl6

pl6é é uma proteina supressora de tumor que é uma inibidora da quinase
dependente de ciclina e essencial para a regulacéo do ciclo celular. pl16 inativa as
quinases dependentes de ciclina que fosforilam o Rb (gene do Retinoblastoma), de
forma que p16 pode desacelerar o ciclo celular. O estado de fosforilacdo do Rb por
sua vez influencia a expresséo de p16. Na infec¢do pelo Virus do Papiloma Humano
(HPV), os oncogenes E6 e E7 do HPV podem inativar a proteina Rb e assim levar a
superexpressdo de pl6. (114) Assim, a superexpressdo de pl6 € um marcador
indireto da infeccdo por HPV (em particular HPV de alto-risco), o que torna p16 util
na avaliacdo de neoplasia do trato genital inferior associada ao HPV.(115-122) Para
ser considerada positivo, deve haver expressdao nuclear de pl6, com ou sem
expresséo citoplasmatica associada. (123, 124)

Também ha mecanismos de superexpressao de pl6 que sdo independentes
do HPV, entdo pl16 pode ser expresso em tumores que nao necessariamente tém

infeccdo por HPV, como por exemplo carcinoma seroso de ovario. (125)

2.20 p63

p63 € um homodlogo do gene supressor de tumor p53, e sua expressao é
nuclear. p63 codifica pelo menos seis proteinas diferentes que tém uma variedade
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de funcdes bioldgicas, incluindo um papel na diferenciacdo urotelial. A maioria dos
carcinoma uroteliais expressa p63, porém a expressao pode estar parcialmente
ausente em carcinomas uroteliais invasivos de alto grau. (126, 127)

Além dos carcinomas uroteliais, p63 € vista com alta frequéncia em
carcinomas escamosos; e quando usada em conjunto com o anticorpo CK5/6 traz

alta sensibilidade e especificidade para diferenciacdo escamosa. (26, 29)

2.21 AE1/AE3

AE1/AE3 é um coquetel de citoqueratinas, sendo Gtil em patologia cirurgica
para estabelecer diferenciacdo epitelial em tumores pouco diferenciados ou
indiferenciados na morfologia. Sua expressao € citoplasmatica. Ou seja, para
estabelecer se um tumor € um carcinoma, e ndo um linfoma, sarcoma ou melanoma,

etc. (128, 129)

2.22 CAM5.2

Camb5.2 é um anticorpo que reconhece quase exclusivamente as
citoqueratinas 8 e 18, que sao citoqueratinas simples, de baixo peso molecular. As
citoqueratinas epiteliais simples sdo as primeiras a aparecer no desenvolvimento
embrionario porgue sao expressas em virtualmente todos os tecidos epiteliais ndo
estratificados, ductais, e pseudo-estratificados. Porque essas citoqueratinas sao
distribuidas em varios tipos de epitélio, elas sdo uteis para identificar diferenciacao
epitelial (carcinoma). (128-130) Sua expressdo é citoplasmatica. Quase todos 0s
mesoteliomas e carcinomas (exceto carcinoma escamoso) contém as citoqueratinas
simples 8 e 18. Alguns 6rgdos viscerais como o figado contém apenas as
citoqueratinas 8 e 18. (24, 131)
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2.23 TECNICA DE MICROARRAY

Diferentes métodos ja foram descritos para possibilitar o estudo de um grande
namero de tecidos simultaneamente em um Unico corte histolégico. Em 1986,
Battifora descreveu o bloco de tecido multi-tumor, também chamado de “método
salsicha”, onde varias diferentes amostras de tecido sdo embebidas em um Unico
bloco de parafina. (132) Essa técnica era util no desenvolvimento de anticorpos
monoclonais pois possibilitava screening de anticorpos monoclonais em varios tipos
de tecidos e neoplasias, e estabelecimento de quais anticorpos funcionavam em
cada tecido. (132)

Porém, o numero de amostras que podia ser incluido era muito limitado, e a
identificacdo de uma amostra especifica no meio da grande “salsicha” era uma tarefa
dificil. (133) Em 1990, Battifora descreveu uma melhoria desse método salsicha,
distribuindo os tecidos de forma uniforme como um tabuleiro de xadrez, de forma a
facilitar a identificacdo de um tecido pela sua posi¢ao no corte histoldgico. (134)

Em 1998, Kononen et al. descreveram a elegante técnica de microarray de
tecido, que utilizava um instrumento de “punching” de alta precisdo, possibilitando a
localizacdo exata e reproduzivel de amostras de tecido distintas. (135) Essa técnica
revolucionou a pesquisa em patologia, por permitir analise de tecidos em alta escala
com menor custo podendo ser para usada varios tipos de experimentos com
histoquimica ou imuno-histoquimica, ou em combina¢do com técnicas moleculares
(136-138) A técnica de microarray minimiza o dano ao tecido (comparada, por
exemplo, com o método de salsicha ou xadrez), e o bloco doador ainda pode ser
normalmente cortado caso necessario para futuros estudos diagnosticos ou
prognésticos do paciente. Laminas seccionadas (no futuro) do bloco doador
apresentardo apenas um pequeno circulo ausente de onde o cilindro foi extraido,
mas o resto do tecido permanece inalterado e com todos os detalhes presentes.
(139)
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3 JUSTIFICATIVA

Para caracterizar o sitio primario de uma metastase, e/ou determinar se um
carcinoma € primario ou secundario (metastatico), o uso de marcadores imuno-
histoquimicos é de grande valia.

Alguns marcadores gerais como citoqueratinas podem proporcionar uma
triagem de possiveis sitios primarios, selecionando grupos menores dentro de uma
vasta gama de opcdes. Alguns marcadores mais recentes, entretanto, podem ser
considerados “sitio-especificos”, sendo expressos em somente um ou dois 6rgaos.

Estes marcadores sitio-especificos de inicio eram em pequeno numero,
porém novos marcadores sitio-especificos vem sendo descritos cada vez mais.
Entretanto, muitos dos novos marcadores considerados sitio-especificos quando
descritos pela primeira vez, séo, depois, demonstrados em muitos outros diferentes
orgdos, sendo assim comprovada que a especificidade deles € consideravelmente
menor do que se inicialmente acreditava. Desta forma, € fundamental que a
especificidade de novos marcadores seja testada e comprovada em diversos tipos
de tecido e tumores, para validar a sua utilizacdo na pratica diaria da patologia

cirargica, para casos individuais.
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4 OBJETIVOS

1. Testar marcadores sitio-especificos em carcinomas de varios 6rgaos.
2. Elaborar painéis de marcadores recomendados para serem utilizados em

analise de carcinomas de sitio primario desconhecido.
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5 METODOS

O projeto foi aprovado pela Comisséo de Etica (Institutional Review Board) do
Allegheny General Hospital em Pittsburgh, Pensilvania, Estados Unidos. O Allegheny
General Hospital € um hospital terciario com um grande volume de cirurgias de
diversas especialidades e grande numero de casos oncoldgicos. Tem um grande
namero de bidpsias e cirurgias de cancer de diversos 6rgaos, e é referéncia em
cirurgias oncologicas para varios estados da regiao préxima a Pittsburgh.

Os arquivos eletrbnicos da patologia do Allegheny General Hospital foram
pesquisados para a obtencdo de laudos de carcinoma primario de qualquer 6rgao,
emitidos durante os anos de 2000 a 2008.

Os laudos foram examinados para excluir carcinomas secundarios. No
momento que examina as laminas para laudar, os patologistas do Allegheny General
Hospital sempre recebem junto com a requisi¢ao, os diagnoésticos de todos os laudos
anteriores de patologia e citopatologia daquele paciente na instituicdo. Quando h&a
suspeita de carcinoma metastatico, geralmente imuno-histoquimica é realizada, e/ou
um comentario é colocado no laudo apés o diagndstico. Os laudos examinados para
esse estudo ndo continham diagndsticos de laudos anteriores do paciente, porém na
presenca de comentarios ou resultados imuno-histoquimicos que pusessem em
davida o fato do carcinoma ser primario, o caso era excluido do estudo.

No total 904 casos foram selecionados. Em alguns tipos histoldgicos foram
incluidos todos os casos encontrados que ndo preenchiam critérios de exclusao (por
exemplo colangiocarcinoma, adenocarcinoma de endocérvice, carcinoma
hepatocelular, carcinoma de glandulas salivares). Nos tipos histolégicos mais
comuns (por exemplo carcinoma de célon, de mama), foram selecionados dentre os
encontrados casos em numero suficiente para garantir uma amostra adequada.
Casos de diferentes graus de diferenciagcdo foram selecionados, quando possivel
(carcinomas bem diferenciados, moderadamente diferenciados, e pouco

diferenciados).
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Em suma, foram critérios de incluséo:
e Laudo de carcinoma
e Tumor primario
¢ Incluséo de diferentes 6rgaos e tipos histologicos

¢ Inclusédo de diferentes graus de diferenciacéao
Foram critérios de exclusao:

e Presenca no laudo de comentarios ou resultados imuno-histoquimicos que
pusessem em duvida o fato do carcinoma ser primario

¢ Numero suficiente de casos daquele tipo histolégico ja incluidos

e Caso com bloco ou lamina ndo encontrada nos arquivos

e Auséncia de tumor de reserva suficiente no mesmo bloco ou em outro do
mesmo caso

¢ Profundidade insuficiente no bloco para obtencao do cilindro doador
Os 904 carcinomas primarios incluidos estavam assim distribuidos:

e 34 Carcinomas Escamosos de Pulméo

e 90 Carcinomas de Pulmédo de outros tipos histolégicos: 42
Adenocarcinomas, 21 Carcinomas de pequenas células, 12 Carcinomas de
grandes células, 15 Carcindides.

e 52 Carcinomas Renais: 25 Carcinomas renais de células claras, 17
Carcinomas renais tipo papilar, 10 Carcinomas renais tipo cromofobo

e 7 PEN [Pancreatic Endocrine Neoplasia (Neoplasia Endécrina
Pancreatica)]

e 13 Carcindides gastrointestinais: Carcinoide de diferentes sitios do trato
gastrointestinal

e 16 Adenocarcinomas de estdmago

e 25 Adenocarcinomas de es6fago ou da Juncédo Es6fago-Géstrica (JEG)

e 57 Carcinomas de Tiredide: 46 Papilares, 7 Foliculares, 2 Medulares, 2
Anaplasicos

e 34 Carcinomas Escamosos de pele (Carcinoma espinocelular)

e 54 Carcinomas Escamosos anogenitais: 14 de Cérvice uterina, 4 de Vagina,
16 de Vulva, 8 de Pénis, 9 de Anus, 3 de Reto
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e 10 Carcinomas Escamosos de es6fago

e 51 Carcinomas Escamosos de Cabeca e Pescoco: 19 de Lingua, 10 de
Amigdalas, 5 de Cavidade Oral, 4 de Faringe, 13 de Laringe

e 48 Adenocarcinomas de Pancreas (Exocrino)

43 Adenocarcinomas de Prostata

75 Carcinomas Uroteliais: 47 de Bexiga, 19 de Rim, 9 de Ureter

14 Hepatomas (Carcinomas hepatocelulares)

11 Colangiocarcinomas
e 80 Adenocarcinomas Célon-retais: 44 Adenocarcinomas de colon, 36
Adenocarcinomas de reto
e 15 Carcinomas de Glandula Salivar: Carcinomas de diferentes tipos
histoldgicos de glandulas salivares maiores ou menores
e 86 Carcinomas de Mama: 51 Carcinomas ductais, 29 Carcinomas lobulares, 3
Carcinomas mistos ductal e lobular, 3 Carcinomas mucinosos
e 40 Carcinomas de Endométrio: 27 Carcinomas endometridides, 5
Carcinomas serosos, 3 Carcinomas de células claras, 4 Tumores malignos mistos
Mullerianos, 1 Carcinoma indiferenciado
e 45 Carcinomas de Ovario: 23 Carcinomas serosos, 7 Carcinomas mucinosos,
5 Carcinomas de células claras, 5 Carcinomas endometridides, 1 Tumor maligno
misto Mulleriano, 4 Carcinomas pouco diferenciados
e 4 Adenocarcinomas de Endocérvice: 3 Adenocarcinomas, 1 Carcinoma tipo
“glassy cell”

De cada caso, foram obtidas laminas correspondentes, dos arquivos de
laminas do Departamento de Patologia do Allegheny General Hospital. As laminas
foram revistas para confirmacdo do diagnéstico, e de cada caso foi escolhida uma
lamina representativa do carcinoma de cada respectivo 6rgdo. Uma lamina de cada
caso foi marcada (sob visualizacdo microscopica) com caneta permanente com um
circulo representando a area com o carcinoma correspondente. Durante essa
avaliacdo tomou-se o cuidado de garantir que a mesma lamina ou outra lamina do
mesmo caso ainda tivesse mais tumor presente, de forma a preservar tecido
suficiente arquivado no bloco para possivel uso futuro do paciente apos obtencéo do
cilindro doador. Caso ndo houvesse tumor de reserva suficiente, o caso era excluido.

O bloco correspondente a cada respectiva lamina foi obtido dos arquivos de tecido
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do Allegheny General Hospital. Cada bloco foi avaliado para adequacéo para doacao
de tecido para microarray, para garantir uma profundidade de tecido adequada. Se
nao houvesse nenhum bloco de tumor no caso com profundidade suficiente para
todos os cortes necessarios para o estudo, o caso era excluido.

Cada bloco foi sobreposto a sua lamina correspondente, para achar a exata
area marcada na lamina, que foi entdo marcada no bloco correspondente. Essa
marcacao no bloco exige paciéncia e dedicacédo, pois primeiro é necessario orientar
a lamina com o bloco pois o0 corte esta frequentemente invertido ou num &angulo
diferente do bloco. Uma outra dificuldade consideravel € que embora a lamina seja
cortada do bloco, ap6s o processamento o tecido da lamina se distende e fica
consideravelmente maior que o do bloco, distorcendo pontos de comparagdo e
dificultando a marcacao.

Pela técnica de microarray de tecido, 10 blocos de parafina foram construidos
com os cilindros de tecido dos 904 carcinomas de diversos 6rgaos (um maximo de
100 carcinomas diferentes por bloco).

A técnica de microarray consiste em obter “uma bidpsia” do bloco de parafina,
com extracao de um pequeno cilindro do bloco doador e “transplante” desse cilindro
para o bloco receptor. O bloco receptor consiste inicialmente em um bloco puro de
parafina. A maquina utilizada foi o “Manual Tissue Arrayer” produzido pela Beecher
Instruments, San Prairie, Wisconsin, Estados Unidos. Essa maquina possui duas
agulhas (receptora e doadora) que sao conectadas por um péndulo que permite
movimentos alternados dessas duas agulhas. A agulha para perfurar o bloco doador
vem em tamanhos padrédo, com opc¢des de diametro de 0,6mm, 1,0mm, 1,5mm, e
2,0mm. O didametro da agulha usada neste estudo foi de 0,6mm.

Com o auxilio da maquina de microarray, um cilindro de parafina foi obtido da
area marcada do bloco doador e transportado para o bloco receptor, onde é feito
imediatamente antes um furo de diametro ligeiramente inferior ao diametro do
cilindro que sera transplantado. O cilindro retirado do bloco doador € inserido no furo
do bloco receptor com o auxilio da maquina de microarray, que é controlada com
réguas de precisdo em dois eixos, alinhando perfeitamente a agulha que contém o
cilindro a ser transplantando com o furo na parafina. Devido ao fato do cilindro ser
ligeiramente mais largo que o furo, o cilindro se encaixa com seguranc¢a no bloco
receptor, evitando que o cilindro possa deslizar para fora do bloco durante o

processamento subsequente. Esse processo foi repetido uma centena de vezes para
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a formacao de cada bloco receptor, conforme o “mapa” da posicao dos casos. Cada
bloco receptor recebeu 100 cilindros de carcinoma distribuidos em 10 colunas de 10
linhas. Além disso, cada bloco receptor recebeu 3 cilindros de ba¢co normal com a
funcdo de orientacdo e mapeamento.

Cada cilindro foi retirado de um bloco doador diferente, possibilitando a
construcdo de um unico bloco de parafina com tecidos de cem pacientes diferentes.
Apoés a confeccdo do bloco do doador, este foi aquecido, invertido e pressionado
contra a superficie plana de uma lamina de vidro, para alinhar todos os cilindros no
mesmo nivel. O aquecimento também proporciona a fusdo dos cilindros
transplantados com a parafina do bloco, garantindo que o tecido se comportara
uniformemente no processamento posterior.

Apos a fusdo e nivelamento dos cilindros, o bloco receptor esta pronto para
ser processado similarmente a um bloco comum de parafina. Mdltiplos cortes foram
feitos de cada bloco receptor, corados com coloracdo de rotina ou com imuno-
histoquimica e examinados no microscépio.

Os 904 blocos marcados foram divididos em 10 grupos para confeccionar 10
blocos de microarray: 9 grupos de 100 e um grupo de 37. (Nota: Originalmente havia
934 casos, dos quais 3 foram repetidos por questdes técnicas no microarray, de
forma que havia 937 cilindros de 934 carcinomas. Desses 934, 30 foram excluidos
por diversos motivos, tais como erro na selecdo descoberto a posteriori, tipo muito
raro de carcinoma dificultando a analise por ser caso isolado, entre outros).

Foi feito um “mapa” da localizagdo dos carcinomas em cada bloco de
microarray, com 10 linhas numeradas de 1 a 10 e 10 colunas numeradas de “A” a
“J”. (Vide figura 1). A esquerda da coluna A foi colocada uma coluna extra, com as
linhas 8 a 10 preenchidas com cilindros de baco normal, para possibilitar
posicionamento e identificagdo do microarray.

