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RESUMO

Introdugdo: Anticorpos sdo usados rotineiramente em ensaios
laboratoriais para a deteccdo de antigenos. A analise imuno-histoquimica
(IHQ) tem como principio a demonstragdo in situ da reagdo antigeno-
anticorpo no tecido biolégico. A amplificacédo do gene ERBB2 (ou HER?2), e a
resultante superexpressao de sua proteina HER2 em células neoplasicas,
tornou-se fator prognéstico e preditivo utilizado no tratamento de pacientes
com cancer de mama. Além disso, apresenta um papel determinante na
classificagdo molecular intrinseca do carcinoma de mama. Objetivo: Avaliar o
desempenho de dois novos anticorpos monoclonais (mAcs) anti-HER2 (33F e
410G) na deteccdo da superexpressao de HER2, através de IHQ, pela
comparag¢ao com os resultados de outros dois anticorpos (SP3 e A0485) e da
amplificagdo do gene HERZ2 por meio de hibridizagédo in situ cromogénica
(CISH). Métodos: Foi realizado IHQ com os anticorpos 33F, 410G, SP3 e
A0485, e duas técnicas de CISH em uma série de 123 casos de carcinoma
infiltrativo de mama. Determinou-se a sensibilidade, especificidade e indices
de concordancia (K) dos resultados da IHQ entre si e com a amplificagéo de
HERZ2. Resultados: Foi identificado uma boa concordancia entre os
resultados de 33F (K=0,81 e K=0,75) e 410G (K=0,81 e K=0,75) com SP3 e
A0485, respectivamente. As especificidades encontradas de 33F foram
98,6% e 98,6%, e de 410G 100% e 100%, e as sensibilidades encontradas
de 33F foram 80% e 74,1%, e de 410G 78% e 72,2%, quando comparadas
com SP3 e A0485, respectivamente. Encontrou-se uma concordancia
significante entre os casos 33F (K=1) e 410G (K=0,96) HER2+, e
amplificagao positiva por CISH. A reprodutibilidade dos resultados de IHQ se
manteve em diferentes lotes de producdo dos mAcs quando comparados
com a amplificagdo génica (K=0,96 e K=0,96). Conclusdo: Em vista do que foi
observado, os dois mAcs testados mostraram-se adequados para detectar a
superexpressdo de HER2 por IHQ em carcinomas de mama e podem ser
usados em pesquisa na investigacao indireta da amplificacdo de HER2 em

tecido neoplasico humano incluido em parafina.

Palavras-chave: HER2, ERBBZ2, anticorpo, validagdo, imuno-histoquimica,
hibridizagao in situ.



1. Introdugao

Anticorpos (Acs) sdo usados rotineiramente em ensaios laboratoriais
para a deteccao de antigenos (Ags), sendo utilizados em reagdes de Western
blot (WB), imunoprecipitagdo (IP), ELISA (enzyme-linked immunosorbent
assay), imunofluorescéncia (IF) quantitativa e imuno-histoquimica (IHQ) e,
também, em terapia. Eles sdo uma ferramenta fundamental para caracterizar
a funcdo e expressdo dos componentes do proteoma humano e validar
potenciais biomarcadores proteicos descobertos através de estudos clinicos
(Strachan e Read, 2011). Aléem disso, tém alta importancia clinica, sendo
usados em laboratérios de analises clinicas (citometria de fluxo e ELISA) e
em laboratorios de anatomia-patolégica com aplicagdo em doencgas
infecciosas e neoplasicas. No estudo histopatolégico, o uso de anticorpo (Ac)
em testes de IHQ serve para definir diferenciacdo em células e tecidos,
contribuindo para o diagnostico, prognéstico e na predicdo de resposta a
tratamento em diversas doencgas, principalmente as neoplasias (Taylor e
cols., 2011).

A anadlise atravées de IHQ tem como conceito fundamental a
demonstracao in situ de um alvo — antigeno (Ag) — em proteinas presentes
em cortes de tecidos através de Acs especificos (Kampf e cols., 2004). O
tecido é usualmente preparado com fixagdo em formalina e inclusdo em
parafina (Taylor e cols., 2011). Apds a ligacdo Ag-Ac ocorrer, ela pode ser
demonstrada através de uma reacdo histoquimica colorida visivel ao
microscopio de luz ou, no caso de fluorocromos, com luz ultravioleta (Taylor e
cols., 2011). Atualmente, o uso de microarranjos de tecido permite a

avaliacado de centenas de amostras em paralelo em uma uUnica lamina



(Kallioniemi e cols.,, 2001). A IHQ tem como base as disciplinas de
imunologia, histologia e quimica, e, apesar de ser conceitualmente simples,
sua metodologia se tornou mais complexa a medida que metas mais
rigorosas de sensibilidade e especificidade foram estabelecidas (Mighell e
cols., 1998).

O adenocarcinoma mamario — carcinoma de mama (CM) — é a principal
causa de morbidade e mortalidade relacionada ao cancer em mulheres em
todo o mundo (Ferlay e cols., 2010). Atualmente, o principal desafio para o
médico que trata o CM é como acessar previamente o desfecho e o curso
clinico do paciente doente, para que o tratamento mais apropriado seja
oferecido. Os fatores prognoésticos tradicionais utilizados para determinagéo
de tratamento incluem o estadiamento tumoral (tamanho da neoplasia
invasora, presenca de metastase em linfonodo e presenca de metastase a
distdncia), o status das margens cirurgicas, o tipo e grau histologico, a
presenca de invasdo linfovascular, a presenca de expressao de receptores
hormonais de estrogeno (RE) e progesterona (RP) e a presenga da
superexpressao da proteina receptor do fator de crescimento humano 2
(HER2) (Fitzgibbons e cols., 2000; Ly e cols., 2012).

O desenvolvimento de neoplasias esta associado ao aparecimento de
alteragdes genéticas e epigenéticas que causam mudangas nas expressoes
génicas levando ao descontrole do ciclo celular e modificagcbes na
sobrevivéncia celular (Vogelstein e Kinzler, 2004; Kotran e cols., 2005). Em
muitas neoplasias, essa alteragdo de controle no ciclo celular comega com a
amplificagdo de um gene, que por sua vez leva ao aumento de expressao

inapropriado de sua proteina correspondente, causando desestruturacdo da



fisiologia celular (Strachan e Read, 2011). Essas proteinas em excesso,
produtos de genes alterados, tém um papel direto na evolugéo biologica e
comportamento clinico de células neoplasicas e sdo um alvo potencial para
criacdo e desenvolvimento de nova terapéutica molecular especifica
(Albertson, 2006).

Aberragdes no DNA gendmico relacionados ao numero de coépias de
genes sao muito comuns em tumores solidos (Albertson, 2006) e contribuem
para evolugcdo tumoral, pois permitem a superexpressao de oncogenes.
Amplificagcédo génica é definida como o aumento do numero de copias de uma
regido restrita do bragco de um cromossomo (Albertson, 2006). O DNA
amplificado pode estar organizado dentro do nucleo em elementos extra-
cromossémicos chamados double minutes, em unidades repetidas em um
mesmo l6cus (chamados homogeneously staining regions) ou pode estar
distribuido por todo o genoma (Storlazzi e cols., 2010). Clinicamente, a
amplificagdo de segmentos cromossémicos pode ter utilidade progndstica e
diagnostica, sendo também um mecanismo adquirido de resisténcia a
medicamentos por neoplasias (Albertson, 2006).

King e cols. (1985) verificaram a amplificagdo do proto-oncogene
ERBB2 (v-erb-b2 erythroblastic leukemia viral oncogene homolog 2 ou
HER?2), codificador da proteina HER2 (HER-2, HER2/neu, NEU, ErbB2, c-
ErbB2), em uma linhagem celular de carcinoma mamario humano. Essa
proteina faz parte de uma familia de quatro Tirosina-quinases de membrana.
Ndo demorou muito para se demonstrar a importadncia desse achado na
patogénese e progressdo do cancer de mama (Slamon e cols., 1987). A

amplificagdo do gene HER?2 e a resultante superexpressao do receptor HER2



esta diretamente ligada com alteragdes importantes em vias de proliferagcéo e
sobrevivéncia celular nesses tumores. Esse achado se tornou alvo para o
desenvolvimento de novas drogas e a deteccdo do status de HER2 em
carcinomas de mama se tornou um fator progndstico e preditivo de resposta
ao tratamento utilizado rotineiramente na pratica clinica (Yarden, 2001).

Células epiteliais normais do tecido mamario apresentam uma coépia do
gene HER?2 localizado em cada cromossomo 17, mas podem apresentar até
quatro cépias do gene em cada célula dependendo da fase do ciclo celular.
Uma célula normal apresenta cerca de 20.000 receptores HER2 na sua
superficie e células com amplificacdo de HERZ2 apresentam um aumento de
cem vezes ou mais desse numero (Yarden e Sliwkowski, 2001). A proteina
HER2 esta superexpressa em cerca de 15 a 22% dos carcinomas de mama
(Yaziji e cols., 2004; Owens e cols., 2004; Choritz e cols., 2011). Esse
aumento de expressao pode ser demonstrado através da identificacdo da
amplificagdo do gene HERZ e isso esta altamente correlacionado com o
aumento dos niveis da proteina na membrana das células neoplasicas, assim
como de seus transcritos no nivel de mRNA (Slamon e cols., 1989).

As vias que envolvem os receptores hormonais e o HER2 s&o os
principais reguladores da proliferagéo celular e crescimento na maioria dos
carcinomas de mama. O tratamento quimioterapico dessas vias proporciona
uma terapia mais efetiva em pacientes selecionados. A terapia endécrina
visando o RE e o uso do anticorpo monoclonal (mAc) anti-HER2 humanizado
trastuzumabe, que tem como alvo o HERZ2, propiciam um aumento importante
na sobrevida global e livre de doenga no tratamento adjuvante com doenca

metastatica presente, reduzindo em cerca de 50% o risco de recorréncia



(Romond e cols., 2005; Ma e cols., 2009). Um paciente com cancer de mama
com expressao aumentada de HER2 (chamado HER2 positivo ou HER2+)
tem prognéstico adverso quando comparado com HER2 negativo. Porém, por
outro lado, o HER2+ prediz resposta ao tratamento com terapia anti-HER2
especifica (p.ex. trastuzumabe). Além disso, outras informag¢des importantes
para o tratamento desses pacientes estdo sendo identificadas. Por exemplo,
esses tumores sao frequentemente RE negativos e demonstram resisténcia a
terapia antiestrogénica (Prat e Baselga, 2008; Ma e cols., 2009) e uma maior
sensibilidade ao tratamento contendo antraciclinas e taxano (Engel e
Kaklamani, 2007; Conlin e Seidman, 2008; Dhesy-Thind e cols., 2008). O uso
de trastuzumabe no tratamento adjuvante de CM em estagio inicial
(Dahabreh e cols., 2008), metastatico (Cobleigh e cols., 1999) e, também,
como terapia neoadjuvante (Chang, 2010) ja tém evidéncia estabelecida.
Com isso, existe uma recomendacdo universal que todo CM novo ou
metastatico diagnosticado sejam testados para investigar superexpresséo de
HER2 (Harris e cols., 2007).

