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RESUMO

Neves JI. HER2 e carcinomas gastricos: padrao de expressdao e metodologias

para detecgao. Sao Paulo, 2015 [Tese de Doutorado-Fundagao Anténio Prudente].

O carcinoma gastrico (CG) representa um sério problema de saude, sendo a
segunda causa de morte relacionada ao cancer no mundo. No Brasil, € o quarto
tipo de cancer mais comum entre os homens e o quinto mais comum entre as
mulheres. O gene HER2 é um proto-oncogene localizado no cromossomo 17,
codifica uma proteina transmembrana que pertence a familia dos receptores HER e
possue atividade tirosina quinase envolvida em vias de sinalizagdes relacionadas
ao crescimento celular e diferenciagdo. Alteragdes no gene HER2 tém sido
associadas com o desenvolvimento e progressdes de varias neoplasias humanas.
Em cancer de mama, a amplificagdo do HER2 é observada em cerca de 20% dos
casos e o tratamento desses casos com o trastuzumabe, um anticorpo monoclonal,
tem sido bastante efetivo. Em CG, a amplificagao do HER2 tem sido observada em
uma freqiéncia de 7% a 34% dos casos. Esta variabilidade é associada as
diferentes metodologias utilizadas para a avaliagdo da expressao e/ou amplificagao
do HER2. Os resultados do estudo clinico ToGA mostrararm um aumento
consideravel nas taxas de sobrevida dos pacientes com CG avancados tratados
com ftrastuzumabe e quiomioterapia comparado aqueles que foram tratados
somente com quimioterapia. A correta identificacdo e selecdo dos casos que irdo se
beneficiar desta terapia € o primeiro e mais importante passo para o sucesso do
tratamento. O objetivo deste estudo foi avaliar a expressao proteica e 0 niumero de
cépias do gene HER2 em 762 CG de pacientes submetidos a ressecgao cirurgica
no A.C. Camargo Céancer Center (S&o Paulo, Brasil) usando os métodos de Imuno-
histoquimica, hibridizacao in situ (DDISH e FISH) comparando: diferentes clones e
fabricantes de anticorpos primarios anti-HER2 (clone 4B5-Ventana, clone SP3-
Neomarkers, herceptest-DAKO); cortes histolégicos convencionais e cortes
histolégicos em TMA; expressdo no tumor primario e em metastases do mesmo
paciente; diferentes escores de interpretagdo da expressdo do HER2 (mama X
gastrico) e os resultados do numero de coépias obtidos através das analises de
FISH e DDISH. De acordo com nossos resultados, podemos concluir que o

anticorpo Herceptest foi o mais sensivel, entretanto ndo houve diferenca entre os



anticorpos em relagao a especificidade. O melhor material para avaliar a expressao
e/ou amplificacdo do HER2 em CG foi o que representa maior area do tumor. O
teste DDISH foi melhor que o FISH na identificagdo de casos amplificados com
areas heterogéneas, e a analise da expressao ou amplificagdo do HER2 pode ser
realizada tanto no tumor primario como em suas respectivas metastases. O escore

de interpretacao de HER2 para CG proposto por Hoffmann é o mais apropriado.



SUMMARY

NevesJl. [HER2 and gastric carcinomas: expression pattern and
methodologies for detection]. Sdo Paulo, 2015. [Tese de Doutorado-Fundacgao

Antdnio Prudente].

Gastric carcinoma (GC) is a serious health problem and is the second leading cause
of cancer-related death in the world. In Brazil, it is the fourth most common cancer
among men and the fifth most common among women. The HER2 gene is a proto-
oncogene located on chromosome 17, encodes a transmembrane protein which
belongs to the HER family of receptors and has tyrosine kinase activity involved in
signaling pathways related to cell growth and differentiation. Alterations in HER2
gene have been associated with the development and progression of many human
cancers. In breast cancer, amplification of HER2 is observed in approximately 20%
of cases, and these treatment of these cases with trastuzumab, a monoclonal
antibody, has been quite effective. In GC, the amplification of HER2 has been
observed at a frequency of 7% to 34% of cases. This variability is associated with
the different methodologies used to evaluate the expression and / or amplification of
HER2. The results of the clinical study ToGA showed a considerable increase in
patient survival rates with advanced CG treated with trastuzumab and
chemotherapy compared those treated with chemotherapy alone. The correct
identification and selection of the cases that will benefit from this therapy is the first
and most important step to successful treatment. The aim of this study was to
evaluate the protein expression and the number of copies of the HER2 gene in 762
GC patients undergoing surgical resection at AC Camargo Cancer Center (Sao
Paulo, Brazil) using the methods of immunohistochemistry and in situ hybridization
(FISH and DDISH ) compared: different clones and manufacturers of anti-HER2
primary antibodies (4B5-Ventana clone, SP3-Neomarkers, HercepTest-DAKO);
conventional histological sections and histological sections in TMA; expression in
the primary tumor and metastases of the same patient; different scores for the
interpretation of HER2 expression (breast x gastric) and the results of the copy
number obtained through the analysis of FISH and DDISH. According to our results,
we conclude that the Herceptest antibody was the most sensitive, however there

was no difference between the antibodies related to specificity. The best material to



evaluate the expression and/or amplification of HER2 was CG which is larger area
of the tumor. The DDISH test was better than FISH in identifying amplified cases
with heterogeneous areas, and the analysis of the expression or amplification of
HER2 can be performed either in the primary tumor and in their metastases. The

HER?2 interpretation score for CG proposed by Hoffmann is the most appropriate.
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1 INTRODUGAO

11 O CANCER GASTRICO

1.1.1 Fatores de risco, diagndstico, progndstico e tratamento

A ultima estimativa mundial, segundo a Internacional Agency for
Reserach on Cancer-lARC (2012) apontou a ocorréncia de
aproximadamente 1 milhdo de casos novos de cancer de estbmago para o
ano de 2012, configurando-se como a quarta causa mais comum de cancer
em homens (631 mil casos novos) e quinta em mulheres (320 mil casos
novos). Mais de 70% destes casos acometem a populagdo dos paises em
desenvolvimento. A taxa de incidéncia é cerca de duas vezes mais alta no
sexo masculino do que no feminino (Ministério da Saude 2014) sendo a
segunda causa de morte por cancer no mundo (DANIEL et al. 2005).

No Brasil, € o quarto tipo de cancer mais comum entre os homens,
sendo estimados, para 2014, 12.870 novos casos e 0 quinto mais comum
entre as mulheres, com estimativa de 7.520 novos casos. Estes valores
correspondem a um risco estimado de 13,19 casos novos a cada 100 mil
homens e 7,41 para cada 100 mil mulheres (Ministério da Saude 2014).

A infecgao pelo Helicobacter pylori (H. pylori) e os fatores associados
aos habitos alimentares sdo as principais causas associadas a etiologia do
cancer gastrico (CREW e NEUGUT 2006). Paises com altas taxas de

incidéncia de cancer gastrico apresentam altos indices de infec¢do pelo H.



pylori e o declinio da incidéncia destas neoplasias observada nos paises
desenvolvidos esta diretamente associado a queda da incidéncia do H. pylori
(PARSONNET 1995). A infecgao pelo H pylori, estimada atualmente em trés
a quatro bilhdes de pessoas no mundo, € a causa mais comum de gastrite
ativa crénica. Os resultados de varias meta-analises concluiram que a
infeccao pelo H pylori esta associada ao aumento de duas vezes no risco de
desenvolvimento do cancer gastrico (ESLICK 2006). No modelo de
carcinogénese gastrica proposto por CORREA (1996), a infeccéo pelo H.
pylori da inicio a uma sequéncia progressiva de lesdes na mucosa gastrica
que se inicia na mucosa normal, seguida de gastrite crénica, gastrite
atrofica, metaplasia intestinal, displasia, e finalmente carcinoma (CORREA
1996). Neste modelo, a infecgédo pelo H. pylori durante a infancia € um fator
que ira distinguir populagdes de alto e baixo risco para o desenvolvimento do
cancer gastrico. Varios autores tém demonstrado o papel da infeccéo pelo
H. Pylori na gastrite crénica como um fator de aumento de risco para o
cancer gastrico (PARSONNETT et al. 1991; TALLEY et al. 1991). A
identificacédo do H. pylori como fator de risco para o desenvolvimento do
cancer gastrico tem estimulado varias pesquisas sobre o mecanismo pelo
qual o H. pylori induz esta carcinogénese. A combinacdo da viruléncia
bacteriana, permissividade ambiental e a susceptibilidade genética do
hospedeiro sao considerados os principais fatores para o desenvolvimento
do cancer gastrico a partir da infecgéo pelo H. pylori. O H. pylori tem sido
apontado como o ativador de uma cascata de eventos que promovem a

progressao sequencial do epitélio gastrico normal através de gastrites



atroficas, metaplasia intestinal, displasia e carcinoma (HOFMAN et al. 2004;
KIM et al. 2011b).

Além da infecgao pelo H. pylori, associagdes com fatores ambientais
e dietéticos como o consumo de alimentos ricos em sal, defumados ou crus,
a exposicdo da mucosa gastrica a nitrosaminas, e o baixo consumo de frutas
frescas e vegetais aumentam o risco de cancer gastrico (LEE et al. 2003).

Apesar de ser a segunda causa de morte por cancer no mundo em
ambos 0s sexos, as taxas de incidéncia apresentam quedas substanciais na
maioria dos paises. Esse declinio esta relacionado a diversos fatores
ambientais e alimentares como o uso de refrigeradores para melhor
conservacao alimentar, permitindo maior disponibilidade e consumo de
alimentos frescos, como frutas e hortalicas (legumes e verduras), reduzindo
assim a necessidade do uso de sal, particularmente para os alimentos
conservados no sal. (BERTUCCIO et al. 2009). Outro determinante para a
diminuicao das taxas de incidéncia € a reducdo da prevaléncia de infecgao
pela bactéria H. pylori, além das melhorias no saneamento basico e
mudancgas no estilo de vida da populagédo (CHEN et al. 2007; TKACHENKO
et al. 2007).

Estudos prospectivos tém demonstrado uma significante relagao entre
o habito de fumar e o cancer gastrico com um risco relativo 3 x maior de
fumantes em desenvolver cancer gastrico (KOIZUMI et al. 2004). A
obesidade também tem sido considerada como fator de risco para o
desenvolvimento dos carcinomas gastricos principalmente os localizados na

regido cardica. O refluxo gastro-esofagico associado a obesidade esta



associado ao desenvolvimento do eséfago de Barrett, lesdo precursora dos
adenocarcinomas de es6fago e da jungado gastro-esofagica (JGE) (ISHAQ e
JANKOWSKI 2001). Outros fatores menos comuns relacionados a
epidemiologia do cancer gastrico incluem radiagéo, anemia perniciosa, tipo
sanguineo A, cirurgias gastricas prévias e infecgdo pelo virus do Epstein
Barr (KORIYAMA et al. 2004).

A historia familiar positiva para cancer gastrico também é um fator de
risco importante, principalmente associada a sindromes genéticas como nos
casos de Cancer de Colon Hereditario Nao-Polipose (HNPCC) e Sindrome
de Li-Fraumeni (LA VECCHIA et al. 1992).

Aproximadamente 95% dos tumores gastricos sao classificados
histologicamente como  adenocarcinomas. Diversas classificacbes
histolégicas para os carcinomas gastricos tém sido propostas, sendo a
classificagdo de Lauren a mais utilizada (LAUREN 1965). Nesta
classificagdo, os carcinomas gastricos sao subdivididos em dois principais
tipos: 1) glandulares ou tipo intestinal e 2) pouco diferenciados ou tipo
difuso. O tipo intestinal estd associado a gastrite atréfica e metaplasia
intestinal, enquanto que o tipo difuso usualmente tem origem em
pangastrites ndo atréficas. Esta classificacdo foi modificada e um terceiro
tipo, misto ou inclassificavel foi adicionado.

Pacientes com cancer gastrico avangado (estadio |V) apresentam
prognéstico sombrio, com taxas de sobrevida média global de 10 meses e
em 5 anos em torno de 11%, mesmo apos tratamento cirurgico e

quimioterapico (DIMITRIOS 2010).



O tratamento dos carcinomas gastricos € eminentemente cirurgico,
sendo o tipo de cirurgia realizada relevante para a sobrevida (CHO et al.
2007). A ressecgao cirurgica completa do tumor representa a maior chance
de cura, mas aproximadamente 80% dos pacientes com margens cirurgicas
adequadas terao recorréncia tumoral com morte associada. Muitos casos de
cancer gastrico continuam sendo diagnosticados em estadios clinicos
avancgados, estando estes associados a frequentes recorréncias apos a
ressecgcao cirurgica. Nos ultimos anos, com o objetivo de melhorar o
prognoéstico destes pacientes, esquemas de tratamentos quimioterapicos ou
radioterapicos pré, peri ou pés cirurgicos tem sido propostos. O uso da
quimioterapia pods-cirdrgica (ou adjuvante) tem mostrado aumento
significativo nas taxas de sobrevida dos pacientes apdés a resseccgao
cirGrgica nos paises da Asia (SAKURAMOTO et al. 2007; SASAKO et al.
2010). O tratamento radio-quimioterapico adjuvante tem sido utilizado na
América do Norte (WILKE et al. 1989; D’UGO et al. 2009) e a quimioterapia
peri-operatéria, ou seja, durante o procedimento cirurgico, tem sido
considerada como um dos tratamentos de escolha na Europa
(CUNNINGHAM et al. 2006; CHO et al. 2012). Os resultados do estudo
clinico Medical Research Council Adjvant Gastric Infusional Chemotherapy
(MAGIC), demonstraram um aumento significativo nas taxas de sobrevida
global e livre de doenga no grupo de pacientes que recebeu tratamento
quimioterapico peri-operatorio com epirubicin, cisplatin e fluorouracil (ECF),
em relagdo ao grupo que realizou somente a cirurgia. Algumas limitacoes

desse estudo é que somente 42% dos pacientes do grupo tratado com



quimioterapia pré-operatéria completaram todos os protocolos do tratamento
e 34% dos pacientes que completaram o tratamento em ambos os grupos
nao fizeram a quimioterapia pos operatéria devido a progresséao precoce da
doenca, a pedido dos pacientes ou por complicacbes poés-operatorias
(CUNNINGHAM et al. 2006).

Contudo, mais estudos ainda sao necessarios para determinar o
impacto do uso das terapias adjuvantes, neoadjuvantes ou peri-operatorias
no progndstico dos pacientes com cancer do estbmago.

As respostas clinicas aos tratamentos complementares ao cirurgico
dependem da selecdo adequada das terapias a serem utilizadas bem como
da identificacdo dos pacientes que mais se beneficiardo com o uso destas
terapias. Alguns parametros histolégicos como a localizagdo do tumor e o
subtipo histoldgico tém sido usados na selegao destes pacientes, mas outros
parametros sdo necessarios para a determinacdo do uso diferenciado e
individualizado dos tratamentos neoadjuvantes e adjuvantes no tratamento

do cancer gastrico (SCHULMACHER et al. 2013).

1.1.2 HER2 (Human epidermal growth factor receptor-2)

A carcinogénese gastrica € um processo multifatorial e de multiplos
passos, durante os quais diversas alteragdes genéticas e epigenéticas estao
envolvidas. Estas alteragbes envolvem principalmente os oncogenes, genes
supressores de tumores, genes de reparo de DNA, reguladores do ciclo
celular e moléculas de sinalizagdo. O numero de alteragbes genéticas

identificadas nos carcinomas gastricos esta expandindo rapidamente (WU et



al. 2010; YAMASHITA et al. 2011). Uma das principais vias moleculares
associadas ao desenvolvimento e progressao dos carcinomas gastricos séo
as vias dos fatores de crescimento epidérmico e seus receptores (YASUI et
al. 2005).

A familia do receptor do fator de crescimento epidérmico humano
(HER) consiste de quatro membros: ErbB1 (HER1) ou receptor do fator de
crescimento epidérmico [EGFR); ErbB2 (HER2, c-erbB2 ou Her2/neu);
ErbB3 (HER3) e ErbB4 (HER4). Todos apresentam uma estrutura comum,
com dominio de ligagao extracelular, regido transmembrana e um dominio
intracelular com fungado tirosina quinase e uma regido carboxi-terminal
(OLAYIONE et al. 2000).