Dez blocos de microarray foram confeccionados de acordo com o mapa e
assim denominados: SSTMA-1, SSTMA-2, SSTMA-3, SSTMA-4, SSTMA-5, SSTMA-
6, SSTMA-7, SSTMA-8, SSTMA-9, SSTMA-10. (SSTMA: site-specific tissue
microarray). Durante a confeccéo do bloco receptor, manteve-se o “mapa” de cada
tecido doado com a posicdo correspondente, para que durante o0 exame
microscoépico seja possivel fazer a correspondéncia do resultado do exame imuno-
histoquimico com o bloco do respectivo paciente de onde o cilindro de tecido foi
obtido.
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SSTMA-1
1 P06-9245 |P05-37752| P08-6946 | P06-3361 | P06-2962 | P05-1861 |[P05-18954 |P05-28353 | P07-9068 | P05-1861
P03-1537 | P05-1128 | P03-1539 | P01-9936 | P08-738 |P03-1542 | P05-1128 | P07-438 | P08-33 | P05-4448
P04-2107 | P05-1278 | P04-2109 |P01-18956| P04-2111 | P04-4390 | P05-1278 | P07-516 | P08-348 | P08-1300
P01-2135 | P06-4174 | P01-2137 |[P08-10186| P01-2139 | P03-9345 | P06-94 | P07-1539 |P02-10389|P05-10278
P02-3679 | P03-4369 | P02-3681 |P02-11312| P02-3683 | P03-1541 |[P01-15554| P07-1909 | P02-5624 | P04-5077
P06-4169 | P01-6341 | P06-4171 | P02-5567 | P06-4173 | P03-6422 |P02-10388| P01-1689 | P02-3684 | P06-4170
P03-4364 | P05-5484 | P03-4366 |P05-18953| P03-4368 | P05-9259 | P07-2222 | P07-3319 | P08-2921 | P03-4365
ST {elo BN P04-5072 | P05-6803 | P01-5838 | P04-2112 | P04-5076 | P05-4764 | P06-9215 | P07-3642 | P08-4417 | P04-5073
:7elo Nl P02-5565 | P05-7161 | P08-2175 |P04-32463| P02-5569 | P04-2983 |P07-13354 | P07-3686 | P08-5889 | P02-5566
10 Tal%eJl P01-5835 | P05-7482 | P01-5837 | P03-4373 | P01-5839 [P02-13894 |P06-11133| P07-4221 | P06-1097 | P01-5836
A B C D E F G H | J

2
3
4
5
6
i
8
9

Figura 1: Exemplo de “mapa” da localizagao dos carcinomas em um bloco de microarray.
Ha cem casos distribuidos em 10 linhas numeradas de 1 a 10 e 10 colunas numeradas de “A” a
“J”. Os trés cilindros de bago normal estdo posicionados nas linhas 8 a 10, a esquerda da

coluna A, para orientacéo.

Um minimo de 25 laminas foi cortado em cada bloco SSTMA. Uma lamina de
cada bloco SSTMA foi corada de hematoxilina-eosina (HE), para facilitar a
interpretacdo da imuno-histoquimica por comparacao da histomorfologia (figura 2). E
uma lamina de cada bloco SSTMA foi corada para cada um dos 24 marcadores
imuno-histoquimicos: CDX-2, CK5/6, GCDFP-15, Hep-Parl, Mammaglobin, Napsin
A, PAP, Pax-2, PSA, RCC, Receptor de estrogénio, Receptor de progesterona,
Tiroglobulina, TTF-1, Uroplakin, Villin, WT-1, CK7, CK20, K903, p16, p63, AE1/AE3 e
Camb5.2. A tabela 1 mostra os detalhes do método usado em cada anticorpo.

Figura 2. A: Bloco de microarray. B: Lamina cortada de bloco de microarray e corada com HE.

A localizacao dos cilindros de tecido pode ser comparada no bloco e na lamina, e também no
mapa da Figura 1. Os trés cilindros de baco para orientacdo podem ser vistos em baixo a

esquerda.



40

Tabela 1 - Caracterizagdo dos diversos anticorpos utilizados no estudo incluindo
especificacdo dos respectivos clones, identificacdo dos fabricantes de cada um

deles, graus de diluicdo, tipos de recuperacédo antigénica e sistemas de automacao

utilizados

Tipos de Sistemas de

Recuperacdo automacao
Anticorpos Clones Fabricantes Diluicdo antigénica utilizados
AE1/AE3 AE1/AE3 Dako 1:100 Protease 1 Ventana Nexes
Camb.2 CAM5.2 Becton Dickinson 1:4 Protease 1 Ventana Nexes
CDX-2 CDX2-88 Biogenex 1:30 Ccci Ventana XT
CK20 PW31 Leica Nenhuma ER 2 Leica BOND
CK5/6 D5/16B4 Dako 1:20 CcC1 Ventana XT
CK7 OV-TL 12/30 Dako 1:100 Protease 1 Ventana Nexes
ER SP1 Ventana Nenhuma CC1 Ventana XT
GCDFP-15 D-6 Signet 1:150 Protease 1 Ventana Nexes
Hep-Parl OCH 1E5 Dako 1:50 CC1 Ventana XT
K903 34BE12 Dako 1:200 CcC1 Ventana XT
Mammaglobin 304-1A5&31A5 Zeta Nenhuma CC1 Ventana XT
Napsin A TMU-Ad 02 IBL 1:50 (6{0X Ventana XT
p16 p1l6INK4a MTM Nenhuma CC1 Ventana XT
p63 4A4 Biocare Nenhuma CC1 Ventana XT
PAP PASE/4LJ Ventana Nenhuma CC1 Ventana XT
Pax-2 Polyclonal Covance 1:120 ER 1 Leica BOND
PR 1E2 Ventana Nenhuma CC1 Ventana XT
PSA ER-PRS8 Ventana Nenhuma CC1 Ventana XT
RCC 66.4.C2 Biocare Nenhuma CC1 Ventana XT
Tireoglobulina Polyclonal Dako 1:4 Nenhuma Ventana Nexes
TTF-1 8G7G3/1 Dako 1:80 CC1 Ventana XT
Uroplakin Ill AUl Fitzgerald Nenhuma ER 2 Leica BOND
Villin CwwB1 Ventana Nenhuma CC1 Ventana XT
WT-1 6F-H2 Dako 1:80 CC1 Ventana XT

CC1l: “Cell Conditioning 1” , produto 950-124 do catdlogo da Ventana Medical Systems
(www.ventanamed.com). Solucdo baseada em tris com pH levemente basico, que em temperaturas
elevadas quebra as ligacdes covalentes formadas pelo formol no tecido.

Protease 1. Produto nimero 760-2018 do catalogo da Ventana Medical Systems
(www.ventanamed.com). E uma endopeptidase para digestéo enzimética.

ER1: Solucdo de Recuperacdo de Epitopos Bond 1 (Bond Epitope Retrieval Solution 1), produto
nimero AR9961 do catdlogo da Leica (www.leicamicrosystems.com). E uma solucdo baseada em
citrato, de pH 6.0, especifica para recuperagcdo antigénica induzida pelo calor no sistema
automatizado Bond da Leica.

ER2: Solucdo de Recuperacdo de Epitopos Bond 2 (Bond Epitope Retrieval Solution 2), produto
nimero AR9640 do catdlogo da Leica (www.leicamicrosystems.com). E uma solucdo baseada em
EDTA, de pH 9.0, especifica para recuperagdo antigénica induzida pelo calor no sistema
automatizado Bond da Leica.

Ventana XT: BenchMark XT é um sistema automatizado de preparacdo de imuno-histoquimica da
Ventana Medical Systems. (www.ventanamed.com).

Ventana Nexes: NexES IHC era um sistema automatizado de preparagdo de imuno-histoquimica da
Ventana Medical Systems que saiu de linha em 31 de dezembro de 2010. (www.ventanamed.com).
Leica Bond: Sistema automatizado de preparacdo de imuno-histoquimica da Leica.
(www.leicamicrosystems.com)



http://www.ventanamed.com/
http://www.leicamicrosystems.com/
http://www.leicamicrosystems.com/
http://www.ventanamed.com/
http://www.ventanamed.com/
http://www.leicamicrosystems.com/
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Depois de coradas, as laminas foram avaliadas microscopicamente, e cada
circulo de tecido corado foi examinado e interpretado como positivo, negativo ou
excluido.

Foram marcados como excluidos os circulos de tecido:

- ausentes da lamina (se descolaram da lamina durante o processamento), (figura 3)
- completamente dobrados ou enrugados impossibilitando interpretacao

- com auséncia de células epiteliais de carcinoma (apresentando somente tecido
benigno ou somente estroma)

- com menos de 5 células epiteliais de carcinoma, comprometendo a seguranca da

interpretagéo

Figura 3: Exemplo de caso excluido (seta) porque o “circulo” de tecido se desprendeu da

ldmina durante o processamento.

Foram interpretados como negativos os circulos com um minimo de 5 células
epiteliais malignas presentes, e nenhuma célula de carcinoma positiva para o
marcador ou menos de 5% das células de carcinoma positivas para o marcador

(figura 4).
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Figura 4. Exemplo de caso interpretado como negativo. Glandulas de adenocarcinoma sdo

claramente visiveis, em azul (negativo).

Foram interpretados como positivos os circulos com um minimo de 5% das
células de carcinoma positivas para o marcador (figura 5), segundo a expressao
esperada para cada marcador:

-Nuclear: TTF-1, receptor de estrogénio, receptor de progesterona , CDX-2, WT1,
p63, Pax-2

- Citoplasmatica: GCDFP-15, mammaglobin, PSA, PAP, tireoglobulina, HepPar-1,
RCC, AE1/AE3, uroplakin, Cam5.2, K903, CK5/6, CK7, CK20

- Citoplasmatica granular: Napsin A

- Membranosa: Villin

-Nuclear e citoplasmatica: p16

A percentagem minima de células positivas para considerar um caso positivo
varia na literatura conforme os autores. Alguns autores consideram positivos casos
com mais de 10% das células positivas. (70, 140, 141) Outros trabalhos ndo usam
ponto de corte, como por exemplo o estudo de Nadji et al, que avaliou 5993
carcinomas de mama com imuno-histoquimica para receptores de estrogénio e
progesterona, e considerou qualquer expressao nuclear como positiva, independente
da percentagem de células. (9) Outros autores utilizam 5% como ponto de corte,
como por exemplo Kunju et al, que num estudo de carcinomas prostaticos e
uroteliais com PSA, K903 e p63 considerou casos positivos se mais de 5% das
células tumorais demonstrassem forte reatividade (dividindo os positivos em focal se

5-50%, e difusa se mais de 50%). (142) No presente estudo, escolhemos 5% como
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percentagem de corte por ser este o valor mais aproximado do que fazemos na

pratica clinica intuitivamente.

Figura 5: Exemplos de diferentes tipos de expresséo: A: Expressdo nuclear de receptor de
estrogénio, fortemente positivo em carcinoma ductal de mama, B: Expressao nuclear de
receptor de estrogénio, intensidade fraca porém positivo em adenocarcinoma de pulmao, C:
Expressdo citoplasmatica de CK7 em carcinoma escamoso, D: Expressdo granular
citoplasmética de Napsin A em adenocarcinoma de pulméo, E: Expressdo nuclear e
citoplasmética de pl6 em carcinoma escamoso, F: Expressdo membranosa de villin em
adenocarcinoma de célon
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6 RESULTADOS

As tabelas 2 a 25 mostram os resultados para cada marcador, agrupados por
orgao elou tipo histolégico. Vale notar que os casos excluidos variam de marcador
para marcador, devido a fatores como profundidade diferente do corte e
processamento diferente das laminas. Por exemplo, a lamina corada com AE1/AE3
pode ter perdido o “circulo de tecido” do primeiro carcinoma escamoso de pulmao da
coluna, enquanto que a lamina corada com Cam5.2 pode ter o cilindro do primeiro
carcinoma escamoso presente, mas perdido o do terceiro carcinoma escamoso, etc.

CDX-2 (tabela 2) foi positivo em quase todos os carcinomas de coélon-reto
(95%). Quanto aos outros sitios, também foi um bom marcador para carcindide
gastrointestinal (62%), para adenocarcinoma de estdmago (36%), e adenocarcinoma
de esbéfago e de juncdo esbdfago-gastrica (52%).

Outros oOrgdos além do trato gastrointestinal que tiveram positividade
aberrante para CDX-2 foram: tiredide (19%), carcinomas ndo escamosos de pulmao
(1%), carcinoma escamoso anogenital (2%; que foi 1 carcinoma escamoso de vulva),
adenocarcinoma de pancreas (7%), préstata (3%), carcinoma urotelial (7%),

colangiocarcinoma (22%), endométrio (15%), e ovario (18%).
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Tabela 2 - Distribuicédo de frequéncia dos resultados imuno-histoquimicos do anticorpo CDX-2

em carcinomas primarios de diferentes 6rgédos obtidos com o método de Tissue microarray

CDX-2 + - e Total Incl. %
Pulmé&o Escamoso 0 29 5 34 29 0%
Pulmé&o Outros 1 83 6 90 84 1%
Rim 0 52 0 52 52 0%
PEN (Pancreas endocrino) 0 6 1 7 6 0%
Carcindide gastrointestinal 8 5 0 13 13 62%
Estbmago 5 9 2 16 14  36%
Adeno esb6fago e Juncédo esbfago-gastrica 11 10 4 25 21  52%
Tiredide 9 39 9 57 48  19%
Escamoso pele 0 24 10 34 24 0%
Escamoso anogenital 1 48 5 54 49 2%
Escamoso esbéfago 0 8 2 10 8 0%
Escamoso Cabeca e Pescoco 0 42 9 51 42 0%
Pancreas (Exocrino) 3 41 4 48 44 7%
Préstata 1 38 4 43 39 3%
Carcinoma Urotelial 5 65 5 75 70 7%
Hepatoma 0 12 2 14 12 0%
Colangiocarcinoma 2 7 2 11 9 22%
Célon-retal 63 3 14 80 66  95%
Glandula Salivar 0 15 0 15 15 0%
Mama 0 74 12 86 74 0%
Endométrio 6 33 1 40 39 15%
Ovério 8 36 1 45 4  18%
Endocérvice 0 3 1 4 3 0%

+ : NUmero de casos positivos
- : NUmero de casos negativos
e : Nimero de casos excluidos.

Total : Numero de casos para cada 6rgdo, consistindo da soma de positivos, negativos, e excluidos.
Incl. : Numero de casos incluidos para cada 6rgédo. Consiste da soma de casos positivos e negativos.
% : Percentagem de casos positivos para cada érgdo, sem contar 0s casos excluidos. Ou seja,

Percentagem = (Casos positivos/Casos incluidos) x 100%.
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CK5/6 (tabela 3) foi positivo em 60% dos carcinomas uroteliais, e quase 100%
dos carcinomas escamosos. Quanto aos carcinomas nao escamosos de outros
sitios, teve positividade variando de 0% (rim, PEN, carcindide gastrointestinal,
préstata, carcinomas hepatocelulares, e endocérvice), menor que 15% (pulméao,
adenocarcinoma de es6fago e JEG, tiredide, célon-retal e mama), valores baixos a
intermediarios (23% em estdmago, 30% em colangiocarcinoma, 33% em oVvario,
36% em endométrio, 60% em adenocarcinoma de pancreas), até a alta positividade

de 87% em carcinoma de glandula salivar.

Tabela 3 - Distribuicéo de frequéncia dos resultados imuno-histoquimicos do anticorpo CK5/6
em carcinomas primérios de diferentes 6rgdos obtidos com o método de Tissue microarray

CK5/6 + e Total %
Pulméo Escamoso 31 1 2 34 32 97%
Pulméo Outros 5 79 6 90 84 6%
Rim 0 52 0 52 52 0%
PEN (Péancreas enddcrino) 0 7 0 7 7 0%
Carcindide gastrointestinal 0 13 0 13 13 0%
Estbmago 3 10 3 16 13 23%
Adeno eséfago e Juncédo esbfago-gastrica 1 18 6 25 19 5%
Tiredide 2 49 6 57 51 4%
Escamoso pele 26 0 8 34 26 100%
Escamoso anogenital 46 0 8 54 46 100%
Escamoso esbéfago 9 0 1 10 9 100%
Escamoso Cabeca e Pescocgo 41 0 10 51 41 100%
Pancreas (Exécrino) 25 17 6 48 42 60%
Préstata 0 36 7 43 36 0%
Carcinoma Urotelial 43 29 3 75 72 60%
Hepatoma 0 13 1 14 13 0%
Colangiocarcinoma 3 7 1 11 10 30%
Célon-retal 10 61 9 80 71 14%
Glandula Salivar 13 2 0 15 15 87%
Mama 11 69 6 86 80 14%
Endométrio 14 25 1 40 39 36%
Ovario 14 29 2 45 43 33%
Endocérvice 0 3 1 4 3 0%

+ : Nimero de casos positivos

- : Numero de casos negativos

e : Numero de casos excluidos.

Total : Numero de casos para cada 6rgdo, consistindo da soma de positivos, negativos, e excluidos.
Incl. : Numero de casos incluidos para cada 6rgédo. Consiste da soma de casos positivos e negativos.
% : Percentagem de casos positivos para cada érgdo, sem contar 0s casos excluidos. Ou seja,
Percentagem = (Casos positivos/Casos incluidos) x 100%.
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GCDFP-15 (figura 6) foi positivo em 67% dos carcinomas de mama e 27%
dos carcinomas de glandula salivar. Porém GCDFP-15 também teve positividade
importante em varios outros o6rgaos (tabela 4). Porém, diferente dos outros
marcadores de mama, GCDPF-15 foi negativo em todos os carcinomas de
endométrio, todos de endocérvice, e em quase todos os carcinomas de ovario (foi

positivo em somente 2% dos carcinomas de ovario).

Tabela 4 - Distribuicdo de frequéncia dos resultados imuno-histoquimicos do anticorpo
GCDFP-15 em carcinomas primarios de diferentes 6rgdos obtidos com o método de Tissue
microarray

GCDFP-15 + - e Total Incl. %
Pulméo Escamoso 12 17 5 34 29  41%
Pulmé&o Outros 30 49 11 90 79  38%
Rim 10 41 1 52 51 20%
PEN (Pancreas enddcrino) 2 5 0 7 7 29%
Carcindide gastrointestinal 1 12 0 13 13 8%
Estbmago 3 11 2 16 14  21%
Adeno eséfago e Juncédo esbfago-gastrica 8 14 3 25 22 36%
Tiredide 1 50 6 57 51 2%
Escamoso pele 23 4 7 34 27 85%
Escamoso anogenital 40 3 11 54 43 93%
Escamoso esbéfago 4 4 2 10 8 50%
Escamoso Cabeca e Pescoco 30 9 12 51 39 T77%
Pancreas (Exocrino) 0 43 5 48 43 0%
Préstata 8 31 4 43 39 21%
Carcinoma Urotelial 1 71 3 75 72 1%
Hepatoma 0 13 1 14 13 0%
Colangiocarcinoma 1 9 1 11 10 10%
Célon-retal 1 76 3 80 77 1%
Glandula Salivar 4 11 0 15 15 27%
Mama 53 26 7 86 79  67%
Endométrio 0 39 1 40 39 0%
Ovario 1 43 1 45 44 2%
Endocérvice 0 3 1 4 3 0%

+ : Nimero de casos positivos

- - NUmero de casos negativos

e : Numero de casos excluidos.

