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Introdugdo e Objetivos

Introducio: A técnica de Imuno-histoquimica (IHQ) consiste na detec¢ao de antigenos em tecidos baseado na
revelagdo da reagdo antigeno anticorpo. Em 1961, Albert H Coons apresentou os primeiros anticorpos marcados por
fluorescéncia. Através da THQ ¢ possivel diferenciar neoplasias benignas de malignas, identificar os subtipos de
tumores e indicar terapia alvo. Atualmente hé diversas pesquisas para aprimoramento e descoberta de diversos
polimeros para a técnica de IHQ. O PRAME, antigeno expresso preferencialmente em melanoma, ¢ um alvo potencial
para imunoterapia. PRAME faz parte da familia de proteinas nucleares de melanoma reconhecidas por linfocitos T,
codificado por um gene de mesmo nome (PRAME) localizado na regido cromossomica 22q11.22. A proteina PRAME
¢ caracterizada como um inibidor dominante do receptor de acido retindico (AR), participando do bloqueio da
proliferacao celular, diferenciag@o ou apoptose induzida pelo AR. A superexpressdo de PRAME em células tumorais
confere uma vantagem de sobrevivéncia sobre as células normais, auxiliando na distingao entre nevos melanociticos e
melanomas. Objetivo: Padronizar o biomarcador PRAME por IHQ.

Métodos

Método: O bloco de parafina foi recortado para confecdo de lamina corada por Hematoxilina e Eosina (HE) para
revisdo (espessura de 3 micrémetros) por dois patologistas. Os demais cortes histologicos para a técnica de IHQ foram
acondicionados em laminas com carga positiva. Foram testados dois tampdes de recuperag@o antigénica e dois
sistemas de detec¢do (SD), a diluigdes testadas foram 1:150, 1:100, 1:80 e 1:50. Observou-se a incubagao do PRAME
(Master diagnodstica/EasyPath) clone EPR 20330 por 30 minutos e 1 hora. Classificou-se a intensidade da marcacao
como ausente (0), fraco (1), médio (2), forte (3). Para a area de expressdao do marcador no tecido considerou-se
ausente (0), 1-10% (1), 11-50% (2), maior que 50% (3). Ap0s classificacdo, estabeleceu-se o escore somando a
intensidade com a porcentagem. Considerou-se positiva a marca¢ao quando a soma foi maior ou igual a 3.

Resultados e Discussédo

Resultados: Foram realizadas 20 laminas. Os testes dos tampodes de recuperagdo antigénica Citrato foram ausentes de
marcacdo com a incubagdo de PRAME por 30 minutos para os 2 SD. As laminas recuperadas em EDTA apresentaram
marcagdo média nas dilui¢des 1:80 e 1:50, fraca na 1:100 e ausente 1:150 para os 2 SD por 30 minutos de incubagao.
As laminas recuperadas em EDTA com incubac¢do de 1 hora apresentaram marcacao forte 1:50, média 1:80, fraca
1:100 e ausente 1:150. Tabela 1. Discussao: O melanoma ¢ uma neoplasia agressiva cuja incidéncia estd aumentando.
Sao necessarios novos marcadores que auxiliem na distin¢do entre lesdes benignas e melanomas. Apesar do PRAME
nao ser expresso exclusivamente em melanomas pode ser 1til na distingdo entre nevos e melanomas quando analisado
em um painel de anticorpos. A imunorreatividade do PRAME ¢ nuclear, difusa e de dificil padronizagdo. Dentre as
principais dificuldades encontradas estdo a complexidade de eliminar o fundo, para isso utilizamos tampdes com
tween (detergente liquido) para minimizar o fundo. Os nossos achados demonstraram que PRAME néo funcionou em
pH baixo (Citrato). Obteve-se éxito utilizando EDTA, pH alto. Ao incubar com 30 minutos a marcac¢do nao estava
nitida, sendo assim aumentamos o tempo do PRAME para 1 hora e o restante seguiu-se conforme o protocolo do
fabricante. O Melhor resultado foi PRAME concentrado 1:50 com 1 hora de incubagdo, ntiicleos bem marcados com
intensidade forte, expresso em mais de 50% das células do controle. O SD1 possui o diferencial enhancer que ¢ um
potencializador da marcagdo apos o cromoégeno DAB, os nossos resultados demonstraram que o SD1 associado ao
maior tempo de incubacdo procedeu em resultado positivo. Outros estudos serdo realizados em casos clinicos de
melanoma e lesoes benignas para validagao do clone no Brasil.

Tabela 1. Padronizaciao do PRAME - Clone EPR20330 por

Imuno-histoquimica
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Tampao Fornecedor SD 1:150 1:100 1:80 1:50

Citrato Master

SD1 . . Ausente Ausente Ausente Ausente
. Diagnostica/EasyPath

30min

Citrato Biocare/G

SD2 30 Ocare/rupo Ausente Ausente Ausente Ausente
. Erviegas

min

EDTA

SD1 30 Master Ausente  Fraca Média Meédia

min Diagnostica/EasyPath

EDTA Biocare/Grupo

SD2 30 . p Ausente  Fraca Média Média
. Erviegas

min

EDTA Master Ausente  Fraca Média Forte

SD1 1h  Diagnostica/EasyPath

* Recuperacio antigénica - panela de pressao

Conclusao

Conclusao: O biomarcador PRAME clone EPR20330 foi padronizado/otimizado por IHQ em bloco controle de

melanoma.
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