A determinagdo do status de HER2 em pacientes com CM é de suma
importancia pois identifica pacientes que tém grande beneficio com terapia
anti-HER2. Por isso, a fim de fazer uma avaliagdo precisa e com acuracia da
superexpressao de HER2, a validagéo e uniformizagdo das técnicas usadas
para o teste é essencial. Um resultado falso-negativo pode privar esse grupo
de pacientes de um tratamento com grande potencial de aumento de
sobrevida, ao passo que um diagndstico falso-positivo pode levar a um risco
de efeitos colaterais desnecessarios em pacientes com uma chance

improvavel de responder a essa terapia (Bilous e cols., 2003). O tipo de teste



usado para avaliar HER2 e sua interpretacdo levaram a observagcédo de
diferencas nos resultados em alguns estudos (Press e cols., 1994; Pauletti e
cols., 1996; Hanna e cols., 1999). Atualmente, as técnicas usadas para
identificar a superexpresséo da proteina HER2 sao IHQ, analise de soro ou
citosol tumoral por ELISA e, também, WB. Os métodos usados para avaliar
amplificagdo génica de HERZ2 incluem o Southern blot, slot blot, reagdo em
cadeia da polimerase (PCR), hibridizagédo in situ por fluorescéncia (FISH),
hibridizagao in situ cromogénica (CISH) e hibridizac&o in situ por prata (SISH)
(Pfeifer, 2006; Ross e cols., 2009).

As técnicas que fazem uso de extragdo de moléculas de tecido para
eletroforese em matriz sélida como Southern blot e WB tém uma limitagéo,
pois a amostra contém artefatos de diluicdo apds o rompimento das células
durante a homogeneizacgéo (Strachan e Read, 2011). O tecido amostrado de
uma neoplasia de mama, além das células cancerigenas, contém células
ductais e acinares normais, células estromais, células dos vasos sanguineos
e células inflamatorias, que podem contaminar a reagdo levando a um
resultado falso-negativo (Hanna e cols., 1999). O PCR & uma técnica de alta
sensibilidade, mas é demorada e trabalhosa, e também sofre com problemas
de contaminantes de diluicdo (Pegram e cols., 1998; Pfeifer, 2006).
Adicionalmente, a impossibilidade da avaliacdo simultanea da morfologia é
desvantajosa e a possibilidade de inclusdo de carcinoma intraductal na
amostra pode levar a um resultado falso-positivo, pois estes apresentam altos
indices de expressao de HER2 (Park e cols., 2006; Meijnen e cols., 2008;
Tamimi e cols., 2008).

As analises por IHQ e técnicas de hibridizagao in situ (HIS) s&o os



métodos mais empregados para a investigacao do status de HER2 (Bhargava
e cols.,, 2011). Atualmente, essas técnicas estdo aprovadas por agéncias
reguladores para uso clinico (Bilous e cols., 2003; Wolff e cols., 2007a e
2007b; Bhargava e cols., 2011), desde que controles e medidas de qualidade
rigorosos sejam mantidos (Paik e cols., 2002). A analise por IHQ e HIS
permite a interpretacdo do resultado do teste junto com a histopatologia,
elimina a contaminagdo com artefatos de diluicdo e, além disso, pode ser
parcialmente automatizada (Shah e Chen, 2010). O algoritmo da Sociedade
Americana de Oncologia Clinica (ASCO) e do Colégio Americano de
Patologistas (CAP) para a avaliagdo de HER2, recomendam a IHQ como
teste primario, porém em casos com resultado equivoco, dito também
indeterminado, um segundo teste baseado em HIS deve ser realizado (Wolff
e cols., 2007a e 2007b).

As diretrizes da ASCO/CAP para a interpretacao e testagem de HER2
surgiram com objetivo de uniformizar e aumentar a acuracia e
reprodutibilidade de seus resultados (Wolff e cols., 2007b). Além do algoritmo
para a interpretacdo da expressdo da proteina por IHQ, o grupo de
especialistas definiu a avaliacdo da amplificacédo do gene HERZ2. A IHQ para
HER2 foi definida usando um escore de critérios qualitativos para a
interpretacdo da coloragdo da membrana plasmatica considerando a
intensidade e percentagem de marcacéo de células positivas. Os resultados
possiveis usando esse esquema, avaliados sempre em células neoplasicas
do componente invasor, sdo (a) positivo ou escore 3+ (+++/+++), quando
uma coloragdo na membrana de intensidade forte, completa e uniforme for

encontrada em pelo menos 30% das células tumorais; (b) indeterminado ou



escore 2+ (++/+++), quando uma coloragdo na membrana completa, nao
uniforme e fraca a moderada em mais de 10% das células ou coloragao na
membrana forte e completa, ndo uniforme, for encontrada em menos de 30%
de células e (c) negativo ou escores 1+ (+/+++) ou 0, quando nenhuma
marcagao (escore 0), ou marcagao fraca completa em menos de 10% das
células ou marcacéo fraca incompleta em qualquer proporgédo de células for
encontrada (escore 1+) (Wolff e cols., 2007b).

As técnicas de HIS, como FISH e CISH, tém como principio a geragéo
de sondas de DNA - sequéncia de oligonucleotideo — complementares a
sequéncias genOmicas de interesse, sua marcacédo (p.ex. biotinilacéo) e
posterior hibridizacdo e deteccdo com seu alvo no tecido (Pfeifer, 2006;
Strachan e Read, 2011). Essa reacédo permite a observacdo de sequéncias
do DNA nuclear direto no tecido. Além de tecido fixado e embebido em
parafina, a HIS, pode ser realizada em esfregacos de sangue ou medula
Ossea, células fixadas de pungdes (preparados citologicos) e em
cromossomos em metafase estendidos em laminas (Pfeifer, 2006). FISH
utiliza sondas marcadas com fluorocromos que sao interpretados por
microscopia de fluorescéncia que fazem uso de filtros especificos para
identificacdo dos sinais (Pfeifer, 2006). A reacdo de CISH &€ um método de
HIS, semelhante ao FISH, que usa sondas de DNA marcadas com
cromoégeno para serem observados no microscopio de luz (Lambros e cols.,
2007; Penault-Llorca e cols., 2009). A realizacado de HIS de forma manual ou
automatizada apresenta resultados comparaveis e semelhantes, sendo
ambos os métodos confiaveis (Fritzsche e cols., 2010; Garcia-Caballero e

cols., 2010; Bartlett e cols., 2011a; Brigmann e cols., 2011; Yan e cols.,



2011; Ohlschlegel e cols., 2013).

As técnicas de HIS, no estudo do CM, podem usar uma sonda de
coloracéo unica/simples (SC) para marcar o gene HERZ2 localizado no brago
longo do cromossomo 17, ou podem associar uma segunda sonda controle
(DC) de referéncia para marcar também a regido centromérica do
cromossomo 17 (CEP17, chromossome enumeration probe 17), (Pfeifer,
2006; Bhargava e cols., 2011). O numero de cépias do HER2 e do CEP17
sdo, entdo, observados no microscopio e quantiificados nas células.
Recomenda-se contar 50 células de diferentes areas do tumor e calcular a
média do numero de copias de HER2 ou a razéo entre a média de HERZ2 e
CEP17 (Hwang e cols, 2011). A diretriz da ASCO/CAP definiu como tumor (a)
negativo para amplificacdo de HERZ2, quando a razdo HERZ2/CEP17 for
menor que 1,8 ou quando o numero médio de copias de HERZ2 for menor que
4; (b) equivoco ou indeterminado, quando a razéo estiver entre 1,8 e 2,2 ou o
numero de cépias de HERZ2 estiver entre 4,0 e 6,0; e (c) positivo, quando a
razao for maior que 2,2 ou quando o numero de cépias de HERZ2 for maior
que 6,0 (Wolff e cols., 2007b).

Embora o método padrao-ouro para avaliar HER2 que melhor traduz
resposta ao tratamento com terapia alvo esteja ainda em debate, a técnica de
FISH é aquela que, aparentemente, apresenta melhor resultado (Cuadros e
Villegas, 2009; Mansfield e cols., 2013). Varios estudos demonstraram boa
concordancia entre o escore 3+ por IHQ, e FISH e CISH positivo, enquanto
que casos com marcagao 2+ por IHQ mostraram maior discrepancia (Jacobs
e cols., 1999a; Jimenez e cols., 2000; Kakar e cols., 2000; Ridolfi e cols.,

