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RESUMO

A quimioluminescéncia (QL) destacou-se nas ultimas décadas por indicar resultados
satisfatérios em pesquisas de diagnostico para algumas neoplasias. Desta maneira, a QL
foi aplicada na quantificacdo dos resultados fornecidos pela imunohistoquimica (IHq) para
a proteina HER-2, expressa em altos niveis em células neoplasicas de mama humana,
conjugada a Ester de Acridina (EA). Este estudo objetivou a obtencéo do conjugado anti-
HER-2-EA e a avaliacdo do reconhecimento deste complexo no carcinoma ductal invasivo
mamario (CDI). Cinquenta amostras de CDI, obtidas do Hospital das Clinicas da
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), foram submetidas a técnica de IHq
utilizando o método da estreptavidina-biotina-peroxidase, e imunoquimioluminescéncia
com HER-2. Durante ensaio quimioluminescente o tecido foi incubado com o conjugado e
com tampao fosfato 10 mM pH 7,2 como controle negativo. O resultado foi expresso em
unidades relativas de luz (URL). A IHg das amostras indicou sete amostras positivas (3+),
cinco indeterminadas (2+) e trinta e oito negativas (0 ou 1+). A analise
guimioluminescente forneceu resultados significantes, onde os casos 3+ obtiveram maior
URL (246.982 x 108 + 2.061 x 103) em comparacao aos casos 2+ (76.146 x103 + 0.290 x
103), negativos (27.415 x 103 + 1.445 x 103) e controles normais (27.064 x 103 = 2.060 x
103). O conjugado anti-HER-2-EA foi eficiente na avaliagdo de tumor maligno de mama,
em niveis diferentes de expressao de HER-2, possibilitando a sua quantificacdo e por
consequéncia diminuindo a subjetividade do diagnéstico o que permite uma abordagem

diferenciada para o diagnostico do carcinoma ductal invasivo.

Palavras-chave: quimioluminescéncia, carcinoma ductal invasivo, HER-2.



ABSTRACT

Chemiluminescence is a technique that has been highlighted in recent decades, where
satisfactory results were observed in diagnostics research of some cancers. CL was
applied to quantify the immunohistochemistry of HER-2 protein, expressed at high levels in
human breast cancer cells, conjugated to Acridinium Ester (AE). Thus this study aimed to
obtain the conjugate anti-HER-2-EA and evaluate the recognition assessment of this
immune complex in the diagnosis of invasive ductal carcinoma of human breast. Fifty IDC
samples obtained from the Clinical Hospital at Federal University of Pernambuco were
submitted to IHC using the  streptavidin-biotin-peroxidase  method and
immunochemiluminescence  with anti-HER-2-AE. Results  were expressed
in Relative Lights Units. IHC showed seven positive samples (3+), five indeterminate (2+)
and thirty-eight negative (O or 1 +). CL analysis provided significant results, where 3+
cases presented the highest RLU (246,982 x 10 3 £ 2.061 x 10 3) compared to 2+ cases
(76,146 x 103 + 0.290 x 10°%), negative (27,415 x 10 3 + 1.445 x 10 %) and normal controls
(27,064 £ 2.060 x 103 x 10 3). The conjugate anti-HER-2-AE was effective to evaluate a
human mammary tumor, presenting different HER-2 expression profile, allowing its
guantitative evaluation and as consequence decreasing the subjectivity in diagnosis
leading to a differential approach in invasive ductal carcinoma.

Key-words: chemiluminescence, invasive ductal carcinoma, HER-2.
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1. INTRODUCAO

Nas duas ultimas décadas grandes avan¢cos quanto o entendimento molecular do
cancer permitiram o desenvolvimento de novas terapias alvo e ferramentas auxiliares de
diagndstico. Além dos biomarcadores morfologicos e histopatolégicos, uma crescente
variedade de biomarcadores moleculares oferece ao paciente um diagnostico e
prognostico mais detalhado (KUMAR, SHARMA & TIWARI, 2012; UTIKAL et al., 2007).

A imunoexpressao da oncoproteina fator de crescimento epidermal humano 2
(Human Epidermal Growth Factor receptor 2 - HER-2) é utilizada atualmente como
diagnéstico auxiliar e para o direcionamento de terapia-alvo em cancer de mama
(SIVRIDIS et al., 2010). O aumento na expressao deste oncogene garante um fenaotipo
mais agressivo ao tumor podendo este, ser associado a fatores progndsticos tais como
alto grau de variacao histologica, tamanho tumoral, comprometimento linfonodal, alta
proliferacdo celular e auséncia da expressao de receptores hormonais (AHM & VOGEL,
2012; DUFFY et al., 2011).

Um dos principais fatores limitantes no teste de imunohistoquimica (IHq) para HER-
2 é a subjetividade dos resultados, logo métodos quantitativos podem ajudar na
interpretacdo e conclusdo diagndéstica pelos patologistas (VANCE, et al., 2009).

Assim como os métodos imunohistoquimicos, ensaios quimioluminescentes tém
sido empregados como instrumento de andlise em diversas areas, tendo grande auxilio
na distincdo de tumores semelhantes e de dificil interpretacdo através dos métodos
histolégicos rotineiros (DODEIGNE et al., 2000; ZHAO et al., 2009).

A emissao de radiacdo eletromagnética entre a faixa do visivel ou infravermelho
préximo gerado por uma reacdo quimica € conhecida como quimiluminescéncia (QL) e
apresenta alta sensibilidade e seletividade (CAMPOS et al., 2006). Os métodos de QL
possuem beneficios que incluem a deteccdo ultra-sensivel que varia de fentomoles a
atomoles, testes rapidos e diversas aplicacfes analiticas (BRUSTEIN et al., 2011).

O luminol e o isoluminol foram os primeiros compostos quimioluminescentes a
serem utilizados como marcadores, no entanto, posteriormente foi detectada uma alta
sensibilidade do éster de acridina (EA), apresentando alto desempenho em ensaios

guimioluminométricos (YANG et al., 2002). Desta maneira, o0 EA conjugado a
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biomoléculas vem sendo empregado em diversos tipos de ensaios quimioluminométricos
(CAMPOS et al., 2006; BRUSTEIN et al.,2011; NATRAJAN et al., 2010).