O gene HER2 é um proto-oncogene localizado no cromossomo 17.
Este gene codifica uma proteina de receptor transmembrana com fungéo de
tirosina quinase de 185kDa. Para sua ativacdo forma homo e heterodimeros
com os outros membros da familia HER, estimulando a sinalizacdo de vias
da proliferagao celular, diferenciagdo, sobrevivéncia celular e angiogénese
(ROSS et al. 2009).

Alteracdes do gene HER2 tém sido associadas ao desenvolvimento e
progressao de varias neoplasias humanas (HETZEL et al. 1992,
HIRASHIMA et al. 2001; HYNES e LANE 2005). Nos carcinomas de mama,
a amplificacdo de HER2 é encontrada em cerca de 20% dos casos e o
tratamento destes casos com Trastuzumabe, um anticorpo monoclonal, tem
sido bastante efetivo (KAPTAIN et al. 2001; TRIPATH et al. 2004). Embora,

o tratamento com Trastuzumabe seja aprovado pelo Food and Drug



Administration (FDA) somente para o tratamento do cancer de mama e
estdmago, ha varios estudos que mostram resposta clinica satisfatéria dos
pacientes com tumores de outras localizagdes (glioblastomas, cancer de
endométrioe ovario) que também mostraram amplificacdo e/ou
superexpressdao de HER2. (FREDERICK et al. 2000; JEWELL et al. 2006).
Nos carcinomas gastricos, a amplificagdo de HER2 tem sido encontrada
numa frequéncia variavel de 7 a 34% dos casos (TAKEHANA et al. 2002;
HOFMANN et al. 2008). Esta variabilidade € decorrente principalmente das
diferentes metodologias utilizadas para a pesquisa da expressdao e/ou
amplificacdo do HER2 (ALLGAYER et al. 2000; TAKEHANA et al. 2002;
GARCIA et al. 2003). A superexpressao de HER2 nos carcinomas gastricos,
semelhante ao observado nos carcinomas da mama, tem sido associada a
pior sobrevida dos pacientes (ALLGAYER et al. 2000; SHINOHARA et al.
2002; BEGNAMI et al. 2011). Baseados nestes achados, a associagdo do
tratamento quimioterapico (capecitabine ou 5-fluorouracil e cisplatin) e
Trastuzumabe tem sido apontada como uma terapia alternativa para os
pacientes com cancer gastrico avangado. Dados do estudo clinico
Trastuzumab for Gastric Cancer (ToGA), (BANG et al. 2010) protocolo
BO18255, demonstraram que pacientes com carcinomas gastricos com
amplificacdo de HER2 e que fizeram uso deste esquema terapéutico
apresentaram significante redu¢do do tamanho tumoral, diminuigdo das
metastases abdominais e maiores taxas de sobrevida global e livre de
doencga (BILOUS et al. 2010). O ToGA é um estudo clinico de fase lII,

multicéntrico, envolvendo 24 centros de varios paises, que avaliou o uso do



Trastuzumabe em associacdo a quimioterapia de primeira linha em
pacientes com carcinomas gastricos ou de jungédo gastro-esofagica (JGE)
avancados com superexpressao de HER2. As 3665 amostras de carcinomas
gastricos ou de JGE foram testadas para pesquisa de HER2 utilizando
reagdes de imuno-histoquimica e hibridizacao in situ fluorescente (FISH). A
positividade para HER2 nos carcinomas gastricos definida pelo ToGA foi a
expressao imuno-histoquimica classificada como 3+ e/ou amplificacdo pelo
FISH+ (razdo HER2/cromossomo 17 > 2,0). Com base nesses achados,
algumas agéncias de Saude como a Agéncia de Medicina Européia (EMA)
recomenda que todos os pacientes com cancer gastrico sejam testados para
HER2 no inicio do diagnéstico. De acordo com licenga da EMA, pacientes
com carcinoma gastrico metastatico HER2 positivo, ou seja, aqueles com
imuno-histoquimica 3+ ou imuno-histoquimica 2+ com FISH+ ou Silver-
enhanced in situ hybridization (SISH) positivo, sdo elegiveis para terapia
com Trastuzumabe (Herceptin EU SmPC 2010).

O tratamento com anticorpo monoclonal como o Trastuzumabe nao
deve ser usado de forma abrangente, uma vez que pode apresentar efeitos
colaterais indesejaveis além do custo financeiro elevado, portanto a pré-
selecdo dos pacientes que realmente terdo algum beneficio com o uso desta

terapéutica deve ser criteriosa.
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1.1.3 Métodos de avaliagao para detecg¢ao de HER2
A Imuno-histoquimica

A técnica de imuno-histoquimica (IHC) é utilizada para localizagédo de
antigenos em cortes de tecidos congelados ou fixados em formalina e
emblocados em parafina através do uso de anticorpos especificos. Esta
interacdo Antigeno/Anticorpo pode ser visualizada pela marcagdao de
corantes fluorescentes, enzimas, elementos radioativos entre outros.

Nas ultimas décadas, melhorias na técnica de imuno-histoquimica,
tais como desenvolvimento de sistemas de deteccdo mais sensiveis e
métodos de recuperagdo antigénica mais eficaz, permitiram que esse
método fosse amplamente utilizado. As principais indicacbes do uso da
imuno-histoquimica sdo: no diagnéstico diferencial de neoplasias malignas,
na caracterizagao do sitio primario de metastases, na imunofenotipagem de
linfomas, na determinacdo de fatores progndsticos e preditivos de
neoplasias malignas e nas pesquisas de agentes infecciosos
(RABENHORST e BACCHI 1995; VASSALLO et al. 2004; NEVES 2005).

Dentre as vantagens do uso da técnica de imuno-histoquimica,
destacam-se a facilidade, rapidez e baixo custo, viabilizando a realizagao
desta técnica na maioria dos laboratérios de patologia. Além destes
aspectos técnicos, a técnica de imuno-histoquimica apresenta uma
excelente preservacao morfolégica do tecido e permite o armazenamento
das laminas por periodos longos possibilitando reavaliagdes futuras. As
desvantagens desta técnica relacionam-se a variagcdo nos protocolos

utilizados em diferentes laboratorios, falta de padronizacdo nas fases pré-
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analiticas e pos analiticas e a métodos de interpretacdao de resultados

subjetivos.

B Hibridizagao in situ

A hibridizacdo in situ (ISH) é uma técnica baseada na deteccao de
pequenos segmentos de acido desoxirribonucleico (DNA) ou acido
ribonucleico (RNA) a partir de sondas especificas. As sondas sao
sequéncias de nucleotideos complementares desenvolvidas a partir de
segmentos conhecidos do DNA ou RNA que se deseja identificar.

Para visualizagdao do complexo envolvendo as moléculas de DNA ou
RNA em estudo, as sondas podem ser associadas a moléculas: radioativas;
fluorescentes (FISH); enzimas biotiniladas (CISH) ou com precipitagdo pela

prata (SISH).

C FISH (Fluorescence in situ hybridization)

E a técnica de citogenética molecular mais comumente utilizada.
Emprega sondas de acidos nucléicos marcadas com substancias
fluorescentes para detectar anomalias cromossémicas, como microdelecgdes,
amplificagdes e rearranjos cromossémicos complexos.

As vantagens desta técnica estao relacionadas a rapidez, alta eficacia
de deteccdo, sensibilidade e especificidades elevadas, além da menor
suscetibilidade a fatores pré e pods-analiticos em comparacdo a Imuno-

histoquimica.
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O escore de interpretagdo € mais quantitativo do que os métodos de
avalicdo usados na imuno-histoquimica, e identifica tumores com
amplificagdo de acordo com o numero de copias do gene.

Algumas desvantagens desta técnica referem-se a restricdo de
sondas comercialmente disponiveis, alto custo em relacdo a imuno-
histoquimica, perda de sinal da sonda ao longo do tempo, dificuldade na
identificacdo das areas de carcinoma invasivo, pouca quantidade de
patologistas e tecnologistas treinados para interpretacdo, e a necessidade
da utilizacdo de microscopio de fluorescéncia e um sistema de analise de

imagem.

D CISH (Chromogenic in situ hybridization)

Técnica que utiliza sondas especificas de pequenos segmentos de
DNA ou RNA para detectar alteracbes cromossdmicas na qual a sonda é
conjugada com enzimas como a peroxidase ou fosfatase alcalina.

As sondas com sequéncias especificas de acidos nucleicos se
hibridizam com sequéncias complementares de DNA, acido ribonucleico
mensageiro (MRNA) ou acido ribonucleico transportador ( tRNA) em tecidos,
células e preparados cromossémicos.

Dentre as vantagens, destacam-se o uso da microscopia 6ptica e
preservacdao morfolégica possibilitando a facil identificacdo das células
normais e tumorais, as reacdes sao estaveis podendo as laminas ser
armazenadas por longos periodos em temperatura ambiente, e possibilidade

de utilizacao de material fresco ou fixado e parafinado.
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A principal desvantagem esta relacionada ao fato de ser uma
tecnologia relativamente nova, e, portanto com maiores dificuldades de
realizacao e interpretacdo dos resultados devido a inexperiéncia do técnico

e/ou patologista.

E SISH (Silver-enhanced in situ hybridization)

E uma técnica de hibridizacdo in situ recentemente introduzida, que
permite 0 uso de microscopio 6ptico comum para a detecgao de sinais de
DNA, empregada principalmente para a genotipagem de neoplasias
malignas. A técnica é baseada na metalografia enzimatica e deposi¢céo de
prata metalica resultante de complexos depdsitos que sdo estaveis ao longo
do tempo permitindo que o patologista avalie o sinal com microscopios de
luz convencionais ao invés de microscoépios de fluorescéncia. A técnica de
SISH foi principalmente utilizada na avaliagcdo da presenca de amplificagao
do HER2 em pacientes com cancer de mama. A versao mais recente de
SISH, dual-color dual hapten brightfield in situ hybridization (DDISH), permite
a detecgao simultdnea de HER2 e da regidao centrémerica do cromossomo
17, incluindo uma detecgdo cromogénica pela precipitagcdo da prata e outra
com a enzima fosfatase.

Dentre as vantagens desse método, destacam-se a possibilidade
das analises automatizadas por imagem, avaliagao da expressdo do HER2 e
do cromossomo 17 na mesma lamina utilizando-se microscoépio Ooptico

convencional, armazenamento das laminas prontas por longos periodos e
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excelente preservagcdo morfologica em tecidos fixados em formol e
emblocados em parafina.

Dentre as desvantagens, destaca-se a inexperiéncia dos patologistas
e dos técnicos na realizagao da técnica e interpretacao dos resultados.

Pecas cirurgicas e amostras de biopsias endoscépicas do tumor
primario sdo consideradas aceitaveis para a avaliagao do estatus do HER2
seja por imuno-histoquimica e/ou hibridizagado in situ. A escolha do melhor
tipo de material pode variar de acordo com a regido: por exemplo, pecas
cirurgicas sdo mais comuns no Japao (embora biopsias também sejam
avaliadas (RUSCHOFF et al. 2012).

Quando bidpsias endoscépicas sao realizadas, o numero adequado
de fragmentos para que as biopsias sejam consideradas representativas
(idealmente seis a oito) do tumor é recomendado para o teste de HER2 para
que possa refletir a possivel heterogeneidade do tumor. Microarranjos de
tecidos ou Tissue microarrays (TMAs) nao sao considerados seguros para a
realizacdo do teste para HER2 na tomada de decisdes clinicas devido a
heterogeneidade natural presentes na super-expressao e amplificagcdo do
nuamero de coépias do HER2 em carcionomas gastricos, embora sua
utilizagao para fins de pesquisa tenha demonstrado vantagens importantes,
na padronizacdo com varias amostras em uma mesma lamina com um
minimo gasto de anticorpo primario (BILOUS et al. 2010).

A heterogeneidade de marcagcdo do HER2, ou seja, diferencas de
expressao observadas em areas distintas do tumor ou nas metastases

podem ser responsaveis por resultados distintos em relagdo a super-



15

expressdo proteica ou amplificagdo génica do HER2, com maior
discordancia entre os resultados de IHC e ISH.

Embora, os carcinomas da mama apresentem areas histologicamente
heterogéneas, ou seja, presenca em um mesmo tumor de areas pouco
diferenciadas, com padrao soélido e células com grau nuclear mais elevado
ao lado de areas bem diferenciadas, com formagao glandular evidente e
baixa atividade mitética, a amplificacdo do HER2 tem se mostrado bastante
homogénea. Ja foi demonstrado que a amplificagdo do HER2 nos
carcinomas da mama € um evento precoce da carcinogénese, ou seja, €
encontrado em fases precoces da progressao tumoral, explicando assim sua
homogeneidade em areas histologicamente distintas do tumor (SIMON et al.
2001). Este fato € muito importante para o tratamento dos pacientes, pois
permite que a pesquisa da amplificacdo de HER2 seja feita em qualquer
area representativa do tumor.

Nos carcinomas gastricos, este fato ja foi relatado e resultados
contraditérios tém sido encontrados na literatura. MARX et al. (2009) em um
estudo com 166 tumores primarios e 69 metastases, descreveram que a
amplificacdo de HER2 é altamente homogénea nos carcinomas gastricos.
Estes resultados foram questionados por outros autores que relataram que a
amplificacdo de HER2 é muito heterogénea nas areas distintas dos tumores
primarios e suas metastases (BILOUS et al. 2010).

Dados preliminares de nosso grupo mostraram a superexpressao de
HER2 em 12% de 482 carcinomas gastricos, através de imuno-histoquimica

e em laminas de TMA (BEGNAMI et al. 2005). Em estudo posterior
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(BEGNAMI et al. 2011), utilizando cortes convencionais de alguns casos,

nosso grupo observou uma importante diferenga de expressao de HER2 em

areas distintas de um mesmo tumor, concordando assim com a hipotese de

heterogeneidade na expressdo do HERZ2. Diante destes achados, é

inquestionavel a necessidade de uma padronizagdo na pesquisa e

interpretacdo da expressdao e amplificacdo de HER2 nos carcinomas

gastricos para que algumas perguntas possam ser respondidas:

1

Qual o material ideal a ser pesquisado: tumor primario (bidpsia
endoscopica ou pega cirurgica) e metastases?

Qual o melhor anticorpo a ser utilizado na pesquisa imuno-
histoquimica (clones, fabricantes, métodos de recuperagao
antigénica, diluigao)?

Quais os critéiros de interpretacdo dos resultados imuno-
histoquimicos que melhor se correlacionam com a amplificacdo

génica por FISH e SISH?



17

2 JUSTIFICATIVA

O desenvolvimento de terapias alvo, como por exemplo, anticorpos
monoclonais contra os receptores de fatores de crescimento e inibidores de
tirosina quinase tém sido empregados atualmente no tratamento de alguns
tipos de cancer, e representam uma possibilidade terapéutica para os
pacientes com carcinomas gastricos. A correta identificacdo e selegcao dos
pacientes que irdo se beneficiar com esta terapia sdo o primeiro e mais
importante passo para o sucesso do tratamento. Neste cenario, um estudo
abrangente, incluindo um grande numero de casos de cancer gastrico e
metodologias adequadas para a detecgcdo da superexpressdo de HER2
poderdo fornecer importantes informagdes para a selecdo mais criteriosa

dos pacientes que se beneficiardo com a terapia alvo anti-HER2.
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3 OBJETIVOS

Avaliar a superexpressao proteica e amplificacdo do gene HER2 em
carcinomas gastricos de pacientes submetidos a ressecc¢ao cirurgica no A.C.
Camargo Cancer Center utilizando métodos de imuno-histoquimica, e
hibridizagao in situ (DDISH e FISH) comparando-se:

. Diferentes clones de anticorpos primarios anti-HER2 de diferentes
fabricantes disponiveis comercialmente, Clone 4B5 (Ventana), Clone

SP3 (Neomarkers), HercepTest (DAKO).