2000; Wang e cols., 2000; Lebeau e cols., 2001; McCormick e cols., 2002;
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Ogura e cols., 2003; Owens e cols., 2004; Dybdal e cols., 2005; Nunes e
cols., 2008; Mayr e cols. 2009). Lal e cols. (2004) estudaram mais de dois mil
casos e demonstraram concordancia entre IHQ e FISH-DC em 87% dos
casos e FISH-SC em 86% dos casos. A concordancia nos casos 0, 1+ ou 3+
por IHQ e FISH-DC atingiu 97% e FISH-SC 96%, ao passo que a maioria das
discrepancias ocorreu nos casos 2+ (Lal e cols.,, 2004). Uma alta
concordéancia entre FISH e CISH foi demonstrada em varios estudos (Tanner
e cols., 2000; Dandachi e cols., 2002; Arnould e cols., 2003; Isola e cols.,
2004; Bhargava e cols., 2005; Gong e cols., 2005 e 2009; Bilous e cols.,
2006; Hanna e Kwok, 2006; Saez e cols., 2006; Cayre e cols., 2007; Van de
Vijver e cols., 2007; Bartlett e cols. 2011a). Gong e cols. (2009) identificaram
uma concordancia entre CISH e FISH de 99% e 99,1% para casos positivos e
negativos, respectivamente, usando os ultimos critérios da ASCO/CAP. Uma
analise de 94 carcinomas de mama comparando o desempenho de CISH-DC
e FISH-DC, usando os critérios da ASCO/CAP, encontrou um indice de
concordancia de 100% quando casos indeterminados pelo FISH foram
excluidos e de 95,7% quando incluidos (Nitta e cols., 2008). A concordancia
pode diminuir em casos raros com anormalidades mais complexas do gene
HERZ2 e do centrébmero 17 (CEN17) (Mansfield e cols., 2013). As principais
vantagens da técnica de CISH incluem: possibilidade de interpretagdo com
microscopio de luz, preservacdo da morfologia, sinais permanentes para
arquivamento, técnica de menor complexidade, menor tempo de reacéo e
baixo custo dos reagentes (Zhao e cols., 2002; Bhargava e cols., 2005;
Loring e cols., 2005; Cayre e cols., 2007; Lambros e cols., 2007; Penault-

Llorca e cols., 2009).
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Atualmente, Acs anti-HER2 estdo disponiveis comercialmente na forma
de kits contendo o Ac primario e o sistema completo para a detecgéo. O Ac
pode, ainda, ser vendido separadamente e o laboratério escolhe, entdo, seu
sistema de deteccdo. Os Acs podem reconhecer epitopos diferentes na
porcao intracelular ou extracelular da proteina HER2. Os principais clones de
Acs disponiveis s&o: um anticorpo policlonal (pAc) anti-HER2 de coelho; o
clone A0485 (HercepTest™, Dako, Dinamarca) e quatro anticorpos
monoclonais anti-HER2, sendo dois de camundongo, o clone CB11
(Novocastra, Inglaterra) e o clone TAB250 (Invitrogen, Estados Unidos da
América [EUA]), e dois de coelho, o clone 4B5 (PATHWAY HER2/neu®,
Ventana, EUA e Genentech, EUA) e o clone SP3 (NeoMarkers, EUA e Cell
Marque, EUA).

Os Acs direcionados a porcao intracelular da proteina sdo o A0485,
CB11 e 4B5. Os direcionados a porgéo extracelular sao o TAB250 e o SP3.
Cada anticorpo tem uma caracteristica de coloragcado e desempenho distintos
(Nunes e cols.,, 2008; Dekker e cols., 2012). O Herceptest tem alta
sensibilidade, porém sua baixa especificidade foi demonstrada em alguns
estudos (Jacobs e cols., 1999a; Roche e Ingle, 1999; Ricardo e cols., 2007;
Nunes e cols., 2008). Powell e cols. (2008) identificaram no clone 4B5 uma
marcagao de membrana mais nitida, com menos coloragao citoplasmatica e
estromal de fundo, quando comparado com o clone CB11. Em outro estudo,
os Acs SP3 e 4B5 demostraram uma maior concordancia com HIS quando
foram comparados com o A0485 e o CB11 (Rhodes e cols., 2002). Thomson
e cols. (2001) observaram em um estudo sensibilidade maior do TAB250

quando comparado com os Acs A0485 e CB11.
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Um dos objetivos de agao politica do governo brasileiro para consolidar
a area da saude é incentivar a realizagdo de projetos de pesquisa e o
desenvolvimento tecnolégico que resultem em melhor desempenho dos
laboratérios de pesquisa e de diagnostico na area de saude (Brasil, 2010).
Nesse contexto nosso grupo de pesquisa desenvolveu um projeto para gerar,
caracterizar e validar anticorpos monoclonais anti-HER2 para identificacdo da
superexpressao da proteina HER2 em neoplasias com possivel amplificagao
do gene HER?2.

Primeiramente, numa etapa prévia do projeto desenvolvemos cinco
clones de hibridomas murinos secretores de mAcs contra a proteina HER2.
Dois mAc secretados, designados clones 410G e 33F, foram caracterizados
quanto ao isotipo como IgG4, com constantes de afinidade 1 x 10° e 6 x 10°
L.mol" e com rendimento proteico apds purificacdo do fluido ascitico e
concentragdo de 1,12 e 0,39 mg.mL™, respectivamente (Vasconcellos, 2011).
Ambos os clones reagiram com a proteina nativa em (a) células da linhagem
MCF-7 por IF indireta e (b) em sec¢cbes de CM HER2+ por IHQ (Vasconcellos
e cols., 2013) (Anexo | e Il). Uma reacdo de WB demostrou boa
especificidade dos mAcs gerados (Vasconcellos e cols., 2013). Na presente
etapa avaliamos e uniformizamos o uso desses dois mAcs para identificagao
da superexpressao da proteina HER2 em tecido de CM humano fixado em
formalina e incluido em parafina. Abordamos a validacao para utilizagdo em
pesquisa e seguimos orientagcdes focadas para o uso final dos mAcs em IHQ

(Bordeaux e cols., 2010).
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2. Revisao da literatura

2.1 Cancer de mama

O cancer de mama, referindo-se ao carcinoma mamario e ndo ao
sarcoma mamario, € uma neoplasia que apresenta histopatologia, etiologia e
genética heterogénea (Lakhani e cols., 2012). Fatores genéticos importantes
foram indicados por ocorréncia familiar e envolvimento bilateral. O CM
aparece caracteristicamente em varias sindromes de céancer, incluindo a
sindrome de Li-Fraumeni (devido a mutagdes germinativas no gene TP53),
sindrome de Cowden (devido a mutagdes no gene PTEN) e sindrome de
Peutz-Jeghers (devido a mutagbes no gene STK71). Ha também um risco
aumentado de cancer de mama e do ovario na ataxia-telangiectasica, e
existe evidéncia de que alguns heterozigotos para algumas mutagbes no
gene mutado ATM tém um risco aumentado de cancer de mama (Lakhani e
cols., 2012; OMIM #114480). Mutagdes herdadas nos genes BRCA1 e
BRCAZ2 estdo associados com um risco significativamente maior de cancer
de mama, especialmente antes da idade de 50 anos, bem como um risco

aumentado de cancer de ovario (Frank, 1999).

2.1.1 Epidemiologia

O tumor epitelial maligno sélido mais comum em mulheres é o
carcinoma mamario (Lakhani e cols., 2012; Ellis e cols., 2013). O pico de
incidéncia ocorre entre 45 e 60 anos de idade, porém pode ocorrer em

qualquer idade, sendo mais raro em pacientes abaixo de 25 anos e acima de
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80 anos de idade (Ellis e cols., 2013). Os grandes estudos na maioria dos
paises desenvolvidos observaram alta incidéncia e mortalidade na sua
populacado. Eles identificaram aumento na frequéncia em populagdo com e
sem risco, principalmente em grupos com idade mais jovem. O CM é
duzentas vezes mais comum em mulheres do que em homens. O risco de
uma mulher desenvolver CM, em toda vida, pode chegar a 1:10 (Lakhani e
cols., 2012; Ellis e cols., 2013). Uma diminuigdo importante na incidéncia de
CM em mulheres entre 50 e 69 anos de idade, encontrada nos EUA, pode
refletir uma redugédo no uso de terapia de reposicdo hormonal na populacao

(Jemal e cols., 2007).

2.1.2 Caracteristicas clinicas

O CM ¢ dividido em duas grandes categorias patoldgicas, uma
denominada carcinoma in situ (CIS) e outra carcinoma invasor. O carcinoma
ductal in situ (CDIS), ou carcinoma intraductal, e o carcinoma lobular in situ
(CLIS) sdo definidos como uma proliferagdo de células epiteliais malignas
nas estruturas parenquimatosas limitadas a membrana basal dos ductos e
l6bulos mamarios. A neoplasia in situ se distingue do carcinoma invasor, que
apresenta invasao estromal através da membrana basal (Ellis e cols., 2013).

O aparecimento de carcinoma invasor acontece em aproximadamente
20 a 30% dos casos de CDIS em um periodo de 15 a 20 anos, e pode chegar
a 40% dos casos com acompanhamento de 30 anos (Page e cols., 1982;
Page e cols., 1995; Sanders e cols., 2005). Mais de 95% dos pacientes com
CDIS tratados com mastectomia sao considerados curados. Os fatores

progndésticos em pacientes tratados apenas com excisdo ampla local (com ou
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sem radioterapia) estdo relacionados com a distancia das margens de
resseccdo, grau histolégico e biologia tumoral. O aumento no risco de
recorréncia em pacientes tratados com cirurgia conservadora esta associado
com idade jovem, presenga de sintomas, margens positivas, alto grau
histologico, presenga de necrose e padrao solido de crescimento (Pinder e
cols., 2010; Lakhani e cols., 2012; Ellis e cols., 2013).

A recorréncia do CIS usualmente aparece junto ao local de ressecgéo
prévia e apresenta um perfil genético molecular semelhante ao anterior,
indicando uma doenca residual (Waldman e cols., 2000; Hwang e cols.,
2004). Muitos estudos demonstraram uma diminuigdo de recorréncia local
com radioterapia (Fisher e cols., 1998; Ottesen e cols., 2000). O carcinoma
invasor também aparece junto a locais de biopsia prévia com CIS. Esse
achado, junto com estudos de imagem tridimensional, demonstram que o
CDIS é um processo mais unifocal, quando comparado com o padrdo mais
multifocal do CLIS (Faverly e cols., 1994; Norton e cols., 2012).

O CDIS pode se apresentar como uma massa palpavel, ou com
secrecdo mamilar, comumente sanguinolenta, ou com microcalcificagcoes
identificadas por mamografia (Ellis e cols., 2013). Os programas atuais de
rastreamento com mamografia aumentaram a taxa de frequéncia de CDIS
entre os casos de cancer de mama de 5% para 25% (Ellis e cols., 2013). O
envolvimento de linfonodo axilar com metastase ocorre numa frequéncia
entre 1 e 2% dos casos de CDIS. Isso geralmente ocorre em casos de
grande extensao, onde ha a possibilidade de algum foco de microinvasdo nao
ser amostrado. Um foco n&o suspeito de carcinoma invasor existe em cerca

de 50% dos casos de CIS, quando um CDIS de alto grau puro for
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diagnosticado em bidpsia incisional ou quando identificado por imagem
associado com calcificagdo extensa (Dillon e cols., 2006). Com isso, pode ser
apropriado nesses casos realizar biopsia do linfonodo sentinela (LFNS) (Ellis
e cols., 2013).