Neste contexto, o presente estudo teve como objetivo empregar anticorpo anti-
HER-2 conjugado a um éster de acridina comercial com a finalidade de obter uma nova
ferramenta quimioluminescente para o diagndstico/prognostico do carcinoma ductal

invasivo de mama humana (CDI).
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1Cancer: Uma visao geral

Carcinogénese é definida como proliferacdes clonais, onde eventos genéticos e
epigenéticos promovem alteracdes na fisiologia celular, determinando a transicdo de um
estado normal da célula para um estado maligno (GREENMAN et al., 2007; COMPAGNI
& CHRISTOFORI, 2000; DEY, 2011).

Nas ultimas décadas o cancer tomou uma propor¢cao significativamente grande,
sendo considerado um evidente problema de saude publica nho mundo (WHO, 2008).
Segundo dados da Agéncia Nacional de Pesquisa no Cancer dos Estados Unidos (IARC),
no ano de 2007 estimou-se que até o ano de 2030 podera ocorrer o aparecimento de 27
milhdes de novos casos de cancer, 17 milh6es de mortes e 75 milhGes de pessoas vivas
com a doencga (WHO, 2008). As estimativas para o Brasil no ano de 2012 e 2013 apontam
0 aparecimento de 518.510 novos casos de cancer (INCA, 2012).

De acordo com Breivik (2005), a incidéncia do cancer aumenta com a idade, onde
se observou que em paises com alta expectativa de vida, aproximadamente 40% da
populacdo desenvolveu algum tipo de cancer sendo habitos de vida, o meio ambiente e a
heranca genética os principais fatores de risco para o inicio da carcinogénese.

Os tumores benignos, em geral assemelham-se aos seus tecidos de origem e as
células podem apresentar ou ndo suas relacbes normais. Estes tipos tumorais,
comumente sao envolvidos por uma capsula de tecido conjuntivo fibroso que os separam
do tecido normal, apresentam crescimento lento e expansivo que permite a formacao de
vasos sanguineos em torno do tumor para nutri-lo, adquirindo um padrao morfolégico do
tipo nodular (BRASILEIRO-FILHO et al., 2000).

A evolucéo da doenca neoplasica é dependente de eventos criticos que incluem a
perda do controle proliferativo, evasdao de apoptose, inicio da neoangiogénese,
remodelamento tecidual, invasdo de ceélulas neoplasicas em tecidos circundantes e
disseminacdo de células tumorais para orgaos distantes (metastase) (BASKAR et al.,
2012; SPENCER et al.,, 2004). A progressdo de populacdes celulares malignas
proporciona o desarranjo das caracteristicas fenotipicas do tecido, culminando com o

surgimento de um cancer invasivo (Figura 1) (VELASCO et al., 2008).
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Figura 1: Estagios do crescimento anormal de popula¢bes celulares mamarias normais até o
cancer invasivo (VELASCO et al., 2008).

Esforcos extensivos vém sendo feitos, ndo sO para definiros mecanismos
moleculares subjacentes a progressao para malignidade, mas também para prever
o desenvolvimento da doenca e identificar novos modelos moleculares para a terapia
(COMPAGNI & CHISTOFORI, 2000; SCHINZEL & HAHN, 2008).

Com base nisso, Hanahan e Weinberg (2000) observaram a existéncia de fatores
cruciais ao desenvolvimento neoplasico que compreendem seis diferentes etapas
biol6gicas adquiridas durante o desenvolvimento de tumores humanos e constituem um
principio de organizacdo do complexo evolutivo da doencga neoplasica. As seis etapas do
desenvolvimento do cancer incluem a manutencdo do sinal de proliferacdo, a fuga do
crescimento de genes supressores, resisténcia a morte celular, imortalidade replicativa,
inducdo de angiogénese, permitindo a invasdo e metastase (Figura 2), (BASKAR et al.,
2012; HANAHAN & WEINBERG, 2000).

Microambiente

= % inflamatorio
Invasao tecidual e

Evasdoda b . Insensibilidade ainibidores

apoptose de crescimento

Angiogénese |
sustentada

Figura 2: Marcos do cancer. Além dos seis marcos propostos, Hanahan e

Weinberg (2000) adicionam a inflamacdo como um fator a mais no

desenvolvimento da doenca neoplasica.
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Além dessas caracteristicas, Hanahan e Weinberg (2000), adiciona mais um marco
aos seis ja propostos, onde o microambiente inflamatorio é outro fator que contribui para o
desenvolvimento do céncer. Mais tarde, eles relataram que além da inflamacdo, a
instabilidade genbmica, a reprogramacdo do metabolismo energético e a evasdo da
destruicdo imune, também representam eventos que sinalizam a transformacéo
neoplasica (Figura 3) (HANAHAN & WEINBERG, 2011).

Marcos Emergentes \
Reprogram_agao do Evasao da destruicao ‘
metabolismo e
energético

Instabilidade
genomicae

Inducdo da
inflamacao

Mutacoes

L Caracteristicas J

permissiveis

Figura 3: Adicdo de mais trés elementos responsaveis pelo desenvolvimento do
cancer (HANAHAN & WEINBERG, 2011).

Kopf e Zharhary (2007), afirmam que mudancas na expressdo de proteinas
celulares, também podem ocorrer durante o processo neoplasico promovendo alteracdes
nas vias de sinalizacao, induzindo uma desordem no microambiente tumoral.

Além dos tumores apresentarem células cancerosas, eles possuem uma grande
quantidade de células normais que contribuem para a aquisicdo de tragcos marcantes,
criando um microambiente tumoral favordvel ao desenvolvimento e estabilidade
neoplasica (HANAHAN E WEINBERG, 2011).

A malignidade do cancer € dependente da quebra da ordem deste microambiente
tecidual, da invasdo do tecido por estimulos proliferativos e da sua capacidade de
metastase para Orgaos distantes (INGBER, 2008). Cada um desses eventos é

impulsionado pela aquisicdo de alteracdes genéticas e/ ou epigenéticas nas células do
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tumor e pela co-opcéo de células estromais ndo neoplasicas, que juntos dotam as células
metastaticas com caracteristicas necessarias para gerar metastases macroscopicas
(VALASTYAN E WEINBERG, 2011).