. Cortes histolégicos convencionais e cortes histoldgicos de TMA;

. Amostras de tumor primario e amostras de metastases do mesmo
paciente;

. Diferentes escores de interpretacdo da expressao de HER2 (protocolo

de cancer de mama vs cancer gastrico) por imuno-histoquimica e os
resultados do numero de cépias obtidos das analises através de FISH

e DDISH.
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4 MATERIAL E METODOS

41 CASUISTICA

Foram utilizadas para este estudo 762 amostras de adenocarcinomas
gastricos produtos de ressecgdes cirurgicas realizadas no A.C. Camargo
Cancer Center no periodo de 1980 a 2006. Estas amostras estavam
distribuidas em 7 blocos de TMAs contendo 2 cilindros, de 1mm de
didmetro, representativos de areas histologicamente distintas das
neoplasias. Estes TMAs foram previamente montados e as laminas ja
estavam disponiveis para o estudo, pois foram utilizados em estudos
anteriores realizados no departamento de Anatomia Patologica do A.C
Camargo Cancer Center.

Para este estudo, foi adotado o seguinte critério de inclusdo: tumores
submetidos a ressecg¢do primaria com diagnostico de adenocarcinoma
gastrico confirmado pelo exame histopatolégico. Foram excluidos os casos
que foram submetidos a qualquer tipo de tratamento neoadjuvante
(quimioterapia e/ou radioterapia), histéria de cancer concomitante ou prévio
em periodo inferior a 5 anos que necessitou de quimioterapia e/ou
radioterapia, ou quando o material representativo da area tumoral nos blocos
de TMA era insuficiente para a realizagao ou interpretacédo das técnicas.

Das 762 amostras selecionadas, 620 casos foram considerados

adequados para as analises de todos os anticorpos, sendo excluidos 20%
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do total inicial das amostras. Esta frequéncia de casos excluidos ou de
perdas é esperada quando se utiliza a técnica de TMA para as analises dos
casos em conjunto. Dados da literatura tém relatado perdas de até 20% dos
casos. Estas perdas vém sendo atribuidas a problemas técnicos como
descolamento das areas durante a realizagdo das reacdes imuno-
histoquimicas ou perdas de representatividade tumoral devido ao desgaste
dos blocos relacionados as diferencas de espessura das amostras
(KONONEN et al.1998).

Das 620 amostras avaliaveis, 384 (61,9%) eram de pacientes do sexo
masculino e 236 (38,1%) eram do sexo feminino. A média de idade dos
pacientes era de 62,3 anos e mediana de 64 anos, com idade minima e
maxima de 20 e 88 anos, respectivamente. De acordo com a classificacao
histoldégica de Lauren, 342 (55,2%) carcinomas eram do tipo intestinal 224
(36,1%) do tipo difuso, 47 (7,6%) do tipo misto e 7 (1,1%) do tipo
inclassificavel. Os tumores que se localizavam no cardia eram 119 (19,2%);
no antro 258 (41,6%); no corpo 198 (31,9%) e 45 (7,3%) eram de outras
localizagdes (Tabela 1). Dos 620 casos avaliados 290 (37,1%)

apresentavam metastases regionais e/ou a distancia.
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Tabela 1 - Caracteristicas clinico-patologicas dos 620 carcinomas gastricos
estudados

Caracteristicas

Numero de casos Porcentagem
clinico-patologicas
Género Feminino 236 38,1
Masculino 384 61,9
Classificagao Intestinal 342 55,2
Histologica Difuso 224 36,1
Misto 47 7,6
Inclassificavel 7 1,1
Localizagao Cardia 119 19,2
Antro 258 41,6
Corpo 198 31,9
Outros™ 45 7,3
Total 620 100

* outras localizagbes incluem os tumores de localizagdo nao mencionada e de localizagao
difusa tipo linite plastica.

4.2 CONSTRUGAO DOS TISSUE MICROARRAYS (TMAs)

Os TMAs utilizados neste estudo ja estavam disponiveis para a

utilizagdo. A descrigao da metodologia utilizada encontra-se no Anexo 2.

4.3 IMUNO-HISTOQUIMICA

As reagdes imuno-histoquimicas foram realizadas em 2 |aminas de
cada bloco de TMA com niveis distintos de profundidade dos cortes e com
as laminas dos cortes histolégicos convencionais (cortes inteiros) dos casos
selecionados. O protocolo adotado foi o padronizado e utilizado pelo
Departamento de Anatomia Patolégica do A.C. Camargo Cancer Center e

encontra-se no Anexo 3. Para o Herceptest as reagcbes foram manuais
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seguindo as recomendacdes e protocolo do fabricante conforme Anexo 4
(Quadro 1).

Casos controles positivos e negativos foram utilizados em todas as
reacdes, sendo os controles positivos 0os casos de carcinomas mamarios
sabidamente positivos para os anticorpos pesquisados. Para os controles
negativos, substituimos os anticorpos primarios por tampao de lavagem.

Todas as reagdes foram avaliadas por um patologista (MDFSB)

experiente em cancer gastrico.

Quadro 1 - Anticorpos primarios utilizados nas reagdes imuno-
histoquimicas, clones, fabricantes, diluicbes e métodos de recuperagcao
antigénica.

Anticorpo Clone Marca Diluigao Recuperagao
antigénica
Solugao

Herceptest Policlonal DAKO Pronto para uso recuperagao

antigénica (x10)
Banho Maria
96°C — 40’

Her-2/neu 4B5 Ventana Pronto para uso CC1
(Cell Conditioninn

Solution) 95°C — 32’

c-erbB-2 SP3 Neomarkers 1/100 CC1
(Cell Conditioninn
Solution) 95°C — 32’
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A interpretacdo das reacgdes imuno-histoquimicas foi realizada em
microscopio 6ptico comum, seguindo as diretrizes propostas por HOFMANN
et al. 2008 (Quadro 2). Para a determinagdo dos resultados finais foram
consideradas as analises das 4 areas( em 2 laminas) representativas dos
tumores nos TMAs. Para casos com resultados discordantes entre as areas
analisadas (provaveis tumores heterogéneos) os resultados finais foram
aqueles com o maior escore observado em qualquer uma das areas
analisadas.

Para comparacao dos resultados das reagdes imuno-histoquimicas
em relacido aos diferentes protocolos de interpretacao utilizamos 2 sistemas
propostos para a interpretacao imuno-histoquimica de HER2:

» Diretrizes propostas por HOFMANN et al. 2008 (Quadro 2);

* Diretrizes de interpretacdo do Herceptest nos carcinomas

invasores de mama (WOLFF et al. 2013) (Quadro 3).

Quadro 2 - Escore de interpretagao imuno-histoquimica do HER2 de acordo
com as diretrizes propostas por Hofmann.

ESCORE RESULTADO PADRAO IHQ

- Negativo Auséncia de reatividade ou marcagdo de membrana em

<10% das células

Marcagao fraca de membrana/discretamente perceptivel
1+ Negativo em > 10% das células

Observadas no aumento de 40x

Marcacgao fraca a moderada, completa ou basolateral de
2+ Duvidoso membrana em > 10% das células.

Observadas no aumento de 20x

Marcagdao moderada a forte, completa ou basolateral de
3+ Positivo membrana em > 10% das células.

Observadas no aumento de 5x
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Quadro 3 - Escore de interpretagao imuno-histoquimica do HER2 de acordo
com as diretrizes do Herceptest para carcinomas mamarios invasores

ESCORE RESULTADO PADRAO IHQ

Imunocoloragdo ausente, ou coloracdo muito fraca de

0 Negativo membrana é observada em menos de ou igual a 10%

das células neoplasicas.

Imunocoloragdo fraca e parcial de membrana
1+ Negativo dificilmente perceptivel em mais de 10% das células

neoplasicas invasivas

Imunocoloragao de membrana circunferencial,
incompleta e/ou de intensidade fraca/moderada, em
2+ Duvidoso mais de 10% das células neoplasicas ou imunocoloragéo
de membrana circunferencial completa e intensa em

menos de, ou igual a 10% das células neoplasicas

" Imunocoloragédo de membrana circunferencial completa
3+ Positivo

e intensa em mais de 10% das células neoplasicas i

Os carcinomas gastricos exibem caracteristicas Unicas de
imunomarcacédo quando comparados aos carcinomas de mama, incluindo a
alta incidéncia de heterogeneidade tumoral (definida como < 30% de células
tumorais com marcagao intensa, completa e circunferencial ou somente
marcagao focal do tumor) em até 30% dos casos HER2 positivos (BILOUS
et al. 2003; HOFMANN et al. 2008).

Algumas comparacgdes e diferencas em relagdo aos carcinomas de
mama e carcinomas gastricos no que se refere a expressdao de HER2 tem
sido avaliadas e apontadas por agéncias de regulamentagcdo da saude como
a American Society of Clinical/College of American Pathologists (CAP) e

European Medicines Agency (EMA) (Tabela 2).
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Tabela 2 - Comparacéo das diferencas entre os escores para HER2 em cancer Gastrico e

cancer de mama

Cancer Gastrico

Cancer de Mama

Extensao 210% (a)
IHC 210%
(area de cut-off)
i 15-25% do tipo
30% do tipo
) ) ductal (G2/G3)
intestinal
Tipo tumoral ) i Raramente nos
15% do tipo misto
ductais G1, lobulares
5% do tipo difuso
e medulares
30% na JGE- cardia Sem associagdes
Localizacao )
15% gastricos
20 nucleos tumorais | 20 nucleos tumorais
FISH Numero de Células | (+20 nucleos R: 1.8- | (+20 nucleos R: 1.8-
2.0) 2.0)
IHC mais preditivo
que FISH. IHC como FISH e IHC testes
Selecao de . )
FISH vs IHC teste primario. (b) igualmente
pacientes »
FISH somente nos preditivos

casos |HC 2+

(a) De acordo com American Society of Clinical/College of American Pathologists;

(b) De acordo EMA

4.4 HIBRIDIZAGAO IN SITU

4.4.1 Hibridizagao in situ por fluorescéncia: FISH

As reacgdes de hibridizag&o in situ por fluorescéncia (FISH) seguiram

as recomendagbes do fabricante da sonda, utilizando o protocolo do

Departamento de Anatomia Patologica do Hospital A.C. Camargo.

As reagbes de FISH foram realizadas exclusivamente em cortes

histolégicos convencionais (cortes inteiros). O protocolo utilizado encontra-

se no Anexo 4.
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A leitura das laminas foi realizada em microscopico optico trinocular
com fluorescéncia de merctrio (OLYMPUS® BX41-FL-IIl), equipado com
objetiva de imersdo e com filtros adequados. As imagens obtidas foram
capturadas com camera digital colorida refrigerada (5.1 megapixel) acoplada
ao microscopio, usando o programa para analise de imagem Image Pro Plus
versao 6.0 (OLYMPUS®) com a avaliacdo de pelo menos 30 nucleos por
caso, sendo considerada amplificagdo génica se a média da razdo entre o
numero de sinais correspondentes ao locus cromossOmico de interesse
(espectro Orange) e ao locus de referéncia (espectro green) > 2 (BEGNAMI

et al. 2011).

4.4.2 Hibridizagao in situ cromogénica: Dual ISH (DDISH)

A hibridizacao in situ dual ISH (DDISH), foi realizada no equipamento
Benchmart XT (Ventana) de acordo com as recomendacgdes do fabricante e
do protocolo pré-estabelecido no Departamento de Anatomia Patoldégica do
A. C. Camargo Cancer Center em todas as laminas dos cortes de TMA e em
134 cortes convencionais.

A técnica DDISH consiste em duas reagdes de hibridizagao in situ
sequenciais que estao disponiveis no Anexo 5.

O resultado de DDISH ¢é considerado positivo se a razao
HER2/CEP17 for maior ou igual a 2,0 ou se a razdo HER2/CEP17 for menor
que 2,0 com contagem de sinais de HER2 maior ou igual a 6,0. O resultado
DDISH é considerado duvidoso se a razao HER2/CEP17 for menor que 2,0

com contagem de sinais de HER2 maior ou igual a 4,0 e menor que 6,0. O
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resultado de DDISH é considerado negativo se a razao HER2/CEP17 for
menor que 2,0 com contagem de sinais de HER2 menor que 4,0 (WOLFF et

al. 2013).
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4.5 FLUXOGRAMA DA CASUISTICA

762 CG

TMA( 7 Blocos)

42 casos excluidos

Falta de material

620 casos

. DDISH
selecionados

TMA TMA (620)

IHC

Corte convencional

(TMA-620)
345 casos

Herceptest SP3 4B5 IHC( 4B5)

(DAKO) (Neomarkers) (Ventana) 345 casos

134 casos

216 Casos 216 casos escores : 1+2+, 3+

. Sistema escore
Sistema escore

gastro
mama
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5 ANALISES ESTATISTICAS

A caracterizacdo da populagcdo do estudo foi realizada por meio da
estatistica descritiva (frequéncias absolutas, frequéncias relativas, tabelas
de frequéncia e tabelas de contingéncia). Calculou-se o indice kappa
ponderado e os respectivos intervalos de confianga de 95%) para a anadlise
de concordancia entre escores imuno-histoquimicos dos anticorpos
estudados (SP3, 4B5 e Herceptest), entre os métodos de hibridizagdo in situ
(DDISH e FISH) e entre os sistemas de classificagao de escores (Herceptest
para cancer de mama e protocolo de Hofmann para cancer gastrico). Para a
analise de acuracia dos métodos imuno-histoquimicos adotou-se o resultado
de DDISH como o padrao-ouro. Nesta analise, foram calculadas os
seguintes parametros (e os respectivos intervalos de confiangca de 95%):
sensibilidade, especificidade, valores preditivos (negativo e positivo) e area
sob a curva Receiver Operating Characteristics (ROC). Diversos pontos de
corte da expressao imuno-histoquimica foram testados a fim de realizar esta
analise.

Os Valores de Kappa (K) foram interpretados de acordo com

ALTMAN (1991), sendo os valores adotados detalhados no Quadro 4.

Quadro 4 - Valor de Kappa

Valor de K Concordancia
<0.20 Pobre
0.21-0.40 Regular
0.41-0.60 Moderada
0.61-0.80 Boa
0.81-1.00 Muito boa
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6 RESULTADOS

6.1 RESULTADOS DAS REAGOES IMUNO-HISTOQUIMICAS
PARA EXPRESSAO DE HER2 NOS CARCINOMAS GASTRICOS
REALIZADAS NOS CORTES DE TMA UTILIZANDO ANTICORPOS

COMERCIALMENTE DISPONIVEIS COM DIFERENTES CLONES

Do total de 620 casos dispostos nos TMAs, 619 foram analisados
utilizando-se o anticorpo SP3, 618 com o anticorpo 4B5 e 619 foram
analisados com o Herceptest.

As andlises das reagcbes imuno-histoquimicas dos tumores
representados nos TMAs mostraram que a grande maioria dos casos, foram
classificados como escore 0. Utilizando-se o anticorpo SP3, 367 ( 59,2%)
casos foram classificados como escore 0, para o anticorpo 4B5 foram 543
(87,6%) e para o Herceptest 536 (86,5%) casos. Notamos que as
porcentagens de casos classificados com o escore 0 foram muito
semelhantes para os anticorpos 4B5 e Herceptest (87,6% e 86,6%,
respectivamente), sendo esta frequéncia muito menor nos resultados obtidos
com o uso do anticorpo SP3 (59,2%).

Em relagdo aos resultados do escore 1, observamos que 177 (28,5%)
dos casos corados com o SP3, 38 (6,1%) dos casos com o0 4B5, e 34 (5,5%)
dos casos corados pelo Herceptest, foram classificados com este escore.

Notamos novamente que os resultados dos anticorpos 4B5 e Herceptest
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(6,1% e 5,5%, respectivamente) foram muito semelhantes enquanto que a
frequéncia dos casos classificados como escore 1 para o anticorpo SP3 foi
maior (28,5%).

A recomendacao de interpretacdo da imuno-histoquimica para HER2
nos tumores gastricos para a selecdo de pacientes para o uso de
Trastuzumabe agrupa os casos classificados com o escore 0 e escore 1 em
um mesmo grupo nomeado “casos negativos para expressao de HER2”,
sendo estes pacientes ilegiveis para este tratamento, uma vez que néao teréo
beneficio clinico com o uso da droga (BANG et al. 2010). Agrupando-se os
casos com escores 0 e 1 (casos considerados negativos para
superexpressdo de HER2), encontramos 544 (87,9%) casos corados pelo
SP3, 581 (94%) casos corados pelo 4B5 e 570 (92,1%) casos marcados
pelo Herceptest. Embora tenhamos observado maior diferenca nas
porcentagens das analises individuais dos escores 0 e 1 com o uso do SP3
em relagao aos resultados dos anticorpos 4B5 e Herceptest, esta diferenca é
menor quando fazemos as analises dos escores agrupados (87,9% vs 94%
vs 92,1%).