Total : Numero de casos para cada 6rgdo, consistindo da soma de positivos, negativos, e excluidos.
Incl. : Numero de casos incluidos para cada 6rgédo. Consiste da soma de casos positivos e negativos.
% : Percentagem de casos positivos para cada érgdo, sem contar 0s casos excluidos. Ou seja,
Percentagem = (Casos positivos/Casos incluidos) x 100%.
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Hep-Parl (tabela 5) foi positivo em 92% dos carcinomas hepatocelulares. E
importante notar que ele também teve positividade em outros 6rgédos, embora bem
menor: Carcinomas nao escamosos de pulmao (16%), rim 2%, estdmago 21%,
adenocarcinoma de esdfago e juncdo esbOfago-gastrica (21%), carcinoma
espinocelular 4%, adenocarcinoma de pancreas 7%, carcinoma de préstata 5%,

colangiocarcinoma 30%, cllon-retal 6%, mama 1%, endométrio 5%, e ovario 9%.

Tabela 5 - Distribuicdo de frequéncia dos resultados imuno-histoquimicos do anticorpo
HepPar-1 em carcinomas primarios de diferentes 6rgdos obtidos com o método de Tissue
microarray.

HepPar-1 + - e Total Incl. %
Pulméo Escamoso 0 28 6 34 28 0%
Pulmé&o Outros 13 68 9 90 8l 16%
Rim 1 50 1 52 51 2%
PEN (Pancreas enddcrino) 0 6 1 7 6 0%
Carcindide gastrointestinal 0 13 0 13 13 0%
Estbmago 3 11 2 16 14  21%
Adeno eséfago e Juncédo esbfago-gastrica 4 15 6 25 19 21%
Tiredide 0 53 4 57 53 0%
Escamoso pele 1 25 8 34 26 4%
Escamoso anogenital 0 41 13 54 41 0%
Escamoso esbéfago 0 9 1 10 9 0%
Escamoso Cabeca e Pescoco 0 43 8 51 43 0%
Pancreas (Exécrino) 3 42 3 48 45 7%
Préstata 2 36 5 43 38 5%
Carcinoma Urotelial 0 72 3 75 72 0%
Hepatoma 12 1 1 14 13 92%
Colangiocarcinoma 3 7 1 11 10 30%
Célon-retal 4 65 11 80 69 6%
Glandula Salivar 0 15 0 15 15 0%
Mama 1 79 6 86 80 1%
Endométrio 2 37 1 40 39 5%
Ovario 4 40 1 45 44 9%
Endocérvice 0 3 1 4 3 0%

+ : Nimero de casos positivos

- - NUmero de casos negativos

e : Numero de casos excluidos.

Total : Numero de casos para cada 6rgdo, consistindo da soma de positivos, negativos, e excluidos.
Incl. : Numero de casos incluidos para cada 6rgédo. Consiste da soma de casos positivos e negativos.
% : Percentagem de casos positivos para cada 6rgdo, sem contar 0os casos excluidos. Ou seja,
Percentagem = (Casos positivos/Casos incluidos) x 100%.

Mammaglobin (figura 6) foi positivo em 49 casos sobre um total de 80 (61%)
carcinomas de mama, porém teve positividade importante em todos 0s outros 6rgaos
(tabela 6). De 729 carcinomas nao-mamarios testados, mammaglobin foi positivo em
268 casos (37%).
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Tabela 6 - Distribuicdo de frequéncia dos resultados imuno-histoquimicos do anticorpo
Mammaglobin em carcinomas primérios de diferentes 6rgdos obtidos com o método de Tissue
microarray

Mammaglobhin + - e Total Incl %
Pulmé&o Escamoso 7 22 5 34 29 24%
Pulm&o Outros 20 62 8 90 82 24%
Rim 30 21 1 52 51 59%
PEN (Péancreas endocrino) 3 4 0 7 7  43%
Carcindide gastrointestinal 2 11 0 13 13 15%
Estdmago 3 11 2 16 14  21%
Adeno eséfago e Juncao esbdfago-gastrica 10 11 4 25 21  48%
Tiredide 29 24 4 57 53 55%
Escamoso pele 3 23 8 34 26 12%
Escamoso anogenital 8 28 18 54 36 22%
Escamoso esbéfago 7 1 2 10 8 88%
Escamoso Cabeca e Pescoco 12 30 9 51 42  29%
Péancreas (Exocrino) 13 31 4 48 44  30%
Prostata 23 15 5 43 38 61%
Carcinoma Urotelial 9 64 2 75 73 12%
Hepatoma 3 10 1 14 13 23%
Colangiocarcinoma 3 7 1 11 10 30%
Cdlon-retal 25 43 12 80 68 37%
Glandula Salivar 7 8 0 15 15 47%
Mama 49 31 6 86 80 61%
Endométrio 27 12 1 40 39  69%
Ovario 23 21 1 45 44  52%
Endocérvice 1 2 1 4 3 33%

+ : NUmero de casos positivos

- : Nomero de casos negativos

e : Ndmero de casos excluidos.

Total : Nimero de casos para cada 6rgéo, consistindo da soma de positivos, negativos, e excluidos.
Incl. : Namero de casos incluidos para cada 6rgéo. Consiste da soma de casos positivos e negativos.
% : Percentagem de casos positivos para cada érgdo, sem contar 0s casos excluidos. Ou seja,
Percentagem = (Casos positivos/Casos incluidos) x 100%.

Figura 6. Imuno-histoquimica positiva (citoplasmatica) em carcinoma ductal de mama para
mammaglobin (A) e GCDFP-15 (B).
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Napsin A (tabela 7) foi positivo em 8 sobre 31 (26%) carcinomas de pulmao
escamosos, em 37 sobre 40 adenocarcinomas de pulméo (93%), em somente 1 de
18 carcinomas pulmonares de células pequenas (6%), em 7 sobre 12 carcinomas
pulmonares de células grandes (58%) e em 5 sobre 15 carcinéides pulmonares
(33%). Porém também foi positivo em Vvarios outros Orgdos: rim (35/52=67%),
neoplasia enddcrina pancreatica (1/7=14%), carcinbide gastrointestinal (9/13=69%),
estbmago (1/14=7%), carcinoma de tiredide (34/53=64%), carcinoma espinocelular
(2/126=8%), escamoso anogenital (3/46=7%), escamoso de cabeca e pescoco
(2/41=5%), adenocarcinoma de pancreas (6/42=14%), de préstata (23/38=61%),
carcinoma  urotelial  (3/72=4%), carcinoma  hepatocelular  (8/13=62%),
colangiocarcinoma (1/10=10%), carcinoma célon-retal (2/70=3%), de glandula salivar
(3/15=20%), mama(10/79=13%), endométrio (4/39=10%), e de ovéario (7/44=16%).

Tabela 7 - Distribui¢cdo de frequéncia dos resultados imuno-histoquimicos do anticorpo Napsin
A em carcinomas primarios de diferentes 6rgaos obtidos com o método de Tissue microarray

Napsin A + - e Total %
Pulmao Escamoso 8 23 3 34 31  26%
Pulm&o Outros 50 35 5 90 85 59%
Rim 35 17 0 52 52 67%
PEN (Pancreas enddcrino) 1 6 0 7 7 14%
Carcinodide gastrointestinal 9 4 0 13 13  69%
Estdmago 1 13 2 16 14 7%
Adeno eséfago e Juncédo esbfago-gastrica 0 20 5 25 20 0%
Tiredide 34 19 4 57 53 64%
Escamoso pele 2 24 8 34 26 8%
Escamoso anogenital 3 43 8 54 46 7%
Escamoso esbéfago 0 9 1 10 9 0%
Escamoso Cabeca e Pescoco 2 39 10 51 41 5%
Pancreas (Exodcrino) 6 36 6 48 42 14%
Prostata 23 15 5 43 38 61%
Carcinoma Urotelial 3 69 3 75 72 4%
Hepatoma 8 5 1 14 13 62%
Colangiocarcinoma 1 9 1 11 10 10%
Colon-retal 2 68 10 80 70 3%
Glandula Salivar 3 12 0 15 15 20%
Mama 10 69 7 86 79  13%
Endométrio 4 35 1 40 39 10%
Ovario 7 37 1 45 44 16%
Endocérvice 0 3 1 4 3 0%

+ : NUmero de casos positivos

- : NUmero de casos negativos

e : Numero de casos excluidos.

Total : Numero de casos para cada 6rgdo, consistindo da soma de positivos, negativos, e excluidos.
Incl. : Numero de casos incluidos para cada 6rgédo. Consiste da soma de casos positivos e negativos.
% : Percentagem de casos positivos para cada 6rgdo, sem contar 0s casos excluidos. Ou seja,
Percentagem = (Casos positivos/Casos incluidos) x 100%.
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PAP (tabela 8), embora positivo em 95% dos carcinomas de prostata, foi
também positivo em carcindide gastrointestinal (25%), tiredide (20%), carcinoma
colon-retal (19%), carcinoma hepatocelular (18%), carcinoma de ovario (17%),

carcinoma urotelial (6%), de endométrio (5%), e renal (2%).

Tabela 8 - Distribuicdo de frequéncia dos resultados imuno-histoquimicos do anticorpo PAP
em carcinomas primarios de diferentes 6rgédos obtidos com o método de Tissue microarray

PAP + - e Total Incl. %
Pulméo Escamoso 0 29 5 34 29 0%
Pulméao Outros 0 84 6 90 84 0%
Rim 1 51 0 52 52 2%
PEN (Péancreas enddcrino) 0 6 1 7 6 0%
Carcindide gastrointestinal 3 9 1 13 12 25%
Estdmago 0 14 2 16 14 0%
Adeno eséfago e Juncao esbdfago-gastrica 0 20 5 25 20 0%
Tiredide 8 32 17 57 40 20%
Escamoso pele 0 27 7 34 27 0%
Escamoso anogenital 0 42 12 54 42 0%
Escamoso esbéfago 0 7 3 10 7 0%
Escamoso Cabeca e Pescoco 0 41 10 51 41 0%
Pancreas (Exocrino) 0 43 5 48 43 0%
Prostata 37 2 4 43 39  95%
Carcinoma Urotelial 4 63 8 75 67 6%
Hepatoma 2 9 3 14 11 18%
Colangiocarcinoma 0 10 1 11 10 0%
Célon-retal 12 51 17 80 63 19%
Glandula Salivar 0 15 0 15 15 0%
Mama 0 75 11 86 75 0%
Endométrio 2 38 0 40 40 5%
Ovario 7 35 3 45 42 17%
Endocérvice 0 3 1 4 3 0%

+ : Nimero de casos positivos

- : Numero de casos negativos

e : Ndmero de casos excluidos.

Total : Numero de casos para cada 6rgdo, consistindo da soma de positivos, negativos, e excluidos.
Incl. : Namero de casos incluidos para cada 6rgéo. Consiste da soma de casos positivos e negativos.
% : Percentagem de casos positivos para cada 6rgdo, sem contar os casos excluidos. Ou seja,
Percentagem = (Casos positivos/Casos incluidos) x 100%.
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Ja PSA (tabela 9) além de ser positivo em 97% dos casos de préstata (38
casos positivos num total de 39 casos), nos carcinomas de outros 6rgaos foi positivo
em somente 1% (10 casos num total de 761), sendo esses 2 carcinomas renais (1
de células claras e 1 papilar), 2 adenocarcinomas de pulmao, 1 carcinoma folicular
de tiredide, 1 carcinoma urotelial de bexiga, 1 carcinoma endometridide de ovario, e

3 carcinomas de mama (2 ductais e 1 lobular).

Tabela 9 - Distribuicdo de frequéncia dos resultados imuno-histoquimicos do anticorpo PSA
em carcinomas primarios de diferentes 6rgdos obtidos com o método de Tissue microarray

PSA + - e Total Incl. %
Pulmao Escamoso 0 29 5 34 29 0%
Pulméo Outros 2 82 6 90 84 2%
Rim 2 50 0 52 52 4%
PEN (Pancreas enddcrino) 0 6 1 7 6 0%
Carcinodide gastrointestinal 0 12 1 13 12 0%
Estdmago 0 14 2 16 14 0%
Adeno eséfago e Juncédo esbfago-gastrica 0 21 4 25 21 0%
Tiredide 1 45 11 57 46 2%
Escamoso pele 0 27 7 34 27 0%
Escamoso anogenital 0 43 11 54 43 0%
Escamoso esbéfago 0 9 1 10 9 0%
Escamoso Cabeca e Pescoco 0 42 9 51 42 0%
Pancreas (Exécrino) 0 43 5 48 43 0%
Préstata 38 1 4 43 39 97%
Carcinoma Urotelial 1 69 5 75 70 1%
Hepatoma 0 12 2 14 12 0%
Colangiocarcinoma 0 10 1 11 10 0%
Célon-retal 0 63 17 80 63 0%
Glandula Salivar 0 15 0 15 15 0%
Mama 3 74 9 86 77 4%
Endomeétrio 0 40 0 40 40 0%
Ovdério 1 42 2 45 43 2%
Endocérvice 0 3 1 4 3 0%

+ : NUmero de casos positivos

- - NUmero de casos negativos

e : Numero de casos excluidos.

Total : Numero de casos para cada 6rgdo, consistindo da soma de positivos, negativos, e excluidos.
Incl. : Numero de casos incluidos para cada 6rgédo. Consiste da soma de casos positivos e negativos.
% : Percentagem de casos positivos para cada 6rgdo, sem contar 0s casos excluidos. Ou seja,
Percentagem = (Casos positivos/Casos incluidos) x 100%.

Pax-2 (figura 7) foi positivo em 65% dos carcinomas renais (64% dos
carcinomas de células claras, 76% dos carcinomas papilares, e em 50% dos
carcinomas cromoéfobos). Nos outros carcinomas, o Pax-2 (tabela 10) foi positivo em
48 casos (6%) num total de 756 casos de carcinoma nao-renal. Esses 48 casos

incluem carcinoma de tireéide (9%), carcinoma escamoso de esb6fago (13%), de



cabeca e pescoco (9%), e anogenital (5%),

colangiocarcinoma
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(11%),

adenocarcinoma de pancreas (5%), carcinoma urotelial (3%), glandula salivar (7%),

mama (6%), carcinoma de endométrio (46%) e de ovario (19%).

Tabela 10 - Distribuicdo de frequéncia dos resultados imuno-histoquimicos do anticorpo Pax-2
em carcinomas primarios de diferentes 6rgdos obtidos com o método de Tissue microarray

Pax-2 + - e Total Incl. %
Pulméo Escamoso 0 30 4 34 30 0%
Pulméao Outros 0 83 7 90 83 0%
Rim 34 18 0 52 52  65%
PEN (Pancreas enddcrino) 0 7 0 7 7 0%
Carcinodide gastrointestinal 0 13 0 13 13 0%
Estbmago 0 14 2 16 14 0%
Adeno eséfago e Juncédo esbfago-gastrica 0 20 5 25 20 0%
Tiredide 4 41 12 57 45 9%
Escamoso pele 0 28 6 34 28 0%
Escamoso anogenital 2 42 10 54 44 5%
Escamoso esbfago 1 7 2 10 8 13%
Escamoso Cabeca e Pescoco 4 39 8 51 43 9%
Pancreas (Exécrino) 2 42 4 48 44 5%
Prostata 0 38 5 43 38 0%
Carcinoma Urotelial 2 69 4 75 71 3%
Hepatoma 0 12 2 14 12 0%
Colangiocarcinoma 1 8 2 11 9 11%
Célon-retal 0 67 13 80 67 0%
Glandula Salivar 1 14 0 15 15 7%
Mama 5 75 6 86 80 6%
Endomeétrio 18 21 1 40 39  46%
Ovario 8 35 2 45 43 19%
Endocérvice 0 3 1 4 3 0%

+ : NUmero de casos positivos
- : NUmero de casos negativos
e : Numero de casos excluidos.

Total : Numero de casos para cada 6rgdo, consistindo da soma de positivos, negativos, e excluidos.
Incl. : Namero de casos incluidos para cada 6rgéao. Consiste da soma de casos positivos e negativos.
% : Percentagem de casos positivos para cada 6rgdo, sem contar os casos excluidos. Ou seja,

Percentagem = (Casos positivos/Casos incluidos) x 100%.
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Figura 7. Imuno-histoquimica positiva para Pax-2 (nuclear) em carcinoma de células renais do

tipo células claras.
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RCC (tabela 11) foi positivo em 56% dos carcinomas renais (48% dos
carcinomas de células claras, 94% dos carcinomas papilares e 10% dos carcinomas
cromofobos).

Quantos aos outros 6rgaos, RCC teve positividade em 57 casos num total de
773 (7%); incluindo positividade em carcinoma de tiredide (35%), colangiocarcinoma
(10%), mama (36%), ovario (14%), e carcinomas nao escamosos de pulmao (5%).

Tabela 11 - Distribuicdo de frequéncia dos resultados imuno-histoquimicos do anticorpo RCC
em carcinomas primérios de diferentes 6rgdos obtidos com o método de Tissue microarray

RCC + - e Total Incl. %
Pulméo Escamoso 0 32 2 34 32 0%
Pulméao Outros 4 81 5 90 85 5%
Rim 29 23 0 52 52 56%
PEN (Péancreas enddcrino) 0 7 0 7 7 0%
Carcindide gastrointestinal 0 13 0 13 13 0%
Estbmago 0 14 2 16 14 0%
Adeno eséfago e Juncao esbdfago-gastrica 0 19 6 25 19 0%
Tiredide 18 34 5 57 52  35%
Escamoso pele 0 25 9 34 25 0%
Escamoso anogenital 0 45 9 54 45 0%
Escamoso esbéfago 0 9 1 10 9 0%
Escamoso Cabeca e Pescocgo 0 42 9 51 42 0%
Pancreas (Exocrino) 0 45 3 48 45 0%
Prostata 0 38 5 43 38 0%
Carcinoma Urotelial 0 71 4 75 71 0%
Hepatoma 0 14 0 14 14 0%
Colangiocarcinoma 1 9 1 11 10 10%
Célon-retal 0 74 6 80 74 0%
Glandula Salivar 0 15 0 15 15 0%
Mama 28 49 9 86 77 36%
Endométrio 0 39 1 40 39 0%
Ovario 6 38 1 45 44  14%
Endocérvice 0 3 1 4 3 0%

+ : Nimero de casos positivos

- : Numero de casos negativos

e : Ndmero de casos excluidos.