Entre as varias propostas conhecidas, o inicio da tumorigénese e a progresséo do
cancer dependem de um estimulo proliferativo, seja este dependente de hormdnios, de
danos ao genoma ou de fatores de crescimento (HARRIS et al., 2004). Com base nisso,
grandes descobertas durante a investigacdo do cancer nos ultimos anos tém abordado a
complexidade dos fatores que envolvem a evolugdo do tumor, especialmente os
mecanismos moleculares, que representam a base destas transformacdes proliferativas
normais em derivados altamente malignos (HERZIG & CHRISTOFORI, 2002; BASKAR et
al., 2012).

Processos enddgenos tais como erros na replicagdo do DNA, a instabilidade
guimica intrinseca de certas bases do DNAoude ataques de radicais livres
gerados durante o metabolismo, podem resultar em danos no genoma, caracterizando
uma série de mutacdes que promovem alteracbes nas fungbes de genes cruciais. Os
danos ao material genético também podem resultar de interacdes exdgenas como
produtos quimicos cancerigenos, radiacao ultravioleta e radiacdes ionizantes (STRATON
et al., 2009; BERTRAM, 2001).

Esses processos moleculares endégenos podem ser caracterizados pela
amplificacdo de oncogenes, cujo estimulo acarreta um aumento desordenado de células
alteradas, além de promover a disseminacédo e sobrevivéncia destas populacdes celulares
malignas no microambiente tumoral resultando em um cancer mais agressivo (YARDEN &
SLIWKOSKI, 2001; AHMED et al, 2011). Em casos de canceres mamarios, a
amplificacdo do oncogene HER-2 é atualmente bastante abordada, pelo fato de estas
pacientes apresentarem um prognéstico ruim, a sobrevida reduzida, além de desenvolver
um comprometimento linfonodal e ser passiveis de terapia-alvo molecular (AHMED et al.,
2011).

2.2Cancer de Mama e o Oncogene HER-2

As glandulas mamarias estdo localizadas no tecido subcutdneo, onde séo

formadas por tecido parenquimatoso que é dividido em um namero de 15 a 20 I6bulos e
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por um estroma composto por tecido adiposo, conjuntivo, vasos e nervos (MACEA &
FREGNANI, 2006). Cada lobulo é composto por ductos intralobulares, uma série de
dutos que levam secrecdes aos ductos lactiferos sendo secretadas nos mamilos (Figura
4). Estes ductos lactiferos possuem um epitélio colunar com um nudcleo arredondado e o
citoplasma contém poucas mitocondrias e reticulo endoplasmatico rugoso (VALESCO et
al., 2008).

O tecido conjuntivo intralobular é hormonio responsivel, formado por colageno, em
uma matriz de acido mucopolissacarideo, com fibroblastos e pobres em linfocitos e
macrofagos. Os ductos intralobulares e lobulares (acinos) sdo formados por células
cubdides, enquanto os ductos extralobulares sdo revestidos por células epiteliais
colunares (PELEKANOU & LECLERCQ, 2011; MACEA & FREGNANI, 2006).

Lébulo

Células ductais

Ducto

- Ductos

Aréola
- Mamilo

Ductos coletores

~— Tecido conjuntivo

Figura 4: Anatomia da mama contendo seus ductos e lébulos (VALESCO et al.,
2008).

O céncer da mama é o tipo de neoplasia mais comum entre as mulheres e
representa a segunda causa de morte no mundo, apresentando-se como uma das
doencas com a maior heterogeneidade genotipica, fenotipica e clinica (RAKHA et al.,
2008).

As estimativas apontam que na populacdo mundial a sobrevida média das
pacientes apos 5 anos € de 61% (INCA, 2010). No Brasil, foi estimado o aparecimento de
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52.680 novos casos de cancer de mama somente no ano de 2012, e 12.098 mortes por
neoplasias malignas da mama (INCA, 2012) estando nas regifes Nordeste, Sul e Sudeste
a incidéncia deste tipo de cancer em primeiro lugar, na proporcédo de 26,2%, 28,4% e
29%, respectivamente (INCA, 2012).

Dentre os tumores malignos da mama, o carcinoma ductal invasivo (CDI)
representa 0 maior grupo, constituindo cerca de 65 a 80% dos carcinomas mamarios
(YODER et al., 2007). O CDI é iniciado num sistema de mindsculos tubos que levam a
secrec¢do dos l6bulos para 0 mamilo. Este processo comeca quando células epiteliais
alteradas que revestem o0s ductos se dividem e se multiplicam einvadem as
células ductais e, em estagios mais avancados da doenca, podem invadir o estroma
(VELASCO et al., 2008).

O CDI é basicamente caracterizado por uma formacdo tubular que invade o
parénquima adjacente, sendo vinte por cento dos CDI categorizados em um subtipo
especifico, como tubular, medular, mucinoso, papilar e micropapilar, apresentando
caracteristicas citologicas e histolégicas Unicas, porém, 80% dos CDIs ndo possuem
ainda subclassificacdo (YODER et al., 2007).

Este tipo tumoral se desenvolve durante longos periodos de tempo podendo
resultar em formas metastaticas, por isso métodos mais sensiveis de diagnéstico como a
mamografia digital e a ressonancia magnética de imagem as quais tem proporcionado um
aumento significativo no diagndéstico de carcinomas ductais in situ e invasivos, vém sendo
bastante utilizados (LEONARD E SWAIN, 2004).

Um risco aumentado de recorréncia de CDI foi associado ao grau de atividade
nuclear moderado ou alto podendo levar a metastase (KERLIKOWSKE et al.,, 2003;
KENNECKE et al.,2010). Com base nisso, o grau nuclear foi utilizado como um parametro
importante na decisdo do diagndstico e posterior tratamento (CHAPMAN et al., 2007).