Com relagao aos casos classificados com o escore 2, notamos que
50 (8,1%) dos casos corados pelo SP3 foram classificados com este escore.
Estas porcentagens foram de 3,5% (22) e de 3,2% (20) com o uso do 4B5 e
Herceptest, respectivamente. Este grupo de pacientes € denominado como
equivoco ou duvidoso para a expressao de HER2 e devem obrigatoriamente
ser testados por hibridizacdo in situ. O resultado final sera dado pela

presenca ou ndo da amplificagdo génica. No nosso estudo, observamos que
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as porcentagens dos casos com escore 2 corados com o 4B5 e Herceptest
foram muito semelhantes (3,5% e 3,2%, respectivamente) e a porcentagem
de casos equivocos corados pelo SP3 foi maior (8,1%). Por fim, os casos
classificados como escore 3, corresponderam a minoria dos casos para
todos os anticorpos pesquisados. Somente 25 (4%) dos casos corados pelo
SP3 foram classificados como escore 3, estes corresponderam a 15 (2,4%)
casos corados pelo 4B5 e a 29 (4,7%) dos casos corados pelo Herceptest.
Este é o grupo de pacientes que apresentam maior beneficio clinico
com o uso do Trastuzumabe e sao classificados como positivos ou super-
expressores de HER2 (BANG et al. 2010). Diferente do observado para os
outros escores, notamos que a frequéncia de casos com escore 3 foi muito
semelhante com o uso do SP3 e Herceptest (4% e 4,7%) e menor (2,4%)

com o uso do 4B5. (Tabela 3 e Figura 1)

Tabela 3 - Resultados das reagdes imuno-histoquimicas para pesquisa da
expressdo de HER2 nos carcinomas gastrico distribuidos em escores com
nuamero total e porcentagem de casos de acordo com os anticorpos
utilizados.

Anticorpos SP3 4B5 Herceptest

(Clones, Marcas) (Neomarkers) (Ventana) (Dako)

Escore O 367 543 536
(59,2%) (87,6%) (86,5%)

Escore 1 177 38 34
(28,5%) (6,1%) (5,5%)

Escore 2 50 22 20
(8,1%) (3,5%) (3,2%)

Escore 3 25 15 29
(4%) (2,4%) (4,7%)

Total 619 618 619

(100%) (100%) (100%)
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Figura 1 - Carcinomas gastricos corados com diferentes anticorpos anti-

HERZ2 por imuno-histoquimica. A: Carcinoma gastrico escore 0 corado pelo anticorpo

SP3, aumento original 20x; B: Carcinoma gastrico escore 1 corado pelo anticorpo 4B5,
aumento original 20x; C: Carcinoma gastrico escore 2 corado pelo anticorpo Herceptest,
aumento original 20x; D: Carcinoma gastrico escore 3 corado pelo anticorpo 4B5, aumento

original 40x.

6.1.1 Resultados comparativos das expressdes imuno-histoquimicas
de HER2 nos carcinomas gastricos utilizando os anticorpos SP3 e 4B5
Nas analises comparativas entre os resultados obtidos com os

diferentes anticorpos pesquisados para pesquisa de expressao de HER2
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nos carcinomas gastricos, observamos que ha diferenca estatisticamente
significativa entre os resultados obtidos com o uso dos anticorpos SP3 e 4B5
(p<0.001). Observamos que, dentre os casos classificados com o escore 0
utilizando-se o anticorpo 4B5, 2 deles foram classificados com o escore 3
com o uso do anticorpo SP3. As amostras eram representativas das
mesmas areas tumorais, ou seja, ndo eram areas distintas, portanto a
discordancia destes resultados pode ser atribuida ao uso de diferentes
anticorpos. Estes resultados discordantes, portanto, podem representar
resultados falso-positivos ou falso—negativos de acordo com o anticorpo

utilizado (Tabela 4).

Tabela 4 - Correlagéo entre os casos de carcinomas gastricos corados com
os anticorpos SP3 e 4B5 por imuno-histoquimica e os escores de
interpretacao.

SP3
4B5 Escore 0 Escore 1 Escore 2 Escore 3 Total
Escore 0 348 162 31 2 543
(87,9%)
Escore 1 15 12 9 2 38
(6,1%)
Escore 2 3 3 7 9 22
(3,6%)
Escore 3 0 0 3 12 15
(2,4%)
Total 366 177 50 25 618
(59,2%) (28,7%) (8,1%) (4,0%) (100%)
P<0.001

Observamos que o0 escore com maior numero de casos concordantes
€ o0 escore 0. Por outro lado, os escores com maior discordancia, foram os
escores 1 e 2. A frequéncia de casos concordantes classificados como

escore 3 foi de 48% para cada anticorpo utilizado. (Tabela 5)
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Tabela 5 - Numero de casos de carcinomas gastricos com resultados
concordantes e discordantes de acordo com os escores de interpretagao
com o uso dos anticorpos SP3 e 4B5 por imuno-histoquimica.

Escores de No de casos No de casos Total
interpretagao concordantes (%) discordantes (%)
Escore 0 348 (95%) 18 (5%) 366
Escore 1 12 (6,8%) 165 (93,2%) 177
Escore 2 7 (14%) 43(86%) 50
Escore 3 12 (48%) 13(52%) 25
Total 379 239 618
(61,3%) (38,7%) (100%)

6.1.2 Resultados comparativos das expressoes imuno-histoquimicas
de HER2 nos carcinomas gastricos utilizando os anticorpos SP3 e
Herceptest

Quando comparamos os resultados obtidos com o uso dos anticorpos
SP3 e Herceptest para pesquisa de expressao de HER2 nos carcinomas
gastricos, observamos que os casos classificados com escore 0 também
foram os mais frequentemente concordantes e os escores 1 e 2 foram os
mais discordantes. Diferente do que observamos na comparagdo dos
resultados com os anticorpos SP3 e 4B5, a frequéncia de casos
concordantes com os anticorpos SP3 e Herceptest em relacdo ao escore 3

foi elevada (Tabelas 6 e 7).
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Tabela 6 - Correlagao entre os casos de carcinomas gastricos corados com
os anticorpos SP3 e Herceptest por imuno-histoquimica e os escores de
interpretacao.

367 177 50 25 619 (100%)
(59,3%) (28,6%) (8,1%) (4,0%)

Tabela 7 - Numero de casos de carcinomas gastricos com resultados
concordantes e discordantes de acordo com os escores de interpretagao
com o uso dos anticorpos SP3 e Herceptest.

17(50%) 17(50%)

19 (65,5%) 10(34,5%)
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6.1.3 Resultados comparativos das expressdoes imuno-histoquimicas
de HER2 nos carcinomas gastricos utilizando os anticorpos 4B5 e
Herceptest

Quando comparamos os resultados dos casos de carcinomas gastricos
corados com os anticorpos 4B5 e Herceptest por imuno-histoquimica,
observamos resultados muito semelhantes com o0s outros grupos ja
descritos, porém nestes grupos encontramos o maior indice total de casos

concordantes entre os escores 85,3% (Tabelas 8 e 9).

Tabela 8 - Correlacdo entre os casos corados com os anticorpos 4B5 e
Herceptest e os escores de interpretacao.

Herceptest
4B5 Escore 0 Escore 1 Escore 2 Escore 3 Total
Escore 0 502 29 9 3 543
(87,9%)
Escore 1 28 4 5 1 38
(6,1%)
Escore 2 5 1 6 10 22
(3,6%)
Escore 3 0 0 0 15 15
(2,4%)
Total 535 34 20 29 618

(86,6%) (5,5%) (3,2%) (4,7%) (100%)
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Tabela 9 - Numero de casos de carcinomas gastricos com resultados
concordantes e discordantes de acordo com os escores de interpretagao
com o uso dos anticorpos 4B5 e Herceptest.

Escores de No de casos No de casos Total
interpretagao concordantes (%) discordantes (%)
Escore 0 502 (92,4%) 41(7,6%) 543
Escore 1 4 (10,5%) 34 (89,5%) 38
Escore 2 6 (27,3%) 16 (72,7%) 22
Escore 3 15 (51,7%) 14 (48,3%) 29
Total 527 91 618
(85,3%) (14,7%) (100%)

6.2 RESULTADOS COMPARATIVOS DAS EXPRESSOES IMUNO-
HISTOQUIMICAS DE HER2 UTILIZANDO O ANTICORPO 4B5 NAS
AMOSTRAS DE CARCINOMAS GASTRICOS DISPOSTO EM TMAS

E EM CORTES CONVENCIONAIS

Utilizando-se o0s mesmos critérios de interpretacdo da imuno-
histoquimica para HER2 nos carcinomas gastricos que foram utilizados nas
laminas de TMA, fizemos as analises dos cortes convencionais e
classificamos: 230 casos com o escore 0; 45 casos com o escore 1; 38

casos com o escore 2 e 32 casos com o escore 3 (Figura 2) (Tabela 10).



Figura 2 - Corte convencional de carcinoma gastrico corado com 4B5 por

imuno-histoquimica, mostrando areas de marcagao heterogénea. A) Area
proxima ao cilindro retirado para o TMA, mostrando auséncia de marcagao (escore 0)
aumento original 20x; B) Area nZo representada no TMA mostrando marcagéo forte de

membrana nas células neoplasicas (escore 3), aumento original 40x.
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Tabela 10 - Correlacéo entre os casos de carcinomas gastricos corados por
imuno-histoquimica com o anticorpo 4B5 em cortes convencionais e em
TMAs.

4B5 (CORTE INTEIRO)

4B5 (TMA) Escore 0 Escore 1 Escore 2 Escore 3 Total
Escore 0 221 34 19 8 282
(81,7%)
Escore 1 6 9 11 3 29
(8,4%)
Escore 2 3 2 8 8 21
(6,1%)
Escore 3 0 0 0 13 13
(3,8%)
Total 230 45 38 32 345 (100%)
(66,7%) (13%) (11%) (9,3%)

As analises comparativas entre os resultados de HER2 por imuno-
histoquimica obtidos nos cortes convencionais e em cortes de TMA foram
realizadas em 345 casos. Observamos que a maioria dos casos
classificados com o escore 0 foram concordantes (96%). Nos cortes
convencionais 230 casos foram classificados com o escore 0 e 221
mostraram este escore nos cortes de TMA. Notamos que, 45 casos foram
classificados com o escore 1 nos cortes convencionais € em 29 nos casos
de TMAs, sendo somente 20% dos casos concordantes neste escore. Em
relacdo aos resultados do escore 2, observamos que 38 casos dos cortes
convencionais foram classificados com este escore, enquanto que no TMA
foram 21 casos, sendo 8 (21%) casos concordantes. Nos cortes
convencionais 32 casos foram classificados como escore 3 e no TMA
somente 13 casos receberam este escore, mostrando uma concordancia de

40.6% entre os casos (Tabela 11).
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Tabela 11 - Numero de casos de carcinomas gastricos com resultados
concordantes e discordantes de acordo com os escores de interpretagao
com o uso dos anticorpos 4B5 por imuno-histoquimica em cortes inteiros e
em cortes de TMA

Escores de No de casos No de casos -
interpretagcao concordantes (%) discordantes (%)
Escore 0 221 (96%) 9 (4%) 230
Escore 1 9 (20%) 36 (80%) 45
Escore 2 8 (21%) 30 (79%) 38
Escore 3 13 (40,6%) 19 (59,4%) 32
Total 251(72,7%) 94(27,3%) 345 (100%)

6.3 CONCORDANCIA DAS EXPRESSOES DOS MARCADORES

IMUNOISTOQUIMICOS

As taxas de concordancia entre os resultados das reacdes imuno-
histoquimicas realizadas com os anticorpos SP3 e 4B5 nos cortes de TMA
foi de 0.31 (IC95% 0.24-0.39) e para os anticorpos SP3 e HercepTest foi de
0.40 (1C95% 0.33 -0.47). Estas taxas sao consideradas como regulares.
Esta taxa foi moderada entre o 4B5 e HercepTest sendo o valor de 0.56
(1C95% 0.47 -0.66).

As taxas de concordancia entre os resultados obtidos com o anticorpo
4B5 em cortes convencionais e o anticorpo SP3 em cortes de TMA foram de
0.49 (1C95% 0.40 -0.57), sendo este valor considerado como concordéancia
moderada. O mesmo valor foi encontrado nos casos corados pelo anticorpo

4B5 em cortes convencionais e em cortes de TMA (IC95% 0.40 — 0.58). A
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concordancia entre o anticorpo 4B5 em cortes convencionais e o HercepTest
em cortes de TMA foi de 0.62 (IC95% 0.54 -0.70), considerada um valor de

boa concordancia (Figura 3) (Tabela 12).

Tabela 12 - Valores de Kappa ponderado e respectivos intervalos de
conflanca de 95% de acordo com a expressdao dos 3 marcadores
imunoistoquimicos em cortes convencionais € em cortes de TMA.

MARCADORES SP3 4B5 4B5 HercepTest
IMUNO- (em TMA) (em TMA) (em corte (em TMA)
HISTOQUIMICOS convencional)
K (1IC95%) K (IC95%) K (1C95%)
SP3 - 0.31 (0.24 — 0.49 (0.40 — 0.40 (0.33 -
(em TMA) 0.39) 0.57) 0.47)
4B5 0.31 (0.24 — - 0.49 (0.40 — 0.56 (0.47 —
(em TMA) 0.39) 0.58) 0.66)
4B5 0.49 (0.40 - 0.49 (0.40 - - 0.62 (0.54 —
(em corte 0.57) 0.58) 0.70)
convencional)
HercepTest 0.40 (0.33 — 0.56 (0.47 — 0.62 (0.54 — -
(em TMA) 0.47) 0.66) 0.70)
K: kappa ponderado
1C95%: Intervalo de confianga de 95% do valor de kappa

TMA: Tissue microarray
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Figura 3 - Carcinoma gastrico representado em cilindro de TMA (aumento
5x) com resultados discordantes entre os 3 anticorpos utilizados. A: imuno-

histoquimica com escore 0 para o anticorpo 4B5, B: imuno-histoquimica com escore 2+
para o anticorpo Herceptest, C: imuno-histoquimica com escore 3+ para o anticorpo SP3.

aumento original 40x para todas as figuras.
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6.4 RESULTADOS COMPARATIVOS DAS EXPRESSOES IMUNO-
HISTOQUIMICAS DE HER2 NOS CARCINOMAS GASTRICOS NOS

CORTES DE TMA E NOS CORTES CONVENCIONAIS EM

x

RELAGAO A PRESENCA DE HETEROGENEIDADE

INTRATUMORAL.