Total : Numero de casos para cada 6rgéo, consistindo da soma de positivos, negativos, e excluidos.
Incl. : Namero de casos incluidos para cada 6rgéo. Consiste da soma de casos positivos e negativos.
% : Percentagem de casos positivos para cada 6rgdo, sem contar 0os casos excluidos. Ou seja,
Percentagem = (Casos positivos/Casos incluidos) x 100%.
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O receptor de estrogénio (ER) foi positivo em 89% dos carcinomas de mama,
80% dos carcinomas de endométrio, e 84% dos carcinomas de ovario (tabela 12).
Quanto a outros orgéaos, foi positivo em 20% dos carcinomas ndo escamosos de
pulméo, 6% dos carcinomas renais, 50% dos carcindides gastrointestinais, 20% dos
carcinomas de tiredide, 15% dos carcinomas espinocelulares, 16% dos carcinomas
escamosos anogenitais, 14% dos carcinomas escamosos de cabeca e pescoco, 5%

dos carcinomas de prostata, e 3% dos carcinomas uroteliais.

Tabela 12 - Distribuicdo de frequéncia dos resultados imuno-histoquimicos do anticorpo ER
(Receptor de estrogénio) em carcinomas primarios de diferentes 6rgédos obtidos com o método
de Tissue microarray

ER + - e Total Incl. %
Pulméo Escamoso 0 29 5 34 29 0%
Pulmé&o Outros 17 66 7 90 83 20%
Rim 3 48 1 52 51 6%
PEN (Pancreas enddcrino) 0 6 1 7 6 0%
Carcindide gastrointestinal 6 6 1 13 12 50%
Estdmago 0 14 2 16 14 0%
Adeno eséfago e Juncédo esbfago-gastrica 0 21 4 25 21 0%
Tiredide 8 32 17 57 40 20%
Escamoso pele 4 22 8 34 26  15%
Escamoso anogenital 7 36 11 54 43  16%
Escamoso esbéfago 0 8 2 10 8 0%
Escamoso Cabeca e Pescocgo 6 37 8 51 43  14%
Pancreas (Exocrino) 0 40 8 48 40 0%
Préstata 2 36 5 43 38 5%
Carcinoma Urotelial 2 68 5 75 70 3%
Hepatoma 0 12 2 14 12 0%
Colangiocarcinoma 0 9 2 11 9 0%
Célon-retal 0 58 22 80 58 0%
Glandula Salivar 0 14 1 15 14 0%
Mama 66 8 12 86 74 89%
Endométrio 32 8 0 40 40 80%
Ovério 36 7 2 45 43  84%
Endocérvice 0 3 1 4 3 0%

+ : Nimero de casos positivos

- : Numero de casos negativos

e : Nimero de casos excluidos.

Total : Nimero de casos para cada 6rgéo, consistindo da soma de positivos, negativos, e excluidos.
Incl. : Numero de casos incluidos para cada 6rgédo. Consiste da soma de casos positivos e negativos.
% : Percentagem de casos positivos para cada érgdo, sem contar 0s casos excluidos. Ou seja,
Percentagem = (Casos positivos/Casos incluidos) x 100%.
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O receptor de progesterona (PR) (tabela 13) foi positivo em 63% dos
carcinomas de mama, 97% dos carcinomas de endométrio, 86% dos carcinomas de
ovario, e 67% dos carcinomas de endocérvice. Porém, teve positividade em varios
outros orgaos: carcinomas de pulmao escamosos (29%) e ndo escamosos (37%),
carcinomas renais (24%), PEN (40%), carcindide gastrointestinal (17%),
adenocarcinoma de estdmago (8%), de eséfago e juncdo esbfago-gastrica (15%),
carcinoma de tiredide (41%), adenocarcinoma de pancreas (11%), de prostata (5%),
carcinoma urotelial (4%), de glandula salivar (7%), e carcinomas escamosos de pele

(48%), anogenital (46%), de es6fago (22%) e de cabeca e pescoco (51%).

Tabela 13 - Distribuicdo de frequéncia dos resultados imuno-histoquimicos do anticorpo PR
(Receptor de progesterona) em carcinomas primarios de diferentes érgdos obtidos com o
método de Tissue microarray

PR + - e Total Incl. %
Pulmao Escamoso 8 20 6 34 28  29%
Pulméao Outros 29 49 12 90 78 37%
Rim 12 39 1 52 51 24%
PEN (Pancreas enddcrino) 2 3 2 7 5 40%
Carcinoéide gastrointestinal 2 10 1 13 12 17%
Estdbmago 1 12 3 16 13 8%
Adeno eséfago e Juncédo esbfago-gastrica 3 17 5 25 20 15%
Tiredide 17 24 16 57 41  41%
Escamoso pele 12 13 9 34 25 48%
Escamoso anogenital 19 22 13 54 41 46%
Escamoso esbéfago 2 7 1 10 9 22%
Escamoso Cabeca e Pescoco 21 20 10 51 41  51%
Pancreas (Exécrino) 4 34 10 48 38 11%
Prostata 2 36 5 43 38 5%
Carcinoma Urotelial 3 67 5 75 70 4%
Hepatoma 0 12 2 14 12 0%
Colangiocarcinoma 0 10 1 11 10 0%
Coélon-retal 0 63 17 80 63 0%
Glandula Salivar 1 13 1 15 14 7%
Mama 45 27 14 86 72 63%
Endométrio 36 1 3 40 37 97%
Ovario 36 6 3 45 42  86%
Endocérvice 2 1 1 4 3 67T%

+ : NUmero de casos positivos

- - NUmero de casos negativos

e : Numero de casos excluidos.

Total : Numero de casos para cada 6rgdo, consistindo da soma de positivos, negativos, e excluidos.
Incl. : Namero de casos incluidos para cada 6rgéo. Consiste da soma de casos positivos e negativos.
% : Percentagem de casos positivos para cada 6rgdo, sem contar os casos excluidos. Ou seja,
Percentagem = (Casos positivos/Casos incluidos) x 100%.
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Tireoglobulina (tabela 14) foi positiva em 95% dos carcinomas de tiredide (38
positivos num total de 40 casos). Os dois carcinomas de tiredide negativos foram
anaplasicos (que sabidamente, podem perder a expressao de tireoglobulina). Dos
carcinomas de outros 6rgdos, de 737 carcinomas testados, sO teve expressao
aberrante em 1 carcinoma (de célon-reto), sendo negativa em todos 0s outros.
Tabela 14 - Distribuicdo de frequéncia dos resultados imuno-histoquimicos do anticorpo

Tireoglobulina em carcinomas primarios de diferentes drgaos obtidos com o método de Tissue
microarray

Tireoglobulina + - e Total Incl. %
Pulméo Escamoso 0 30 4 34 30 0%
Pulméo Outros 0 81 9 90 81 0%
Rim 0 51 1 52 51 0%
PEN (Péancreas enddcrino) 0 5 2 7 5 0%
Carcindide gastrointestinal 0 13 0 13 13 0%
Estdmago 0 14 2 16 14 0%
Adeno eséfago e Juncao esbdfago-gastrica 0 18 7 25 18 0%
Tiredide 38 2 17 57 40 95%
Escamoso pele 0 24 10 34 24 0%
Escamoso anogenital 0 41 13 54 41 0%
Escamoso esbéfago 0 9 1 10 9 0%
Escamoso Cabeca e Pescocgo 0 41 10 51 41 0%
Pancreas (Exocrino) 0 42 6 48 42 0%
Préstata 0 39 4 43 39 0%
Carcinoma Urotelial 0 70 5 75 70 0%
Hepatoma 0 12 2 14 12 0%
Colangiocarcinoma 0 10 1 11 10 0%
Célon-retal 1 62 17 80 63 2%
Glandula Salivar 0 14 1 15 14 0%
Mama 0 76 10 86 76 0%
Endométrio 0 39 1 40 39 0%
Ovério 0 42 3 45 42 0%
Endocérvice 0 3 1 4 3 0%

+ : Nimero de casos positivos

- : Numero de casos negativos

e : Nimero de casos excluidos.

Total : Numero de casos para cada 6rgdo, consistindo da soma de positivos, negativos, e excluidos.
Incl. : Numero de casos incluidos para cada 6rgédo. Consiste da soma de casos positivos e negativos.
% : Percentagem de casos positivos para cada 6rgdo, sem contar 0s casos excluidos. Ou seja,
Percentagem = (Casos positivos/Casos incluidos) x 100%.

TTF-1 (figura 8) foi positivo em 93% dos carcinomas de tiredide, 3% dos
carcinomas escamosos de pulmdo, e 77% dos carcinomas de pulmdo nao
escamosos (tabela 15). De todos os outros 6rgaos, houve expressao aberrante em

somente uma neoplasia pancreatica enddcrina.
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Tabela 15 - Distribuicédo de frequéncia dos resultados imuno-histoquimicos do anticorpo TTF-1
em carcinomas primarios de diferentes 6rgédos obtidos com o método de Tissue microarray

TTF-1 + - e Total %
Pulmé&o Escamoso 1 30 3 34 31 3%
Pulmé&o Outros 65 19 6 90 84 T7TT%
Rim 0 52 0 52 52 0%
PEN (Pancreas endocrino) 1 5 1 7 6 17%
Carcindide gastrointestinal 0 12 1 13 12 0%
Estbmago 0 13 3 16 13 0%
Adeno eséfago e Juncédo esbfago-gastrica 0 21 4 25 21 0%
Tiredide 38 3 16 57 41  93%
Escamoso pele 0 26 8 34 26 0%
Escamoso anogenital 0 49 5 54 49 0%
Escamoso esbéfago 0 8 2 10 8 0%
Escamoso Cabeca e Pescoco 0 41 10 51 41 0%
Pancreas (Exocrino) 0 36 12 48 36 0%
Prostata 0 38 5 43 38 0%
Carcinoma Urotelial 0 69 6 75 69 0%
Hepatoma 0 11 3 14 11 0%
Colangiocarcinoma 0 10 1 11 10 0%
Célon-retal 0 63 17 80 63 0%
Glandula Salivar 0 14 1 15 14 0%
Mama 0 72 14 86 72 0%
Endométrio 0 40 0 40 40 0%
Ovario 0 42 3 45 42 0%
Endocérvice 0 3 1 4 3 0%

+ : NUmero de casos positivos

- : Nomero de casos negativos

e : Nimero de casos excluidos.

Total : Namero de casos para cada 6rgéo, consistindo da soma de positivos, negativos, e excluidos.
Incl. : Numero de casos incluidos para cada 6rgédo. Consiste da soma de casos positivos e negativos.
% : Percentagem de casos positivos para cada 6rgdo, sem contar os casos excluidos. Ou seja,
Percentagem = (Casos positivos/Casos incluidos) x 100%.

Figura 8. Imuno-histoquimica positiva em adenocarcinoma de pulméo A: TTF-1. (nuclear) B :
Napsin A (granular citoplasmatica)
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Uroplakin Il (tabela 16) foi positivo em 87% dos carcinomas uroteliais. No
total dos carcinomas nao-uroteliais, uroplakin Il foi positivo em 99 de 747 casos
(13%). Esses 99 de 747 casos estdo assim distribuidos: 1/73 (1%) caso de
carcinoma nao-escamoso de pulmao, 1/51 (2%) caso de carcinoma renal, 1/7 (14%)
caso de neoplasia endocrina pancreatica, 16/50 (32%) casos de carcinoma de
tiredide, 2/30 (7%) casos de carcinoma espinocelular, 1/43 (2%) casos de carcinoma
escamoso de cabeca e pescoco, 10/44 (23%) casos de adenocarcinoma de
pancreas, 10/12 (83%) casos de carcinomas hepatocelulares, 8/9 (89%) casos de
colangiocarcinomas, 18/69 (26%) casos de carcinoma de colon-reto, 5/15 (33%)
casos de carcinoma de glandulas salivares, 6/81 (7%) casos de carcinoma de
mama, 9/39 (23%) casos de carcinoma de endométrio, 9/44 (20%) casos de

carcinoma de ovario, e 2/3 (67%) casos de carcinoma de endocérvice.

Tabela 16 - Distribuicdo de frequéncia dos resultados imuno-histoquimicos do anticorpo
Uroplakin Il em carcinomas primérios de diferentes érgdos obtidos com o método de Tissue
microarray

Uroplakin Ill + - e Total Incl. %
Pulméo Escamoso 0 32 2 34 32 0%
Pulm&o Outros 1 72 17 90 73 1%
Rim 1 50 1 52 51 2%
PEN (Péancreas enddcrino) 1 6 0 7 7 14%
Carcindide gastrointestinal 0 12 1 13 12 0%
Estdmago 0 14 2 16 14 0%
Adeno eséfago e Juncédo esbfago-gastrica 0 23 2 25 23 0%
Tiredide 16 34 7 57 50 32%
Escamoso pele 2 28 4 34 30 7%
Escamoso anogenital 0 48 6 54 48 0%
Escamoso esbéfago 0 9 1 10 9 0%
Escamoso Cabeca e Pescoco 1 42 8 51 43 2%
Pancreas (Exocrino) 10 34 4 48 44 23%
Prostata 0 39 4 43 39 0%
Carcinoma Urotelial 61 9 5 75 70 87%
Hepatoma 10 2 2 14 12 83%
Colangiocarcinoma 8 1 2 11 9 8%
Célon-retal 18 51 11 80 69 26%
Glandula Salivar 5 10 0 15 15 33%
Mama 6 75 5 86 81 7%
Endométrio 9 30 1 40 39 23%
Ovdério 9 35 1 45 44  20%
Endocérvice 2 1 1 4 3 6%

+ : Nimero de casos positivos

- : Numero de casos negativos

e : Nimero de casos excluidos.

Total : Nimero de casos para cada 6rgédo, consistindo da soma de positivos, negativos, e excluidos.
Incl. : Numero de casos incluidos para cada 6rgédo. Consiste da soma de casos positivos e negativos.
% : Percentagem de casos positivos para cada 6rgdo, sem contar 0s casos excluidos. Ou seja,
Percentagem = (Casos positivos/Casos incluidos) x 100%.
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Villin (figura 9) foi positivo em quase todos (94%) os carcinomas de colon-reto
(tabela 17). Quanto aos outros sitios, também foi um bom marcador para carcindide
gastrointestinal (77%), para adenocarcinoma de estdmago (64%), e adenocarcinoma
de esb6fago e de juncdo esodfago-gastrica (76%).

Nos outros 6rgdos villin teve expressdo aberrante em carcinomas de
endocérvice (67%), carcinomas ndo escamosos de pulmédo (8%), rim (4%), PEN
(17%), adenocarcinoma de pancreas (32%), carcinoma urotelial (1%), hepatoma
(8%), colangiocarcinoma (67%), endométrio (10%), e ovario (9%). Os 7 carcinomas
nao escamosos de pulméao em que villin foi positivo foram 4 adenocarcinomas e 3

carcindides.

Tabela 17 - Distribuicdo de frequéncia dos resultados imuno-histoquimicos do anticorpo Villin
em carcinomas primarios de diferentes 6rgdos obtidos com o método de Tissue microarray

Villin + - e Total Incl. %
Pulmao Escamoso 0 29 5 34 29 0%
Pulméo Outros 7 78 5 90 85 8%
Rim 2 50 0 52 52 4%
PEN (Pancreas enddcrino) 1 5 1 7 6 17%
Carcinoéide gastrointestinal 10 3 0 13 13 77%
Estdmago 9 5 2 16 14  64%
Adeno eséfago e Juncédo esbfago-gastrica 16 5 4 25 21 76%
Tiredide 0 44 13 57 44 0%
Escamoso pele 0 27 7 34 27 0%
Escamoso anogenital 0 a7 7 54 47 0%
Escamoso esbéfago 0 9 1 10 9 0%
Escamoso Cabeca e Pescoco 0 43 8 51 43 0%
Pancreas (Exécrino) 13 28 7 48 41  32%
Préstata 0 39 4 43 39 0%
Carcinoma Urotelial 1 70 4 75 71 1%
Hepatoma 1 12 1 14 13 8%
Colangiocarcinoma 6 3 2 11 9 67%
Célon-retal 58 4 18 80 62 94%
Glandula Salivar 0 15 0 15 15 0%
Mama 0 78 8 86 78 0%
Endométrio 4 35 1 40 39 10%
Ovdério 4 39 2 45 43 9%
Endocérvice 2 1 1 4 3 67T%

+ : NUmero de casos positivos

- - NUmero de casos negativos

e : Numero de casos excluidos.

Total : NUmero de casos para cada 6rgdo, consistindo da soma de positivos, negativos, e excluidos.
Incl. : Numero de casos incluidos para cada 6rgédo. Consiste da soma de casos positivos e negativos.
% : Percentagem de casos positivos para cada 6rgdo, sem contar 0os casos excluidos. Ou seja,
Percentagem = (Casos positivos/Casos incluidos) x 100%.
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Figura 9. Imuno-histoquimica positiva para villin (membranosa) em adenocarcinoma de
estdmago.

WT1 (figura 10) foi positivo em 26 de 44 casos (59%) casos de carcinoma de
ovério (tabela 18). Separando os carcinomas de ovario por tipos histoldgicos, WT1
foi positivo em 20/23 (87%) serosos, 0/7 (0%) mucinosos, 1/5 (20%) endometridides,
3/4 (75%) carcinomas pouco diferenciados, e 1/1 (100%) tumor maligno misto
Milleriano. Nos outros o6rgaos teve baixa positividade, como 13% em glandula
salivar, 10% em mama (8 casos positivos num total de 79 casos, sendo que 0s
positivos foram 7 ductais e 1 mucinoso), 1% em carcinomas nao escamosos de
pulmao, 3% em prostata, e 3/38 casos (8%) em endométrio. Esses 3 casos de
endométrio que foram positivos foram 2 tumores malignos mistos Mullerianos e um
carcinoma indiferenciado. Nenhum dos carcinomas endometriais serosos (0/5),
endometridides (0/25), ou de células claras (0/3) foi positivo para WT1.

TS B s
ok

Figura 10. Imuno-histoquimica positiva (nuclear) em carcinoma de ovario para WT1 (A) e em
carcinoma lobular de mama para receptor de estrogénio (B)
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Tabela 18 - Distribui¢cdo de frequéncia dos resultados imuno-histoquimicos do anticorpo WT-1
em carcinomas primarios de diferentes 6rgédos obtidos com o método de Tissue microarray

WT1 + - e Total Incl. %
Pulmé&o Escamoso 0 29 5 34 29 0%
Pulmé&o Outros 1 82 7 90 83 1%
Rim 0 52 0 52 52 0%
PEN (Pancreas endocrino) 0 7 0 7 7 0%
Carcindide gastrointestinal 0 13 0 13 13 0%
Estdmago 0 14 2 16 14 0%
Adeno esb6fago e Juncédo esbfago-gastrica 0 20 5 25 20 0%
Tiredide 0 53 4 57 53 0%
Escamoso pele 0 27 7 34 27 0%
Escamoso anogenital 0 44 10 54 44 0%
Escamoso esbéfago 0 7 3 10 7 0%
Escamoso Cabeca e Pescoco 0 40 11 51 40 0%
Pancreas (Exocrino) 0 45 3 48 45 0%
Préstata 1 36 6 43 37 3%
Carcinoma Urotelial 0 71 4 75 71 0%
Hepatoma 0 14 0 14 14 0%
Colangiocarcinoma 0 10 1 11 10 0%
Célon-retal 0 77 3 80 77 0%
Glandula Salivar 2 13 0 15 15 13%
Mama 8 71 7 86 79  10%
Endométrio 3 35 2 40 38 8%
Ovario 26 18 1 45 44  59%
Endocérvice 0 3 1 4 3 0%

+ : NUmero de casos positivos

- : NUmero de casos negativos

e : Nimero de casos excluidos.