Atualmente, ha uma série de fatores progndsticos para o cancer de mama invasivo
que funcionam como indicadores contribuindo na determinacdo da historia natural da
doenca, bem como auxiliando na decisdo do tipo de intervencdo necessaria para um
melhor tratamento. Além disso, os fatores preditivos avaliam as pacientes que receberam
determinado tipo de tratamento sistémico, estando associados a resisténcia e a
sensibilidade terapéutica (HARRIS et al., 2004; SCHMIDT et al., 2010). O estudo do perfil

de expressdo génicatem gerado grande interesse, onde vem sendo observado
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uma melhoria na informacdo do prognostico prevendo uma resposta satisfatoria
a quimioterapia adjuvante (HAAS et al., 2011).

Diferentes alteracdes genéticas herdadas ou adquiridas foram identificadas no
cancer de mama humano e, em uma fracdo do cancer mamario, como parte de seu
desenvolvimento, sofre amplificacdo de genes (BELENGEANU et al., 2010). Diante disso,
alguns biomarcadores progndésticos moleculares e diagnosticos, com base na expressao
génica de tumores, foram propostos (BELENGEANU et al., 2010).

O HER-2, também conhecido como neu ou c-erbB-2, é um proto-oncogene que foi
inicialmente identificado como um gene transformado ativo em neuroblastoma de rato
induzidos quimicamente. E um membro da familia do receptor humano do fator de
crescimento epidérmico e esta localizado no cromossomo 1721 (DAVOLI, HOCEVAR &
BROWN, 2010). O produto do gene de 185-kDa & um receptor transmembrana do fator de
crescimento com atividade de tirosina quinase, e € conhecido por estar envolvido na
transducdo de sinal do crescimento celular, diferenciacdo celular, adesdo e motilidade
(BELENGEANU et al., 2010).

A amplificacdo do HER-2 resulta em um aumento no numero de receptores na
superficie das células tumorais, onde cerca de 20.000 moléculas por célula séo
observadas em situacdo normal, para um namero de 2.000.000 de moléculas de HER-
2 por célula tumoral (AHMED et al., 2011). Esse aumento altera o0 comportamento das
células biolégicas, promovendo a sua proliferacdo e sobrevivéncia, resultando em um
cancer de mama com fendtipo mais agressivo e uma sobrevida livre de doenca reduzida
independentemente do envolvimento nodal e outros parametros progndésticos clinicos
(AHN & VOGEL, 2012; AHMED et al., 2011).

A superexpressao ou amplificacdo deste oncogene é considerada um biomarcador
progndstico tanto para pacientes negativos como para pacientes com nodos positivos
(GOWN, 2008; DAHABREH et al., 2008). O teste para HER2 é recomendado pelo Colégio
Americano de Patologistas (CAP) em casos de cancer de mama nao apenas por ter valor
diagnodstico e progndstico, mas por ser passivel de terapia alvo-molecular (WOLFF et al.,
2007).

Até o presente momento o cancer de mama € diagnosticado clinica e
histologicamente, embora algumas mutacdes foram observadas em pelo menos quatro a

seis genes reguladores, localizadas em diferentes cromossomos no nucleo da célula
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tumoral podendo ser detectados atravées do teste de imunohistoquimica (IHQ)
(KENEMANS et al., 2004).

Com a finalidade de localizar alteracdes especificas de determinados tipos
tumorais, para o entendimento da progressdo da doenca neoplésica, diversos trabalhos
tem utilizado a técnica IHg (ARAUJO-FILHO et al., 2006).

Como forma de diagnoéstico auxiliar, a Sociedade Americana de Oncologistas
Clinicos (ASCO) e o CAP, recentemente, lancaram novas diretrizes para o0 teste
imunohistoquimico do HER-2 no cancer de mama, sendo este descrito como negativo
(0/1+), equivoco (2+) ou positivo (3+) (GOWN, 2008). Nos casos ditos equivocos (2+), é
necessaria a utilizacdo do teste de hibridizacdo in situ fluorescente (FISH) para a
confirmacgéo do diagnéstico (AHMED et al., 2011).

Diante da subjetividade dos resultados e de andlises semi-quantitativas obtidas
pela IHg, novas alternativas diagndésticas para o cancer de mama vém sendo utilizadas,
dentre as quais, 0s ensaios quimioluminescentes estdo sendo bastantes abordados, pelo
limite de deteccéo ser ultra-sensivel, serem testes rapidos e possuem um amplo campo
de aplicacdes analiticas (BRUSTEIN et al.,, 2011; SALES et al., 2004; FERREIRA &
ROSSI, 2002).

2.3Quimioluminescéncia

Quimiluminescéncia (QL) é o fenbmeno observado quando o produto excitado de
uma reacdo quimica volta ao seu estado fundamental, ocorrendo uma emisséo de fétons
(DODEIGNE et al., 2000). Devido a sua alta sensibilidade, ampla faixa de calibracéo e
adequacao para a miniaturizacdo, a QL tem sido utilizada em uma ampla gama de
aplicacoes (FAN et al., 2009).

A aplicacdo da QL como ferramenta analitica depende da juncao da substancia de
interesse a um dos elementos participantes da reagdo quimioluminescente ou ao produto
no seu estado excitado. A concentracdo da amostra € proporcional a emisséao de luz ou a
um parametro fisico associado a luminescéncia, tal como cor ou polarizagdo da luz
emitida (CAMPOS et al., 2006; BRUSTEIN et al., 2011; CAMPBELL et al., 1985).

As reacfes de QL podem ocorrer em estado solido, liquido ou em gases. Em uma

simples demonstracéo, pode-se observar que [I] € o produto intermediario de alta energia
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da juncéao de dois reagentes (A e B), onde este produto, de curta duracao, retorna ao seu
estado normal, emitindo energia em forma de luz (CARLSON, LEWIS & LIM, 2000;
ARAUJO-FILHO, MELO-JUNIOR & CARVALHO JR, 2011).

A+ B — [[] —> PRODUTO + LUZ

O luminol e Isoluminol foram os primeiros compostos quimioluminescentes a serem
utilizados em ensaios quimioluminométricos, mas foram rapidamente substituidos pelo EA
(KRICKA, 2003).

O EA foi introduzido nos imunoensaios pela necessidade da substituicio dos
marcadores radiois6topos que possuem uma curta meia-vida, sdo substancias que
representam perigo a saude e por causarem problemas com os dejetos gerados por estes
marcadores (WEEKS et al., 1986). Por conta disso, o EA vem sendo aplicado em diversas
pesquisas nas mais diversas areas biotecnoldgicas (NATRAJAN et al., 2010).