Heterogeneidade tumoral que é a presenga de areas com padroes
histolégicos ou de marcagédo distintas em uma populagdo de células
neoplasicas que representam entre 5 a 50% da area total do tumor e tem
sido demonstrada em varios tumores solidos. Cerca de 30% dos tumores
gastricos apresentam padrbes heterogéneos de expressdo para HER2
(RUSCHOFF et al. 2010). Para a determinagcdo da presenca de areas
heterogéneas e avaliar a representatividade tumoral necessaria para a
determinagao de casos HER2 positivos (escore 2+ com amplificagdo pelo
ISH e escore 3+), fizemos a pesquisa imuno-histoquimica de HER2 com o
uso do anticorpo 4B5 nos cortes convencionais dos tumores que estavam
representados também nos blocos de TMA. Avaliamos 345 cortes inteiros
de carcinomas gastricos sendo que, destes, 110 (31,9%) casos
apresentaram padrédo heterogéneo de marcagdo pelo anticorpo 4B5,
enquanto 229 casos tinham padrdo de marcagdo homogénea e 6 casos

foram considerados n&o avaliaveis (Figuras 4 e 5) (Tabela 13).
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Tabela 13 - Correlagdo entre os resultados de imunoistoquimica com o
anticorpo 4B5 nas laminas de cortes convencionais e laminas de TMA em
relacdo a presencga de heterogeneidade nos carcinomas gastricos

66
(60%)

0 9 11 3 23
(20,9%)
1 2 7 8 18
(16,4%)
0 0 0 3 3

(2,7%)

212

(92,6%)
5 0 0 0 5

(2,2%)
2 0 0 0 2

(0,9%)
0 0 0 10 10

(4,3%)
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Figura 4 - Corte convencional de carcinoma gastrico corado com 4B5 por

imuno-histoquimica. A e B: padrdo de marcagéo heterogénea, escores 2+ e 0 em areas

proximas aos cilindros retirados para o TMA. Aumento original 10x.
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Figura 5 - Carcinoma gastrico corado com 4B5 por imuno-histoquimica A:
Area proxima ao cilindro retirado para o TMA, mostrando presenca de marcacdo para o
anticorpo 4B5 por imuno-histoquimica (escore 2+); B: Area préxima ao cilindro retirado para
o TMA nao apresentando marcagao para o anticorpo 4B5 por imuno-histoquimica (escore

0). Aumento original 40x em ambas as figuras.
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6.5 RESULTADOS DO NUMERO DE COPIAS DO GENE HER2
POR TESTES DE HIBRIDIZAGOES IN SITU

6.5.1 Resultados comparativos entre os escores obtidos por imuno-
histoquimica com os anticorpos SP3, 4B5 e HercepTest e 0 numero de
copias do gene HER2 pelo DDISH em cortes de TMA.

Agrupando-se o0s casos classificados com escore 0 e escore
1(negativos para superexpressdo de HERZ2), encontramos 544 (87,9%)
casos corados pelo SP3, 581 (94%) casos corados pelo 4B5 e 570 (92,1%)
casos marcados pelo Herceptest. A Figura 6 representa um caso
classificado como negativo e concordante entre os resultados da imuno com
o anticorpo 4B5 e DDISH. Dos 544 casos corados pelo SP3 classificados
como negativos por imuno-histoquimica (escore 0 e escore 1) 4(0,7%) casos
mostraram amplificacdo de HER2 pelo DDISH. Dos 581 casos corados pelo
4B5 classificados como negativos 15(2,6%) casos mostraram amplificagédo
de HER2 pelo DDISH. Dos 569 casos corados pelo Herceptest classificados
como negativos, 6 (1%)casos mostraram amplificacdo de HER2 pelo DDISH.
Dos 48 casos classificados com escore 2+ pelo SP3 17(35,4%) casos
mostraram amplificacdo de HER2 pelo DDISH. Para o anticorpo 4B5, dos 20
casos classificados com escore 2+ 15(75%) casos mostraram amplificagéo
de HER2 pelo DDISH. Pelo Herceptest, dos 19 casos classificados com

escore 2+ 10 (52,6%) casos mostraram amplificagédo de HER2 pelo DDISH.
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Figura 6 - Carcinoma gastrico em corte de cilindro em TMA. A: Imuno-
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histoquimica para o anticorpo 4B5 com auséncia de marcagéo (escore 0 ). Aumento original
40x ; B: Hibridizagdo in situ cromogénica (DDISH) para HER2 com auséncia de

amplificagdo do gene HER2. Aumento original 60x.

Para o anticorpo SP3, dos 25 casos classificados com escore 3+ 1
caso nao apresentou amplificacdo de HER2 pelo DDISH. Para os anticorpos
4B5 e HercepTest 100% dos casos classificados com escore 3+ mostraram

amplificagdo de HER2 pelo DDISH (Figura 7) (Tabela 14).
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Tabela 14 - Comparacao entre os escores obtidos por imuno-histoquimica
com SP3, 4B5 e Herceptest e os resultados de HER2 obtidos pelo DDISH

nos carcinomas gastricos.

Escore 0/1

Escore 2

Escore 0/1

Escore 2

Escore 0/1

Escore 2

*Valores de p<0.0001 para todas as analises

540
31

566

563

4(0,7%)

17(35,4%)

15 (2,6%

15 (75%)

6 (1%

10(52,6%)

B

Figura 7 - Carcinoma gastrico em corte de cilindro de TMA. A: Imuno-

histoquimica para o anticorpo 4B5 com escore 3+. B: Hibridizagdo in situ cromogénica

(DDISH) com amplificagdo para o gene HER2. Aumento original 40 x (ambas).
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6.5.2 Numero de coépias do gene HER2 obtidos pelo DDISH nos
carcinomas gastricos representados em TMA e em cortes histolégicos
convencionais

As reagdes de hibridizacdo in situ cromogénica (DDISH, Ventana)
para determinagdo do numero de copias do gene HER2 foram realizadas em
134 carcinomas gastricos em cortes convencionais, sendo 82 (61,2%) casos
classificados como ndo amplificados (negativos) para HER2 e 45 (33,6%)
como amplificados (positivos). Tivemos problemas nas analises de 7(5,2%)
casos que foram excluidos dos resultados finais. Dos 134 casos em cortes
de TMA correspondentes aos casos em cortes convencionais, 91 (67,9%)
casos foram classificados como ndo amplificados para HER2, 39 (29,1%)
casos como amplificados e 4 (3,0%) casos foram excluidos (Tabela 15).
Esta pesquisa também foi realizada em 620 carcinomas gastricos
representados em TMAs. Destes, 572 (92,3%) casos foram classificados
como nao amplificados (negativos) para HER2, 45 (7,2%) como amplificados
(positivos) e 3 (0,5%) casos foram excluidos dos resultados finais devido a

problemas técnicos.

Tabela 15 - Numero de copias do gene HER2 obtidos pelo DDISH nos
carcinomas gastricos representados em TMA e em cortes histologicos
convencionais

DDISH
Categoria Néao Amplificado Néao Total
amplificado avaliavel
TMA 91 39 4 134
(67,9%) (29,1%) (3,0%) (100%)
Corte 82 45 7 134

convencional (61,2%) (33,6%) (5,2%) (100%)
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6.5.3 Numero de coépias do gene HER2 obtidas por FISH nos
carcinomas gastricos em cortes histolégicos convencionais

As reacdes de hibridizacdo in situ fluorescente foram realizadas em
131 carcinomas gastricos representados em cortes histolégicos
convencionais. Observamos que 84 (64,1%) casos foram nao amplificados
(negativos) para HER2 e 40 (30,5%) casos mostraram amplificacéo

(positivos). 7(5,4) casos foram considerados n&o avaliaveis.

6.6 TAXA DE CONCORDANCIA ENTRE O NUMERO DE COPIAS

DO GENE HER2 OBTIDOS POR DDISH E POR FISH

A concordancia do numero de copias do gene HER2 nos carcinomas
gastricos obtidos pelo DDISH nos cortes de TMA e nos cortes convencionais
foi de 0.87 (IC95% 0,78 - 0.96), sendo esta taxa de concordancia
considerada muito boa.

A concordancia entre o numero de coépias do gene HER2 nos
carcinomas gastricos obtidos nas reagdes por DDISH realizados nos cortes
de TMA e por FISH realizados nos cortes convencionais também foi
considerada muito boa, sendo o valor de 0.86 (1C95% 0.77- 0.96).

A maior taxa de concordancia dos resultados do numero de cépias do
gene HER2 nos carcinomas gastricos foi de 0.90 (IC95% 0.82 - 0.99)
observada na comparacao dos resultados entre as técnicas de DDISH e

FISH realizadas nos cortes convencionais (Figura 8) (Tabela 16).



53

Tabela 16 - Valores de Kappa e respectivos intervalos de confianga de 95%
de acordo com o numero de copias do gene HER2 (ndo amplificado VS.
Amplificado) nos carcinomas gastricos.

SISH SISH FISH
(TMA) (corte convencional) (corte convencional)
K (1C95%) K (1C95%)
SISH -
(TMA) 0.87 (0.78 — 0.96) 0.86 (0.77 — 0.96)
SISH -
(corte 0.87 (0.78 — 0.96) 0.90 (0.82 — 0.99)
convencional)
FISH -
(corte 0.86 (0.77 — 0.96) 0.90 (0.82 - 0.99)

convencional)

Legenda: K: kappa ponderado; IC 95%: Intervalo de confianga de 95% do valor de kappa;
TMA: Tissue microarray
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Figura 8 - Cortes convencionais de carcinoma gastrico. A: Imuno-histoquimica
para o anticorpo 4B5 com escore 3+. Aumento original 40x; B: Hibridizacdo in situ
cromogénica (DDISH) com amplificagcdo para o gene HER2. Razdo HER2/CEN17 > 2,0.
Aumento original 60x; C: Hibridizacao in situ fluorescente (FISH) com amplificacdo para o
gene HER2. Razao HER2/CEN17 >2,0. Aumento original 1000x.
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6.7 RESULTADOS DOS INDICADORES DE ACURACIA DOS

METODOS IMUNO-HISTOQUIMICOS COMPARADOS AO DDISH

Para a analise de acuracia dos métodos imunoistoquimicos adotou-se
o resultado de DDISH como o padrao-ouro. Nesta analise, foram calculadas
as seguintes estatisticas e os respectivos intervalos de confiangca de 95%:
sensibilidade, especificidade, valores preditivos (negativo e positivo) e area
sob a curva ROC. Diversos pontos de corte da expressao imuno-
histoquimica foram testados a fim de realizar esta analise.

Considerando os pontos de cortes 2+ para o anticorpo SP3 e 1+ para
os anticorpos 4B5 e Herceptest como melhor ponto de corte definido pela
curva ROC, os anticorpos SP3 e Herceptest foram os mais sensiveis na
deteccdo da expressao do HER-2 em relagédo ao DDISH com sensibilidade
de 91,1% (1C95% 78,8 -97,5) para o SP3 e 97,8% para o Herceptest (IC95%
88,2- 99,9) em relagdo ao 4B5 que apresentou sensibilidade de 80,0% com
intervalo de confianga de 95% (IC95% 65,4 - 90,4). Os 3 anticorpos
apresentaram especificidades semelhantes com 94,9% (IC95% 92,2 -96,1),
para o SP3, 93,4% (1C95% 91,0 — 95,3) para 0 4B5 e 93,4% (1C95% 91,2 -

95,4) para o Herceptest. (Tabela 17)



55

Tabela 17 - Indicadores de acuracia das analises imuno-histoquimicas
realizadas por SP3, 4B5 e Herceptest, considerando os pontos de corte

obtidos pela curva ROC (padrao-ouro: DDISH positivo).

SP3

4B5

Herceptest

Melhor ponto de corte (*)
Sensibilidade
Especificidade

VP positivo

VP negativo

Area sob a curva ROC

2+
91,1 (78,8 — 97,5)
94,4 (92,2 — 96,1)
56,2 (44,1 — 67,8)
99,3 (98,1 — 99,8)
0,96 (0,94 — 0,97)

1+
80,0 (65,4 — 90,4)
93,4 (91,0 — 95,3)
48,6 (36,9 — 60,6)
98,3 (96,9 — 99,2)
0,89 (0,86 — 0,91)

1+
97,8 (88,2 — 99,9)
93,6 (91,2 — 95,4)
54,3 (42,9 — 65,4)

99,8 (99,0 — 100,0)

0,98 (0,97 — 0,99)

(*) Ponto de corte definido pela curva ROC.

Considerando o ponto de corte arbitrario de 1+ para os 3 anticorpos
definidos pela curva ROC, os anticorpos SP3 e Herceptest foram os mais
sensiveis na deteccado da expressdo do HER-2 em relagdo ao DDISH com
sensibilidade de 97,8% (IC95% 88,2 -99,9) para os dois anticorpos e
sensibilidade de 80% para 4B5 (IC95% 65,4 — 90,4). Em relacédo a
especificidade, houve uma perda significativa com o uso do SP3 |,
64,0%(1C95% 59,9 — 67,9) em relagcao ao 4B5 com especificidade de 93,4%
(1C95% 91,0 — 95,3) e ao Herceptest que apresentou especificidade de
93,6% (IC95% 91,2 — 95,4) (Tabela 18).

Tabela 18 - Indicadores de acuracia das analises imuno-histoquimicas de

HER2 realizadas com SP3, 4B5 e Herceptest, considerando ponto de corte
arbitrario estabelecido em “1+” (padrao-ouro: DDISH positivo).

SP3

4B5

Herceptest

Ponto de corte arbitrario
Sensibilidade
Especificidade

VP positivo

VP negativo

Area sob a curva ROC

1+
97,8 (88,2 — 99,9)
64,0 (59,9 — 67,9)
17,6 (13,1 — 22,9)

99,7 (98,5 — 100,0)

0,96 (0,94 - 0,97)

1+
80,0 (65,4 — 90,4)
93,4 (91,0 — 95,3)
48,6 (36,9 — 60,6)
98,3 (96,9 — 99,2)
0,89 (0,86 — 0,91)

1+
97,8 (88,2 — 99,9)
93,6 (91,2 — 95,4)
54,3 (42,9 — 65,4)
99,8 (99,0 — 100,0)
0,98 (0,97 — 0,99)
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Considerando o ponto de corte arbitrario de 2+ para os 3 anticorpos
definido pela curva ROC, os anticorpos SP3 e Herceptest foram os mais
sensiveis na deteccdo da expressido em relacdo ao DDISH com
sensibilidade de 91,1% (IC95% 78,8 -97,5) para o SP3 e 86,7% (1C95% 73,2
-94.9) para o Herceptest. O 4B5 foi o menos sensivel, com valores
sensibilidade de 66,7% (1C95% 51,0 — 80,0).

Nao houve diferencas de especificidade do 4B5 e Hercepetest
considerando o ponto de corte arbitrario em 2+ com valores de 98,9 (IC95%
97,7 —99,6) e 98,4% (1C95% 97,0 — 99,3) respectivamente. O anticorpo SP3

apresentou uma perda de especificidade em relacdo aos demais anticorpos

apresentando especificidade de 94,4% (1C95% 92,2 — 96,1) (Tabela 19).

Tabela 19 - Indicadores de acuracia das analises imuno-histoquimicas de
HER2 realizadas com SP3, 4B5 e Herceptest, considerando ponto de corte
arbitrario estabelecido em “2+” (padrao-ouro: DDISH positivo).

SP3

4B5

Herceptest

Ponto de corte arbitrario
Sensibilidade
Especificidade

VP positivo

VP negativo

Area sob a curva ROC

2+
91,1 (78,8 — 97,5)
94,4 (92,2 — 96,1)
56,2 (44,1 — 67,8)
99,3 (98,1 — 99,8)
0,96 (0,94 — 0,97)

2+
66,7 (51,0 — 80,0)
98,9 (97,7 — 99,6)
83,3 (67,2 — 93,6)
97,4 (95,8 — 98,5)
0,89 (0,86 — 0,91)

2+
86,7 (73,2 — 94,9)
98,4 (97,0 — 99,3)
81,2 (67,4 - 91,1)
98,9 (97,7 — 99,6)
0,98 (0,97 - 0,99)

Considerando o ponto de corte arbitrario de 3+ para os 3 anticorpos
definido pela curva ROC, o Herceptest foi o que apresentou a melhor
sensibilidade na deteccdo da expressao do HER-2 em relagdo ao DDISH
com sensibilidade de 64,4 (IC95% 48,8 — 78,1). Houve uma perda

significativa da sensibilidade para os anticorpos SP3 e 4B5 com valores de
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53,3 (IC95% 37,9 — 68,3) e 33,3 (IC95 20,0 — 49,0) respectivamente. Uma
excelente especifidade para os trés anticorpos foi observada considerando
este ponto de corte arbitrario, com valores de 99,8 (IC95% 99,0 — 100,0)
para o SP3 e 4B5 e valores de 100,0(1C95% 99,4 — 100,0) para o

Herceptest. (Tabela 20).

Tabela 20 - Indicadores de acuracia das analises imuno-histoquimicas de
HER2 realizadas com SP3, 4B5 e Herceptest, considerando ponto de corte
arbitrario estabelecido em “3+” (padrao-ouro: DDISH positivo).