Total : Numero de casos para cada 6rgdo, consistindo da soma de positivos, negativos, e excluidos.
Incl. : Numero de casos incluidos para cada 6rgédo. Consiste da soma de casos positivos e negativos.
% : Percentagem de casos positivos para cada 6rgdo, sem contar 0s casos excluidos. Ou seja,
Percentagem = (Casos positivos/Casos incluidos) x 100%.

CK7 (tabela 19) demonstrou positividade acima de 85% em adenocarcinoma
de estdbmago, esb6fago, juncdo esofago-gastrica, tiredide, pancreas, carcinoma
urotelial, colangiocarcinoma, glandula salivar, mama, endométrio, ovario e
endocérvice. Entre 0os carcinomas ndo escamosos de pulmao, CK7 foi positivo em
80%, porém desmembrando por tipo histolégico foi positivo em 100% dos
adenocarcinomas de pulméao, 56% dos carcinomas de células pequenas, 91% dos
carcinomas de células grandes, e 47% dos carcindides. Entre os carcinomas
escamosos de diversos sitios, a positividade de CK7 variou entre 13 a 38%. Nos
carcinomas de células renais CK7 foi positivo em 26 num total de 51 casos incluidos
(51%). Desmembrando os carcinomas de células renais por tipo histolégico, a
positividade de CK7 foi de 7 sobre 25 casos (28%) nos carcinomas renais de células

claras, 13/16 (81%) nos carcinomas renais do tipo papilar, e 6/10 nos carcinomas
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renais tipo cromofobo. E em outros O0rgdos a positividade variou de baixa a
intermediaria:. PEN (33%), carcindide gastrointestinal (15%), prostata (18%), e
hepatoma 23%. Em carcinomas de célon-reto foi positivo em 13%, porém é
importante desmembrar para notar que CK7 nao foi positivo em nenhum dos
carcinomas de célon analisados (0/36, 0%), e foi positivo em 30% dos carcinomas
de reto (8 casos positivos sobre um total de 26%).

Tabela 19 - Distribuicdo de frequéncia dos resultados imuno-histoquimicos do anticorpo CK7
em carcinomas primarios de diferentes 6rgdos obtidos com o método de Tissue microarray

CK7 + - e Total Incl. %
Pulméo Escamoso 11 18 5 34 29 38%
Pulmé&o Outros 66 17 7 90 83 80%
Rim 26 25 1 52 51 51%
PEN (Péancreas enddcrino) 2 4 1 7 6 33%
Carcindide gastrointestinal 2 11 0 13 13 15%
Estbmago 12 2 2 16 14 86%
Adeno eséfago e Juncao esbdfago-gastrica 20 1 4 25 21 95%
Tiredide 40 3 14 57 43 93%
Escamoso pele 7 19 8 34 26 27%
Escamoso anogenital 15 32 7 54 47 32%
Escamoso esbéfago 1 7 2 10 8 13%
Escamoso Cabeca e Pescoco 13 27 11 51 40 33%
Pancreas (Exocrino) 41 1 6 48 42 98%
Préstata 7 31 5 43 38 18%
Carcinoma Urotelial 61 9 5 75 70 87%
Hepatoma 3 10 1 14 13 23%
Colangiocarcinoma 10 0 1 11 10 100%
Célon-retal 8 54 18 80 62 13%
Glandula Salivar 14 1 0 15 15 93%
Mama 75 3 8 86 78 96%
Endométrio 34 5 1 40 39 87%
Ovdério 42 0 3 45 42  100%
Endocérvice 3 0 1 4 3 100%

+ : Nimero de casos positivos

- : Numero de casos negativos

e : Nimero de casos excluidos.

Total : Numero de casos para cada 6rgéo, consistindo da soma de positivos, negativos, e excluidos.
Incl. : Numero de casos incluidos para cada 6rgédo. Consiste da soma de casos positivos e negativos.
% : Percentagem de casos positivos para cada 6rgdo, sem contar 0os casos excluidos. Ou seja,
Percentagem = (Casos positivos/Casos incluidos) x 100%.
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CK20 (tabela 20) foi positivo em 94% dos carcinomas coélon-retais (94% dos
carcinomas de célon e 93% dos carcinomas de reto), 49% dos carcinomas uroteliais,
38% dos colangiocarcinomas, 11% dos adenocarcinomas de pancreas, e 21% dos
adenocarcinomas de estdmago, es6fago e juncédo esbéfago-gastrica. Nos tumores de
ovario foi positivo em 7%, porém eles foram todos carcinomas mucinosos. CK20 foi
positivo em 3 de 7 carcinomas mucinosos de ovario e foi negativo em todos os
outros tipos histolégicos de carcinoma de ovario. Em todos os outros 6rgaos, CK 20

foi negativo ou foi positivo em um minimo de casos.

Tabela 20 - Distribuic&o de frequéncia dos resultados imuno-histoquimicos do anticorpo CK20
em carcinomas primérios de diferentes 6rgdos obtidos com o método de Tissue microarray

CK20 + - e Total Incl. %
Pulméo Escamoso 1 30 3 34 31 3%
Pulméo Outros 2 82 6 90 84 2%
Rim 1 50 1 52 51 2%
PEN (Péancreas enddcrino) 0 7 0 7 7 0%
Carcindide gastrointestinal 0 13 0 13 13 0%
Estbmago 3 11 2 16 14  21%
Adeno eséfago e Juncédo esbfago-gastrica 4 15 6 25 19 21%
Tiredide 0 43 14 57 43 0%
Escamoso pele 0 27 7 34 27 0%
Escamoso anogenital 0 50 4 54 50 0%
Escamoso esbéfago 0 9 1 10 9 0%
Escamoso Cabeca e Pescocgo 0 41 10 51 41 0%
Pancreas (Exécrino) 5 40 3 48 45 11%
Préstata 0 39 4 43 39 0%
Carcinoma Urotelial 35 36 4 75 71 49%
Hepatoma 0 12 2 14 12 0%
Colangiocarcinoma 3 5 3 11 8 38%
Célon-retal 58 4 18 80 62 94%
Glandula Salivar 0 15 0 15 15 0%
Mama 1 78 7 86 79 1%
Endométrio 0 39 1 40 39 0%
Ovdério 3 39 3 45 42 7%
Endocérvice 0 3 1 4 3 0%

+ : Nimero de casos positivos

- : Numero de casos negativos

e : Nimero de casos excluidos.

Total : Numero de casos para cada 6rgdo, consistindo da soma de positivos, negativos, e excluidos.
Incl. : Numero de casos incluidos para cada 6rgédo. Consiste da soma de casos positivos e negativos.
% : Percentagem de casos positivos para cada 6rgdo, sem contar 0s casos excluidos. Ou seja,
Percentagem = (Casos positivos/Casos incluidos) x 100%.
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K903 (tabela 21) demonstrou positividade de 100% em todos os carcinomas
escamosos. Porém também demonstrou positividade considerdvel em varios
tumores ndo escamosos, tais como: outros carcinomas de pulmao (35%), rim (12%),
estbmago (50%), adenocarcinoma de esodfago e JEG (63%), tiredide (52%),
adenocarcinoma de pancreas (95%), carcinoma urotelial (89%), colangiocarcinoma
(30%), cllon-retal (16%), glandula salivar (93%), mama (72%), endométrio (64%),

ovario (61%), e endocérvice (67%).

Tabela 21 - Distribuic&o de frequéncia dos resultados imuno-histoquimicos do anticorpo K903
em carcinomas primérios de diferentes 6rgéos obtidos com o método de Tissue microarray

K903 + - e Total Incl. %
Pulm&o Escamoso 30 0 34 30 100%

N

Pulmé&o Outros 26 49 15 90 75 35%
Rim 6 46 0 52 52 12%
PEN (Pancreas enddcrino) 0 7 0 7 7 0%
Carcinodide gastrointestinal 0 12 1 13 12 0%
Estbmago 7 7 2 16 14 50%
Adeno eséfago e Juncédo esbfago-gastrica 12 7 6 25 19 63%
Tiredide 27 25 5 57 52 52%
Escamoso pele 26 0 8 34 26 100%
Escamoso anogenital 48 0 6 54 48 100%
Escamoso esbéfago 9 0 1 10 9 100%
Escamoso Cabeca e Pescoco 42 0 9 51 42 100%
Pancreas (Exécrino) 41 2 5 48 43 95%
Prostata 0 38 5 43 38 0%
Carcinoma Urotelial 64 8 3 75 72 89%
Hepatoma 0 13 1 14 13 0%
Colangiocarcinoma 3 7 1 11 10 30%
Célon-retal 11 59 10 80 70 16%
Glandula Salivar 14 1 0 15 15 93%
Mama 57 22 7 86 79 72%
Endomeétrio 25 14 1 40 39 64%
Ovario 27 17 1 45 44 61%
Endocérvice 2 1 1 4 3 67%

+ : NUmero de casos positivos

- - NUmero de casos negativos

e : Numero de casos excluidos.

Total : Numero de casos para cada 6rgdo, consistindo da soma de positivos, negativos, e excluidos.
Incl. : Numero de casos incluidos para cada 6rgédo. Consiste da soma de casos positivos e negativos.
% : Percentagem de casos positivos para cada 6rgdo, sem contar os casos excluidos. Ou seja,
Percentagem = (Casos positivos/Casos incluidos) x 100%.
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pl6 teve positividade muito variavel nos adenocarcinomas (tabela 22). Porém
nos escamosos foi negativo em todos os carcinomas escamosos de pulméo, e teve
positividade baixa a intermediaria em carcinomas escamosos de outros sitios:
anogenital (45%), cabeca e pescoco (24%), pele (28%) ou esdfago (33%). Dentre os
carcinomas nao escamosos de pulm&o pl6 foi positivo em 6/76 casos (3/35
adenocarcinomas, 2/17 carcinomas de células pequenas e 1/10 carcinoma de

células grandes).

Tabela 22 - Distribuic&o de frequéncia dos resultados imuno-histoquimicos do anticorpo p16
em carcinomas primérios de diferentes 6rgdos obtidos com o método de Tissue microarray

pl6 + - e Total Incl. %
Pulmao Escamoso 0 30 4 34 30 0%
Pulmé&o Outros 6 70 14 90 76 8%
Rim 0 51 1 52 51 0%
PEN (Pancreas enddcrino) 1 6 0 7 7 14%
Carcinodide gastrointestinal 2 10 1 13 12 17%
Estbmago 1 13 2 16 14 7%
Adeno eséfago e Juncédo esbfago-gastrica 3 17 5 25 20 15%
Tiredide 8 44 5 57 52 15%
Escamoso pele 7 18 9 34 25 28%
Escamoso anogenital 22 27 5 54 49 45%
Escamoso esbéfago 3 6 1 10 9 33%
Escamoso Cabeca e Pescoco 10 31 10 51 41 24%
Pancreas (Exécrino) 7 36 5 48 43 16%
Prostata 8 30 5 43 38 21%
Carcinoma Urotelial 31 41 3 75 72 43%
Hepatoma 0 13 1 14 13 0%
Colangiocarcinoma 2 8 1 11 10 20%
Célon-retal 28 46 6 80 74 38%
Glandula Salivar 11 4 0 15 15 73%
Mama 24 52 10 86 76 32%
Endomeétrio 20 18 2 40 38 53%
Ovario 28 16 1 45 44 64%
Endocérvice 3 0 1 4 3  100%

+ : NUmero de casos positivos

- - NUmero de casos negativos

e : Numero de casos excluidos.

Total : Numero de casos para cada 6rgdo, consistindo da soma de positivos, negativos, e excluidos.
Incl. : Numero de casos incluidos para cada 6rgédo. Consiste da soma de casos positivos e negativos.
% : Percentagem de casos positivos para cada 6rgdo, sem contar os casos excluidos. Ou seja,
Percentagem = (Casos positivos/Casos incluidos) x 100%.
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p63 (tabela 23), assim como a K903, também foi positivo em 100% dos
carcinomas escamosos. Porém, diferente da K903 ele teve positividade elevada nos
nao escamosos em somente carcinoma urotelial (83%), glandula salivar (67%), e
endocérvice (50%). Teve baixa positividade em outros 6érgdos ndo escamosos, mas

numa percentagem bem menor que K903.

Tabela 23 - Distribuicdo de frequéncia dos resultados imuno-histoquimicos do anticorpo p63
em carcinomas primarios de diferentes 6rgdos obtidos com o método de Tissue microarray

p63 + - e Total %
Pulméo Escamoso 32 0 2 34 32 100%
Pulméao Outros 23 53 14 90 76 30%
Rim 0 46 6 52 46 0%
PEN (Péancreas enddcrino) 1 6 0 7 7 14%
Carcindide gastrointestinal 0 12 1 13 12 0%
Estdmago 2 12 2 16 14 14%
Adeno eséfago e Juncéo esbdfago-gastrica 1 19 5 25 20 5%
Tiredide 14 37 6 57 51 27%
Escamoso pele 17 0 17 34 17 100%
Escamoso anogenital 48 0 6 54 48 100%
Escamoso esbéfago 8 0 2 10 8 100%
Escamoso Cabeca e Pescocgo 38 0 13 51 38 100%
Pancreas (Exocrino) 12 29 7 48 41 29%
Prostata 0 37 6 43 37 0%
Carcinoma Urotelial 60 12 3 75 72 83%
Hepatoma 0 13 1 14 13 0%
Colangiocarcinoma 0 10 1 11 10 0%
Célon-retal 0 76 4 80 76 0%
Glandula Salivar 10 5 0 15 15 67%
Mama 2 75 9 86 77 3%
Endométrio 7 32 1 40 39 18%
Ovario 3 41 1 45 44 7%
Endocérvice 2 2 0 4 4 50%

+ : Nimero de casos positivos

- : Numero de casos negativos

e : Ndmero de casos excluidos.

Total : Numero de casos para cada 6rgdo, consistindo da soma de positivos, negativos, e excluidos.
Incl. : Namero de casos incluidos para cada 6rgéo. Consiste da soma de casos positivos e negativos.
% : Percentagem de casos positivos para cada 6rgdo, sem contar 0s casos excluidos. Ou seja,
Percentagem = (Casos positivos/Casos incluidos) x 100%.

AE1/AES3 (figura 11) foi positivo em 100% de varios carcinomas (tabela 24), e
foi positivo em mais de 90% de quase todos os carcinomas, a excecado de
carcinomas renais (positivo em 83% dos casos), e carcinomas hepatocelulares, o
anico em que teve baixa positividade (5 positivos entre 13 carcinomas

hepatocelulares analisados, resultando em 38% de positividade).
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Figura 11. Imuno-histoquimica positiva para AE1/AE3 em carcinoma escamoso.

anticorpo

Tabela 24 - Distribuicdo de frequéncia dos resultados imuno-histoquimicos do
AE1/AE3 em carcinomas primérios de diferentes drgaos obtidos com o método de Tissue
microarray

AE1/AE3 + - e Total Incl. %
Pulmé&o Escamoso 30 0 4 34 30 100%
Pulméao Outros 77 2 11 90 79 97%
Rim 43 9 0 52 52 83%
PEN (Pancreas enddcrino) 6 0 1 7 6 100%
Carcindide gastrointestinal 12 1 0 13 13 92%
Estdbmago 14 0 2 16 14 100%
Adeno esbéfago e Juncédo esbfago-gastrica 21 0 4 25 21 100%
Tireoide 45 3 9 57 48 94%
Escamoso pele 27 0 7 34 27 100%
Escamoso anogenital 44 0 10 54 44  100%
Escamoso es6fago 8 0 2 10 8 100%
Escamoso Cabeca e Pescoco 43 0 8 51 43 100%
Pancreas (Exécrino) 42 0 6 48 42 100%
Prostata 37 1 5 43 38 97%
Carcinoma Urotelial 72 0 3 75 72 100%
Hepatoma 5 8 1 14 13 38%
Colangiocarcinoma 10 0 1 11 10 100%
Colon-retal 70 0 10 80 70  100%
Glandula Salivar 15 0 0 15 15 100%
Mama 80 0 6 86 80  100%
Endométrio 37 2 1 40 39 95%
Ovaério 44 0 1 45 44  100%
Endocérvice 3 0 1 4 3  100%

+ : NUmero de casos positivos
- - NUmero de casos negativos
e : Numero de casos excluidos.

Total : Numero de casos para cada 6rgdo, consistindo da soma de positivos, negativos, e excluidos.
Incl. : Numero de casos incluidos para cada 6rgédo. Consiste da soma de casos positivos e negativos.
% : Percentagem de casos positivos para cada 6rgdo, sem contar 0s casos excluidos. Ou seja,
Percentagem = (Casos positivos/Casos incluidos) x 100%.
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Camb5.2 (tabela 25), teve positividade mais baixa que a da AE1/AE3 nos
carcinomas escamosos (como era de se esperar pois a Cam5.2 é uma combinacgéo
de queratinas de baixo peso molecular). Nos carcinomas ndo escamosos, porém,
Cam 5.2 foi positivo em 77% dos carcinomas hepatocelulares, 80% dos carcinomas

de glandula salivar, e em mais de 90% de todos os outros.

Tabela 25 - Distribuicéo de frequéncia dos resultados imuno-histoquimicos do anticorpo
Camb5.2 em carcinomas primarios de diferentes 6rgaos obtidos com o método de Tissue
microarray

CAM 5.2 + - e Total Incl. %
Pulmao Escamoso 28 2 4 34 30 93%
Pulmao Outros 83 1 6 90 84 99%
Rim 49 3 0 52 52 94%
PEN (Péancreas enddcrino) 6 0 1 7 6 100%
Carcindide gastrointestinal 12 1 0 13 13 92%
Estdmago 14 0 2 16 14 100%
Adeno eséfago e Juncao esbdfago-gastrica 21 0 4 25 21 100%
Tiredide 43 2 12 57 45 96%
Escamoso pele 4 23 7 34 27 15%
Escamoso anogenital 13 33 8 54 46 28%
Escamoso esbéfago 3 5 2 10 8 38%
Escamoso Cabeca e Pescocgo 20 23 8 51 43 47%
Pancreas (Exécrino) 45 0 3 48 45 100%
Prostata 35 3 5 43 38 92%
Carcinoma Urotelial 70 2 3 75 72 97%
Hepatoma 10 3 1 14 13 7%
Colangiocarcinoma 10 0 1 11 10 100%
Célon-retal 63 0 17 80 63 100%
Glandula Salivar 12 3 0 15 15 80%
Mama 80 0 6 86 80 100%
Endomeétrio 38 1 1 40 39 97%
Ovario 43 0 2 45 43 100%
Endocérvice 3 0 1 4 3 100%

+ : NUmero de casos positivos

- : Numero de casos negativos

e : Ndmero de casos excluidos.