A acridina € um composto fluorescente onde seus sais, quando excitados,
produzem luz na presenca de perdxido de hidrogénio em meio alcalino. Dentre os sais
derivados da acridina, o EA é tido como um marcador mais sensivel, que recebeu um
destaque especial por oxidar facilmente o peréxido de hidrogénio e formar um produto
excitado que libera energia em forma de luz (YANG et al., 2002).

O processo de medicdo da luz emitida pelo EA nestas condigcbes pode ser
concluido mais rapidamente, sendo mais vantajoso nas analises automatizadas de
imunoensaios (NATRAJAN et al., 2010). O limite de deteccdo deste marcador esta
tipicamente na faixa de atomoles, sendo por isso considerado um bom marcador
guimioluminescente (KRICKA, 2003).

A imunoquimioluminescéncia € uma técnica utilizada para uma melhor abordagem
da doenca sendo um teste rapido e de detecc¢éo ultra-sensivel, tendo se tornado bastante
estudada nos ultimos anos utilizando o EA como composto quimioluminescente (FAN et
al., 2009). Assim, os imunoensaios baseados em quimioluminescéncia possuem maior
sensibilidade do que aqueles com base em técnicas de geragdes anteriores, como a IHq
(ARAUJO-FILHO, MELO-JUNIOR & CARVALHO JR, 2011).
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Em comparacdo, a IHq é uma técnica baseada na aplicacdo de anticorpos
altamente especificos, aptos a se ligarem a um antigeno tumoral, onde sdo detectados
através de anticorpos secundarios especificos conjugados a enzimas, e 0s imunoensaios
quimioluminescentes além de reconhecerem os antigenos tumorais com sensibilidade e
especificidade possibilitam a quantificacdo do sinal fornecido pela IHq (Figura 5)
(TERRIER et al, 2004; ARAUJO-FILHO, MELO-JUNIOR & CARVALHO JR, 2011).

Imunoensaio
Quimiluminescente

Imunihostoquimica

)
///‘ | ‘\\ EAV
Anticorpo " " Anticorpo

Anticorpo
secundario

primario primario
&N &N

Amostra /\'/ \ /\/\ Amostra

(A) (B)

Figura 5: Comparacdo entre 0sS ensaios imunohistoquimicos e
guimioluminescentes. Em (A), um anticorpo primério se liga a amostra e
posteriormente um anticorpo secundério marcado com uma enzima liga-se ao
anticorpo primario de modo que a reacao seja observada através da revelacéo
da referida enzima. Em (B), o anticorpo primario é apenas conjugado ao EA e
incubado com a amostra para quantificacéo dos fotos emitidos pela substancia
quimioluminescente (ARAUJO-FILHO, MELO-JUNIOR & CARVALHO JR,
2011).

Tendo em vista que as formas de diagndstico clinico e de diagnéstico auxiliar do
cancer de mama sao consideradas ferramentas de andlise qualitativas e semi-
guantitativas, podemos considerar que novos meétodos de quantificacdo possibilitariam

uma melhor abordagem do diagndstico desta neoplasia.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

Obtencdo do conjugado anti-HER-2-EA e seu emprego no diagndstico

guimiluminescente do carcinoma ductal invasivo de mama humana (CDI).

4.2 Objetivos Especificos

- Conjugar ao anticorpo (anti-HER2) o éster de acridina (EA);

- Purificar o conjugado anticorpo-EA usando o Sephadex G-25;

- Realizar imunohistoquimiluminescéncia das amostras de CDI com o conjugado
anti-HER-2-EA;

- Correlacionar os resultados da imunohistoquimiluminescéncia com o perfil de

expressao de HER-2 (1+, 2+ ou 3+) nas amostras de CDI.



32

5 METODOLOGIA

5.1 Caracterizagdo do Estudo

Foi realizado um estudo retrospectivo de pacientes diagnosticadas com carcinoma
ductal invasivo (CDI) com base nas caracteristicas patolégicas imunohistoquimicas do
tumor. Este projeto foi devidamente aprovado pelo Comité de Bioética do Centro de
Ciéncias da Saude da Universidade Federal de Pernambuco (SISNEP FR — 272931,
CEP/CCS/UFPE N° 195/09).

5.2 Populacédo e Amostras Clinicas

Cingquenta biopsias mamarias de pacientes registradas e diagnosticadas com CDI,
e trés amostras de tecido mamario normal foram selecionadas, no periodo de 2006 a
2010, no Servico de Anatomia Patologica do Hospital das Clinicas (HC) da Universidade
Federal de Pernambuco (UFPE).

5.3 Imunohistoquimica

Seccdes de tecidos embebidos em parafina (4 um) foram cortados e submetidos a
desparafinizacdo com Xilol (Xilol I a V), seguida de hidratacdo com alcool etilico (100%,
100% 100%, 70%). O bloqueio da peroxidase enddgena foi feito usando o peréxido de
hidrogénio em metanol (1:1). A recuperacdo antigénica foi realizada utilizando tampao
citrato 10mM pH 6,0 aquecido em camara de vapor d"agua. As amostras de tecidos foram
incubados com o anticorpo primario anti-HER-2 (Imuny - Rheabiotech®) (1:400) por 2
horas a 4°C, seguido de incubacdo com anticorpo secundario por 30min a 37°C. A reacédo
imunohistoquimica foi revelada com diaminobenzidina (DAB) e os tecidos foram contra-

corados com hematoxilina. A marcacao foi avaliada em microscopia oOptica.

5.4 Conjugacao Anti-HER-2 — EA

Anti-HER-2 (Imuny - Rheabiotech®) foi conjugado com EA (Universidade de Keio -
Japao) de acordo com Campos e colaboradores (2006). O anticorpo (1 mL contendo de
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1,1mg proteina) foi incubado por 1h a 25°C com 7uL de solucdo de EA (0,2 mg diluido
em 400uL de N, N-dimetilformamida). O conjugado (anti-HER-2 -EA) foi adicionado a uma
coluna de Sephedex G-25 (10x1), previamente equilibrada com tampédo fosfato 10mM,
pH 7,2 (100mL). Aliquotas de 1mL foram coletadase o conteddo protéico foi
determinado espectrofotometricamente em 280nm. Todas as aliquotas tiveram a
guimioluminescéncia determinada. As aliquotas, as quais foram observadas o pico de
proteina apos a determinagdo de absorcao e pico de unidade relativa de luz (URL) foram

juntas em um pool e mantidos a 4°C até o uso.

