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RESUMO

Avaliacdo do estado do gene Epidermal Growth FaR®ceptor (EGFR), por Silver In Situ
Hibridization (SISH), tem-se destacado como biomadoc preditivo na resposta a terapéutica. O
principal objectivo foi optimizar a etapa de rea@géo por calor da metodologia automatizada
SISH Dual-Colour, em carcinomas pulmonares fixados formol durante 24 e 72 horas. A
optimizacao levou a um aumento da preservacao aiorm nuclear e da intensidade e contraste
dos sinais para os dois tempos de fixacao, pemitavaliar o estado do EGFR em 83,3% dos
casos em estudo. A SISH Dual-Colour é uma alteragi@ra avaliar o estado do EGFR.

Palavras-Chave: Carcinoma Pulmonar de ndo pequenas células (CPNBRijermal Growth
Factor Receptor (EGFR), Silver In Situ Hybridizati®ISH), amplificacdo, fixacao.

ABSTRACT

Assessment of the status of the gene Epidermal tArBactor Receptor (EGFR), by Silver in Situ
Hibridization (SISH) has been highlighted as a fmtace biomarker in the response to therapy.
The main objective was to optimize the recoverygestaf heat-automated methodology SISH
Dual-Colour in lung carcinoma with 24 and 72 hoof§ormaldehyde fixation. The optimization
led to an increase in the preservation of the rmuatentour, intensity and contrast of the signals
for both fixation times, allowing evaluation of EGFstate in 83.3% of studied cases. The SISH
Dual-Colour is an alternative to assess the s@ftESFR.

Keywords: Non-small-cell Lung carcinoma (NSCLC), Epiderm@krowth Factor Receptor
(EGFR), Silver In Situ Hybridization (SISH), amjdiftion, fixation.

1. INTRODUCAO

O cancro do Pulméo é a principal causa de morhliéida mortalidade por neoplasia em todo o Mundo
(Varella-Garcia 2009). Os doentes com CarcinomamBoar de ndo pequenas células (CPNPC)
apresentam um progndstico reservado que esta adsariuma baixa taxa de resposta a terstpradard
(Yamamoto 2009), verificando-se, que somente 1% #oentes apresentam uma resposta com um
aumento da sobrevida média de 8 a 10 n{@&smsomi, 2010).

O desenvolvimento de estratégias para a seleccapadientes, particularmente de técnicas de
diagndstico molecular, tém permitido optimizar atéamento de pacientes com CPNPC e a aumentar a
eficdcia da terapia dirigida, particularmente pargene Epidermal Growth factor Receptor (EGFR)
(Varella-Garcia 2009). Uma reviséo da literatudida que a presenca de mutacdes no gene EGFR pode
aumentar a resposta ao tratamento (11% vs 4%),anzamsplificacdo deste gene confere uma resposta
ainda maior (20% vs 2%), sendo um importante predia resposta a terapéutfChintala, 2010).
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A Fluorescence In Situ HibridizatiofFISH) esta descrita como a metodologidd standardpara o
estudo da amplificagdo gendémica, por ser uma téanigto sensivel (Garcia-Caballero, 2010). Contudo,
a FISH apresenta alguns inconvenientes no ambitndtomia patoldgica, principalmente, por ndo ser
possivel visualizar os achados genémicos no cantextrfologico (Nitta, 2008, Tubbs, 2002). Outras
limitagBes, tal como, o elevado custo do equipameititizado (Nitta, 2008, Tubbs, 2002), a perda do
sinal fluorescente ao longo do tempo, que invizdib arquivo dos casos (Nitta, 2008, Gallegos, RG07
dificuldade de estandardizacdo dos sistemas dgiatacdo, tornando dificil o intercambio de residis
entre vérios laboratdrios (Gallegos, 2007), levasomdesenvolvimento de novas metodologias para o
estudo do estado gendmico.