A neoplasia lobular, classificada por alguns como uma entidade unica, é
um processo epitelial que ocorre na unidade lobular do ducto terminal
mamario (ULDT). Ela apresenta um espectro que vai desde uma hiperplasia
lobular atipica (HLA) leve até um CLIS florido (Haagensen e cols., 1978;
Dabbs e cols., 2013; Ellis e cols., 2013). Em esséncia, esse espectro
apresenta morfologia celular idéntica (que lembra a célula do revestimento
epitelial usual) e ndo apresenta diferencas genéticas e imunofenotipicas nas
duas formas (HLA e CLIS). A distincdo entre as duas formas é feita com base
na extenséo e grau de envolvimento da ULDT (Ellis e cols., 2013).

O CLIS ndo é um precursor obrigatério de carcinoma invasor e,
atualmente, & considerado um fator de risco, sendo desnecessaria a
resseccdo completa local com margens amplas (Ben-David e cols., 2006).
Neoplasia lobular de qualquer grau (HLA ou CLIS) ocorre em apenas 1% das
biopsias (El-Sayed e cols., 2008; Rakha e cols., 2011). Raramente a
neoplasia lobular provoca sintoma (tumoracéo), geralmente n&o é visivel
macroscopicamente e sua identificacdo ocorre usualmente por acidente. A
incidéncia da neoplasia lobular aumentou ap6s o inicio do rastreamento com
mamografia. Poucos casos de CLIS apresentam-se com calcifica¢des (Ellis e
cols., 2013). O risco de desenvolvimento subsequente de carcinoma é de
quatro vezes para HLA e de dez vezes para CLIS (Page e cols., 1991; Crisi e

cols., 2003). A maioria dessas lesbes sao identificadas no periodo
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perimenopausa, € o risco de carcinoma subsequente parece ser maior no
periodo pré-menopausa (Collins e cols., 2007a e 2007b). Aparentemente, a
neoplasia lobular parece ser um fenébmeno multifocal. O risco de carcinoma
subsequente ocorre nas duas mamas, sendo trés vezes maior na mesma
mama. Por isso, para alguns autores, a neoplasia lobular parece ser um
precursor e ndo apenas um fator de risco para carcinoma invasor (Page e
cols., 2003; Simpson e cols., 2003; Li e cols., 2006a e 2006b).

O carcinoma invasor da mama ¢ identificado, na maioria das vezes, por
presenca de uma massa palpavel ou por uma anormalidade impalpavel
detectada na mamografia (Ellis e cols., 2013). A lesdo pode ser pequena ou
pode atingir varios centimetros e geralmente é firme com bordas bem ou mal
definidas. A leséo pode retrair ou ulcerar a pele. A descarga de secregao
mamilar e a dor na mama raramente estdo associados com malignidade. A
neoplasia invasora pode ocorrer em qualquer local da mama, mas o
quadrante superior externo é o local mais comum (Lakhani e cols., 2012; Ellis
e cols., 2013).

Atualmente, os achados histologicos e moleculares do carcinoma
invasor da mama demonstram que o cancer de mama €& uma doenca
heterogénea, constituida por subtipos com morfologia e genética distintas.
Cada subtipo apresenta diferente comportamento clinico e resposta a terapia.
O carcinoma invasor mamario é classificado clinicamente de acordo com o
tamanho do tumor primario, presenca de metastase em linfonodos, grau de
extensao local e presenca de metastase a distancia. Morfologicamente, o CM
€ classificado de acordo com tipos e graus histoldgicos (Lakhani e cols.,

2012; Ellis e cols., 2013). Do ponto de vista da biologia molecular, o cancer
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de mama é classificado de acordo com a expressao de receptores hormonais
de estroégeno e progesterona, e o status de HER2 (Ly e cols., 2012). Outras
variaveis de classificagdo com potencial valor biolégico e progndstico incluem
invasdo angiolinfatica, indice proliferativo (identificado pelo Ac anti-Ki-67),
presenca de P53 mutado e expressdo de E-caderina (marcador de adesao
celular) (Fitzgibbons e cols., 2000; Ly e cols., 2012).

A classificagdo molecular do carcinoma de mama avangou muito com o
uso de tecnologias de alta resolugdgo como hibridizagdo gendmica
comparativa (CGH). Os perfis de expressédo génica identificados por esses
métodos evidenciaram grupos de céncer de mama biologicamente e
clinicamente distintos (Perou e cols., 2000; Van de Vijver e cols., 2002; Van't
Veer e cols., 2002; Sorlie e cols., 2003; Wang e cols., 2005; Jénsson e cols.,
2010). Os principais subtipos moleculares identificados foram definidos como:
luminal A, luminal B, HER2 positivo e basal. Esses principais subtipos
apresentam caracteristicas proprias em niveis molecular, clinico, prognostico
e preditivo de resposta a tratamento (Tabela 1, pag. 119), independente de

seu tipo histolégico (Perou e cols., 2000; Van de Vijver e cols., 2002).

2.1.3 Histopatologia

2.1.3.1 Carcinoma in situ

Atualmente, os sistemas de categorizacdo do CDIS baseiam-se na
avaliacdo do grau nuclear apenas (Holland e cols., 1994; NHS Breast
Screening Programme, 2005; Lester e cols; 2009) ou numa combinacéo entre

grau nuclear e presenca de necrose (Silverstein e cols., 1995; Pinder e cols.,
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2010). Existe forte evidéncia que o CDIS com citologia de alto grau tem mais
chance de recidivar ou de progredir para carcinoma invasor que o CDIS de
baixo grau (Bijker e cols., 2001; Pinder e cols., 2010). Porém, alguns
resultados sugerem que os dois sao similares quanto a predicdo do risco de
recorréncia local (Douglas-Jones e cols., 1996; Badve e cols., 1998; Pinder e
cols., 2010).

O CDIS é dividido em trés graus nucleares e apresenta ainda algumas
variantes citologicas e arquiteturais mais raras. O CDIS de alto grau nuclear é
constituido por células pleomérficas com alta razdo entre nucleo e
citoplasma, medindo o nucleo aproximadamente 2 a 3 hemacias de diametro
(Lester e cols., 2009). Usualmente, apresenta cromatina grosseira, nucléolo
evidente, mitoses e necrose. Os padrdes arquiteturais comuns sao:
cribriforme, comedo, solido e micropapilar. A presenca de necrose tipo
comedo (necrose central, geralmente no padrao sélido) pode aparecer no
padrao cribriforme e em CDIS n&o de alto grau, com ou sem calcificacao
associada (Ellis e cols., 2013).

O CDIS de baixo grau nuclear & constituido por células com nucleo
pequeno e regular (menor que o didmetro de 2 a 3 hemacias), sem nucléolo
evidente (Lester e cols., 2009). Os padrbes arquiteturais mais comuns sao o
cribriforme e o micropapilar, e mais raramente o solido. Mitoses s&o pouco
frequentes, a presenca de necrose € rara e pode apresentar calcificacdes em
secrecao luminal. A presenca de CDIS de baixo grau tem forte associagéo
com a presenca de atipia epitelial plana (ou lesdo de célula colunar com
atipias) (Collins e cols., 2007b). O CDIS com grau nuclear intermediario

apresenta nucleo com menos pleomorfismo que o de alto grau e ndo tem a
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uniformidade do nucleo de baixo grau. Pode apresentar nucléolo pequeno e
pouca necrose. Geralmente tem padrédo sélido, cribriforme ou micropapilar
(Ellis e cols., 2013).

As variantes raras do CDIS podem ser puras ou podem se apresentar
junto com os outros tipos de carcinoma intraductal. Essas variantes incluem
0os subtipos apdcrino, neuroendécrino, células em anel de sinete,
hipersecretério cistico, papilar, papilar intracistico ou encapsulada e a doenca
de Paget do mamilo (Guerry e cols., 1988; Tavassoli e Norris, 1994;
Kawasaki e cols., 2008; Dalberg e cols., 2008; O'Malley e Bane, 2008;
Esposito e cols., 2009; Wynveen e cols., 2011). O CDIS de alto grau
apresenta alto indice proliferativo e € geralmente positivo para HER2 e P53,
tendendo a ser negativo para RE, RP, e BCL-2. O CDIS de baixo grau
geralmente é negativo para HER2 e P53, tem baixo indice proliferativo e é
positivo para RE, RP e BCL-2 (Bobrow e cols., 1994; Leong e cols., 2001).
Diferengas genéticas existem entre o CDIS de alto grau e o CDIS baixo grau
(Ellsworth e cols., 2007).

A célula do CLIS é similar a célula epitelial acinar usual, apresenta
tamanho pequeno a moderado, com nucleo regular e redondo, e com pouco
citoplasma. Geralmente ndo tem nucléolo aparente. As células tém aspecto
discoeso, com membrana plasmatica indistinta e podem apresentar luz
intracitoplasmatica. Essa proliferacao preenche, distende e distorce a ULDT,
podendo se estender aos ductos adjacentes (de forma pagetoide ou extensa)
(Ellis e cols., 2013). Uma variante dita pleomoérfica do CLIS apresenta o
mesmo padrao, porém contém pleomorfismo celular ou células em anel de

sinete (Sneige e cols., 2002). O indice proliferativo e a expressao de HER2
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sdo maiores nesse grupo quando comparada a forma classica do CLIS
(Chivukula e cols., 2008; Chen e cols., 2009). Entretanto, os achados tipicos
da neoplasia lobular classica (p.ex. delecédo de 16q) s&o encontrados nesse

grupo (Chen e cols., 2009).