SP3 4B5 Herceptest

Ponto de corte arbitrario 3+ 3+ 3+

Sensibilidade 53,3(37,9-68,3)  33,3(20,0-49,0) 64,4 (48,8-78,1)

Especificidade 99,8 (99,0 — 100,0) 99,8 (99,0 — 100,0) 100,0 (99,4 —
100,0)

VP positivo 96,0 (79,6 —99,9) 93,7 (69,8 —99,8) 100,0 (87,7 —
100,0)

VP negativo 96,5 (94,6 — 97,8) 95,0 (93,0 — 96,6) 97,3 (95,6 — 98,4)

Area sob a curva ROC 0,96 (0,94-0,97) 0,89 (0,86 -0,91) 0,98 (0,97 — 0,99)

A area sob a curva ROC demonstra uma sensibilidade maior para o

anticorpo Herceptest, seguido do SP3 e 4B5 respectivamente (Figura 9).
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Figura 9 - Curvas ROC das analises imuno-histoquimicas realizadas por
SP3, 4B5 e Herceptest

6.8 RESULTADOS DAS REAGOES IMUNO-HISTOQUIMICAS DA
EXPRESSAO DE HER2 COM O ANTICORPO 4B5 EM AMOSTRAS
DE CARCINOMAS GASTRICOS PRIMARIOS E EM SUAS

RESPECTIVAS METASTASES

6.8.1 Comparacdao entre os resultados das reagdées Imuno-
histoquimicas para HER2 nos carcinomas gastricos primarios e
respectivas metastases linfonodais

A expressdo de HER2 por imuno-histoquimica foi realizada com o
anticorpo 4B5 em 19 carcinomas gastricos primarios e em suas respectivas

metastases linfonodais.
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Dos 19 carcinomas gastricos primarios 10 casos foram classificados
com o escore 0 e 9 casos com o escore 3. Em relagédo a expressao de HER2
nas respectivas metastases linfonodais, 9 casos foram classificados como
escore 0 2 casos como escore 1 e 8 casos como escore 3. Agrupando-se 0s
casos classificados com escore 0 e escore 1 (casos negativos),
encontramos uma concordancia de 100% entre os tumores primarios e suas
respectivas metastases linfonodais (Figura 10). Um caso de tumor primario
classificado como escore 3, foi classificado como escore 0 na metastase

linfonodal correspondente (Tabela 21).

Tabela 21 - Resultados das reagdes imuno-histoquimicas para HER2 com o
anticorpo 4B5 em carcinomas gastricos primarios e suas respectivas
metastases linfonodais

*P<0.001
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Figura 10 - Cortes convencionais de carcinoma gastrico com resultados
concordantes para HER2 em tumor primario e metastase em linfonodo. A:

Tumor primario corado por Hematoxilina e Eosina. Aumento original 10x. B: Metastase em
linfonodo corado por Hematoxilina e Eosina. Aumento original 10x. C: Imuno-histoquimica
para o anticorpo 4B5 com escore 3+ em tumor primario. Aumento original 40x. D: Imuno-
histoquimica para o anticorpo 4B5 com escore 3+ em metéstase de linfonodo. Aumento

original 20x.
6.8.2 Resultados das reag¢dées Imuno-histoquimicas para HER2 nos
carcinomas gastricos primarios e respectivas metastases a distancia

A expressdo de HER2 por imuno-histoquimica com o anticorpo 4B5
foi determinada em 19 carcinomas gastricos primarios e suas respectivas
metastases a distancia.

Dos 19 casos de tumores primarios 10 deles foram classificados com

escore 0 e 9 casos foram classificados com escore 3. As respectivas
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metastases a distadncia mostraram 10 casos com o escore 0, 3 casos com
escore 2 e 6 casos com escore 3 (Figura 11). Um caso classificado com
escore 3 no tumor primario , foi classificado com escore 0 na metastase a
distancia. Trés casos de metastases a distancia classificados com escore 2
apresentaram resultados diferentes em relagdo aos carcinomas primarios
sendo 1 caso classificado como escore 0 e 2 casos com escore 3 (Tabela
22).

Tabela 22 - Resultados das reagdes imuno-histoquimicas com o anticorpo

4B5 em tumores gastricos primarios e suas respectivas metastases a
distancia

*P<0.001
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Figura 11 - Cortes convencionais de carcinoma gastrico com resultados

concordantes em tumor primario e metastase a distancia. A: Tumor primario
corado por Hematoxilina e Eosina. Aumento original 20x. B: Metastase em figado corado
por Hematoxilina e Eosina. Aumento original 20x. C: Imuno-histoquimica para o anticorpo
4B5 com escore 3+ em tumor primario. Aumento original 40x. D: Imuno-histoquimica para

anticorpo 4B5 com escore 3+ em figado. Aumento original 20x.
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6.9 RESULTADOS DA HIBRIDIZACAO IN SITU DE HER2 POR
DDISH NOS TUMORES GASTRICOS PRIMARIOS E SUAS

RESPECTIVAS METASTASES

6.9.1 Resultados das hibridizagoes in situ de HER2 por DDISH nos
tumores gastricos primarios e respectivas metastases linfonodais

As reacbes de hibridizagdo in situ cromogénica (DDISH, Ventana)
foram realizadas em 19 casos de tumores gastricos primarios e suas
respectivas metastases linfonodais, sendo 10 casos classificados como nao
amplificados (negativos) e 8 como amplificados (positivos). Tivemos
problemas na analise de 1 caso que foi classificado como ndo avaliavel na
avaliacdo da metastase linfonodal e classificado como n&o amplificado no
tumor gastrico primario. Houve discordancia nos resultados de apenas um
caso. Este foi classificado como amplificado no tumor primario e nao

amplificado na analise da metastase linfonodal (Tabela 23).

Tabela 23 - Resultados de Hibridizagao in situ de HER2 obtidos pela técnica
de DDISH em tumores gastricos primarios e suas respectivas metastases
linfonodais.

Tumor Primario

Amplificado Nao Amplificado Total
Metastases em Nao
linfonodos* avaliavel 0 1 1
Amplificado 8 0 8
Nao
amplificado 1 9 10
Total 9 10 19

*p=0.015
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6.9.2 Resultados das hibridizagdes in situ de HER2 por DDISH nos
tumores gastricos primarios e respectivas metastases a distancia

As reacgbes de hibridizagdo in situ cromogénica (DDISH, Ventana)
foram realizadas em 19 casos de tumores primarios e suas respectivas
metastases a distancia, sendo 10 casos classificados como ndo amplificados
(negativos) e 9 como amplificados (positivos). Houve uma concordancia de
100% nos resultados obtidos por DDISH entre os tumores primarios e suas

respectivas metastases a distancia (Tabela 24).

Tabela 24 - Resultados obtidos pela técnica de DDISH para HER2 em
tumores gastricos primarios e suas respectivas metastases a distancia.

- 0

P<0.001
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6.10 COMPARAGCAO DOS RESULTADOS DE HER2 OBTIDOS
POR IMUNO-HISTOQUIMICA COM HERCEPTEST EM CORTES DE
TMA DE CARCINOMAS GASTRICOS UTILIZANDO-SE 2 SISTEMAS

DE INTERPRETAGAO

Para comparacdo dos resultados das reacdes imuno-histoquimicas
com Herceptest em cortes de TMA, utilizamos 2 sistemas de interpretagao
de HER2 nos carcinomas gastricos (HOFMANN et al. 2008; WOLFF et al.
2013).

Dos 216 casos avaliados utilizando as diretrizes de HOFMAN et al.
(2008), para a interpretacdo dos carcinomas gastricos 132 casos foram
classificados com escore 0, 56 casos classificados com escore 1 14 casos
com escore 2, e 14 casos classificados com escore 3.

Utilizando as diretrizes propostas por WOLFF et al. (2013) para
interpretacédo de HER2 nos carcinomas mamarios invasores, dos 216 casos
avaliados, 131 casos foram classificados com escore 0, 62 casos
classificados com escore 1, 17 casos classificados com escore 2 e 6 casos
foram classificados com escore 3. Observamos que, no grupo de casos
classificados com o escore 1 utilizando-se o sistema de escores para
carcinomas mamarios, 7 casos foram classificados com o escore 2 quando
utilizado o sistema de escores para carcinomas gastricos. Dos 17 casos
classificados com o escore 2 no sistema de escores para carcinomas

mamarios, 8 casos foram classificados com o escore 3, 1 caso classificado
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com o escore 0 e 1 caso com escore 1 quando utilizamos o outro sistema de

interpretacdo de HER2 para carcinomas gastricos (Tabela 25).

Tabela 25 - Resultados de imuno-histoquimica de HER2 obtidos em cortes
de carcinomas gastricos em TMAs com o anticorpo Herceptest utilizando
dois sistemas diferentes de avaliacdo de escores.

Sistema de escore em cancer gastrico

Sistema de
escore em Escore 0 Escore 1 Escore 2 Escore 3
cancer de mama

Escore 0 122 9 0 0 131 (60,6%)
Escore 1 9 46 7 0 62 (28,7%)
Escore 2 1 1 7 8 17 (7,9%)
Escore 3 0 0 0 6 6 (2,8%)
Total 132 56 14 14 216 (100%)
(61,1%) (25,9%) (6,5%) (6,5%)
Weighted Kappa® 0,785
95% ClI 0,721 t0 0,848

A concordancia dos resultados para pesquisa da expressdo de HER2
foi boa (kappa 0,78 - 1C95% 072 -0,84), quando comparamos os dois
sistemas de interpretagdo para HER2 com o anticorpo Herceptest em cortes

de TMA de carcinomas gastricos (Tabela 26)
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Tabela 26 - Numero de carcinomas gastricos com resultados concordantes
e discordantes de acordo com os sistemas de escores de interpretacdo de
imuno-histoquimica de HER2

46 (82%) 10 (18%)

6 (42,8%) 8 (57,2%)
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7 DISCUSSAO

O cancer de estbmago é o tumor mais frequente do trato
gastrointestinal, ocupando a quarta posicdo em incidéncia mundial, e a
segunda causa de morte por cancer no mundo. Com exceg¢ao de alguns
paises asiaticos, a maior parte dos casos é diagnosticada em estagios
avancados com poucas possibilidades de tratamento e cura (KAMANGAR et
al. 2006; HU et al. 2012).

No Brasil observa-se que a taxa de incidéncia deste tumor € maior em
homens do que em mulheres, numa proporgcao de cerca de 2:1 (Ministério
da Saude 2014). A nossa casuistica também reflete este cenario sendo
constituido predominantemente por homens.

A obesidade, ingestao de alcool e consumo de tabaco s&o alguns dos
fatores que estdo associados a maior probabilidade do desenvolvimento do
cancer gastrico. Dados da pesquisa Vigitel 2012, do Ministério da Saude,
mostraram que 51% da populagédo (acima de 18 anos) esta acima do peso
ideal. Entre os homens, o excesso de peso atinge 54% e entre as mulheres,
48%. A prevaléncia de fumantes e consumidores de bebidas alcodlicas é
também superior no sexo masculino (Ministério da Saude 2014). Esses
indices podem explicar a maior incidéncia deste tumor no género masculino.
No nosso estudo ndo tivemos acesso a estas informagdes, impedindo assim

qualquer suposicao ou conclusio a este respeito.
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A utilizagdo do Trastuzumabe associado a quimioterapia, apds os
resultados do estudo ToGA, tem como um grande desafio a selegao
adequada dos pacientes que terdo beneficio com esse tratamento.
Atualmente muitas questdes permanecem sem respostas em relacdo a
melhor metodologia e a amostra mais adequada para a determinagédo do
estatus do HER2 nos carcinomas gastricos.

A imuno-histoquimica tem sido o teste de escolha para avaliagdo do
estatus de HER2 em varios tipos de tumores, por ser uma técnica facil, com
boa reprodutibilidade, de baixo custo e com altos indices de correlagdo com
técnicas de hibridizagao in situ. Ha uma variedade crescente de anticorpos
anti-HER2 disponiveis comercialmente e varios estudos demonstraram a
sensibilidade e especificidade desses anticorpos na determinagao da
superexpressao de HER2 em cancer de mama (WOLFF et al. 2013).

NUNES et al. (2013), compararam a sensibilidade e especificidade
dos anticorpos A0485 e Herceptest (DAKO, policlonal), CB11 (Novocastra,
monoclonal de camundongo), SP3 (Neomarkers) e 4B5 (VENTANA,
monoclonal de coelho) por IHC, usando o DDISH como padrédo ouro em 200
casos pré-selecionados de carcinoma invasivo de mama distribuidos em um
TMA. Houve uma concordancia muito boa entre os cinco anticorpos anti-
HER2. O CB11 foi o anticorpo mais especifico, mas apresentou resultados
com mais casos falso negativos. Os anticorpos A0485, SP3, 4B5 e
Herceptest foram altamente sensiveis e especificos, mas com mais casos
falsos positivos. Outros trabalhos comparativos utilizando anticorpos

monoclonais de coelho e de camundongo, demostraram maior desempenho
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dos anticorpos monoclonais de coelho, e alta concordancia com FISH e
SISH, com alta reprodutibilidade entre laboratérios (POWELL et al. 2007;
VAN DER VEGT et al. 2009; RHODES et al. 2010).

Em cancer gastrico, ha poucos trabalhos na literatura comparando os
resultados dos anticorpos anti-Her2 disponiveis comercialmente (BOERS et
al. 2011; ABRAHAO-MACHADO et al. 2013).

BOERS et al. (2011), compararam os anticorpos 4B5 e SP3 em
adenocarcinoma gastro-esofagico em relagdo a dois métodos de
hibridizagao in situ (FISH e SISH). O anticorpo 4B5 foi o mais sensivel para
a amplificacdo do HER2. As técnicas de FISH e SISH apresentaram
resultados idénticos, mas a avaliagao por SISH foi considerada mais facil.

ABRAHAO-MACHADO et al. (2013) compararam os anticorpos 4B5,
SP3 e Herceptest em cortes convencionais e em TMA. Os autores
concluiram que o uso do anticorpo 4B5 nos cortes convencionais foi o
método de IHC mais acurado para a avaliagao da expressao de HER2 em
adenocarcinoma gastrico.

Contudo, no nosso estudo, o anticorpo 4B5 foi o menos sensivel na
deteccao de casos com escore 3, sendo o Herceptest o mais sensivel.

No nosso trabalho, avaliamos a expressdo dos anticorpos do kit
Herceptest, 4B5 e SP3 em carcinomas gastricos dispostos em TMAs
seguindo protocolos pré-estabelecidos no A.C. Camargo Cancer Center para
verificarmos se ha diferencas nos resultados da imuno-histoquimica na
dependéncia do anticorpo utilizado. Os anticorpos podem variar em relagao

a especificidade e sensibilidade, e dessa forma o anticorpo ideal seria o que
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apresentasse a melhor sensibilidade para possibilitar a identificacdo de
todos os pacientes que se beneficiardo do tratamento, e minimizar erros em
casos falsos positivos que possam ocasionar efeitos indesejaveis
decorrentes do tratamento, permitindo uma maior reprodutibilidade e
menores variagdes inter-observadores (RUSCHOFF et al. 2010).

O anticorpo SP3 e 4B5 sdo anticorpos monoclonais de coelho
dirigidos contra o dominio extracelular e intracelular do receptor do HERZ2,
respectivamente (BOERS et al. 2011). Essa geragcdao de anticorpos
monoclonais de coelho conjugou a especificidade dos anticorpos
monoclonais e a sensibilidade dos anticorpos policlonais, o que representou
um passo fundamental no aumento da sensibilidade e consequentemente
melhor reprodutibilidade das reagdes de imunoistoquimica (ROSSI et al.
2005).

Atualmente o anticorpo 4B5 (Ventana) e HercepTest (DAKO) sao os
dois kits aprovados pelo FDA e EMA para pesquisa da expressdao de HER2
em cancer de mama e gastrico (RUSCHOFF et al. 2010).