Um dos métodos alternativos ao FISH, que perméeadiacao do niumero de copias gendmicas com
visualizagdo simultanea da morfologia € a Silmesitu Hybridization (SISH). Esta técnica baseia-se no
principio da hibridacdo do DNA alvo com um sondargada (Nitta, 2008), sendo a deteccdo da
hibridagdo realizada por um sistema enzimatico logtafico, que leva a producéo de pontos pretos de
prata metdlica discretos que sao visualizados avostopio de luz (Nitta, 2008). Este sinal/depdsito
preto (prata metalica) € gerado no sitio da reaggla enzima Horseradish Peroxidase (HRP) na
presenca de acetato de prata, hidroquinona e perde hidrogénio (kD) (Nitta, 2008).Uma das
principais desvantagens desta técnica, quandozadaliem cortes histolégicos, € a dificuldade na
interpretacdo dos sinais, devido aos nucleos daksédo estarem intactos e todos no mesmo pfano.
desenvolvimento de um sistema Dual-Colour SISHI&4 com uma sonda dirigida para o gene alvo e
outra sonda dirigida para sequéncia especifica eggéia centromérica do cromossoma onde esta
localizado o gene alvo, ajudou a ultrapassar adgéib da SISH. Através do sistema Dual-Color SISH
red ISH é possivel discriminar, microscopicamente células tumorais que estdo em aneuploidia das
células tumorais com nucleos ndo intactos ou soltep, assim como diferenciar uma amplificacdo de
uma pseudoamplificacdo génica, o que facilita @&rpretacdo e, consequentemente, a rapidez de
resultados mais precisos (Garcia-Caballero, 201t3,12008).

A automatizacdo do sistema Dual-Color SISH red p&kh o gene EGFR e o cromossoma 7 (CHR 7)
permite a avaliacdo do estado gendmico do EGFRrdefarma reprodutivel, isto é, garante que o teste
seja realizado sempre da mesma maneira, reduzindidadilidade na execugdo da técnica (Nitta, 2008)

O sucesso desta técnica de hibridacdo deve sentigaratravés do estabelecimento de critérios
rigorosos principalmente no que concerne a fixad@® tecidos, preparacdo das sondas e reagentes e
optimizacao da prépria técni¢@owell, 2007).

O tempo de fixacdo dos tecidos em formol tamporead8% influencia fortemente a hibridag#o
situ; um tempo de fixacdo excessivo pode levar a uesiagfio da conformacao dos acidos nucleicos,
bem como a estes ficarem inacessiveis as sondagl(P2007) devido a formacédo de pontes metilénicas
inter- e intra-proteinaB@ncroft and Gamble, 20D8

O principal objectivo do presente trabalho foi optiar um sistema automatizado de SISH Dual-
Colour, para a deteccdo simultdnea do gene EGFRE@HR 7, em carcinomas pulmonarégado em
formol com tempos de fixagado diferentes e avaliastado genémico do EFGR nos casos em estudo.

2. MATERIAL E METODOS
2.1 Amostras

Neste estudo foram utilizadas 30 amostras de nsiaplgpulmonares provenientes de pecas cirdrgicas
pulmonares e de hiépsia de doentds Centro Hospitalar de Coimbra (CHC), EPE, coagddstico
prévio de CPNPC. As amostras foram fixadas em fbtamaponado a 10% e divididas em dois grupos
equitativos segundo o tempo de fixacdo: 15 amofbrasn fixadas durante 24 horas, sendo as restantes
fixadas durante 72 horas. ApoOs o processamentondtitto (Leica TP 1050) e inclusdo das amostras em
parafina, foram realizados trés cortes histolégamoa 3um de espessura de cada bloco: dois cortas fo
estendidos em laminas carregadas electrostaticamdgBuperfrost Plus; Thermo Scientific,
Braunschweig) para efectuar a técnica de hibridataiu, , e o outro foi estendido numa lamina normal
para realizar a coloracdo Hematoxilina-Eosina (H&ja confirmacao histolégica do diagndstico.

As colheitas de tecidos realizadas para este est@idanterferiram com a realizagcao do diagnéstico
final.
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2.2 Dual-Color Silver In situ Hibridization (SISkd In situ Hibridization (ISH)

A técnica de hibridacdan situ dupla foi realizada automaticamente (BenchMark@rd;JlArizona),
utilizando o kit Dual-Color SISH red ISH, segundprotocolo do fornecedor (Ventana Medical System,
Inc., Tucson, Arizona), excepto a etapa de perrfizatdio, nomeadamente o tratamento por calor, que
foi 0 alvo de optimizagéo.

Ap6s desparafinagéo numa solugdo comercial previtenluida (EZPrep™ 10x; Ventana, Arizona),
durante 4 minutos a 72° C, os cortes histologicoanfi lavados em agua destilada e foram
permeabilizados por tratamento por calor, seguidodiestédo proteica (ISH-Protease 3; Ventana),
durante 8 minutos a 36°C.