2.1.3.2 Carcinoma invasor

O carcinoma invasor da mama é dividido conceitualmente em dois
grupos principais, o carcinoma invasor tipo nao especial (CITNE) e os
carcinomas invasores de tipo especial (Lakhani e cols., 2012). O CITNE
mamario nao é considerado um tipo especifico de carcinoma de mama (Ellis
e cols., 2013), sendo constituido por um grupo heterogéneo de tumores, sem
nenhuma caracteristica que os classifique em um dos tipos histoldgicos
especiais (p.ex. lobular, mucinoso ou tubular). O CITNE mamario também é
chamado de carcinoma ductal invasor tipo ndo especial ou carcinoma sem
outra especificacdo. O termo ductal era usado para denotar origem do epitélio
ductal mamario nesse grupo, enquanto que o carcinoma lobular seria
derivado do l6bulo mamario, porém a evidéncia atual demonstra que, na
realidade, os dois tipos de carcinoma originam-se da ULDT (Ellis e cols.,
2013). O CITNE corresponde a cerca de 45 a 80% dos casos de carcinoma
invasor da mama na maioria das séries descritas (Rosen, 1979; Anderson e
cols., 1991; Ellis e cols., 1992; Li e cols., 2005 e 2006a; Anderson e cols.,
2006; Lakhani e cols., 2012).

A histopatologia do CITNE € bastante variavel e pode se apresentar
com lengdis sinciciais ou corddes de células com abundante citoplasma.

Pode apresentar areas “targetoides” (como no carcinoma lobular) e estruturas
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glandulares (focal a extensa). O nucleo pode ser pleomérfico ou regular. O
componente estromal & variavel podendo ser escasso, desmoplasico ou
hialinizado. Necrose esta presente em aproximadamente 60% dos casos e
um infiltrado linfoplasmocitario pode ser identificado (Lakhani e cols., 2012;
Ellis e cols., 2013). O CITNE pode apresentar algumas caracteristicas dos
tipos especiais de carcinoma focalmente. A classificagdo como CITNE requer
que o tumor seja constituido pelo padrédo nao especial em mais de 50% da
lesdo. No caso do padrao de CITNE aparecer entre 10 a 49%, e o restante da
lesdo for um tipo especial, o carcinoma é classificado como misto (NHS
Breast Screening Programme, 2005; Lakhani e cols., 2012). Ocasionalmente,
o CITNE pode apresentar: (a) metaplasia escamosa, (b) metaplasia em
células claras (Ellis e cols., 2013), (c) deposicédo abundante de lipofucsina
citoplasmatica (Shin e cols., 2000), (d) melanina nas células neoplasicas
simulando melanoma, (e) nivel de gonadotropina coridbnica humana beta
elevado no soro ou evidéncia de diferenciacdo coriocarcinomatosa
(Mohammadi e Rosa, 2011), (f) células pleomoérficas e células gigantes
tumorais em abundéancia [sendo chamado de carcinoma pleomérfico quando
presentes em mais de 50% das células no tumor] (Silver e Tavassoli, 2000),
ou (g) componente de CDIS extenso associado (Ellis e cols., 2013).

O carcinoma lobular infiltrante (CLI) da mama é o tipo especial mais
comum de carcinoma mamario e o segundo tipo mais comum de carcinoma
de mama (~15% dos casos) (Ellis e cols., 1992; Li e cols., 2003). O CLI
demonstra caracteristicas clinicas, histologia, fatores de risco, transcriptomas
e perfil gendmico distinto do CITNE (Cleton-Jansen, 2002; Korkola e cols.,

2003; Arpino e cols., 2004; Yoder e cols., 2007; Lopez-Garcia e cols., 2010).
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A forma classica do CLI apresenta um padréo de infiltragcdo por células
neoplasicas isoladas em “fila indiana”, com celularidade semelhante ao CLIS
(Dixon e cols., 1982). Algumas variantes do CL| s&o bem reconhecidas e
incluem a lobular sélida, lobular alveolar, tubulo-lobular e lobular pleomdérfico
(Rakha e Ellis, 2010). Porém, todos apresentam evidéncias de alteragbes
genéticas caracteristicas de neoplasia lobular como perda da funcédo da E-
caderina e dele¢cbes no bragco longo do cromossomo 16 (Rakha e cols.,
2006a; Simpson e cols., 2008).

O CLI esta frequentemente associado com idade avancada (média de
57 anos), maior tamanho tumoral, grau histolégico baixo e positividade para
receptores hormonais (Arpino e cols., 2004; Li e cols., 2005, Rakha e Ellis,
2010). Nao é frequente a presenca de invasao linfovascular ou perineural
(Ellis e cols., 2013). Alguns estudos observaram uma taxa maior de
multicentricidade, multifocalidade, bilateralidade, desenvolvimento
subsequente de carcinoma contralateral e multiplas metastases (Sastre-
Garau e cols., 1996; Winston e cols., 2000; Ferlicot e cols., 2004). Existe uma
tendéncia de recorréncia locorregional tardia (Cocquyt e Van Belle, 2005).

O carcinoma mamario do tipo especial tubular (~1-4% dos carcinomas
de mama) tem como caracteristicas a presenca de tubulos angulados com
luzes abertas em mais de 90% do tumor e estroma desmoplasico (Ellis e
cols., 2013). O carcinoma tubular esta frequentemente associado com AEP,
neoplasia lobular e CDIS de baixo grau e apresenta um 6timo prognéstico
(Rakha e cols., 2010; Ellis e cols., 2013). Alguns autores usam o termo
carcinoma misto tubular infiltrativo (e ndo CITNE) para aqueles tumores que

apresentam entre 50% a 90% de morfologia tubular, pois aparentemente
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apresentam um bom prognéstico (Cabral e cols., 2003; Ellis e cols., 2013).
Outro tipo especial de carcinoma raro (~1% dos casos de carcinoma invasor),
que tem relacdo com o carcinoma tubular, € o carcinoma cribriforme invasivo
(Venable e cols., 1990). Esse tumor é constituido por glandulas infiltrativas
tubulares com padrao cribriforme e tem, também, um bom prognéstico (Ellis e
cols., 2013).

O carcinoma mucinoso da mama na sua forma pura, também chamado
de coloide, apresenta grupamentos de células carcinomatosas uniformes e
nucleo regular dentro de lagos de mucina em cerca de 90% do tumor
(Lakhani e cols., 2012). Esse tipo especial é incomum (~1-4% dos casos de
carcinoma invasor) e sua forma pura tem um bom progndéstico (Diab e cols.,
1999; Di Saverio e cols., 2008). Outro tipo especial de carcinoma mamario,
com frequéncia entre 1 a 7% do total de casos, € o carcinoma medular (Ellis
e cols., 2013). A morfologia do carcinoma medular demonstra um tumor
circunscrito, com padrédo de crescimento sincicial, alto grau histolégico e
intenso infiltrado linfoplasmocitario (Lakhani e cols., 2012). Apesar de
apresentar um alto grau histolégico, alguns estudos observaram um
prognéstico melhor quando comparado com CITNE (Jensen e cols., 1997;
Rakha e cols., 2009a).

A OMS descreve 19 tipos especiais de carcinoma de mama (Lakhani e
cols., 2012), os principais foram descritos acima. Outros exemplos de tipos
especiais de carcinoma da mama incluem: o carcinoma papilar invasivo, o
carcinoma micropapilar invasivo, o carcinoma secretor, o carcinoma apocrino,
0 carcinoma rico em glicogénio e rico em lipidio, o carcinoma neuroendocrino,

0 carcinoma metaplasico, o carcinoma epidermbéide e o carcinoma
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adenoescamoso de baixo grau (Lakhani e cols., 2012; Ellis e cols., 2013).
Recentemente, um subtipo denominado carcinoma do tipo basal, que
apresenta imunofendétipo triplo negativo (RE, RP e HERZ2 negativos) e
expressédo de marcadores de células basais, surgiu como um grupo distinto

(Ellis e cols., 2013).

2.1.4 Fatores prognosticos

Um fator prognostico € definido como uma caracteristica do paciente ou
da neoplasia identificada no diagnéstico que pode ser usada para
proporcionar informacado do desfecho clinico (recorréncia ou sobrevida) na
auséncia de terapia. Um fator preditivo € definido como uma caracteristica
que permite informar a probabilidade de resposta a terapia. Uma
caracteristica pode ser ao mesmo tempo um fator prognostico e preditivo
(Fitzgibbons e cols., 2000; Ly e cols., 2012). Fatores prognosticos nao
predizem resposta a terapia, mas orientam a selecdo de tratamento de
pacientes com neoplasias malignas. Por exemplo, pacientes com 6timo
prognéstico apds a ressecgao de um tumor podem ser dispensados de
quimioterapia adjuvante que tem alta morbidade. Ao contrario, pacientes com
progndstico muito ruim podem se beneficiar de uma terapia adjuvante
agressiva (Fitzgibbons e cols., 2000; Ly e cols., 2012).

Os fatores prognésticos em carcinomas de mama s&o divididos em
tradicionais ou moleculares (Ly e cols., 2012). Os fatores tradicionais séo
investigados pelo exame macroscopico e histolégico do tumor. Os fatores
moleculares podem ser acessados por técnicas especiais como IHQ, PCR ou

HIS.
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2.1.4.1 Tradicionais

A. Tamanho do tumor

O tamanho do tumor deve ser medido por patologista, pois a
mensuracgao clinica ndo tem acuracia suficiente (Ellis e cols., 2013). O maior
didmetro do tumor deve ser medido, e tumores com menos de um centimetro
tem que ser medidos com o microscépio no corte histolégico (Sinn e cols.,
2010). O tamanho do tumor é um fator tempo dependente, varios estudos
demonstraram sua correlagdo com progndstico (Carter e cols., 1989; Neville
e cols., 1992; Lakhani e cols., 2012), apresentando os tumores pequenos
uma melhor sobrevida. Neoplasias com medida igual ou menor do que 1 cm
de didmetro usualmente se apresentam em um estagio menor, sem
metastase em linfonodo, quando comparados com tumores com 1,5 cm ou
mais (Carter e cols., 1989; Foulkes e cols., 2010). O tamanho tumoral é
usado como marcador prognéstico para manejo de pacientes no (a) indice
Prognéstico de Nottingham (junto com grau histolégico e grau de
comprometimento de linfonodos) e (b) no estadiamento TNM de tumores
malignos, onde constitui uma variavel categoérica dividida em T1 (s2 cm), T2
(>2cm e <5 cm) e T3 (>5 cm) (Ellis e cols., 2013).