Com relacao a frequéncia dos casos classificados como positivos ou
negativos no nosso estudo, como ja mostrado por varios autores, a grande
maioria dos casos foram classificados como negativos. Isto representa que
alteragdes nos receptores dos genes de crescimento epidérmico néo sao as
mais frequentemente relacionadas ao desenvolvimento dos carcinomas
gastricos (BOERS et al. 2011; ABRAHAO-MACHADO et al. 2013).
Encontramos cerca de 7,2% dos carcinomas gastricos HER2+. Esta

frequéncia esta de acordo com a literatura que apresentam estudos que
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avaliaram o estatus do HER2 por imuno-histoquimica e hibridizagao in situ,
com taxas de expressao e amplificagao entre 7,0 a 34% (TAKEHANA et al.
2002; HOFMANN et al. 2008).

As maiores discordancias em nosso estudo foram em relagdo aos
resultados obtidos nos casos com escore 2+, que é o0 grupo de pacientes
classificados como duvidosos pela IHC e que devem necessariamente ser
testados pela hibridizagdo in situ. Por ser um escore intermediario,
dependendo do anticorpo utilizado ou metodologia de interpretacéo, os
casos podem ser classificados como escore 1 ou escore 3. As duas
situacdes podem representar situagdes clinicas complexas. Para os casos
erroneamente classificados com o escore 1, nao serao oferecidos
oportunidades de pesquisar a amplificacdo por ISH, deixando-se de
identificar um paciente que poderia se beneficiar com o uso do
Trastuzumabe. Por outro lado, aqueles casos erroneamente classificados
com escore 3, poderao fazer o uso do Trastuzumabe sem trazer beneficio
clinico, além de acarretar desperdicio financeiro e possiveis efeitos
colaterais.

No nosso estudo, 5 casos classificados com o0 escore 2+ com 0 uso
do SP3 e amplificados pelo SISH, foram classificados como negativos ao
utilizarmos os anticorpos 4B5 e Herceptest (escore 0 ou 1). Nesta situagao,
5 pacientes deixariam de ser tratados com Trastuzumabe dependendo
diretamente da escolha do anticorpo primario. Nesta situacdo, o anticorpo
SP3 foi o melhor anticorpo para a identificacdo dos casos que deveriam ser

testados por hibridizagao in situ, diminuindo a presenga de falso-negativos,
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aumentando a chance de deteccdo de pacientes elegiveis para o
tratamento. Resultados semelhantes foram relatados por ABRAHAO-
MACHADO et al. (2013) ao analisarem esses mesmos marcadores em
cortes de TMA, demonstrando um maior numero de casos com escore
duvidoso quando utilizado o anticorpo SP3.

O anticorpo 4B5 apresentou dois casos tipicamente falso-negativos,
sendo estes 2 casos classificados como negativos (escore 0), e que a
analise da mesma area, com os anticorpos SP3 e Herceptest, foi
classificado com escore 3+ e escore 2+, respectivamente. Os 2 casos com
resultados distintos na IHC mostraram a presenca de amplificagao por ISH,
confirmando assim a menor sensibilidade do anticorpo 4B5.

Estudo prévio de BOERS et al. (2011) comparando-se os resultados
obtidos com os anticorpos SP3 e 4B5, encontraram uma boa correlacao por
imuno-histoquimica e SISH nos adenocarcinomas gastro-esofagicos. A
imuno-histoquimica para o SP3, segundo estes autores, produziu um padrao
de marcacao mais claro, sendo a avaliacido mais rapida e facil, uma vez que
alguns casos apresentaram marcagoes citoplasmaticas ou nucleares quando
utilizado o anticorpo 4B5. Entretanto, neste estudo 5 dos 22 casos
amplificados por SISH foram negativos pela imuno-histoquimica quando
utilizado o anticorpo SP3 e somente 1 de 19 casos amplificados foi
classificado como negativo quando utilizaram o 4B5. O anticorpo 4B5 foi
entdo considerado mais sensivel que o SP3, apresentando também uma
melhor correlagdo com os resultados do SISH. Em nosso estudo, marcagao

citoplasmatica e nuclear em alguns casos utilizando o 4B5 também foi
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observada, mas nao interferiram no resultado final, uma vez que marcagoes
inespecificas ndo foram consideradas como positivas. O treinamento de
profissionais em cursos de atualizagcbes e o0 conhecimento de
particularidades de determinados anticorpos e padrdao de marcagao sao
necessarias e indicadas, para evitar erros de interpretacdo do HER2 nos
casos de cancer gastrico (RUSCHOFF et al. 2012).

Os casos classificados com escore 0 e escore 3+, independente do
anticorpo primario utilizado, sado os mais facilmente identificados e
concordantes quando avaliamos o estatus do HER2 tanto em cancer de
mama, como de estdmago (BEGNAMI et al. 2011; BOERS et al. 2011).

O Herceptest foi o anticorpo com maior sensibilidade, especificidade,
maior valor preditivo positivo e negativo quando adotamos qualquer valor de
ponto de corte na curva ROC em relagéo aos demais anticorpos, seguido do
anticorpo SP3. O anticorpo 4B5 quando comparado aos demais anticorpos
analisados, foi 0 menos sensivel na deteccdo da expressdo de HER2 por
imuno-histoquimica nos carcinomas gastricos e de especificidade
semelhante.

Em relacdo ao tipo de material utilizado para pesquisa de HER2, no
nosso estudo comparamos os resultados obtidos nos cortes convencionais,
representativos de uma amostra total do tumor, com os obtidos nos cortes
de TMA, representativos de amostras parciais do tumor(2 cilindros de 1mm
cada). Os resultados obtidos destas amostras mostraram uma excelente
concordancia em relagdo aos casos classificados como negativos.

Observamos uma concordancia de 20% dos casos classificados com o
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escore 1 e escore 2. Nos casos classificados como escore 3 a concordancia
foi de 40.6% entre os materiais

As diferencas nos resultados de expressao de HER2 encontradas em
cortes convencionais em relagdo aos cortes em TMA podem ser explicadas
pela presenca de heterogeneidade de expressdo do HER2 caracteristica em
cancer gastrico, relatados por varios autores e ndo somente um efeito da
amostra com o uso do TMA (HOFMANN et al. 2008; RUSCHOFF et al.
2010; CHO et al. 2013).

WARNEKE et al. (2013), estudaram 454 carcinomas gastricos em
cortes convencionais e cortes em TMA representativos dos mesmos blocos
de parafina por imuno-histoquimica com o anticorpo 4B5 e por SISH.
Observaram que cerca de 25% dos casos com superexpressao do HER2
foram negativos quando avaliados em grupos de até 05 biopsias (TMA). 5%
dos casos foi observada uma taxa de casos falsos positivos. Os autores
concluiram que a avaliacdo do estatus do HER2 em bidpsias de carcinomas
gastricos carrega um risco significativo de resultados falsos negativos.

Observamos em nosso estudo uma variagdo de cerca de 10% em
relacdo aos resultados obtidos com o anticorpo 4B5 nos carcinomas
gastricos analisados por imuno-histoquimica em TMA comparados aos
resultados de SISH avaliados nos cortes convencionais. A limitacdo do
tamanho da amostra, como no TMA, pode ser um viés na identificacdo dos
casos elegiveis para o tratamento com o Trastuzumabe. De acordo com

nossos resultados, sugerimos que o material ideal, para a pesquisa de
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HER2 nos carcinomas gastricos € aquele com a maior representatividade
tumoral na amostra.

Nos casos onde a disponibilidade do material € somente de amostras
de bidpsias, a quantidade minima de 06 a 08 fragmentos é a recomendada
para garantir uma avaliacdo mais precisa (RUSCHOFF et al. 2012). A maior
concordancia entre os resultados tanto na imuno-histoquimica como nas
hibridizacdes in situ foi observada na utilizagdo dos cortes convencionais.
Esses dados corroboram com a importancia da representatividade tumoral
das amostras nos casos de cancer gastrico na pesquisa de HER2.

Em relagcdo a representatividade das amostras, ASIOLI et al. (2012)
avaliaram o quanto o numero de blocos de tecidos analisados ou os
anticorpos utilizados podem influenciar nos resultados da imuno-
histoquimica para HER2 nas pecas de gastrectomias. Um bloco para cada
um dos 88 tumores primarios e 60 tumores pareados (tumor primario e
metastases) foi analisado por IHC, utilizando trés diferentes anticorpos
(Herceptest, CB11 e 4B5) e FISH. Dois adicionais blocos de tecidos do
tumor primario foram testados por IHC se o resultado do primeiro bloco foi
negativo. A concordancia entre os 3 anticorpos foi de 94,5% (testando
somente 01 bloco). Dois casos encontraram uma discrepancia clinicamente
significante entre o tumor primario (escore 0) e metastases em linfonodos
(escore 3+). A andlise de blocos adicionais aumentou a sensibilidade (de
63% para 83%) e a acuracia (de 91% para 94%) da IHC quando comparada
com os resultados do FISH. A avaliacdo de varios blocos pode

potencialmente identificar um maior numero de canceres gastricos HER2+,
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particularmente naqueles com heterogeneidade tumoral. De acordo com
estes autores, a representatividade tumoral foi mais relevante do que a
utilizacao de diferentes anticorpos. Na pratica laboratorial, até por questdes
de custos, a reacdo de imuno-histoquimica € realizada somente em um
bloco previamente selecionado pelo Patologista ap6s a analise da area
tumoral mais representativa na |lamina corada por Hematoxilina e Eosina
(HE) e, somente nos casos duvidosos (escore 2) € solicitado a reagao de
hibridizacao in situ para confirmagao do resultado.

A utilizacdo de técnica de hibridizagdo in situ € fundamental para a
selecao de pacientes para o tratamento com Trastuzumabe, principalmente
nos casos duvidosos. A técnica de Hibridizagdo in situ fluorescente foi a
pioneira na identificagcdo desses casos na rotina diagnostica, utilizada
inclusive no estudo ToGA. Com o surgimento de novas técnicas de
hibridizacao in situ sem a utilizacdo da fluorescéncia, varios trabalhos foram
realizados para comparar a concordancia dessas duas técnicas (BOERS et
al. 2011; GARCIA-GARCIA et al. 2011).

GARCIA-GARCIA et al. (2011), demonstraram uma concordancia de
96,4% entre os resultados do FISH e DDISH em 166 carcinomas gastricos.
Em nosso estudo houve uma boa concordéncia entre as técnicas, e embora
ambos os testes (FISH e SISH) sejam aprovados pelo FDA e pela EMA, a
utilizacdo do SISH como a metodologia mais adequada para o cancer
gastrico vem aumentando gradativamente. O SISH é uma metodologia que
usa o campo claro e, portanto, permite a rapida identificagdo de focos de

tumor HER2 positivo em areas heterogéneas, além de permitir um maior
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acesso a esta técnica nos laboratorios que ndo possuem microscopio de
fluorescéncia (RUSCHOFF et al. 2012). O SISH também tem a vantagem de
permitir o armazenamento das laminas por periodos longos, quando
comparado ao FISH, cujas laminas vao perdendo o sinal com o tempo.

Com base nos resultados obtidos e dados encontrados na literatura,
concordamos e sugerimos o teste de SISH (DDISH) como melhor opgéo na
identificacdo de casos amplificados com areas heterogéneas em cancer
gastrico.

Outra questdo referente a analise do estatus do HER2 nos
carcinomas gastricos € se esta pesquisa pode ser feita somente nos
tumores primarios ou nas metastases.

As metastases dos pacientes com cancer gastrico sdo raramente
ressecadas ou biopsiadas, e a concordancia do estatus do HER2 por imuno-
histoquimica entre tumor primario e lesdes metastaticas, que ndo sejam em
linfonodos, ndo tem sido frequentemente relatados (BOZZETTI et al. 2011;
KIM et al. 2011a).

Em cancer da mama, alta concordancia entre os resultados de HER2
nos tumores primarios e metastases linfonodais tem sido observada
(CARDOSO. et al. 2001; SIMON et al. 2001). Entretanto, em metastases a
distancia a taxa de concordancia encontrada tem sido baixa (CHANG et al.
2011; CHAN et al. 2012).

Neste estudo avaliamos a expressdo de HER2 por imuno-

histoquimica com o anticorpo 4B5 em 19 carcinomas gastricos primarios e
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em suas respectivas metastases linfonodais e metastases a distancia de
diversos sitios.

Observamos uma concordancia de 100% entre os casos classificados
como negativos por IHC nos tumores primarios e suas respectivas
metastases linfonodais. Houve discordancia apenas em um caso
classificado como positivo no tumor primario e negativo na metastase
linfonodal, sendo este resultado confirmado com amplificagao por SISH.

Na analise dos tumores primarios e suas respectivas metastases a
distancia, houve discordancia em apenas um caso que foi classificado com
escore 3 no tumor primario e escore 0 na metastase.

Houve uma concordancia de 100% nos resultados obtidos por SISH
entre os tumores primarios e suas respectivas metastases a distancia.

KIM et al. (2011a) reportaram significante discordancia (17,2%) entre
o tumor primario e metastase por IHC, mas nao houve discordancia quando
estes casos foram analisados por FISH. Essas discordancias foram
atribuidas a presencga de areas heterogéneas nos tumores primarios.

Resultados semelhantes aos nossos, foram reportados por
BOZZETTI et al. (2011), que avaliaram 39 casos de tumores primarios e
suas respectivas metastases reportando uma taxa de concordancia de
94,9% entre tumor primario e lesdes metastaticas por imuno-histoquimica.
SHIBATA et al. (2014) analisaram 37 casos de pacientes (9 bidpsias e 28
pecas cirurgicas) com taxa de concordéncia em torno de 97% entre os

tumores primarios e suas respectivas metastases. Em ambos os estudos,
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somente um caso discordante foi encontrado entre o tumor primario e
metastase.

A elevada concordancia observada nesses estudos e na nossa
casuistica, entre os resultados de HER2 obtidos por imuno-histoquimica e
hibridizagdes in situ (FISH ou SISH) em tumores primarios e metastases
correspondentes sugere que o estatus do HER2 €& mantido inalterado
durante o processo metastatico, permitindo desta forma que a analise do
estatus do HER2 seja realizada independente da origem do material
(primario ou metastatico). KIM et al. (2011a) demonstraram que nas lesdes
metastaticas a correlagao positiva, que é quando o tumor primario é negativo
e a metastase positiva, ocorreu em 2,4% dos 250 casos avaliados e a
correlagao negativa foi observada em 0,4%, e embora a correlagdo positiva
seja maior que a correlagdo negativa, a incidéncia de ambas foi baixa.

IENI et al. (2014) analisaram 108 amostras de tumores primarios e
suas respectivas metastases linfonodais sincrénicas, com taxa de
positividade para HER2 de 17% e concordancia de 90,74% entre as
amostras. Discordancia foi observada em 10 casos, sendo que 6 casos
apresentaram correlagéo inversa, ou seja eram positivos no tumor primario e
negativos nas metastases, enquanto que 4 casos apresentaram correlagao
positiva. Os autores concluem que embora a analise do estatus do HER2
nao seja mandatodria nos tumores primarios e suas respectivas metastases,
essas discordancias podem ter um significado relevante no manejo e

tratamento dos pacientes com cancer gastrico HER2+.
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Como existem poucos trabalhos na literatura com uma casuistica
representativa, achamos que mais investigagdes com um numero maior de
casos sao necessarias para reforcar essa avaliacdo pois, como
consequéncia, a analise de metastases linfonodais ou a distancia podem
fornecer informacgdes adicionais importantes para os pacientes, uma vez que
pode ser de ajuda na identificacdo de possiveis candidatos elegiveis para o
tratamento com o Trastuzumabe, mesmo em pacientes com tumores
primarios negativos para HERZ2.

Entre os sistemas de escore para HER2 em cancer de mama, o
HercepTest (Dako Denmark A/S. Glostrup, Denmark) é frequentemente o kit
IHC de escolha para avaliar super-expressdo de HER2. O sistema de escore
proposto pela ASCO/CAP é baseado na intensidade da reatividade, se esse
padrao de marcagdo de membrana é completo ou incompleto e a
porcentagem de células neoplasicas marcadas. Este sistema de escore foi
validado para cancer de mama e nao leva em conta diferengas histologicas
entre areas distintas de um mesmo tumor.