Para a optimiza¢do do tratamento por calor foratadas duas solu¢des diferentes em cortes de uma
linha celular que foi previamente fixada em formamponado a 10% e incluida em parafina
(Ventana/Roche) (controlo positivo), para averiggaal o melhor método. As solu¢des a testar para o
tratamento por calor foram Cell Conditioning SaluatiCC2 Pre-dilute; Ventana; Arizona) e o Reaction
Buffer Concentrate 10X (Ventana; Arizona). O tragato por calor consistiu em trés ciclos, a 86°@ co
uma duracdo de 12 minutos cada ciclo.

Apés a permeabilizacao, foi realizada a deteccgoeseial do gene EGFR e da regido centromérica
do cromossoma 7 (CHR 7) com sondas especificasQRM® DNA probe; Ventana), segundo as
instrucdes do fabricante. A revelac@o dos hibrigtetivos ao EGFR foi efectuada com o kit UltraView
SISH Detection (Ventana; Arizona), enquanto a ddwsidos relativos a regido centromérica do
cromossoma 7 foi efectuada com o kit UltraView R&dd Detection (Ventana; Arizona).

Apés cada incubagdo com a sonda foram realizadasidvagens de estrigéncia a 72°C, durante 4
minutos, para retirar a sonda que nao ligou espaniente a sequéncia alvo.

Os cortes histolégicos foram contrastados com Hexiata 1l (4 minutos) (Ventana; Arizona) e
diferenciados no Bluing reagent (Ventana; Arizoffaminutos). Apds lavagem em agua destilada com
sabao comercial, seguida de lavagem em agua destda cortes foram desidratados a 37°C, durante 20
minutos, para se proceder a sua montagem (Mouktatjum, Richard-Allan Scientific).

2.3 Analise e interpretagdo dos resultados

Os casos foram observados e avaliados, por umraagiatologista experiente, com um microscopio de
luz convencional (Nikon Eclipse E200) acoplado aawramara fotografica Nikon Digital Sight DS-L1
(Nikon Corporation).

Antes de atribuir um score a cada caso, foi aval@greservacdo da morfologia nuclear através da
andlise da membrana nuclear, nomeadamente daizag#d do contorno do ndcleo. O gene EGFR foi
detectado pela visualizacdo nuclear de um pontm,peaquanto o cromossoma 7 foi detectado por um
ponto vermelho.

A interpretagdo dos sinais relativos ao EGFR falizada segundo os critérios registados na tahela 1
0s quais sao baseados no nimero de cépias enappeal 0 gene EGFR e para o cromossoma 7 por
nucleo e na frequéncia de células tumorais com umeno especifico de copias do gene EGFR e do
CHRY (tabela 1).
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Tabela * Esquematizacdo dos critérios para atribuicdo doreqmara o status genémico do gene EGFR,
segundo Cappuzzo et al. (Sasaki, 2009).

Sem ganho genémico Com ganho gendémico
< 2 cOpias em > °® Alta > 4 copias em > :
Dissomia  90% das células polissomia  40% das células e
= L]
<2 ou 3 copias em - __ =zl5copiasem " e -
Trissomia > 40% das células °e Amplificacdo > 10% das i
células
Baixa >4 copias em 10- . ®
Polissomia  40% das células ® . Clusters e ®
Lot ®

3. RESULTADOS

3.1 Optimizacédo da técnica de SISH

Antes da implementacdo do método automatizado 88 8td ISH para a avaliacdo do status gendémico
do gene EGFR, foi necessario avaliar os resultatiidos pelo protocolo fornecido pefabricante para
averiguar a necessidade de proceder ou ndo a umazxgao.

A observacdo microscopica do SISH red ISH, na licbllar, realizado segundo o protocolo do
fabricante, revela uma ligeira perda da definicadeaar e, sobretudo, uma baixa sensibilidade d@gssi
traduzida por um baixo contraste entre os sinaia pagene EGFR e para o CHR7 (Figura 1A). Este
método quando aplicado em cortes histolégicos Uevalteracdes na morfologia dos tecidos e do ajicle
e a uma intensidade das marcac@es alvo fracasixA bansibilidade, bem como a perda da morfologia
tecidular e nuclear podem ser devido ao tipo derptémento efectuado, particularmente pelo tratame
pelo calor que foi realizado com uma solucédo tanguéoercial de pH6, a base de citrato.