5.5 Preparacédo Histologica e Reagdo Quimioluminescente

A metodologia utilizada foi preconizada por Campos e colaboradores (2006).
Seccoes de tecido emblocados em parafina foram cortados (8 Mm) e
desparafinizados com Xilol (Xilol I a 1V), seguida de hidratacdo com alcool etilico (100%,
100% 100%, 70%). Foi adicionado 100uL de conjugado anti-HER-2-AE aos cortes de
CDIl e incubados por 2h a 4°C. Foram realizados cortes de areas de 1cm2? nestes
tecidos marcados com o conjugado, transferidos para um eppendorf® contendo 50 pL
de tampéo fosfatolOmM, pH 7.2 e submetidos a reacdo de quimiluminescéncia em
lumindmetro (Modulus Single Tube 9200 001 - Turner BioSystems, USA) a partir da
adicdo 50uL de reagente A. (peroxido de hidrogénio) e 50 uL de reagente B (hidréxido de

s6dio). A reacdo quimiluminescente foi registrada como URL a partir da emisséo de fotos.

5.6 Anélise Estatistica

Os resultados obtidos foram estatisticamente analisados através do software
GraphPad Prism 5, onde foi utilizado o teste de Mann Whitney para obtenc&o do valor de
significancia (p) entre as amostras diagnosticadas 1+, 2+ e 3+. Para analise do grafico
RLU X Area foi aplicado a regressdo linear nos casos 1+ e 2+, e nos casos

diagnosticados como 3+ foi aplicado a equacao exponencial.
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Abstract

Chemiluminescence has been highlighted where satisfactory results were observed in
diagnostics research of some cancers. CL was applied to quantify the
immunohistochemistry of HER-2 protein, expressed at high levels in human breast cancer
cells, conjugated to Acridinium Ester. Thus this study aimed to obtain the conjugate anti-
HER-2-EA and evaluate the recognition assessment of this immune complex in diagnosis
of invasive ductal carcinoma of human breast. Fifty IDC samples obtained from the Clinical
Hospital at Federal University of Pernambuco were submitted to IHC using streptavidin-
biotin-peroxidase method and immunochemiluminescence with anti-HER-2-AE. Results
were expressed in Relative Lights Units. IHC showed seven positive samples (3+),
five indeterminate (2+) and thirty-eight negative (O or 1+). CL analysis provided significant
results, where 3+ cases presented highest RLU (246,982 x 103 £ 2.061 x 103) compared to
2+ (76,146 x 103 + 0.290 x 103), negative (27,415 x 103 £ 1.445 x 10%) and normal controls
(27,064 £ 2.060 x 10% x 10%). The conjugate anti-HER-2-AE was effective to evaluate
human mammary tumors, presenting different HER-2 expression profile, allowing its
guantitative evaluation and as consequence decreasing the subjectivity in diagnosis

leading to differential approach in IDC.

Key-words: chemiluminescence, breast cancer diagnosis, HER-2.



37

Introduction

Chemiluminescence is described as a production of electromagnetic radiation from
a chemical reaction, where the CL intensity is dependent on the concentration of a reagent
participating in the chemiluminescent reaction [1]. This technique has been widely used in
several areas of analytical applications due to its ultra-sensitive detection ranging

from attomole to zeptomole and be short-term assays [2].

Acridinium ester (AE) CL has been studied for four decades [3]. In development of
high performance quimiluminometric assays using labeled molecules, AE has been
considered effective marker in signaling biomacromolecules [4]. AE is used in
chemiluminescent immunoassays replacing the assays which use horseradish peroxidase

as label or other luminescent molecules [5].

Molecular biomarkers, as well as HER-2, play key roles in the diagnostic classification and
prognosis of various cancers, having great importance in monitoring the clinical course of
disease and response to therapy [6]. HER-2 over expression in invasive ductal carcinoma
(IDC) results inamore aggressive tumor growth and a poor prognosis due to the
increase in the signaling of cell growth and differentiation [7]. This oncogene is amplified in
10% to 30% patients with IDC and considered a major prognostic factor being used as an

auxiliary tool in the diagnosis of this disease [8].

Immunohistochemistry is one of the most common choice for the diagnosis of neoplasias
but it has limitations, giving its semi-quantitative nature since the analysis is categorize in
groups of null or weak, moderate and intense immunostaining, besides being dependent
on the researcher's experience [9,10].In this scenario chemiluminescence

provides quantitative results eliminating the possibility of unreliable results [11].
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The present study aimed to obtainthe conjugate anti-HER-2-EA and evaluate the
recognition assessment of this immune complex in the diagnosis of IDC of human breast

using immunohistochemiluminescence assay.

Materials and Methods

Human mammary specimens

Fifty formalin-fixed and paraffin-embedded biopsies diagnosed as invasive ductal
carcinoma (IDC) and three normal tissues (from reducing mastoplasty) were obtained from
Anatomy Pathological Service of Clinical Hospital at Federal University of Pernambuco
(UFPE), Brazil. This study was approved by the Bioethical Board of the Health Science
Centre of the Federal University of Pernambuco, Brazil (SISNEP FR — 272931,

CEP/CCS/UFPE No 195/09).