Total : Nimero de casos para cada 6rgdo, consistindo da soma de positivos, negativos, e excluidos.
Incl. : Namero de casos incluidos para cada 6rgéo. Consiste da soma de casos positivos e negativos.
% : Percentagem de casos positivos para cada 6rgdo, sem contar os casos excluidos. Ou seja,
Percentagem = (Casos positivos/Casos incluidos) x 100%.
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A tabela 26 mostra somente a percentagens de casos positivos, de forma a
possibilitar a inclusdo de todos os marcadores e todos os 6rgdos numa Unica tabela,
facilitando a comparacdo. Cada célula da tabela foi colorida em diferentes tons
variando de vermelho para 0%, passando por amarelo para percentagens

intermediarias, até azul para 100%, para facilitar ainda mais a comparacao visual.

Tabela 26 - Distribuicdo de percentagens de casos positivos dos resultados imuno-
histoquimicos obtidos com a utilizacdo de todos os 24 anticorpos avaliados neste estudo em

carcinomas primarios de diferentes 6rgdos com o método de Tissue microarray

AE1/3 CAM K903 CK7 CK20 pB3 p16 CK5/6 Uro Hepl PAP PSA CDX2 Villin TTF1 Naps RCC Pax2 Tgbl. WT1 ER PR GCD Mam

Pulméao Escamoso 41% 24%
Pulméao Outros 8% 38% 24%
Rim 20%| 59%
PEN 20% 43%
Gl Carcinside 8% 15%
Estémago | 50% 21% 14% 21% 21% 21%
Adeno eséfagoe JEG 21% 5% 21% 36% 48%
Tireside 32%

Escamoso pele 7%

Escamoso anogenital
Escamoso eséfago
Escamoso C&P

Péancreas(Exdcrino)
Prostata

Carcinoma Urotelial
Hepatoma
Cholangiocarcinoma
Colo-retal

Glandula Salivar

11% 29%
30%

16% 13%

23%

23% 7%

14% 26%

5% 5% 21%
4%

T% 27% 4T7%

Mama 13% 36% 6%
Endométrio 36% 23% 15% 10% 10% 0% 46%
Ovario 33% 20% 18% 9% 16% 14% 19%

Endocérvix

As células foram coloridas numa escala progressiva comecando com vermelho para 0%,
passando por progressivos tons de laranja, amarelo, verde, e azul até chegar a 100%,
conforme o exemplo da paleta seguinte: WNG#N 5% 10% 20% 30% 40% . 60%
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7 DISCUSSAO

AE1/AE3 demonstrou ser um excelente marcador para comprovar origem
epitelial de um tumor pouco diferenciado, tendo baixa positividade somente nos
carcinomas hepatocelulares (38%), similar a literatura. (17, 143) Teve 83% de
positividade em rim, e teve positividade acima de 90% em todos o0s outros
carcinomas.

Cambs.2 também é um marcador muito bom para comprovar origem epitelial,
mas sua positividade foi bem mais baixa que a da AE1/AE3 nos carcinomas
escamosos (como era de se esperar pois a Camb.2 é uma combinacdo de
gueratinas de baixo peso molecular), e esses resultados foram de acordo com a
literatura. (17) Cam 5.2 foi superior a AE1/AE3 na positividade dos carcinomas
hepatocelulares, similar a literatura. (35, 143)

K903 teve alta positividade em carcinomas escamosos, adenocarcinoma de
pancreas, e carcinoma urotelial, semelhante a outros relatos. (113, 142) Porém, néo
deve ser incluida como Uunico marcador epitelial para um painel de tumor
indiferenciado, pois teve baixa positividade em varios tipos de tumores. Poderia ser
incluida se aliada a Camb5.2, jA& que K903 marcaria carcinomas escamosos que
poderiam ser negativos para Cam5.2. Entretanto, para a associagdo com Cam5.2, o
AE1/AE3 é mais vantajoso que K903. Quanto a confirmacdo de diferenciacéo
escamosa, K903 nao foi muito especifico, pois demonstrou positividade consideravel
em varios tumores ndo escamosos.

p63 foi um marcador escamoso muito mais especifico, sendo positivo em
100% dos carcinomas escamosos, e tendo positividade elevada nos ndo escamosos
em somente carcinoma urotelial (83%), glandula salivar (67%), e endocérvice (50%).
Teve baixa positividade em outros 6rgdos ndo escamosos, mas numa percentagem
bem menor que K903. Devido a alta percentagem de positividade em carcinomas
uroteliais, pode também ser usada como marcador urotelial, em conjunto com CK5/6
e uroplakin Ill. (15, 26)

Tireoglobulina é o anticorpo sitio-especifico modelo! Foi positivo em todos o0s

carcinomas de tiredide com excecdo dos anaplasicos (que sabidamente, podem
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perder a expressdo de tireoglobulina). Dos carcinomas de outros 6rgéos, de 737
carcinomas testados, s6 teve expressdo aberrante em um carcinoma, sendo
negativa em todos os outros. Nossos achados foram semelhantes aos da literatura.
(15, 83, 144) O ideal seria que cada 6rgao tivesse 0 seu anticorpo sitio-especifico
tdo perfeito quanto a tireoglobulina é para a tiredide.

PSA se aproxima desse objetivo em relagédo a prostata. Foi positivo em 97%
dos casos de prostata (38/39), e nos carcinomas de outros orgaos foi positivo em
somente 1% (10 casos num total de 761).

PAP, embora positvo em 95% dos carcinomas de prostata, teve
especificidade inferior ao PSA, pois foi também positivo em carcindide
gastrointestinal (25%), tiredide (20%), carcinoma colon-retal (19%), carcinoma
hepatocelular (18%), carcinoma de ovario (17%), carcinoma urotelial (6%), de
endométrio (5%), e renal (2%).

Essa alta sensibilidade de PSA e PAP para carcinoma de préstatas €
consistente com a literatura. (15) Num estudo comparando carcinomas de préstata
pouco diferenciados com carcinomas uroteliais de alto grau Kunju demonstrou 95%
de positividade de ambos em carcinoma de préstata, e também demonstrou que
PSA foi mais especifico que PAP. (142) Entretanto, foi demonstrado que a
percentagem de positividade para PSA e PAP diminui nos carcinomas de alto grau
(145), e uma das limitacdes do nosso estudo foi que ndo avaliamos a expressao de
acordo com a diferenciacao.

TTF-1 comprovou ter excelente especificidade para pulméo e tiredide, sendo
positivo em 93% dos carcinomas de tiredide, 3% dos carcinomas escamosos de
pulméo, e 77% dos carcinomas de pulm@o ndo escamosos. Quanto aos outros
orgaos, de 626 carcinomas testados, houve expressao aberrante em somente um.
Nossos achados sobre TTF-1 foram consistentes com a literatura. (58, 146-149)

O outro marcador sitio-especifico para pulmao, Napsin A, foi bem inferior ao
TTF-1 em especificidade, pois também foi positivo em varios outros érgdos. Em
carcinoma de pulm&o, Napsin A foi positivo em 8 sobre 31(26%) carcinomas de
pulmé&o escamosos, e em 50 sobre 85 (59%) carcinomas de pulmé&o ndo escamosos.
Nossos resultados foram diferentes de outros estudos que relataram Napsin A como
altamente especifica para carcinoma de pulmao. (57) No estudo de Ueno que incluiu
um total de 118 carcinomas encontrados no pulmao sendo 16 metastaticos e 102

primarios de diferentes tipos histolégicos, Napsin A teve 84,6% de sensibilidade e
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94,3% de especificidade. (57) No nosso estudo Napsin A foi encontrada positivo em
véarios tumores além do pulm&o. Uma possivel explicacdo para termos encontrado
Napsin A positivo em varios outros tumores pode ser a amostra maior em Nnosso
estudo. Um artigo de revisdo sobre imuno-histoquimica para o diagndstico de
carcinomas primarios e metastaticos de pulmao traz Napsin A como superior a TTF-
1. (58) Nesse artigo, Jagirdar relata Napsin A como positivo em até 80% dos
adenocarcinomas de pulmdo e em somente 10% dos carcinomas de rim e de
tiredide, e em menos de 5% de outros carcinomas. No nosso estudo, Napsin A foi
positivo em 93% dos adenocarcinomas de pulmdo, porém teve positividade
importante em varios outros carcinomas: rim (67%), carcindide gastrointestinal
(69%), carcinoma de tiredide (64%), adenocarcinoma de prostata (61%), carcinoma
hepatocelular (62%). Essa diferenca entre nosso estudo e a literatura sobre a
positividade da Napsin A nos carcinomas nao pulmonares demonstra a necessidade
de que marcadores imuno-histoquimicos sitio-especificos novos sejam estudados
com amostras amplas e diversificadas para que sua especificidade possa ser
validada.

Uma possivel aplicacdo de Napsin A é para determinacdo primaria de um
tumor escamoso. Essa € uma determinacdo particularmente dificil, pois carcinomas
escamosos de qualquer sitio primario sdo muito parecidos histologicamente, e
embora haja bons marcadores para confirmar diferenciacdo escamosa de um tumor
indiferenciado (como p63, por exemplo), os marcadores sitio-especificos ndo foram
Uteis para localizacdo de sitio primario de escamoso. Napsin A € uma excecao, pois
foi positivo em 26% dos carcinomas escamosos de pulméo, e teve positividade
menor nos carcinomas escamosos de outros sitios. Portanto, por exemplo, num
paciente com historia de carcinoma escamoso de cabeca e pescoco e presenca de
carcinoma escamoso no pulméo (quadro ndo raro em fumantes), a positividade para
Napsin A no carcinoma presente no pulméo favorece um novo primario em vez de
metéstase.

Os marcadores gastrointestinais, CDX-2 e villin, tiveram alta percentagem de
positividade para coélon-reto, 95% (CDX-2) e 94% (villin). Quanto aos outros sitios,
também foram bons marcadores para adenocarcinoma de estébmago (36% para
CDX-2 e 64% para villin), e adenocarcinoma de estfago e de jungcao esodfago-
gastrica (52% para CDX-2 e 76% para villin). Na literatura as percentagens de

positividade para CDX-2 em adenocarcinoma de célon séo altas, de 90% a 95% ou
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maior. (16, 17) J& para es6fago e estbmago, as percentagens relatadas tem grande
variacéo, de 20-30% a 70-89% (15, 19, 150, 151) Algumas dessas diferencas podem
ser devido a diferente limiar para positividade, pois alguns autores consideram
positivo somente expressao intensa e difusa. (151)

Quanto a 6rgdos além do tubo digestivo, encontramos similarmente a
literatura expresséo de CDX-2 em carcinoma de pancreas, trato biliar, de ovério (15,
17), porém também encontramos positividade em tiredide (19%), endométrio (15%),
e em menor percentagem em outros O0rgaos. A villin € descrita na literatura como
menos especifica do que CDX-2. (17) O que observamos com nossos resultados é
que embora na maioria dos érgaos ndo-gastrointestinais o CDX-2 teve positividade
menor que a villin, em alguns 6rgdos como tiredide, prostata e carcinoma urotelial a
villin foi melhor. Entdo o ideal para villin e CDX-2 seria usa-los em conjunto para
aumentar a especificidade.

Pax-2 foi positivo em 65% dos carcinomas renais (64% dos carcinomas de
células claras, 76% dos carcinomas papilares, e em 50% dos carcinomas
cromofobos). RCC foi positivo em 56% dos carcinomas renais (48% dos carcinomas
de células claras, 94% dos carcinomas papilares e 10% dos carcinomas
cromoéfobos). Quanto aos carcinomas de outros 6rgdos (ndo renais), Pax-2 foi
positivo em 6% e o RCC em 7%. Outros autores tiveram resultados semelhantes:
Num estudo com 95 carcinomas renais metastaticos e 183 tumores metastaticos de
outros 6rgaos, Ozcan encontrou positividade para Pax-2 em 59/77 (77%) carcinomas
renais de células claras, e 6/8 (75%) carcinomas renais do tipo papilar. (152) Nesse
estudo de Ozcan, o RCC foi positivo em 38/77 (49%) dos carcinomas renais de
células claras, e 6/8 (75%) carcinomas renais do tipo papilar. (152) Quanto aos
tumores ndo-renais metastaticos, Pax-2 foi positivo em 14 de 183 casos (7%). (152)
Nossos resultados assim como os da literatura sugerem que o ideal € que Pax-2 e
RCC sejam usados em conjunto como marcadores sitio-especificos para carcinomas
renais. Pax-2 foi negativo em todos os carcinomas de pulmao, tanto nos escamosos
guanto nos nao-escamosos, mostrando-se um marcador muito atil para
diferenciacéo de sitio primario entre pulmao e rim.

Hep-Parl foi positivo em 92% dos carcinomas hepatocelulares, e houve
pequena positividade em outros 6érgdos, incluindo trato gastrointestinal, pulmao,
colangiocarcinoma, e outros. Esses resultados foram semelhantes a literatura. (15,

35, 38, 153, 154) No diagnostico diferencial entre carcinoma hepatocelular e
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colangiocarcinoma, que € uma questdo comum pela frequente localizagédo
semelhante (no caso de colangiocarcinomas intra-hepéticos), o Hep-Parl pode ser
utilizado pois favorece carcinoma hepatocelular, mas é importante notar que ele nao
exclui colangiocarcinoma totalmente pois foi positivo em 30% dos casos de
colangiocarcinoma.

Mammaglobin foi um péssimo marcador, tendo positividade tdo expressiva em
tantos diversos Orgaos, que demonstrou ter um valor muito limitado para
determinacao de sitio primario desconhecido. Pode ter algum valor como parte de
um painel em casos especificos de duvida entre dois possiveis sitios primarios, por
exemplo, mama e pulmao, onde a mammaglobin pode ser incluida num painel com
GCDPF-15, ER, PR, TTF-1 e Napsin A. Nossos resultados foram diferentes de
estudos que relataram mammaglobin como altamente especifica para mama. (43,
45, 49) Essa diferenca pode ser em parte explicada pela diferenca de clones
utilizados. Em nosso estudo utilizamos o anticorpo 304-1A5&31A5 do fabricante
Zeta, enquando que Han et al (43) utilizou um anticorpo policlonal, e Sasaki et al (45)
e Takeda et al (49) utilizaram o clome 304-1A5 do fabricante Dako.

GCDFP-15 foi melhor que a mammaglobin. Nos carcinomas de mama,
GCDFP-15 foi positivo em 67%; uma percentagem maior do que outros estudos que
relataram positividades variando de 14% a 44,6%. (44, 155, 156) Quanto aos outros
orgaos além da mama, GCDFP-15 foi um pouco mais restrito que a mammaglobin,
mas ainda apresentou positividade em diversos 6rgaos além de mama e glandulas
salivares. Uma vantagem do GCDPF-15 é que ele nado foi expresso em carcinomas
de ovario e endométrio (com excecdo de um caso de ovario), que apresentam
dificuldade diagndstica com mama por superposi¢do de outros marcadores como a
prépria mammaglobin, e ER e PR.

Quanto a estes, ER foi positivo em 89% dos carcinomas de mama, enquanto
PR foi positivo em 63%. Quanto ao trato genital feminino, PR teve positividade
ligeiramente superior: em carcinomas de ovario ER foi positivo em 84% e PR em
86%; e em carcinomas de endométrio ER foi positivo em 80% e PR em 97%. Porém,
ER teve positividade em alguns orgaos além de mama e trato genital feminino, e PR
teve positividade em varios 6rgdos além de mama e trato genital feminino. Essa
positividade em outros érgdos é relatada na literatura, principalmente com ER. (6,
15, 79) Devido a essa positividade de ER e PR em outros 6rgaos, o ideal seria ndo

usa-los isoladamente, mas inclui-los como parte de um painel.
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WT1 mostrou-se um bom marcador para ovario, sendo positivo em 59% dos
casos de ovario, e especialmente para os carcinomas serosos de ovario, em que foi
positivo em 87% dos casos. Comparado com carcinomas de endométrio, WT1 foi
positivo em 8% dos carcinomas de endométrio, mas em nenhum dos serosos de
endométrio (0 positivos num total de 5 casos). Entdo, também de acordo com a
literatura, dentre os carcinomas serosos WT1 € um bom marcador para ovario como
sitio primario. (98, 99, 157, 158) Dentre os carcinomas pouco diferenciados e
tumores malignos mistos Miillerianos, WT1 nao foi util para diferenciacdo de sitio
primario, porém é necessario cautela devido ao pequeno nimero desses casos no
nosso estudo. Ja entre os endometridides, encontramos WT1 positivo em 1/5 (20%)
carcinomas endometridides de ovario, e nenhum (0/25) dos carcinomas
endometridides de endométrio. Esses dados também foram semelhantes a literatura
em gue maior positividade para WT1 se encontra em carcinomas Serosos, porém
chamam a atencdo para o fato de que raros carcinomas endometridides de ovario
também podem ser positivos para WT1. Al-Hussaini, hum estudo incluindo 38
carcinomas serosos de ovario e 13 casos de carcinomas endometridides de ovario
encontrou positividade para WT1 em 36/38 (94,7%) dos carcinomas serosos de
ovario e em nenhum dos carcinomas endometridides. (98) Esse autor também
estudou 25 carcinomas serosos de utero, dos quais 5 (25%) foram positivos para
WT1. Ele conclui que dentre os carcinomas serosos WTL1 é util para distinguir ovario
como sitio primario (caracteristicamente positividade nuclear forte e difusa) de Utero
como sitio primario (caracteristicamente negativo), o que foi concordante com 0s
nossos resultados. Porém, Al-Hussaini também conclui que dentre os carcinomas
pouco diferenciados de ovario, WT1 pode ser util para determinar o tipo histolégico.
(98) Hwang chegou a conclusdo semelhante estudando 13 carcinomas
endometridides de ovario que foram todos negativos para WT1. (157) Nisso 0 n0sso
estudo contribui para alertar que raros carcinomas endometridides de ovario também
podem ser positivos para WT1.