Figura 1 - SISH Dual-Color para EGFR e CHRY7 realizada nateolo positivo, antes (A)

e apoés (B) optimizacédo do protocol.— Baixa definicdo do limite nuclear e intensidade
fraca dos sinaisB — Melhor contorno nuclear e melhor contraste diosis para o EGFR

e CHRY. Seta assinala limite nuclear. (Amp. 1000x).
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Assim, foi testada uma solu¢édo tampéo pH 7,6 a 8asERIS na tentativa de minimizar as alteragdes
morfolégicas e de aumentar o sinal. Esta pequeareagfio no protocolo original permitiu uma melhor
observagéo e avaliacdo microscopica (FiguralB).

Com esta alteracdo, foi possivel discriminar faeilte os sinais relativos ao EGFR e ao cromossoma
7, bem como identificar os nucleos intactos daslagltumorais para proceder a contagem dos pontos
pretos e vermelhos que correspondem a detec¢cdendoElGFR e do cromossoma 7, respectivamente.

3.2 Avaliagao e interpretacdo do estado gendmiaa pagene EGFR e CHR7

Na andlise geral dos casos, foram excluidas ciasosc(16,7%) por ndo ser possivel avaliar o estado
gendémico do EGFR devido a presenca depdsitos ioiigps em areas de necrose ou de hemoredgia

por ndo ser possivel visualizar o contorno nuctiss células tumorais (tabela 2). Nos restantesscaso
(83,3%) foi possivel avaliar o estado genomicod@aR).

A andlise da tabela 2 permite verificar que dossa&xcluidos para a avaliagdo do estado genémico
do gene EGFR, trés (10%) correspondem a tecidaddix durante 24 horas e dois (6,7%) a tecidos com
um tempo de fixac@o de 72 horas.

Tabela 2 -Avaliacdo da preservacdo da morfologia nuclear emicada nos tecidos
fixados em formol tamponado a 10% durante 24 ecfdsh

Morfologia Nuclear
Tempo de - Total
Fixacdo (horas) Preservada N&o preservada
N (%) N (%)
24 17 (56,7) 3 (10) 20 (66,7)
72 8 (26,7) 2 (6,7) 10 (33,3)
Total 25 (83,3) 5(16,7) 30 (100)

A aplicacdo dos critérios de Cappuzzibal, na avaliacao e interpretacdo dos achados miqrumss
permitiu verificar que 80% dos casos em estudo mfcesentam ganho gendmico (dissomias,
monossomias, trissomias e baixa polissom@®,quais 80% correspondem a dissomias.

Dos 20% de casos em que se verificou haver ganhéngeo, 80% sao altas polissomias e os
restantes sao clusters, ndo se tendo registadgugualaso de amplificacdo do gene EGFR.

Tabela 3—- Estado genémico do EGFR em tecidos pulmonares aisnfixados em Formol.

Sem ganho Gendmico Com ganho Genémico Total
N (%) N (%) N (%)
. . . . . Baixa Alta Clusters
Dissomia Monossomia Trissomia . . . .
polissomia Polissomia
16 (64%) 2 (8%) 1(4%) 1(4%) 4(16%) 1(4%) 25 (100%)

Durante a avaliagdo das células com ganho foramnéraalos dois padrées distintos. Um dos padrbes é
caracterizado pelo aparecimento de uma regido camatéo homogénea, correspondendo a um ponto
preto de grandes dimens8es no ndckdaos(erd, que indica a existéncia de mdltiplas copias dpeg
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EGFR, e um ou dois pontos discretos vermelhosivetafo CHR7. O outro padréo (alta polissomia) é
caracterizado por uma dispersao das células tuspomaplicando a contagem individual do sinal. Este
padrao € indicativo de uma amplificacao aleat@®@mnell, 2007).

4. DISCUSSAO E CONCLUSAO

No presente estudo foi optimizado o protocolo remutado pelo fabricante para a técnica automatizada
do SISH red ISH em neoplasias pulmonares fixadoantel 24 e 72 horas, tendo sido possivel avaliar o
estado gendémico do gene EGFR na maioria dos casestedo.

O desenvolvimento de um método rapido e reprodupieea a determinacdo da amplificacdo do
EGFR em doentes com CPNPC, é, actualmente, umasidgde para a orientacdo uma vez que a
avaliacdo do estado gendémico do gene EGFR ¢é inmerigara identificar os doentes que poderdo
beneficiar do tratamento com Erlotiniba ou Gefiami(Sholl, 2007).