Immunohistochemistry

Biopsies slices (4 um) were deparaffinized with xylene followed hydration with graded
ethanol. Tissues were incubated with hydrogen peroxide and methanol (1:1) for 30min
followed by incubation with a 10mM citrate buffer pH 6.0 in steamer. Samples
were incubated with primary antibody anti-HER-2 (Imuny - Rheabiotech®) (1:400) for 2
hours at 4°C, and after with secondary antibody for 30 minutes at 37°C. The reaction
was revealed with diaminobenzidine and tissues were counter-stained with hematoxylin.
Staining was visualized by optical microscopic analysis. Protocols were carried out in

triplicate

Conjugation of Anti-HER-2 to AE
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Anti-HER-2 was conjugated to AE according to Campos et al [2]. Antibody anti-HER-2
(ImL containing 1.1mg of protein) was incubated for 1 hour at 25°C with 7uL of AE
solution (0.2 mg diluted in 400 pL of N,N-dimmethylformamide). The conjugate anti-HER-
2-AE was chromatographed in a column of Sephadex G-25 (10x1), previously equilibrated
with 10 mM phosphate buffer, pH 7.2 (100 mL). Aliquots of 1 mL were collected and their
protein content was spectrophotometrically determinated at 280nm. All aliquots had their
CL assayed. Aliquots of protein peak with chemiluminescence were pooled and kept at

4°C until use.

Chemiluminescence using Anti-HER-2-AE

IDC biopsies were cut (8 um) and deparaffinized with xylene followed hydration with
graded ethanol. Slices were incubated with 100 pL of conjugate Anti-HER-2-AE (48
png/mL) for 2 hours at 4°C and then tissue areas of 1cm?2 were transferred to an eppendorf
tube containing 50 pL of 10mM phosphate buffer pH 7.2. Chemiluminescence was
developed in a Luminometer Modulus Single Tube 9200-001 (Turner BioSystems -
USA)adding 50 uyL ofreagent A (hydrogen peroxide)and 50puL  of
reagent B (sodium hydroxide). Foton emitions were mesuared as relative light units. The
relationship between RLU X tissue area was assayed using sections with 0.125; 0.25; 0.5

and 1cmz. Protocols were carried out in triplicate.

Statistical analysis

Mann Whitney test (nonparametric test) was used in GraphPad Prism 5 software.
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Results and Discussion

In the last decades it has been observed an increasing incidence of breast cancer where
statistics indicate mortality rates ever higher [12]. At present, immunohistochemistry is the
method most used to determine HER-2 status since it is a relatively low cost test and

accessible to a laboratorial routine [13].

The score system used for further determining the immunohistochemical reactions for
HER-2 is HercepTest™ where the cases 0 and 1+ are negative, 2+ cases are weak
positive and 3+ are positives [9]. Currently the College of American
Pathologists (CAP) and the American Society of Clinical Oncology (ASCO) suggested that
the 2+ cases were considered indeterminate, recommending the use of a more specific

test as fluorescence in situ hybridization (FISH) for diagnosis determination [14,15].

In our samples, we used the system HercepTest™ but we adopted the CAP/ASCO

recommendation for 2+ samples to be considered indeterminate.

Our findings showed that7 out of 50 samples were positive (3+)for HER-2 in
IHC. Five cases were indeterminate (2+) and 38 were 1+ or negative. The 14% of HER-2
positivity for IDC observed in our study is consistent with HER-2 frequency studies in

breast cancer [8].

The effectiveness of immunohistochemistry compared to FISH is reported as comparable
for some studies but others report that there is a high degree of discordance between the
results provided by both techniques [12, 16, 17]. Due to the subjectivity of result analysis,
intrinsic to both techniques, including for HER-2 status evaluation, has lead for the search

of new diagnostic methods less subjective.
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The chemiluminescent assays have been widely used as a quantitative assay in recent
years [18]. The method still has great advantages such as high sensitivity and stability of
reagents, offer low-risk biological, tests are easy to use and feature detection accuracy [5,

19].

First studies of Weeks [20] reported the use of antibody conjugated to AE as the
immunochemiluminescence detecting method of a1-fetoprotein. In our study we
used the immunochemiluminescence method to quantify the HER-2 status in IDC and
compare them to the IHC results. The conjugate anti-HER-2-AE purification profile using

Sephadex G-25 is shown in Figure 1.
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Figure 1: Anti-HER-2-AE elution profile from Sephadex G-25 column (10x1). Elution was carried out
with 10 mM phosphate buffer, pH 7.2. Fractions (aliquots of 1 mL) were collected and

chemiluminescence and protein content assayed.
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Our results showed thatthere is a significant difference (p =0.0025)in RLU
emitted in 3+ cases (246,982x103+2.061x103) in comparison to 2+
cases (76,146 x103 £ 0.290 x 10 3) as well as between 3+ and 1+ samples (p <
0.0001). Negative cases and 2+ also presented a significant relationship, p = 0.0003

(Figure 2). RLU for normal breast tissues was 27,064 x10 3 + 2,060 x10.
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Figure 2: Immunohistochemistry and Chemiluminescence of IDC with anti-HER-2-AE. Statistical analysis of

RLU (mean of triplicate) of 0/1+ (A) — 400x (n=6), 2+ (B) — 1000x (n=5) and 3+ (C) — 1000x (n=7) patients.

Studies using Concanavalin A lectin (Con A), specific to glucose/mannose,
conjugated to AE established that there is a difference in RLU between normal and IDC

[2]. Subsequently recent studies of Brustein et al [18], using the same lectin conjugated to
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EA reported a difference in RLU between two types of breast tumors where IDC RLU was

lower than tissues diagnosed with fiboroadenoma (a benign tumor).

Patients who present IDC with HER-2 overexpression have more aggressive tumor
progression, a high degree of malignancy, metastasis and poor prognosis [7, 21, 22]. In
our study, these features are well evidenced by the analysis tissue versus area RLU in
three different types of diagnostics for HER-2 (0 or 1 +, 2 + and 3 +). Positive cases, there
isan exponential increase in RLU, indicating a high degree of malignancy in which
the RLU increases with the size of tumor affected by the HER-2 positive cells (Figure 3).
Patients with this profile have the ability to presentlymph node metastases, and a
decrease in overall survival and disease-free survival [23]. In negatives and
indeterminate cases was observed a linear increase profile in RLU, which are less
aggressive tumors when compared to 3+ patients. Similar results were observed in other
studies in our laboratory for IDC [2, 18] and fibroadenoma [18] using lectin conjugated to

AE.
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Figure 3: Tissue area versus RLU: (A) linear relationship between
0/1+ (r2 = 0.9517) and 2+ (r2 = 0.9743) patients; (B) exponential

relationship for 3+ patients.

These findings confirm the effectiveness of this new technique in the face
of previous studies that made use of routine techniques such as immunohistochemistry

and FISH.