Quanto a carcinomas além do trato ginecolégico feminino, em nosso estudo
WT1 teve baixa positividade, (13% em glandula salivar, 10% em mama, 1% em
carcinomas nao escamosos de pulméao, e 3% em proéstata), de forma similar a outros
relatos. (157, 159) Em uma andlise de 153 casos de carcinoma de mama, Domfeh
concluiu que os carcinomas de mama que expressam WT1 eram mucinosos ou pelo

menos tinham um componente mucinoso associado. (159) Nossos resultados
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incluiram 8 carcinomas de mama positivo para WT1 sendo que 7 eram ductais e
somente 1 era mucinoso, porém uma limitacdo do nosso estudo é que o tipo
histoldgico foi dado pelo laudo e confirmado pela estudo de uma ou mais laminas, ou
seja nao analisamos todas as laminas de cada caso. Portanto é possivel que um
componente mucinoso possa ter passado despercebido.

Os resultados de CK7 e CK20 sugerem cautela no uso da simplificagéo para
divisdo de sitios primarios baseado nas quatro opcdes de positividade. Nossos
resultados foram condizentes com essa classificacdo da literatura em carcinomas de
varios 6rgdos: mama, adenocarcinoma de pulmao, tiredide, adenocarcinoma de
endométrio, adenocarcinoma de endocérvice, carcinomas de ovario (serosos,
mucinosos e endometrioides), carcinomas de estdbmago, pancreas, glandula salivar,
carcinomas uroteliais e colangiocarcinomas. (15-17)

Adenocarcinoma colon-retal é classificado no grupo negativo para CK7 e
positivo para CK20. (15-17) Porém se analisarmos separados os resultados de
coélon e reto, hd uma diferenca. Carcinoma de célon se enquadra bem no grupo, pois
a positividade para CK7 foi 0%, e para CK20 foi 94%. Ja o adenocarcinoma de reto
foi positivo em 30% dos casos para CK7 e 93% para CK20; ou seja embora a
maioria dos casos desse adenocarcinoma se enquadra no grupo negativo para CK7
e positivo para CK20, quase um ter¢co se enquadra no grupo positivo para as duas.
Essa possivel positividade de adenocarcinoma de reto j4 havia sido descrita em um
estudo de 2003. (160)

Carcinoma de células renais papilares, embora nao descrito na classificacao
dos quatro grupos, foi positivo para CK7 no nosso estudo em 13/16 casos (81%),
estando de acordo com a literatura. (69)

Carcinomas classificados na literatura como negativos para as duas
citoqueratinas tiveram positividade para CK7 em pequena percentagem: carcinomas
escamosos (13% a 38%), carcinoma de prostata (18%), carcinoma de células renais
tipo células claras (28%), e carcinoma hepatocelular (23%).

Entdo o mais recomendavel seria usar as citoqueratinas 7 e 20 em conjunto
com marcadores sitio-especificos e, em cada caso particular, consultar a tabela de
positividades de CK7 e CK20 em vez de rotular cada 6rgdo como esperado positivo

ou negativo.
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A positividade de p16 em carcinoma escamoso é descrita principalmente para
diferenciar displasia/neoplasia da cérvice uterina de lesdes benignas (120, 158), e
como fator progndstico em carcinomas escamosos de cabeca e pescoco. (123, 161)

Na nossa avaliacdo para determinacdo de sitio primario de carcinomas
metastaticos, p16 tem utilidade no diferencial de carcinomas escamosos, sendo que
sua positividade afasta pulmdo e favorece outros sitios (anogenital, cabeca e
pescoco, pele ou esbdfago). (162) Todos os 30 carcinomas escamosos de pulmao
avaliados em nosso estudo foram negativos para pl6. Ha relatos, entretanto, de
positividade de pl6 em carcinoma escamoso de pulmao por outros autores: Zhang
avaliou 30 carcinomas escamosos de pulmao e comparou com 30 carcinomas de
células de pequena de pulméo, e encontrou positividade para pl6 em 100% dos
casos de carcinoma de células pequenas e em 53% dos casos de carcinomas
escamosos de pulmdo. (163) Esses resultados foram bem diferentes dos nossos,
tanto nos carcinomas escamosos quanto nos carcinomas de células pequenas, onde
s6 encontramos positividade para pl6 em 2 casos num total de 17. E importante
observar que usamos o clone pl6INK4a do fabricante MTM, enquanto Zhang usou
um clone diferente: clone G175-405 do fabricante B-D Pharmingen, o que pode
explicar a diferenca de resultados. (163)

Quanto aos adenocarcinomas, pl16 € descrito na literatura como Util na davida
entre origem endocervical ou endometrial de um adenocarcinoma, pois a maioria dos
adenocarcinomas endocervicais exibe positividade difusa, enquanto 0s
adenocarcinomas endometriais do tipo endometridide sdo negativos ou exibem
positividade focal. (120) Similarmente, na duvida entre primario da endocérvice e
ovario, a positividade para pl6 favorece endocérvice. (120) Em nosso estudo,
embora a positividade de p16 tenha sido 100% em endocérvice e menor nos outros
dois orgéos (endométrio 53% e ovario 64%), nao podemos concluir sobre a utilidade
de pl6 nessa diferenciacdo pois a nossa amostra de adenocarcinomas da
endocérvice foi muito pequena.

Em outros 6rgdos além do trato ginecoldgico, pl6 teve positividade
intermediaria em varios 0rgaos, nao tendo valor no diagnostico diferencial de
adenocarcinoma.

Quanto ao carcinoma urotelial, uroplakin Il foi positivo em 87% dos casos,
uma percentagem um pouco maior que a da literatura, que refere em torno de 60%.

(89-92) Quanto a carcinomas de outros 0rgaos, nosso estudo contribuiu com a



79

observacdo de que uroplakin Ill ndo é tdo especifica para carcinomas uroteliais
como outros relatos propuseram. Parker relatou uroplakin 1l negativo em todos os
255 tumores nao-uroteliais estudados num microarray de tecido (34 carcinomas de
ovario, 31 carcinomas de mama, 48 adenocarcinomas de colon, 37 carcinomas de
pulmdo de ndo-células pequenas, 38 carcinomas de prostata, 14 melanomas, 18
glioblastomas multiformes, e 35 linfomas). (91) Em um estudo de carcinomas
uroteliais de alto grau e carcinomas prostaticos, Mhawech relatou que nenhum dos
40 carcinomas de proéstata estudados foi positivo para uroplakin 1ll. (92) Kaufmann
relatou uroplakin 11l negativo em 318 carcinomas né&o uroteliais estudados, incluindo
39 carcinomas de mama, 21 carcinomas de cdlon, 25 carcinomas de ovario, 13
carcinomas de pancreas, 27 carcinomas de estbmago, 16 carcinomas de trato biliar,
7 carcinomas hepatocelulares, 32 carcinomas de células renais, 2 carcinomas de
araco, 36 carcinomas escamosos, 53 carcinomas de pulmdo, 3 carcinomas de
supra-renal, 15 carcinomas de préstata, 8 carcinomas de endométrio, 7 carcinomas
de tiredide, 8 carcinomas anais, e 6 carcinomas embrionarios. (89)

Porém, em nosso estudo uroplakin Ill foi positivo em 99 de 747 casos de
carcinomas nao-uroteliais (13%). As maiores percentagens foram 10/12 (83%)
casos de carcinomas hepatocelulares, 8/9 (89%) casos de colangiocarcinomas.
Porém, carcinomas de varios outros Orgdos tiveram positividade em menor
percentagem, incluindo tiredide (16/50 casos, 32%), pancreas (10/44 casos, 23%) ,
célon-reto (18/69 casos, 26%), glandulas salivares (5/15 casos, 33%), mama (6/81
casos, 7%), endométrio (9/39 casos, 23%), ovario (9/44 casos, 20%), e endocérvice
(2/13 casos, 67%). Essa diferenca entre nosso estudo e a literatura sobre a
positividade de uroplakin Ill nos carcinomas nao-uroteliais € outro exemplo da
necessidade de extensos estudos para validagdo de marcadores imuno-
histoquimicos sitio-especificos.

CK5/6 foi positivo em 60% dos carcinomas uroteliais, e quase 100% dos
carcinomas escamosos. Porém foi negativo em todos os carcinomas hepatocelulares
e positivo em 30% dos colangiocarcinomas, demonstrando que € um bom marcador
para ser usado em conjunto com uroplakin Ill. Numa analise de 509 carcinomas que
incluiu 24 carcinomas uroteliais e 25 carcinomas escamosos de pele, Chu encontrou
positividade para CK5/6 em 62% dos carcinomas uroteliais e em 100% dos
escamosos, semelhantes aos nossos resultados. (29) No estudo de Chu n&o foram

incluidos carcinomas escamosos de outros sitios além de pele. Um outro estudo que
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inclui 15 carcinomas escamosos de pulmdo em liquidos serosos também revelou
100% de positividade para CK5/6. (164) J& outro autor, Kaufmann, relatou
percentagens menores, num estudo comparando p63 e CK5/6, de 20 carcinomas
uroteliais CK5/6 foi positivo em somente 7 (35%) enquanto que p63 foi positivo em
14 (70%), por isso ele sugere a inclusdo de p63 também como marcador urotelial em
conjunto com CK5/6 e uroplakin Ill. (26) Em carcinomas escamos0S poucos
diferenciados de diferentes sitios, a positividade no estudo de Kauffman foi de 84%
para CK5/6 e 81% para p63. (26) Nossa maior percentagem de positividade pode
ser devida a diferenca na diferenciagdo, ja que o nosso estudo incluiu carcinomas de
diferentes graus de diferenciacdo e ndo somente pouco diferenciados.

Nossos resultados mostram que ha marcadores imuno-histoquimicos muito
bons para provar que um carcinoma € escamoso, como K903, CK5/6, e p63, sendo
que o melhor de todos é p63. Porém, imuno-histoquimica ndo é muito util para
identificar o sitio de origem de um carcinoma escamoso metastatico. Carcinomas
€scamosos Sao em sua maioria negativos para CK7, e sdo quase todos negativos
para CK20. Villin e CDX-2 néo tém valor nenhum para determinar sitio primario de
um carcinoma escamoso. TTF-1, embora seja um bom marcador sitio especifico
para pulmdo, € muito infrequentemente positivo quando o tipo histolégico é
escamoso. Um artigo de revisao sobre imuno-histoquimica de carcinomas primarios
e metastaticos do/para o pulmao relatou 7% a 10% de positividade de carcinoma
escamoso do pulméo para TTF-1. (58) No nosso estudo, a positividade foi menos
frequente, 3% (1 caso positivo num total de 31 casos). Porém a positividade de TTF-
1 em carcinoma escamoso pulmonar varia na literatura de 0 a 37,5%. (162)
Entretanto, como TTF-1 foi negativo em carcinomas escamosos de todos 0s outros
sitios, ainda é recomendado que seja usado, pois sua positividade, embora rara,
favorece pulméo como sitio primario. Positividade para Napsin A também favorece
pulmédo, mas deve ser interpretada com cautela, pois também pode ser positivo em
outros sitios em menor percentagem. pl6 também é recomendado com o objetivo
inverso: positividade favorece qualquer outro sitio que nao pulméo, ja4 que foi
negativo em todos o0s carcinomas escamosos de pulméo; e foi positivo em
carcinomas escamosos de outros 6rgdos com positividade variando de 24% a 45%.

Este estudo apresentou varias limitagdes. Primeiramente limitacdes da prépria
técnica de microarray, que apesar de excelente para facilitar a pesquisa de grande

namero de amostras e para minimizar o custo devido a importante reducdo da
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quantidade de anticorpo necessario, tem a desvantagem da perda de algumas
amostras. Alguns circulos de tecido se descolam da lamina no processamento.
Alguns circulos continham apenas estroma ou tecidos benignos. Além disso, a
pequena area de tecido disponivel faz com que rugas ou dobras possam
comprometer todo o tecido utilizado. Para evitar essa perda de amostras, uma
solugéo seria incluir os tecidos doadores em duplicata ou triplicata, o que nao foi
feito por limitacdo de tempo e recursos.

Houve limitacBes na amostra, como a auséncia de alguns tipos de carcinoma
que ndo foram encontrados nos arquivos eletrénicos no periodo pesquisado, por
exemplo carcinoma de supra-renal, carcinoma de timo. Também houve auséncia de
tipos histologicos de alguns 6rgaos, como carcinoma insular de tirebide, carcinoma
de tiredide tipo Hurthle, adenocarcinoma de bexiga, carcinoma de rim do ducto
coletor, etc. Ainda alguns tipos de carcinoma tiveram um ndmero muito pequeno de
amostras, como adenocarcinoma de endocérvice, carcinomas de glandula salivar
(destes a amostra pequena impediu a analise por tipo histolégico). E outros tipos de
carcinoma tiveram uma amostra que embora ndo tdo pequena, idealmente deveria
ser maior, por exemplo carcinomas hepatocelulares, colangiocarcinomas, etc.

Nos critérios de inclusdo e exclusdo, uma limitacdo foi a auséncia de
avaliacdo dos prontuarios dos pacientes, e de seguimento clinico, para confirmar se
realmente os carcinomas que estudamos foram primarios. E possivel que alguns
tenham sido metastases de outros 6rgdos, especialmente os carcinomas em 0rgaos
que sao sitio comum de metastase, como pulméao e figado.

Outro ponto de limitacdo é que o trabalho analisou somente carcinomas
primérios, com a intencdo de elaborar um painel para ser utilizado na avaliagdo de
carcinomas metastaticos. Embora a expressao imuno-histoquimica seja geralmente
mantida nas metastases, em alguns casos ela pode ser diferente. (73) Um futuro
estudo com comparacédo desses marcadores sitio-especificos em sitios primarios e
suas metéstases seria importante para confirmacédo de sua utilidade.

A analise também apresentou limitacdes. Ela ndo foi subdividida dentro de
cada tipo de carcinoma por diferenciacdo, e sabe-se que carcinomas pouco
diferenciados podem ter expresséo imuno-histoquimica diferente de carcinomas bem
diferenciados. (145) Outra limitacao foi a auséncia de avaliagdo semiquantitativa, por
percentagens de células positivas ou por intensidade. Por exemplo, num estudo de

carcinomas de proéstata, Goldstein classificou os casos como negativo (0%), ou
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positivo em diferentes categorias de acordo com a percentagem de células positivas:
<5%, 5-25%, 26-50%, 51-75%, >75%. (145) Outros autores fizeram analise
semiquantitativa tanto pela percentagem de células positivas quanto pela
intensidade da expressao (de 0 a 3+) (165, 166). No nosso estudo sé avaliamos a
expressao como positiva ou negativa, e pode ser que a diferenca de intensidade ou
de percentagem de células positivas tenha importancia em alguns 6rgaos.

Embora um namero grande de marcadores (24) tenha sido usado, ainda ha
outros marcadores na literatura também considerados de certa forma sitio-
especificos, por exemplo MUC-1, MUC-2, MUC-5AC, claudin 4, etc. (167-169) Os 24
marcadores usados neste estudo foram escolhidos apds extensa revisao
bibliografica, e os marcadores ndo selecionados foram excluidos porque os estudos
disponiveis ndo demonstraram especificidade suficiente. Mas idealmente o estudo
poderia ser ampliado, incluindo por exemplo 30 marcadores ou mais, ainda que para
confirmar que alguns marcadores ndo sédo contributérios.

Outra limitacdo ndo tanto da metodologia, mas do estado da arte em
marcadores sitio-especificos € que ndo existem marcadores sitio-especificos para
alguns Orgdos, por exemplo pancreas. A medida que novos marcadores sejam
desenvolvidos e disponibilizados, novos estudos serdo necessarios para que 0
painel de marcadores sitio-especificos seja revisto e ampliado.

Similarmente, embora alguns marcadores tenham excelente especificidade
para certos 6rgdos (como tireoglobulina para tiredide e PSA para préstata), a maioria
dos marcadores apresenta positividades intermediarias para vérios 6rgdos. Por
exemplo, na davida entre um carcinoma hepatocelular e um colangiocarcinoma, o
marcador Hep-Parl deve ser utilizado, jA que é positivo em 92% dos carcinomas
hepatocelulares. Porém, ele também é positivo em 30% dos colangiocarcinomas.
Entdo fica a duvida de como interpretar esses 30% de positividade num caso
individual. O que temos feito na pratica clinica e recomendamos é usar as melhores
opcbes dentre os marcadores disponiveis, e em casos com positividade
intermediéarias, colocar comentarios no laudo apds o diagnéstico. No exemplo de
davida entre carcinoma hepatocelular e colangiocarcinoma, um exemplo de
comentario seria “Positividade para Hep-Parl favorece carcinoma hepatocelular,
mas nao exclui colangiocarcinoma completamente pois uma pequena parte dos

colangiocarcinomas pode ser positiva para Hep-Par1”. Além de comentarios no
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7

laudo, é recomendavel sempre que possivel discutir o caso com 0 médico

responsavel pelo tratamento do paciente.
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8 CONCLUSOES

8.1. RECOMENDACOES PARA CARCINOMAS METASTATICOS DE SITIO
PRIMARIO DESCONHECIDO:

8.1.1 De Diferenciacdo Escamosa

A maioria dos marcadores imuno-histoquimicos tem valor muito limitado para
determinar o sitio primario de um carcinoma escamoso. O que pode ter alguma
utilidade é um painel com TTF-1, Napsin A e pl6. Positividade para TTF-1 e/ou
Napsin A favorece pulmao, enquanto positividade para pl6 favorece outros sitios

como cabeca e pescoco, esdfago ou anogenital. (162)

8.1.2 Carcinomas nao-escamosos

O seguinte painel é recomendado: TTF-1, CDX-2, Villin, Pax-2, RCC,
Uroplakin 11, CK5/6, Hep-Parl, Tireoglobulina, CK7, CK20. Para pacientes do sexo
masculino, acrescentar PSA. Para pacientes do sexo feminino, acrescentar ER, PR
WT-1, e GCDFP-15

8.1.3 Pouco Diferenciado / Indiferenciado

E primeiramente recomendavel confirmar se trata-se de carcinoma com
positividade para AE1/AE3 e Camb.2; e incluir marcadores para outros tumores
malignos como CD45 para linfoma, S-100 para melanoma, vimentina para sarcoma,

etc.
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Entdo é recomendado p63 para procurar diferenciacdo escamosa. Entédo

acrescentar os outros marcadores de adenocarcinoma acima referidos.

8.2. RECOMENDACOES PARA DISTINCAO ENTRE DOIS POSSIVEIS SITIOS
PRIMARIOS DIFERENTES

Diferente do caso de metastase de sitio primario desconhecido, o painel de
marcadores deve ser individualizado para cada caso.