B. Estagio de comprometimento de linfonodos

Pacientes com comprometimento linfonodal locorregional comprovado

na histologia tém um progndstico muito pior do que aqueles pacientes que
nao apresentam envolvimento de linfonodos (Ferguson e cols., 1982; Truong
e cols., 2005). Quanto maior o numero de linfonodos comprometidos pior o
prognéstico (Lakhani e cols., 2012; Ellis e cols., 2013). O envolvimento de

linfonodos no nivel mais distal da axila e linfonodos da cadeia mamaria
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interna tem o pior prognostico (Ellis e cols., 2013). O estagio de
comprometimento linfonodal é dividido em quatro pelo TNM: NO (sem
metastase), N1 (1-3 linfonodos metastaticos), N2 (4-9 linfonodos
comprometidos) e N3 (acima de 10 linfonodos comprometidos, ou metastase
no nivel lll, ou supraclavicular, ou na cadeia mamaria interna). A categoria N1
pode ser envolvida por uma micrometastase, definida com uma medida entre
0,2 e 2 mm, sendo descrita como N1mi (Singletary e cols., 2002).
Atualmente, a frequéncia de positividade de linfonodos diminuiu e a
introdugdo da técnica de biopsia do LFNS diminuiu o numero de
esvaziamentos axilares (Ellis e cols., 2013). Um grande estudo realizado nao
identificou diferenca na sobrevida global, na sobrevida livre de doenca e no
controle local do carcinoma de mama entre cirurgia com amostragem do
linfonodo sentinela ou cirurgia com esvaziamento axilar convencional (Krag e
cols., 2010). O linfonodo sentinela € o primeiro linfonodo da cadeia que drena
o tumor da mama e é o primeiro sitio de metastase linfatica do cancer de
mama (Giuliano e cols., 1995).

C. Tipo histolégico

Alguns subtipos de carcinoma de mama tém um prognostico favoravel
bem definido. Os carcinomas tubular e tubulo-lobular (Rakha e cols., 2010), o
carcinoma mucinoso puro (Clayton, 1986) e o carcinoma cribriforme invasivo
(Venable e cols., 1990) tém um prognéstico melhor que o CITNE.
Considerando casos com mesmo grau histolégico, o carcinoma medular e o
CLI apresentam progndéstico melhor que o CITNE em algumas séries (Jensen
e cols., 1997; Rakha e cols., 2009a; Rakha e Ellis, 2010). Rakha e cols.

(2006b) descreveram um novo tipo de carcinoma de mama, denominado
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carcinoma mamario tipo basal, com pior prognostico quando comparado com
outros tipos de cancer de mama.

D. Grau histolégico

O grau histolégico é um indicador prognéstico forte e proporciona
informagdes sobre as caracteristicas intrinsecas biolégicas do tumor. O
sistema de graduagdo recomendado pela OMS e por outras entidades
internacionais € o sistema de graduacédo de Nottingham (SGN) (Lakhani e
cols., 2012). Esse sistema de graduacédo leva em conta, de forma
semiquantitativa, caracteristicas morfolégicas do tumor incluindo: (a) o grau
de diferenciacdo glandular do tumor (formagao de luz tubular), (b) o grau de
pleomorfismo nuclear e (c) o numero de figuras mitoticas (que indica uma
medida de proliferagdo) (Lakhani e cols., 2012). Cada caracteristica recebe
uma pontuagao (Tabela 2, pag. 120) que sdo somadas para atingir um escore
final e posterior definicdo da graduacao final em: 1 ou baixo grau (escores 3,
4 ou 5), 2 ou grau moderado (escores 6 e 7) ou 3 ou alto grau (escores 8 ou
9).

E. Invaséao linfovascular

A deteccdo de invasao linfovascular no tumor primario € um marcador
de potencial metastatico e de significado progndstico, principalmente no
grupo de pacientes com linfonodos negativos (Mohammed e cols., 2009a).
Alguns estudos néo identificaram correlacdo com desfecho clinico (Sears e
cols., 1982; Dawson e cols., 1986); porém, outros demonstraram que a
presenca de invasdo linfovascular prediz recorréncia e esta associada com
diminuicdo de sobrevida (Dawson e cols., 1986; Locker e cols., 1989;

Mohammed e cols., 2009b).
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F. Necrose

A presenga de necrose tumoral em carcinomas invasores da mama esta
associada com pior prognéstico e geralmente aparece nos CITNE, nos
tumores de alto grau histologico e nos carcinomas com fendtipo basal (Tsuda
e cols., 2000; Yu e cols., 2010; Ellis e cols., 2013).

G. Caracteristicas do estroma

Com base em estudos subjetivos esse fator prognéstico tem uma
associagao variavel de fibrose no estroma tumoral com bom prognoéstico,
porém nao foi encontrada diferenga na sobrevida em curto ou longo prazo
(Black e cols., 1983; Dawson e cols., 1986). Parham e cols. (1988) em um
estudo morfométrico encontraram um prognoéstico melhor no grupo de
tumores com maior celularidade e menor fibrose no estroma. Outra
caracteristica do estroma identificada em alguns estudos & a presenca de
elastose (Ellis e cols., 2013). Um estudo sugere que a presenca de elastose
no centro do tumor esta associada com bom prognostico (Davies e Barnard,
1982), porém outros estudos n&o confirmaram essa hipotese (Carlomagno e
cols., 1995, Ellis e col., 2013).

H. Outros fatores convencionais

A presenga de um componente de carcinoma in situ extenso no tumor
estd associada com melhor prognéstico e uma frequéncia menor de
metastase em linfonodo (Matsukuma e cols., 1991). Idade jovem, historia
familiar positiva, apresentagdo primaria com sintomas (e nao por
rastreamento) e comprometimento de pele ou mamilo (doengca de Paget
cutanea) estdo associados com pior prognéstico; enquanto que um infiltrado

linfoplasmocitario acentuado e focos de fibrose estdo associados com bom
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prognéstico (Fitzgibbons e cols., 2000; Hasebe e cols., 2002; Rakha e cols.,
2009a; Blamey e cols., 2010; Marginean e cols., 2010). Ainda, outros fatores
progndsticos investigados incluem: infiltrado inflamatério rico células T CD8+,
angiogénese (densidade microvascular aumentada), indice apoptoético e

invasao perineural (Ellis e cols., 2013).

2.1.4.2 Moleculares

No cancer de mama, a determinacdo da expressdo de receptores
hormonais, superexpresséo de HER2 e investigagao do indice proliferativo da
neoplasia sdo procedimentos padréo para o manejo do paciente (Wolff e
cols., 2007; Hammond e cols., 2010). O RE e o RP informam que a neoplasia
responde a terapia enddcrina e tem um bom prognéstico, ja o HER2 informa
que a neoplasia responde a terapia seletiva anti-HER2 e tem um pior
prognéstico (Ellis e cols., 2013). A ASCO/CAP recomendam que todo tumor
primario e recorrente de mama seja investigado para RE, RP e HER2 (Wolff e
cols., 2007; Hammond e cols., 2010; Hammond, 2011). Somado aos seus
valores preditivos e progndsticos, o papel desses marcadores na atual
classificagdo molecular intrinseca do carcinoma de mama €& determinante
(Perou e cols., 2000; Sorlie e cols., 2003).

O marcador de indice proliferativo mais estudado é o Ki-67 (MIB1), que
aparece exclusivamente em células dentro do ciclo celular (Colozza e cols.,
2005) e pode ser usado para predizer resposta a terapia neoadjuvante
(Vincent-Salomon e cols., 2004; Miglietta e cols., 2009) e adjuvante
(Aleskandarany e cols., 2010). Além de sua acao como fator preditivo em

quimioterapia, o Ki-67 pode ser usado para dividir carcinomas de mama grau
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2 e carcinomas de mama RE positivos em subcategorias com progndésticos
distintos (Cheang e cols., 2009; Aleskandarany e cols., 2011).

Os principais marcadores do fendtipo basal utilizados sdo a
citoqueratina (CK) 5/6 e o EGFR, além de outros menos utilizados como
CK14 e CK17 (Nielsen e cols., 2004; Rakha e Reis-Filho, 2009).
Recentemente, foi demonstrado que usando marcadores basais pode-se
identificar um subgrupo de carcinomas de mama triplo negativo (cerca de 60-
90% dos casos) com biologia e clinica distinta e com um pior prognostico

(Rakha e cols., 2007; Cheang e cols., 2008; Rakha e cols., 2009b).

2.2 Receptor do fator de crescimento epidérmico humano tipo 2 (HER2)

2.2.1 Biologia

HERZ2 faz parte da familia de quatro receptores do fator de crescimento
epidérmico (EGF) que incluem: EGFR (HER1, ERBB1), HER2 (ERBB2),
HER3 (ERBB3) e HER4 (ERBB4). O gene ERBB?2 esta localizado na regido
12 do braco longo (q) do cromossomo 17 (17q12) e codifica a proteina de
membrana HER2 de 185 kDa que demonstra atividade de tirosina quinase
(Akiyama e cols., 1986). Essa proteina receptora é estruturalmente
constituida por um dominio de ligagdo extracelular, um dominio
transmembrana e um dominio catalitico tirosina quinase intracelular
(Strachan e Read, 2011). A via de sinalizagdo onde HER2 funciona é
complexa e apresenta um nivel de entrada constituido pelos receptores de
membrana (HER1-4) e seus ligantes (EGF, TGFa, amphiregulina, heregulina

e outros), que iniciam o sinal do lado extracelular. Depois, um sistema central
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de processamento do sinal, constituido por um conjunto de interacdes
bioquimicas, promove a expressao génica no nucleo celular através de
diversos fatores de transcricdo. Dependendo da combinagédo de fatores de
transcricdo atuando nos genes, a resposta ao sinal afetara fungdes celulares
como proliferagdo, migragao, diferenciagao, apoptose e angiogénese (Citri e
Yarden, 2006).

