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GIEMSA COMO ALTERNATIVA DE CONTRACOLORAGAO PARA AVALIAGAO IMUNO-
HISTOQUIMICA DO MECA-79 E DO PDL-1 EM MELANOMAS CUTANEOS PRIMARIOS
PIGMENTADOS
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INTRODUCAO:

Melanomas fortemente pigmentados, nos quais muitos melanéfagos e melandcitos
com abundante pigmento estdo presentes sdao um achado frequente e mais dificeis de
avaliar em sec¢Oes coradas com hematoxilina-eosina (HE) de rotina. Técnicas
complementares de diagndstico, como o estudo imunohistoquimico (IHQ), usando o
cromoégeno diaminobenzidina (DAB) e a contracoloracdo com Hematoxilina de Harris
(HH) gera um produto final de coloracdo marrom, dificil de distinguir da melanina.
Neste sentido, a modificacdo na técnica de contracoloragdo, utilizando Giemsa, com a
qual os granulos de melanina de melandfagos e/ou melandcitos coram em verde, é
uma alternativa para a detec¢do IHQ de anticorpos como o MECA-79 e o PDL-1. O
excelente contraste da coloracdo marrom observada nas dreas positivas para estes
anticorpos com o verde produzido nos granulos de melanina torna mais féacil a
interpretacao dos resultados.

DESENVOLVIMENTO:

Foi realizado um estudo retrospectivo de 60 melanomas cutaneos primarios humanos
no periodo de abril de 2014 a abril de 2016 em um Laboratério de Patologia do Norte
do Rio Grande do Sul. Foram inclusos casos de resseccdao completa de melanoma
cutaneo primario dos tipos melanoma extensivo superficial (MES), melanoma nodular
(MN), lentigo maligno melanoma (LMM) e melanoma acral lentiginoso (MAL). Foram
excluidos os casos de bidpsia incisional, melanoma “in situ”, lentigo maligno, lesdes
metastdticas, melanomas inclassificdveis ou casos com pouco material emblocado em
parafina que inviabilizasse a realizacdo do estudo IHQ. Melanomas altamente
pigmentados foram incluidos na analise.
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O estudo IHQ foi realizado no material fixado em formalina e embebido em parafina,
utilizando os anticorpos monoclonais Peripheral Node Adressin (clone MECA-79°; 0,5
mg; Novus Biological) e o anticorpo PDL-1 (clone E1L3N® Cell Signaling) em cortes de
3um. Os respectivos controles positivos foram tonsila palatina e placenta. O
cromoégeno utilizado foi o DAB e todas as |laminas foram contracoradas com a técnica
de Giemsa.

A contracoloragao com Giemsa produziu um fundo azul-claro ou réseo-claro, pigmento
melanico fortemente corado em verde, contrastando com o marrom produzido pelo
DAB. Esta técnica foi utilizada em todos os casos, para a avaliacdo da densidade de
vasos de endotélio alto (VEA), através do MECA-79, e a expressdao membranar do PDL-
1 nos melandcitos malignos.

O estudo IHQ com MECA-79 E PDL-1 usando o cromdgeno DAB e a contracoloracao
com o Giemsa é uma simples modificagdo técnica muito atil para distinguir
melandcitos e melandfagos altamente pigmentados da marcacdo produzida pela
positividade deste anticorpos. O uso do cromdégeno aminoethilcarbazole (AEC) poder
ser uma alternativa para manter a contracoloracdo com HH, produzindo uma
marcacao vermelha que nem sempre pode ser distinguida da melanina. Além disso, o
AEC é soluvel em dlccol e xilol, ndo permitindo uma lamina permanente, podendo ser
montada somente em meio aquoso. Por outro lado, o uso da contracoloragao com
Giemsa utilizando o cromégeno DAB permite uma lamina permanente, mais estavel e
insoltvel em alcool e xilol. Destaca-se que com o uso da contracoloragdao com Giemsa
obtém-se excelente contraste, permitindo distinguir melandcitos e melanéfagos das
areas imunomarcadas.

CONSIDERAGOES FINAIS:

Enfatizamos aqui, a utilidade de uma simples modificacao da técnica para MECA-79 E
PDL-1 com DAB como cromégeno e Giemsa como contracoloracdo. O excelente
contraste produzido facilita a leitura e interpreta¢do da lamina, permitindo a distingao
entre melanéfagos somente, melandcitos malignos pigmentados e a positividade do
anticorpo estudado.
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ANEXOS:
Podera ser apresentada somente uma pagina com anexos (figuras e/ou tabelas), se
necessario.