In clinical practice, HER-2 overexpression is considered a predictive marker to
determine  which  patients can use the treatment  with humanized  monoclonal
antibody (Trastuzumab®) which has a satisfactory response to targeted therapy [24]. The

use of Trastuzumab® as monotherapy or in combination with other drugs has significantly
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improved rates of progression, overall survival and life quality of patients with breast
cancer inearly stages [24, 25]. Duethe benefits of treatment with Trastuzumab® is
highly associated with HER-2 status, professional associations recommend the use of
tests for HER-2 detection, but both techniques approved by the US Food and Drug
Administration (FDA), IHC and FISH, still have limitations such as low reliability and high

cost [24, 26].

The high cost of this drug has fueled the determination of new guidelines for
diagnosis considering the limitations of current techniques [26]. In our study, the results
reliability and relatively low cost, allows the use of the method as a new tool for laboratory
analysis in HER-2 detection, contributing to the correct directing of target therapies in this

human mammary tumor.

Our results indicate that it is possible to establish a correlation between IHC and
immunohistochemioluminometric results, where patients with 3+ exhibited the highest
RLU, proving the effectiveness of the CL method. Analysis of RLU and tissue area
demonstrated thatthe area isan important parameter for chemiluminescence
detection under the conditions established in this study using anti-HER-2 conjugated
to AE. These results provide satisfactory data and contribute significantly to the
guantification of cell surface antigens present in IDC tumors being
immunohistochemiluminescence an important diagnostic and therapeutic tool for this type

of neoplasia.
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7 CONCLUSOES

A conjugacdo do anticorpo anti-HER-2 ao éster de acridina e sua purificacéo
usando Sephadex G-25 foram eficientes;

As amostras avaliadas (CDI e tecido normal de mama humana) foram marcadas
diferenciadamente quanto ao status de HER-2 e o0 tecido na
imunoquimiluminescéncia;

A relacédo area tecidual versus URL mostrou uma relacéo linear e exponencial
para os caso de CDI 1+ e 2+; e 3+, respectivamente;

A analise quimioluminescente se mostrou eficiente na quantificacdo dos trés
diferentes status de expressdo de HER-2 fornecidos pela imunohistoquimica
empregando 0 mesmo anticorpo;

A imunohistoquimiluminescéncia com anti-HER-2-EA mostrou-se uma

ferramenta de diagnostica quantitativa para o carcinoma ductal invasivo.
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Submissions may be made online using Springer's Editorial Manager electronic
submission site at http://abab.edmgr.com. First-time users will need to Register before
submitting a manuscript. If you experience any problems, please get in touch with the

responsible Editorial Assistant by clicking on "CONTACT US" from the tool bar.

Manuscripts

Type manuscript in English, double-spaced on numbered pages with 1- to 1.5-inch
margins. Please prepare the article as a Microsoft Word document. See the Computer
Graphics section for figure specifications.

A cover letter must accompany the submission giving the rationale for publication in
Applied Biochemistry and Biotechnology, particularly with respect to the originality,
scientific merit and importance to the field of Applied Biochemistry and Biotechnology.
Author(s) also are required to provide names and contact information (mailing address,
phone and fax numbers, and e-mail address) of at least three experts in the field as
potential reviewers for the manuscript. Please do not suggest anyone who may have a
conflict of interest in reviewing your manuscript, such as former advisors, students, or

recent collaborators.

Abstracts

Abstracts should be 100-200 words.

Index Entries

Include 5-10 index entries/key words.
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Artwork

Number figures consecutively with Arabic numerals, callouts (if any) should be lowercase
letters. Include figure captions. All figures must be cited in text; figures will be placed as
close as possible to the first text citation.

Include figure captions on a separate, numbered manuscript sheet. Define all symbols and
abbreviations used in the figure. All illustrations, including chemical structures, must be
provided in professional-quality, finished form ready for direct reproduction without revision
by us.

Photographs should be of high quality and with strong contrasts to withstand some
reduction. Please indicate the magnification by a rule on the photograph. Additional
specifications apply regarding Computer Graphics and Color Art.

Computer Graphics: If your submission includes Computer Graphics, acceptable software
formats are: Adobe lllustrator and Adobe Photoshop v5 and up. File formats are as
follows: EPS (Encapsulated Postscript), TIFF, JPEG (high-quality, low-compression) and
those native software formats listed above. Unfortunately we cannot accept Microsoft
PowerPoint files at this time. dpi specifications: line art should be no less than 1200 dpi;
halftone scans should be 300 dpi.

Color Art: Color art cannot be accepted unless the author is willing to assume the

additional production costs involved; quotes given on request.

Nomenclature
Authors should follow the recommendations of the IUPAC-IUB Commission on

Biochemical Nomenclature. All abbreviations should be fully defined in the text.
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Tables
Type on separate pages. Number consecutively with Arabic numerals in order of mention

in the text. Provide titles for all tables.

References
Cite in the text by italic Arabic numerals in parentheses, set on the text line, numbered in
the order they appear. List at the end of the paper in consecutive order. Please follow the
style indicated below:
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Book reference: 3. Franks, F. (1993) Protein Biotechnology, 2nd ed., Humana, Totowa,

NJ.

Report/Document: 4. Macgregor, S. (1993), PhD thesis, University of Hertfordshire,

Hatfield, UK.

Online: 5. Cancer Facts and Figures 2006. Available from: www.cancer.org. Accessed

December 31, 2006.

Page Charges
There are NO page charges for accepted articles.

DOES SPRINGER PROVIDE ENGLISH LANGUAGE SUPPORT?

Manuscripts that are accepted for publication will be checked by our copyeditors for
spelling and formal style. This may not be sufficient if English is not your native language

and substantial editing would be required. In that case, you may want to have your
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manuscript edited by a native speaker prior to submission. A clear and concise language
will help editors and reviewers concentrate on the scientific content of your paper and thus
smooth the peer review process.

The following editing service provides language editing for scientific articles in:

Medicine, biomedical and Ilife sciences, chemistry, physics, engineering,

business/economics, and humanities

Reprints
Reprints and/or a final PDF file are available to authors at standard rates when ordered

prior to publication.