HOFMANN et al. (2008), propuseram a validacédo de um sistema de
escore para avaliagcdo de HER-2 em céancer gastrico, tendo em vista a
grande variedade de taxas de positividade para HER-2 e as diferengas
relacionadas ao padrao de marcacao de membrana incompleta, tipicamente
com a forma em U, muito mais comum em cancer gastrico do que em cancer
de mama e em relagdo ao nivel de heterogeneidade do tumor. Foram
avaliados 168 casos, que apresentaram 18 amostras (10,7%) classificadas

com escore 3+ por imuno-histoquimica utilizando o sistema de escore de
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cancer de mama. A concordancia entre IHC e FISH foi de 93,5%, com uma
concordancia de 100% para os casos classificados com escore 3+. A analise
de FISH resultou numa positividade em 29 casos. Observou-se uma
diferenca em 11 casos que foram FISH positivo e classificados como IHC
negativa (IHC 0, IHC1+) ou equivoca (IHC 2+) usando o sistema de escore
para cancer de mama. Para avaliar as razbes dessas discrepancias, elas
foram categorizadas em 3 grupos distintos.

O primeiro grupo compreendeu alguns casos com imunoreatividade
intensa, mas com < 10% das células marcadas. Este grupo exibiu um
pequeno numero de células marcadas com escore 3+ em uma area tumoral
<10%, e de acordo com o critério do escore HercepTest, essas amostras
foram classificadas com escore IHC 0, embora tenham sido FISH+ na
mesma area. O segundo grupo compreendeu 07 amostras com reatividade
basolateral incompleta de membrana que foram classificadas com escore
IHC 0 e IHC 1+, ndo sendo portanto encaminhadas para realizacdo do FISH.
Duas dessas amostras foram FISH +. O grupo final compreendeu amostras
com reatividade de membrana completa e intensidade moderada de
marcagao (IHC 2+ usando o sistema de escore de mama). Neste grupo,
36% dos casos 2+ foram também FISH+.

A validacao desse estudo resultou em um sistema de escore para
avaliagdo do HER2 por IHC no cancer gastrico estabelecendo critérios de
avaliagao tanto para pegas cirurgicas como para biopsias.

PARK et al. (2012), avaliaram 1091 casos dispostos em TMA,

utilizando os dois sistemas de escore, Gastric Cancer Scoring System
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(GCSS) e Breast Cancer Scoring System (BCSS), comparando a correlagao
da expressao proteica do HER2, com uso dos anticorpos 4B5 e Herceptest
com a amplificagdo do numero de copias por SISH. Usando o dual-SISH
como padrdo de comparacao, os autores avaliaram a sensibilidade e
especificidade dos resultados das reagdes de imuno-histoquimica utilizando
os dois sistemas de escore. O sistema GCSS encontrou significante
aumento da sensibilidade comparado com o BCSS, independente do
anticorpo utilizado. A especificidade foi maior no BCSS comparado ao
GCSS. Como o sistema GCSS apresentou uma maior sensibilidade na
avalicao da expressdo do HER2 em cancer gastrico, os autores sugerem a
utilizacdo desse sistema como mais indicado para esse tipo de tumor.

Em nosso estudo, também encontramos uma boa concordéancia entre
os resultados em relagdo aos sistemas de interpretacdao de HER2 (escores
da mama vs gastrico) nos carcinomas gastricos. As maiores e mais
importantes discordancias estdo no escore 3. O sistema de interpretagao de
HER2 gastrico foi capaz de identificar maior numero de casos positivos,
permitindo assim uma melhor selecdo de pacientes elegiveis para o
tratamento.

Utilizando-se o sistema de interpretacdo de HERZ2 da mama,
observamos um maior numero de casos classificados com escore 2. Estes
casos sdo necessariamente submetidos ao teste de ISH, sendo assim, a
utilizacao deste sistema aumenta o custo financeiro decorrente da realizacao
de ISH, em casos que nao necessitariam deste teste se avaliados pelo

sistema de interpretagcdo do HER2 gastrico. Portanto, em concordancia com
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dados prévios da literatura, recomendamos a utilizagdo do sistema de
interpretacédo do HER2 proposto para cancer gastrico.

De modo geral, observamos que a frequéncia de casos HER2
positivos no nosso estudo (7,2%) € um pouco menor daquelas descritas na
literatura HOFMANN et al. (2008), com muitos estudos demonstrando
valores maiores de 15% a 25% (HOFMANN et al. 2008; ZHANG et al. 2009).
Dados ja publicados de estudo prévio do nosso grupo com 221 carcinomas
gastricos dispostos em TMA e utilizando-se Herceptest mostrou 9% de
casos com escore 2 e 3% com escore 3 e uma taxa geral de amplificagao de
8% quando utilizado o FISH (BEGNAMI et al. 2011).

Uma possivel explicagdo a essa menor taxa de positividade é
referente ao periodo de estudo. A selecdo dos materiais e respectivos
blocos de parafina compreenderam o periodo de 1980 a 2006, e dados
referentes ao processo e tempo de fixagdo desses materiais ndao estavam
disponiveis e nao eram controlados. A questao pré-analitica, que envolve a
fixacdo, processamento e emblocamento do material antes dos cortes, séo
etapas fundamentais para o sucesso de uma boa preservagado do material. A
fixacdo inadequada é o mais comum e importante causador de artefatos que
impossibilitam as analises dos testes de HER2, sendo importante o uso de
fixadores tamponados como o formol a 10% e controle no tempo de fixagéao
minimo de 8 horas e maximo de 72 horas para as pegas cirurgicas e

biépsias (MIDDLETON et al. 2009; WOLFF et al. 2013).
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CONCLUSAO

De acordo com nossos achados podemos concluir que:

O anticorpo mais sensivel para a pesquisa da expressao da proteina
HER2 por imuno-histoquimica foi o Herceptest (Dako) em
comparagao com o SP3 e 4B5; porém nao houve diferenca entre os
anticorpos em relagao as taxas de especificidade.

O melhor material para pesquisa da expressao e/ou amplificacao de
HER2 nos carcinomas gastricos € aquele com area mais
representativa do tumor, no nosso estudo, laminas de cortes
convencionais;

Os carcinomas gastricos apresentaram areas heterogéneas tanto
histolégicas como de marcagao do HER?2 tanto na imuno-histoquimica
como nos testes de hibridizagao in situ em torno de 31,9% dos casos
avaliados.

O teste de DDISH é melhor que o FISH na identificagdo de casos
amplificados com areas heterogéneas;

A analise da expressédo e/ou amplificagcdo do gene HER2 pode ser
realizada no tumor primario ou nas suas respectivas metastases;

O escore de interpretacdo para cancer gastrico proposto por
Hofmann e colaboradores (2008) é o mais apropriado para

interpretacao da expresséao do HER2.
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Os membros do Comité de Ftica em Pesquisa em Seres Humanos da Fundagio
Antonjo Prudente - Hospital do Cancer - A.C. Camargo/SP, em sua Gltima reunido de
03/09/2013, tomaram conhecimento e solicitam  esclarecimentos dos  scguintes
documentos:

~ Comunicado de alteragéio de titulo do estudo em referéncia, de “HER2 ¢ carcinomas
gdstricos: Protocolos de interpretagdo e metodologias para detecgdo™ para “[ER2 ¢
carcinomas gastricos: Padrdo de expressdo e metodologias para detecgdo™, em carta

+ datada de 06 de agosto de 2013;

~ Relatorio de Acompanhamento do estudo em referéncia, datado de 06 de agosto
de 2013.

Parecer do CEP: Pesquisador pede solicitagdo de alteragao de titulo do projeto. o qual foi
considerado aprovado.

Pesquisador incluiu também relatdrio de acompanhamento de projeto. Porém as informagdes
do andamento do projeto ndo foram devidamente preenchidas.

Solicita-se entdo, que seja enviado novo formulario de acompanhamento com as informagoes
completamente preenchidas.

Atenciosamente,

Dr. Js
1" Viee-Coordenad :

Rua Professor Antonio Prudente, 211 = Liberdade » Sao Paulo 7 SP « CEP 01509 900
(11} 2189-5000 » www.accamargo.arg.br



Anexo 2 - Protocolo de Construgao de TMA

As amostras representativas dos tumores foram resgatadas do arquivo
do Departamento de Anatomia Patolégica do A.C. Camargo Cancer Center.
Novos cortes histolégicos foram obtidos e corados com hematoxilina-eosina
(HE). Através do exame de microscopia optica, as areas representativas do
tumor foram identificadas e marcadas. Procedeu-se entdo a marcagao do
bloco de parafina (bloco doador) na area escolhida, com caneta permanente.

Utilizando o tissue microarrayer (Beecher Instrument, Silver Springe,
MD, USA) foram extraidos os cilindros das areas marcadas, e 0s mesmos
transferidos para novos blocos de parafina (bloco receptor). Cada caso foi
representado em duplicata, com a obtencdo de dois cilindros de 1Tmm cada,
de duas areas distintas e representativas do tumor. Cortes histoldgicos
destes blocos foram obtidos e dispostos em laminas adequadas para
posterior realizacdo dos estudos de imuno-histoquimica e hibridizagdo in
situ.

Foi utilizado um sistema de coordenadas, a partir de tabelas em Excel,
para a determinagao e identificacdo exata dos casos no TMA, tendo como

referéncia o cilindro de tecido placentario ou hepatico.



Anexo 3 - Protocolo de Imuno-histoquimica automatizada

Cortes histologicos de 3um de espessura, dispostos em laminas de
vidro carregadas com cargas (Starfrost) foram mantidos em estufa a 60°C
por 24 horas. Foi realizado a desparafinizacao das laminas em 3 passagens
em xilol, por 5 minutos cada , seguido de banho em alcool 70%, 80% 100%
e hidratacdo em agua corrente. Apds a recuperagdo antigénica por calor
foram adotados os protocolos recomendados do Fabricante do anticorpo
primario, seguido de bloqueio de peroxidase enddégena com agua oxigenada
10V, a 3%. Foi entao utilizado o anticorpo primario conforme a concentragao
e tempo de incubagdo pré-estabelecido durante a padronizacdo do
experimento. A deteccdo da reacdo antigeno/anticorpo foi realizada com
sistemas a base de polimeros conforme orientagdes do fabricante. A
revelagao foi feita com 3’3-tetrahidrocloreto de diaminobenzidina (DAB) e a
contra-coloragcdo com hematoxilina (Ventana). Apos a desidratacédo por
banhos sucessivos em alcool 70%, 85% 100% foi realizada a montagem das
laminas no equipamento com Tissue Tek film (Sakura). Entre cada etapa do
processo, foram realizados multiplos banhos em tampdo de lavagem

Reaction Buffer (Ventana).



Anexo 4 - Protocolo do Herceptest

Cortes histologicos de 3um de espessura, dispostos em laminas de
vidro carregadas com cargas (Starfrost) foram mantidos em estufa a 60°C
por 24 horas. Foi realizado a desparafinizacao das laminas em 3 passagens
em xilol, por 5 minutos cada , seguido de banho em alcool 70%, 80% 100%
e hidratagdo em agua corrente. Apds a recuperagao antigénica por calor no
banho-maria a 96°C, por 40 minutos, as laminas foram resfriadas a
temperatura ambiente por 20 minutos e lavadas 2x em tamp&o de lavagem,
seguido de bloqueio de peroxidase enddégena com agua oxigenada, 2x 5
minutos. Foi entdo utilizado o anticorpo primario pronto para uso por 30
minutos a temperatura ambiente. A detec¢do da reagao antigeno/anticorpo
foi realizada com o sistema de deteccdo Envision, por 30 minutos a
temperatura ambiente, seguido de duas lavagens em tampéo. A revelagéo
foi feita com 3’3-tetrahidrocloreto de diaminobenzidina (DAB) por 5 minutos e
a contra-coloracdo com hematoxilina de Harris por 2 minutos Apods a
desidratagédo por banhos sucessivos em alcool 70%, 85% 100% foi realizada
a montagem das laminas no equipamento com Tissue Tek film (Sakura).
Entre cada etapa do processo, foram realizados multiplos banhos em

tampao de lavagem Reaction Buffer (Ventana).



Anexo 5 - Protocolo De Hibridizacao in situ (FISH)

Os cortes histolégicos de 3 pm de espessura foram colocados em
laminas de vidro carregadas com cargas (Starfrost). Em seguida, as laminas
foram submetidas a desparafinizagdo com 3 passagens em xilol por 10
minutos cada a temperatura ambiente. Procedeu-se entdo a 3 passagens
em alcool absoluto e lavagem em agua destilada (3 passagens de 5 minutos
cada). As laminas foram colocadas em solugdo de 0,2N HCL (acido
cloridrico) por 20 minutos a temperatura ambiente e posteriormente lavadas
em agua corrente por 5 minutos. As laminas foram pré-tratadas em solugéo
de Citrato 0,1N (acido Citrico/MERCK), pH 6,0 em banho-maria pré-
aquecido a 80°C por uma hora sendo entdo submetidas a digestéao
enzimatica com pepsina (pronta para uso - DAKO) em concentragao
estabelecida pelo fabricante por 8 minutos a temperatura ambiente. Apds
serem lavadas com solugdo 2x SSC (Sodium citrate, Sodium
chloride/DAKO) por 2 minutos, desidratadas em alcool em concentragdes
crescentes (75%, 80% e 100% por 2 minutos cada), secas em temperatura
ambiente por 5 minutos, foram aplicados 10 microlitros da sonda em
concentragdo pré-estabelecida pelo fabricante (HER-2/CEN17 - Vysis)
recobertas com laminula 22 x 22 mm e vedadas com material selante (
Selante — DAKO). As laminas foram colocadas no equipamento (Hybridizer -
DAKO®) para co-denaturagdo por 5 minutos a 82°C e hibridagdo por 20
horas a 45°C conforme indicagdes do fabricante. No segundo dia, as laminas
foram retiradas do equipamento, removido o selante e laminula e
mergulhadas em solugao pré-aquecida de UREA(Merck) 1,5M/0,1 x SSC em
banho maria pré-aquecido a 45°C por 30 minutos. As laminas foram lavadas
em solugao 2x SSC por 2 minutos a temperatura ambiente, passando-as em
alcool em concentracdes crescente (75%, 80% 100% por 2 minutos cada)
para desidratacdo. As laminas secaram em temperatura ambiente, para
entdo serem contracoradas com 15 yl de DAPI (Vysis) e colocagdo de

laminula 24 x 40 mm.



Anexo 6 - Protocolo de Hibridizagao in situ (DDISH)

A primeira reagao utiliza uma sonda genémica anti HER-2/neu de
aproximadamente 200.000 pares de bases conjugada ao DNP(2,4-
Dinitrophenol), e a deteccao é feita através da precipitacdo pela prata.

A segunda reacdo utiliza uma sonda de oligonucleotideo anti-
centrémero do cromossomo 17(CEP17), de aproximadamente 45 pares de
bases conjugada ao DNP, e a deteccgéo ¢é feita através da precipitacéo da
fosfatase alcalina.

As reagdes foram realizadas no equipamento Benchmark XT
(VENTANA), seguindo protocolo pré-estabelecido e padronizado : Apos a
desparafinizagao as laminas foram submetidas a 3 ciclos de incubacdo em
solugdo Cell Conditionin CC2, ciclo 1 incubacdo de 8 minutos, ciclo 2
incubacdo de 12 minutos e ciclo 3 incubagdo de 12 minutos. A digestao
enzimatica foi realizada com ISH Protease 3 por 12 minutos, seguida da
aplicagdo da sonda HER2 DNP CHR17 DIG com desnaturagao a 80°C
durante 20 minutos e hibridacdo a 72°C por 6 horas. Na seqiéncia,
incubagcdo com Multimer SISH, consistindo de 1 gota SIL ISH DNP HRP por
16 minutos 1 gota do cromégeno de prata SIL ISH DNP CHRC por 4
minutos, seguido de incubagdo com Multimer ISH vermelho que consiste de
1 gota RED ISH DIG AP por 24 minutos e 1 gota cromégeno vermelho RED
ISH DIG FR por 8 minutos. A contracoloragao foi realizada com Hematoxilina
Il por 24 minutos, seguido de incubacdo pds contrastante com Bluing
Reagent por 4 minutos. As laminas foram lavadas em agua corrente, e
secas em estufa a 60°C por 15 minutos e montadas no equipamento com
Tissue Tek film (Sakura). Entre cada etapa do processo, foram realizados

multiplos banhos em tampao de lavagem Reaction Buffer (Ventana).