A utilizacdo de uma metodologia automatizada permitduzir a variabilidade entre essaios,
tornando 0 método reprodutivel, possibilitandodajndiminuir o tempo de cada ensaio. Contudo, a
implementacdo de uma metodologia de SISH Dual Caldomatizada num servico de anatomia
patolégica duma unidade hospitalar deve ser prdaeduma avaliacdo rigorosa para averiguar a
necessidade de optimizacdo. No presente trabaltificea-se que o protocolo sugerido pelo fabricante
leva a uma perda da definicdo da membrana do n(uéeé@metro importante para identificar os nicleos
intactos das células tumorais para proceder a gemalos sinais relativos a aos gene EGFR e a regido
centromérica do cromossoma 7. Adicionalmente,ensitiade dos sinais obtidos foi escassa para jrermit
um bom contraste entre 0s sinais pretos e vermelgiss resultados sugerem que o tratamento dos
cortes histolégicos, realizado para efectuar aidalgéo, ndo é adequado para as amostras em estudo.
Através do uso de uma solucdo tampao comerciab@ th@ TRIS, para realizar o tratamento dos cortes
histolégicos pelo calor, foi possivel preservar @&fologia nuclear de forma a se identificar os adasl
intactos avaliaveis, bem como aumentar a intensidiad sinais. Assim, a identificacdo do gene EGFR e
do cromossoma 7, nos casos em estudo, foi efechedgrotocolo SISH red ISH optimizado na etapa
pelo tratamento pelo calor.

Cinco dos casos avaliados microscopicamente forainidos devido a presenca de necrose ou de de
hemorragiafactores que provocam uma marcacédo inespecifical@juno tecido. Até ao momento néo
existem métodos para contornar estas varidveisépaltas, pelo que se pode concluir que, por este
método e na amostra em estuajoenas 83,3% dos casos podem ser avaliados

No que concerne a influéncia do tempo de fixacdquadidade dos resultados obtidos, o nimero de
casos em estudo é muito pequeno para formularusies. O efeito da fixacdo na qualidade das técnica
de hibridacgéan situndo esta totalmente esclarecido (Selvarajan, 208&lla-Garcia, 2009). Um estudo
mostra que a fixacdo ndo influencia a deteccaardd sa técnica de FISH quando o tempo de fixacdo é
de seis até 48 horas (Varella-Garcia, 2009), ertquam outro estudo indica que a fixacdo durante um
duas horas até uma semana néo alera a qualidaiteatiobtido (Selvarajan, 2002).

Para a avaliacdo do niumero de cépias do gene EBFR) utilizados os critérios de Cappuztal,
que se baseiam no nimero de copias detectadas pare EGFR e para o cromossoma 7 e a frequéncia
de células tumorais com, um numero especifico ggasdo gene EGFR e CHR7. A utilizacao destes
critérios permitiu identificar, no presente estugdasos de monossomia, dissomia, trissomia, baixa
polissomia, alta polissomiactuster, ndo se tendo detectado qualquer caso de amgpdificaropriamente
dita.

No presente trabalho foram detectadas 16% demitasomias e 4% ddusters Alguns estudos tém
descrito a amplificacdodo gene EGFR em um tercarouwguarto dos casos com ganho genémico (El-
Zammar 2009). A auséncia de casos com amplificagigene EGFR, no presente trabalho, pode ser
explicada, entre outros factores, pelo pequenorthmda amostra, sendo portanto necessario aunsentar
amostragem

A frequéncia de casos com ganho gendmico para oRE@Rcontrados neste estudo (20%), é
ligeiramente inferior aos valores descritos nardiigra (Dziadziuszko, 2006), ainda na provavel
dependéncia do tamanho da amostra.

Concluindo, neste trabalho foi optimizada a metodial automatizada de SISH Dual-Colour para a
deteccdo do gene EGFR e do CHR7 em carcinomas a@etfuenas células pulmonares fixados em
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formol tamponado a 10%, tendo sido possivel, disstaa, uma melhor avaliagdo do status do gene
EGFR. Contudo serd necessario aumentar a amostrdgeforma a esclarecer o efeito do tempo de
fixacdo, bem como a frequéncia encontrada de @asosaumento de ndimero de cépias e amplificacéo
do gene EGFR.
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