Apds a estimulacao/ligacado por um ligante no dominio extracelular, os
receptores EGF sofrem dimerizacdo e transfosforilacdo de seu dominio
intracelular com consequente ativagcado de vias sinalizadoras intracelulares
mediadoras de proliferacao e diferenciacdo (Moasser, 2007). O mecanismo
de ativacdo celular de HER2 ainda n&o esta completamente elucidado
(Normanno e cols., 2005). Por exemplo, ndo se conhece nenhum ligante
ativador do receptor HER2 homodimerizado. Porém, apesar de nao ter
ligante, a dimerizagdo de HER2 com outros membros da familia EGF forma
heterodimeros que tém agdo mais potente e estavel, ou ainda, quando
expresso em altos niveis pode formar homodimeros para sua ativagao
(Graus-Porta e cols., 1997; Moasser, 2007). Essas tirosinas fosforiladas
acoplam-se com outras moléculas sinalizadoras intracelulares ativando vias
mensageiras secundarias e outras vias sinalizadoras na membrana (Citri e
Yarden, 2006; Moasser, 2007).

Os fatores de transcricao, ativados pela via, regulam genes envolvidos
na sobrevivéncia, invasdo e metastase. HER2 expbde seus dominios de
dimerizacdo e € o parceiro principal de dimerizacdo da familia EGF. HER2
apresenta a maior atividade quinase catalitica e heterodimeros contendo

HER2 tém atividade sinalizagdo com maior forga (Graus-Porta e cols., 1997,
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Citri e Yarden, 2006). HER3 tem como ligante a heregulina, mas n&o
apresenta atividade tirosina quinase e, assim como HER2, precisa se ligar
com outro membro da familia para sua ativacdo. Apesar disso, apresenta
multiplos sitios de ligacdo para PI3K (fosfoinositideo 3-quinase) e quando
heterodimerizada com HER2 & o estimulador mais potente da via anti-
apoptoética PISK/AKT (proteina quinase B)/mTOR (mammalian target of
rapamycin) (Citri e Yarden, 2006; Moasser, 2007). A ativagdo de HERZ2
também pode ocorrer quando existir formagdo de complexos com alguns
outros receptores de membrana como |IGF-1 (fator de crescimento
semelhante a insulina tipo 1) (Nahta e cols., 2005). O RE, através de uma via
ndo gendmica fora do nucleo, também pode ativar a via de sinalizagéo
através de HER2 (Shou e cols., 2004). Uma forma truncada constantemente
ativada de HER2, sem sua por¢do amino terminal extracelular (p95-HER2) e
que dimeriza com os outros membros da familia EGF, foi identificada em
alguns carcinomas de mama (Gajria e Chandarlapaty, 2011; Han e cols.,

2012).

2.2.2 Superexpressao de HER2 no cancer de mama

A atividade oncogénica de HERZ2 foi demonstrada em estudos in vitro e
in vivo. Pierce e cols. (1991) identificaram que a superexpressdo de HER2
estava associada com a transformacao e oncogénese de células epiteliais de
glandulas mamaria humana. Em animais, a superexpressdo de HER2 levou
ao desenvolvimento de neoplasias mamarias e indugcdo de metastases
(Bouchard e cols., 1989; Guy e cols., 1992). Tecidos sadios apresentam

baixos niveis de HER2 na membrana. O aumento de expressdo de HER2 é
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observado em cerca de 10-20% dos casos de CM e em alguns casos de
cancer de ovario e estbmago (Lal e cols., 2004; Owens e cols., 2004; Yaziji e
cols., 2004; Lee e cols., 2005; Gravalos e Jimeno, 2008). O CM pode
apresentar até 50 cépias do gene ERBBZ2 e ter a proteina HER2 aumentada
em até 100 vezes, resultando na expressédo de cerca de dois milhdes de
receptores na superficie da célula neoplasica (Kallioniemi e cols., 1992).

A amplificacdo de ERBBZ2 acontece numa etapa inicial da oncogénese
mamaria em humanos. Um dos indicios é sua alta prevaléncia (~50%) em
carcinomas intraductais (Park e cols., 2006). Essa amplificagdo fica mantida
durante a progressao da doencga para neoplasia invasora, disseminagéao loco-
regional e metastase a distancia (Latta e cols., 2002; Carlsson e cols., 2004).
Assim, a observacdo de que apenas aproximadamente 20% dos casos de
carcinoma invasor da mama sdao HER2 positivos sugere que a maioria dos
carcinomas intraductais ndo progride para neoplasia invasora. A amplificagao
de HER2 define um grupo de cancer mamario com expressdo génica
caracteristica e que se mantém durante a progressao tumoral (Perou e cols.,
2000; Weigelt e cols., 2005; Cancer Genome Atlas Network, 2012). A
expressédo de HER2 pode desaparecer em alguns casos de CM tratados com
trastuzumabe, possivelmente pela selecdo de um clone de célula HER2
negativo ndo eliminado pelo tratamento (Mittendorf e cols., 2009). Ao
contrario, alguns tumores inicialmente negativos para HER2 podem se tornar
positivos, sendo uma das principais causas de ndo resposta a terapia
hormonal anti-RE (Gutierrez e cols., 2005). Como o RE pode agir como
regulador negativo de HER2, e HERZ2 pode regular negativamente o RE, o

bloqueio do RE pode aumentar a expressao de HERZ2, e o bloqueio de HER2
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pode aumentar a expressédo de RE (Munzone e cols., 2006; Lopez-Tarruella e
Schiff, 2007).

Os carcinomas com amplificacdo de ERBBZ2 apresentam como
caracteristica um alto grau histolégico e nuclear na morfologia (Lakhani e
cols., 2012). Também apresentam uma sensibilidade aumentada para
agentes citotoxicos como doxorubicina e resisténcia relativa a terapia
hormonal, além de um indice elevado de metastase para o cérebro e visceras
(Gabos e cols., 2006; Ross e cols., 2009). Embora os tumores HER2
positivos geralmente apresentam baixos niveis de expresséo de receptores
hormonais, cerca da metade pode expressar RE (Konecny e cols., 2003).
Muitos deles apresentam mutagdo e expressdo de P53 (Tsutsui e cols.,
2003). Eles mostram, ainda, altos indices proliferativos e aneuploidia, e estao

associados com pior prognéstico (Allred e cols., 1992; Lakhani e cols., 2012).

2.3 Métodos de estudo e detecgédo de HER2

A deteccdo do estado de HER2 é muito importante, pois seleciona
pacientes para um tratamento potencialmente curativo. Atualmente, para se
proporcionar o tratamento personalizado com terapia alvo anti-HERZ2 para um
paciente com cancer de mama, deve-se primeiramente confirmar o aumento
da expressdo de HER2 e/ou amplificacdo de seu gene correspondente com
um meétodo de testagem. Em 2007, um grupo de especialistas da ASCO/CAP
fez uma extensa revisdo critica da literatura e desenvolveu recomendacbes
para o teste de HER2 com o objetivo de uniformizar e aumentar o seu

desempenho (Wolff e cols., 2007). Foram propostas diretrizes rigorosas
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sobre aspectos pré-analiticos, analiticos e pds-analiticos dos testes usados
para investigagao do status de HER2. Assim, puderam garantir um resultado
consistente e com acuracia em no minimo 50% dos casos com resultado
positivo ou negativo (Hammond, 2011). Os métodos principais de estudo de
HER2 s&o: IHQ, FISH, CISH, SISH, Q-RT-PCR (quantitative real time PCR) e
CGH. A maioria dos testes é realizada em tecido neoplasico fixado em
formalina e incluido em parafina, mas tecido congelado e esfregagos ou
blocos de células também podem ser utilizados. As principais vantagens e
desvantagens dos principais métodos de deteccdo de HER2 estéo listadas na

Tabela 3 (pag. 121).

2.3.1 Imuno-histoquimica

A reacado de IHQ depende de uma reagé&o imune entre um Ac especifico
e o receptor HER2 localizado na membrana plasmatica de uma célula. A IHQ
€ uma técnica bem estabelecida, bastante difundida e com preco acessivel.
As principais variaveis que influenciam no resultado da reacdo foram
identificadas e incluem: o tipo de fixagao tecidual, os reagentes utilizados na
reacdo, o protocolo utilizado na reacédo, o tipo de Ac utilizado e a
interpretacdo do escore de marcacao (Penault-Llorca e cols., 1994; Press e
cols., 1994; O’Leary, 2001; Khoury e cols., 2009; Lourengo e cols., 2009;
Taylor e cols., 2011). IHQ é um teste qualitativo que no caso da investigacao
do gene HERZ2 é usado como um teste semiquantitativo para detecgdo do
aumento da expressdo da proteina, baseado em uma validagédo técnica e
clinica.

Os primeiros estudos clinicos que testaram o trastuzumabe no
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tratamento dos pacientes com cancer de mama exigiam o desenvolvimento
de um teste para identificar a expressao de HER2 no tumor (Cobleigh e cols.,
1999; Slamon e cols., 2001). O resultado foi a geragao, para a pesquisa
clinica, de um teste de IHQ usando dois mAcs (4D5 e CB11) especificos para
regides diferentes da proteina HER2 (Slamon e cols., 2001). O status de
HERZ2 nos tumores foi avaliado de maneira semiquantitativa numa escala
com escore que variava de 0 a 3+, e que correspondia ao aumento do nivel
de expressdao de HER2 que aparece histologicamente como uma maior
intensidade de coloragdo/marcacéo dos receptores na membrana das células
(Dybdal e cols., 2005).

Atualmente, as laminas coradas seguem diretrizes de interpretacao da
ASCO/CAP que sao reconhecidas internacionalmente (Wolff e cols., 2007). O
escore do resultado da coloragdo acessa qualitativamente a intensidade e
porcentagem de marcagdo dos receptores na membrana nas células
neoplasicas (Tabela 4, pag. 122). Os resultados possiveis sédo (a) positivo ou
3+, quando uma coloracéo periférica nos limites da membrana citoplasmatica
celular de intensidade forte, completa e uniforme for encontrada em mais de
30% das células tumorais; (b) indeterminado ou 2+, quando for encontrada
uma coloragéo periférica celular completa, ndo uniforme e de intensidade
fraca a moderada em pelo menos 10% das células, ou quando for observado
uma coloragéo forte e completa igual ou menor do que 30% das células e (c)
negativo, quando nenhuma marcacéao (escore 0) ou marcacao fraca completa
em menos de 10% das células ou quando uma marcagao fraca incompleta
em qualquer proporcao de células for encontrada (escore 1) (Wolff e cols.,

2007). Cada um desses resultados leva a um tipo diferente de manejo no
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tratamento do paciente com cancer de mama (Wolff e cols., 2007).