Entdo, para diminuir o custo, o recomendado é seguir o painel de anticorpos
do item 1 (para carcinoma escamoso, carcinoma nao-escamoso, Oou carcinoma
pouco diferenciado / indiferenciado), porém observar na tabela 26 os dois 6rgdos em
qguestao, e excluir do painel os anticorpos que nao apresentem diferenca expressiva

de positividade entre esses dois 6rgaos.
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APENDICE A - TRABALHOS CIENTIFICOS
APRESENTADOS EM CONGRESSOS

TRABALHO 1: “A Tissue Microarray Immunohistochemical Study of

Gynecologic Versus Breast Primary.”

Pdster apresentado no United States and Canadian Academy of Pathology, em
Washington, DC, Estados Unidos, em Marc¢o de 2010

RESUMO (ABSTRACT):

Background:

In the work-up of metastatic carcinoma of unknown primary, some of the
immunohistochemical (IHC) markers commonly used for a gynecologic (GYN)
primary such as estrogen (ER) and progesterone receptor (PR) proteins are also
reactive in breast primaries. Therefore, an expanded panel can be of value in
indeterminate cases in the work-up of metastases of unknown primary when the
differential diagnosis is a GYN versus a breast primary and/or a patient with either a
known GYN or breast primary and a second primary needs to be excluded. For this
differential, we evaluated a panel including ER, PR, GCDFP-15, CDX2, villin, PAX-2,
mammaglobin and WT1 in a tissue microarray of breast carcinomas and GYN
carcinomas including ovary and endometrium.

Design:

We performed immunostains in a total of 171 cases: 40 endometrium, 45 ovary, and
86 breast, including different histologic types on each. We scored as positive if at
least 5% of the cells were staining, with nuclear staining for ER, PR, CDX-2, PAX-2
and WT-1; cytoplasmic staining for GCDFP-15 and mammaglobin; and membranous
staining for villin. We calculated the percentage of positive cases after excluding
cases in which the microarray dot did not contain tumor cells or was not present in

that particular slide.
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Results:
Percentage of positive cases

Breast Ovary Endometrium
CDX-2 0% 8.2% 15.4%
Villin 0% 9.3% 10.3%
GCDFP-15 67.1% 2.3% 0%
Mammaglobin 61.3% 52.3% 69.2%
ER 89.2% 83.7% 80.0%
PR 62.5% 85.7% 97.3%
WT-1 10.1% 59.1% 7.9%
PAX-2 6.3% 18.6% 46.2%

Conclusions:

In the differential diagnosis of GYN versus breast metastatic carcinomas, the most
useful markers are PAX-2 for endometrium, WT-1 for ovary, and GCDFP for breast.
The markers ER, PR, and mammaglobin were not helpful due to lack of specificity.
CDX-2 and villin were not very sensitive, but when positive could be helpful in

excluding breast carcinoma.

TRABALHO 2: “PAX-2 and Napsin A in the Differential Diagnosis of

Lung Versus Kidney Primary Site in Patients with Renal Cell

Carcinoma and a New Lung Mass: A Comparison with TTF-1 and
RCC Antigen”

Poster apresentado no United States and Canadian Academy of Pathology, em
Washington, DC, Estados Unidos, em Marc¢o de 2010

RESUMO (ABSTRACT):
Background: In the work-up of metastatic renal cell carcinoma (RCCA) versus

primary lung carcinoma, some of the immunohistochemical (IHC) markers commonly
used for a renal primary, such as CD 10, EMA, and vimentin, are not helpful because
of lung reactivity. More useful markers include TTF-1, a lung marker, and RCC
antigen, a renal marker. Since these IHC markers are not 100% sensitive nor

specific, the availability of an expanded panel can be of value in indeterminate cases
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in the work-up of metastases of unknown primary or when the differential diagnosis is
metastasis versus lung primary. We compare two newer markers, Napsin A for lung
and PAX-2 for kidney with these more established markers.

Design: Using a tissue microarray, we compared 88 non-small cell lung carcinomas
(34 squamous, 42 adenocarcinomas, and 12 large cell carcinomas, including 4 large
cell neuroendocrine carcinomas) with 52 RCCA (25 clear cell, 10 chromophobe, and
17 papillary). We interpreted the stain as positive if 5% or more of the malignant cells
stained, regardless of intensity, as follows: TTF-1 and PAX-2 nuclear staining, RCC

and CK 7 cytoplasmic staining, and Napsin A granular cytoplasmic staining were

evaluated.
Results:
IHC Results:
RCC RCC RCC Lung Lung Lung
clear papillary chromophobe squamous |adeno large cell
PAX-2 16/25 13/17 5/10 (50%) 0/31 (0%) 0/38 (0%) 0/12 (0%)

(64%) (76%)
RCC 12/25 16/17
antigen (48%) (94%)

0/25 36/39 8/12

- 0, 0, 0
TTF-1 (0%) 0/17 (0%) 0/10 (0%) 2/31 (6%) (92%) (67%)
11/25  |17/17 37/40 7/12
0, 0

(44%)  (100%) 7/10 (70%) 9/31 (29%) (93%) (91%)

7125 13/16 39/39 10/11
0, 0
CK7 (28%) (81%) 6/10 (60%) 12/30 (40%) (100%) (91%)

Number of positive cases/Total number (Percentage of positive cases)

1/10 (10%) 0/32 (0%)  2/40 (5%) 0/12 (0%)

Napsin A

Note: A few cases were excluded if the corresponding "dot" of the case had no tumor
present or had been lost in processing

Conclusions: For the distinction of lung non-small cell carcinoma versus RCCA in

the work-up of metastases of unknown primary, or separation of metastatic RCCA in
patients with a history of RCCA and a new lung mass, we found that TTF-1 is very
specific for lung, and RCC and PAX-2 are very specific for kidney. CK 7 and Napsin
A were not helpful in the work-up.
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TRABALHO 3: “The Value of PAX-2 for the Work-Up of Metastatic

Carcinoma of Unknown Primary: An Immunohistochemical Tissue

Microarray Study of 694 Cases”

Pdster apresentado no United States and Canadian Academy of Pathology, em
Washington, DC, Estados Unidos, em Marco de 2010

RESUMO (ABSTRACT):

Background: PAX-2 is a transcription factor that acts to regulate the expression of

genes involved in mediating cell proliferation and growth, resistance to apoptosis,
and cell migration. By employing tissue microarray technology, we evaluated the
expression of Pax-2 in 694 carcinomas from various sites in order to determine its'
utility in the work-up of metastatic carcinoma of unknown primary

Design: IHC was performed for Pax-2 on paraffin embedded sections from tissue
microarray of 694 cases of carcinomas from different organs. Cases were interpreted
as positive if at least 5% of tumor cells had nuclear staining.

Results: The results of positive cases per primary site are listed as percentage of
positive cases % (Number of positive cases/Total number): Lung 0% (0/113), renal
cell carcinoma 65.38% (34/52), Gl endocrine/neuroendocrine carcinoma 0% (0/20),
stomach adenocarcinoma 0% (0/14), esophageal adenocarcinoma 0% (0/20),
pancreas carcinoma 4.44% (2/45), prostate carcinoma 0% (0/38), urothelial
carcinoma 2.82% (2/71), hepatocellular carcinoma 0% (0/12), cholangiocarcinoma
11.11% (1/9), colorectal carcinoma 0% (0/67), salivary gland carcinoma 6.67%
(1/15), breast carcinoma 6.25% (5/80), thyroid carcinoma 8.89% (4/45), endometrium
carcinoma 46.15% (18/39), cervix carcinoma 0% (0/11), ovary carcinoma 8.6% (8/43)
Conclusions: Pax-2 is mostly expressed in renal cell carcinoma (65.38%) and

endometrial carcinoma (46.15%), with limited to absent expression in carcinomas of
other primary sites. We believe that Pax-2 is a useful marker for the work-up of
metastatic carcinoma of unknown primary site, especially if renal cell or endometrial

carcinoma is considered in the differential diagnosis.
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TRABALHO 4: “Can We Tell the Site of Origin of Metastatic

Squamous Cell Carcinoma? An Immunohistochemical Tissue

Microarray Study of 194 Cases”

Pdster apresentado no United States and Canadian Academy of Pathology, em
Washington, DC, Estados Unidos, em Marco de 2010

RESUMO (ABSTRACT):

Background: In the work-up of metastatic squamous cell carcinoma (SCC),

commonly used immunohistochemical (IHC) markers such as K903, p63, and CK5/6
help to confirm a squamous malignancy, but the IHC stains do not determine the
primary site of origin. Moreover, unlike adenocarcinoma, IHC has not been well
studied in the work-up of metastatic SCC of unknown primary. We compared the
specificity of commonly used IHC markers known to support specific tissue sites,
including TTF-1, CK 7, CK 20, Villin, p16, and CDX-2, to the commonly used
squamous IHC markers, K903, CK 5/6, and p63

Design: Using a tissue microarray, we compared 194 SCC cases from the following
sites as follows: 35 lung, 34 skin, 14 cervix, 4 vagina, 16 vulva, 8 penis, 9 anus, 3
rectum, 10 esophagus, 4 bladder/urethra, and 57 head and neck (4 eyel/orbit, 2
parotid gland, 19 tongue, 10 tonsil, 5 oral cavity, 4 pharynx, and 13 larynx). All IHC
stains were interpreted to be positive if 5% or more of the malignant cells were
positive, regardless of the staining intensity

Results: p63, and K903 stained positively in 100% of cases, and CK 5/6 in nearly
100% of cases of SCC, with the exception of 2 lung SCC. TTF-1 staining was seen
only in 2 of 35 lung SCC, and was negative in all other sites. Positive staining for CK
7 ranged from 12.5% in esophagus and anus to 100% in vagina. CK 20 was positive
in 3.1% of lung SCC, and was negative in all other sites. CDX-2 was positive in 7.1%
of vulva SCC, and was negative in all other sites. Positive staining for p16 ranged
from 21.4% in vulva SCC to 75% in vagina and anus, and was negative in lung,
penis, bladder/urethra, and head and neck sites other than the oral cavity. Villin was
negative in all cases.

Conclusions: Although commonly used SCC markers are very sensitive and

specific, they do not help identify the primary site of tumor origin. TTF-1 showed
marked specificity for lung SCC, but had very low sensitivity. P16 showed high
sensitivity for GYN, anal, and oral cavity primaries, but exhibited low specificity. CDX-
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2 was found to be positive only in some vulvar SCC, and CK 7 was negative in SCC
from the penis and oral cavity. We conclude that the primary site of SCC cannot
confidently be determined by IHC alone, but certain site specific IHC markers can

help in identifying the primary site in occasional cases.

TRABALHO 5: “The Value of Villin for the Work-up of Colonic
Carcinoma: An Immunohistochemical Tissue Microarray Study of
378 Cases.”

Pdster apresentado no Congresso Internacional da Academia Internacional de
Patologia (XXVIII IAP International Congress), Sdo Paulo, 10 a 15 de outubro de
2010

RESUMO (ABSTRACT):

Introduction: Villin, a cytoskeletal protein that is found in the microvilli of intestinal

epithelium and proximal renal tubules, is an immunohistochemical marker that has
been utilized in the work-up of metastatic adenocarcinoma of colon and rectum. We
studied villin in 378 tumors from various sites to determine its utility in differentiating
colonic AD from other primary carcinomas in the work-up of metastatic carcinoma of
unknown primary.

Material and methods: IHC was performed for villin on paraffin embedded sections

from a tissue microarray of 378 cases as follows: 40 lung adenocarcinomas, 26
gastric/esophagus/GE junction adenocarcinomas, 41 pancreatic adenocarcinomas,
39 prostatic adenocarcinomas, 46 bladder carcinomas, 36 colonic adenocarcinomas,
26 rectal adenocarcinomas, 78 breast carcinomas, 3 cervical adenocarcinomas, and
43 ovarian adenocarcinomas. Cases were interpreted as negative (no staining or
blush) and positive (more than 5% of membranous staining in tumor cells).

Results: 91.7% of colon and 96.2% of rectal adenocarcinomas stained positively
with villin. 73.1% of stomach/esophagus/GE, 66.7% of cervix, 31.7% of pancreas,
10% of lung, 2.2% of bladder, and 9.3% of ovary were interpreted as positive. All
cases of prostate and breast carcinoma were negative.

Conclusion: Although villin is highly sensitive for primary colorectal

adenocarcinoma, it is not specific, since it is positive in a significant number of other
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Gl primaries, such as GE and pancreas, plus is positive in primaries from other sites,
such as the cervix and lung. Therefore, we believe that villin should be utilized in
conjunction with other IHC markers and interpreted with caution, especially in
separating a metastatic colon cancer from other Gl primaries that can share a similar

histologic appearance.

TRABALHO 6: “The Utility of Napsin A and Mammaglobin in the

Differential Diagnosis of Metastatic Adenocarcinoma of the Breast

Versus a Lung Primary.”

Pdster apresentado no Congresso Internacional da Academia Internacional de
Patologia (XXVIII IAP International Congress), Sdo Paulo, 10 a 15 de outubro de
2010

RESUMO (ABSTRACT):

Introduction: In the work-up of a case of adenocarcinoma in the lung that could be

of breast or lung origin, immunohistochemical (IHC) studies including TTF-1, ER, PR,
and GCDFP-15 are often utilized. We compared these to the more recent markers
Napsin A (for lung) and mammaglobin (for breast).

Material and methods: We evaluated 122 cases of primary carcinoma as follows: 42

adenocarcinomas of the lung (LAD), 51 ductal breast carcinomas (DBC), and 29
lobular breast carcinomas (LBC). All cases were stained for mammaglobin, Napsin A,
TTF-1, ER, PR, and GCDFP-15. The IHC stains were interpreted to be positive if 5%
or more of the malignant cells stained.

Results: 92.5% of LAD were positive for Napsin A, while only 11.5% of LBC and
8.3% of DBC showed positivity. 68% of LBC and 53% of DBC were positive for
mammaglobin. However, 27.5% of LAD also showed mammaglobin positivity. TTF-1
was positive in 92.3% of LAD and was negative in all studied cases of breast
carcinoma. ER was positive in 100% of LBC, 84.8% of DBC, and 26.8% of LAD. PR
was positive in 63.6% of LBC, 61.4% of DBC, and 22.5% of LAD. GCDFP-15 was
positive in 68% of LBC, 64.6% of DBC, and 32.5% of LAD.

Conclusions: TTF-1 was the best marker for LAD. Napsin A was sensitive for LAD,
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however, staining was seen in a small percentage of LBC and DBC. Mammaglobin
was moderately sensitive for breast carcinoma but not specific, since staining was
seen in over 1/4 of the cases of LAD. ER, PR, and GCDFP-15 were most sensitive
for LBC, but also were not specific for breast carcinoma. We conclude that
mammaglobin was not very helpful to differentiate breast from lung adenocarcinoma,

but Napsin A should be included in the panel as a marker for LAD.
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APENDICE B - TRABALHO PUBLICADO EM REVISTA
CIENTIFICA

“CAN WE TELL THE SITE OF ORIGIN OF METASTATIC SQUAMOUS
CELL CARCINOMA? AN IMMUNOHISTOCHEMICAL TISSUE
MICROARRAY STUDY OF 194 CASES”

Pereira, Telma C.; Share, Sarah M.; Magalhaes, Albino V.; Silverman, Jan F.

Applied Immunohistochemistry & Molecular Morphology. 19(1):10-14, January 2011

Abstract

To the workup of metastatic squamous cell carcinoma (SCC) of unknown primary, we
studied an immunohistochemical panel including thyroid transcription factor (TTF-1),
napsin A, villin, CDX-2, K903, CK5/6, p63, pl6, CK7, and CK20. Using tissue
microarray, we compared 194 SCC cases from the following sites: 35 lung, 34 skin,
14 cervix, 4 vagina, 16 vulva, 8 penis, 9 anus, 3 rectum, 10 esophagus, 4
bladder/urethra, and 57 SCC from various head and neck sites. p63 and K903
stained positively in 100% of cases, and CK5/6 in nearly 100% of cases, with the
exception of 1 lung. CK7 was positive in 31.6% of all cases, with varying positivity
according to the site. CK20 was negative in all cases except 1 lung. Napsin A was
positive in 25.8% of lung, 7.7% of skin, 37.5% of penis, and 13.3% of tongue, and
negative in all other sites. TTF-1 was positive only in 1 lung. p16 positivity ranged
from 21.43% in vulva, to 75% in vagina and anus, and it was negative in lung, penis,
bladder/urethra, and some head and neck. CDX-2 was negative in all cases except 1
vulva. Villin was negative in all cases. We conclude that immunohistochemistry has
very limited value in determining the primary site of metastatic SCC. If lung is in the
differential versus head and neck, esophagus, anorectal, or genital SCC, a panel
including TTF-1, napsin A and pl16 may be helpful, since positive TTF-1 and/or
napsin A would favor lung primary, and positive p16 would favor an extrapulmonary

site.



111

ANEXO A - APROVACAO DA COMISSAO DE ETICA

O trabalho foi aprovado pela Comissdo de Etica (Institutional Review Board)

do Allegheny General Hospital, Pittsburgh, PA, Estados Unidos,

documento abaixo:

¥ ALLEGHENY

conforme

GENERAL HOSPITAL
WEST PENN ALLEGHENY HEALTH SYSTEM 320 EasT NorTH AVENUE, PirTsBurGH, PA 15212-4772

InstitutionaL Review Boarp #01
FWA00009149

July 30, 2008

Telma Pereira, M.D.
Department of Pathology

RE:  RC-4638 “Immunohistochemical Study of Site-Specific Markers of Carcinomas”
Dear Dr. Pereira:

The Institutional Review Board (IRB) of Allegheny General Hospital is in receipt of the above-
referenced protocol.

The IRB has reviewed the information and determined that the above-referenced protocol is
approved “with a waiver of informed consent” and a “waiver of HIPAA authorization”.

This protocol has been reviewed via the “expedited review” process (Category # 5) and approved
in accordance with Institutional, Federal and State regulations by the IRB. It is the responsibility
of the investigator to obtain any other necessary approvals prior to implementation of the research
(AGH and/or ASRI).

Your approved protocol will be subject to review within one year from the date of initial review
by the IRB.

Please present a copy of this approval letter to the Medical Record Department staff when you are
requesting the medical records prior to starting this study.

Attached is a Research Disclosure Log of Protected Healthcare Information to be used to track
anytime a disclosure is made about any of the subjects and a Final Report to be submitted to the
IRB Office at completion of this study.

Please be aware of the record keeping responsibilities involved in your protocol. A copy of the
Principal Investigator Responsibilities is also attached for your use.

Sincerely, - \
; ——
™ N { P
e ~— \\\“\: Sl \\i\/\» o
Al s T RS

/,

David A. Dean, M.D.
Vice-Chairman
Institutional Review Board

DAD/jss

412-359-3156