A correlagdo entre a intensidade de marcagdo dos receptores na
membrana plasmatica com Acs anti-HER2 e o aumento da expresséo da
proteina foi demonstrado (Press e cols., 1994). Uma marcacgao citoplasmatica
pode ser identificada em alguns casos, porem nao foram identificados
correlacdo com amplificacdo génica de ERBB2 (Press e cols, 1994) ou com
niveis de HER2 mRNA (Taylor e cols., 1998 e 1999). Também, nenhuma
associagdo entre marcacdo de membrana e piora de prognostico foi
encontrada em mulheres com CM com linfonodo positivo (Tétu e Brisson,
1994). Porém, um estudo identificou associagcdo entre a marcagao
citoplasmatica moderada a forte de HER2 com pior prognédstico usando o Ac
CB11 (Keshgegian e Cnaan, 1997).

Os principais clones de Acs anti-HERZ2 disponiveis sdo: um pAc de
coelho, clone A0485 (HercepTest™, Dako, Dinamarca) e quatro mAcs, sendo
dois de camundongo, clones CB11 (Novocastra, Inglaterra) e TAB250
(Invitrogen, EUA), e dois de coelho, clones 4B5 (PATHWAY HER2/neu®,
Ventana, EUA e Genentech, EUA) e SP3 (NeoMarkers, EUA e Cell Marque,
EUA). Os Acs direcionados a porg¢ao intracelular da proteina sdo o A0485, o
CB11 e 0 4B5. Os direcionados a porgao extracelular sdo o TAB250 e o SP3.
Cada Ac tem uma caracteristica distinta de coloragédo e desempenho (Nunes
e cols., 2008; Dekker e cols., 2012). O Herceptest tem alta sensibilidade,
porém sua baixa especificidade foi demonstrada em alguns estudos (Jacobs
e cols., 1999a; Roche e Ingle, 1999; Ricardo e cols., 2007; Nunes e cols.,
2008). Powell e cols. (2008) identificaram no clone 4B5 uma marcagao de

membrana mais nitida, com menos coloragao citoplasmatica e estromal de
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fundo, quando comparado com o clone CB11. Em outro estudo, os Acs SP3 e
4B5 demostraram uma maior concordancia com HIS, quando foram
comparados com o A0485 e o CB11 (Rhodes e cols., 2002). Thomson e cols.
(2001) observaram em um estudo sensibilidade maior do TAB250 quando
comparado com o A0485 e o CB11.

A reacao de IHQ para HERZ2 deve incluir controles positivos e negativos,
que podem ser l6bulos mamarios sadios presentes no corte da propria
amostra, em cada ensaio realizado (Bhargava e cols., 2011). Na descri¢éo do
resultado da IHQ deve-se incluir a intensidade e a porcentagem de células
coradas; recomenda-se, também, informar o tipo de fixador e tempo de
fixagcdo do tecido e o tipo de protocolo utilizado na reagao (Wolff e cols.,
2007). A IHQ é altamente dependente da preservacao e fixagdo do tecido
analisado. O unico fixador recomendado é o formol 10% tamponado
(formalina neutra, pH=7,0) com um tempo minimo de fixagdo de seis horas,
porém nao mais que 48 horas, e o ideal € de 24 horas (Wolff e cols., 2007,
Bhargava e cols., 2011).

Varios estudos demonstraram discordancia entre resultados de IHQ e
HIS entre laboratérios centrais com controle de qualidade e laboratorios
periféricos pequenos (Paik e cols., 2002; Rhodes e cols., 2002; Dowsett e
cols., 2007; Middleton e cols., 2009; Shah e cols., 2010; Bilous e cols., 2012).
Isso acontece porque na IHQ existem variaveis desde antes da fixagéo até a
interpretacéo pelo patologista que influenciam no resultado. Essas variagées
sdo tradicionalmente divididas em pré-analiticas, analiticas e pds-analiticas
(de interpretacao) (Wolff e cols., 2007). Variaveis pré-analiticas comegcam na

sala cirurgica e sdo mais dificeis de controlar, pois ocorrem fora do
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laboratorio de patologia. O tempo de isquemia fria (peca cirurgica fora do
fixador), o tipo de fixador e o tempo inadequado de fixagdo, principalmente
em pecas grandes, podem afetar muito os resultados de uma IHQ (Taylor e
cols., 2011). As diretrizes da ASCO/CAP recomendam que o tempo de inicio
de fixagcado deva ser o menor possivel, o fixador utilizado deve ser formalina
tamponada em tempo n&o inferior a 6 horas e néo superior a 48 horas, este
tempo deve sempre ser indicado em cada amostra (Wolff e cols., 2007).
Algumas variagdes que ocorrem na fase analitica podem ser diminuidas com
uso de sistemas automatizados (Roche cols., 2002; Perez e cols., 20006).
Uma das limitagdes dos sistemas de escore da marcagdo de HER2 ¢é a
variagéo interobservador, principalmente em casos com coloragdo moderada
(2+) de membrana (Hoang e cols., 2000; Thomson e cols., 2001).

A interpretagcdo da superexpressdao de HER2 por IHQ em bi6psias
incisionais (core biopsia ou fru-cut) pode levar a um falso-positivo por
artefatos (p.ex. coloragdo de borda) e, também, pode ndo revelar a
heterogeneidade existente nos tumores devido a amostragem limitada. Com
isso, existe uma recomendacao de testagem de HER2 no material de biopsia
excisional (Wolff e cols., 2007). Apesar disso, os indices de concordéancia
entre biopsia incisional e excisional descritos na literatura variam entre 88% e
99% (Rhodes e cols., 2002; Arnedos e cols., 2009; Ahmed e cols., 2011).

Por fim, as diretrizes da ASCO/CAP afirmam que a marcagdo de
membrana no epitélio sadio de glandula mamaria € um dos critérios de
exclusao para rejeitar um resultado de teste de HER2 através de IHQ (Wolff e
cols., 2007). A calibracdo adequada da metodologia de IHQ com casos ou

linhagens celulares sabidamente positiva, negativa ou indeterminada, produz
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um teste sem nenhuma coloragédo do epitélio da glandula mamaria sadia
devido a baixa expresséo fisiolégica de HER2 (Robertson e cols., 1996; Nagy
e cols., 1999). A categoria HER2 3+ é pratica e requer uma imunorreatividade
positiva com coloracdo periférica celular dos receptores na membrana
plasmatica forte e completa em mais de 30% das células tumorais. Na
maioria dos casos positivos cerca de 90% das células s&o positivas
(Hammond, 2011). A opgéo por um limite de corte de 30% nas diretrizes da
ASCO/CAP objetiva permitir uma margem de perda de proteina que pode

acontecer apos a fixagéo tecidual (Leong e cols., 2006).

2.3.2 Hibridizacéo in situ

O principio da HIS é a geragao de sondas (pequenas sequéncias) de
DNA marcadas, complementares as sequéncias gendmicas de interesse, e
posterior hibridizagdo no tecido (Pfeifer, 2006). Com a HIS, existe o beneficio
da avaliagao simultédnea da histomorfologia da neoplasia e a amplificagao do
gene HER2 na mesma amostra. Estas técnicas sdo mais complexas e
trabalhosas que a IHQ (Taylor e cols., 2011), necessitando de dois dias para
sua realizagcédo (Tabela 5, pag. 123). Assim como na IHQ, porém em menor
escala, variaveis pré-analiticas, como a deficiente preparagdo da amostra
(p.ex. fixagdo inadequada), podem levar a perda de sinais, artefatos de
coloracéo e alteracao de morfologia (Pfeifer, 2006). A HIS pode ser aplicado
a varios tipos de amostras: linhagens de células, tecido incluido em parafina,
tecido congelado e micro-arranjos de tecido. A realizacdo de HIS de forma
manual ou automatizada apresenta resultados comparaveis e semelhantes,

sendo ambos os métodos confiaveis (Fritzsche e cols., 2010; Garcia-
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Caballero e cols., 2010; Bartlett e cols., 2011a e 2011b; Brigmann e cols.,
2011; Yan e cols., 2011; Ohlschlegel e cols., 2013).

As técnicas de HIS podem usar uma sonda de coloragdo unica
marcando o gene HERZ2, ou podem associar uma segunda sonda controle
marcando a regido centromérica do cromossomo 17 (CEP17 ou CEN17), na
qual o gene HER?Z2 esta situado (Pfeifer, 2006; Bhargava e cols., 2011). O
numero de sinais do gene e do CEN17 s&do entdo visualizados no
microscopio e contados nas células. Recomenda-se contar 50 células de
diferentes areas do tumor e calcular uma média de numero de sinais de
HERZ2 ou a razdo da média de sinais de HER2 para média de sinais de
CEP17 (Hwang e cols, 2011). A diretriz da ASCO/CAP definiu como tumor (a)
negativo para amplificagdo de HERZ2, quando a razdo HERZ2/CEP17 for
menor que 1,8 no caso de HIS-DC ou quando o numero de sinais do gene
HER2 for menor que 4 no caso de sonda unica; (b) equivoco ou
indeterminado, quando a razao estiver entre 1,8 e 2,2 ou numero de sinais de
HER? estiver entre 4 e 6; e (c) positivo, quando a raz&o for maior que 2,2 ou
quando o numero de sinais de HERZ2 for maior que 6 (Wolff e cols., 2007)
(Tabela 6, pag. 124).

A razdo HER2/CEP17 é utilizada para distinguir uma verdadeira
amplificagdo (HER2/CEP17 = 2,2) de uma falsa amplificagdo devido a
presenca de multiplas cépias do cromossomo 17 (polissomia) (HER2/CEP17
<2,2). O uso da razédo HER2/CEP17 para definir o status de HER2 através de
HIS pode apresentar dificuldades quando a coamplificacdo da regiao
centromérica do cromossomo 17 ocorre junto com a amplificacdo de HER2

(Mansfield e cols., 2013). A possibilidade de um falso-negativo pode
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acontecer e 0 uso de uma sonda de controle interno no cromossomo 17 pode
ser utilizado (Mansfield e cols., 2013). Nos casos onde o escore de HERZ2 for
indeterminado, recomenda-se a contagem de células adicionais e/ou a
realizacéo de IHQ (Wolff e cols., 2007). Bartlett e cols. (2008 e 2011b) ndo
recomendam a realizagdo de HIS sem a presencga da sonda para o CEN17

devido a possibilidade de aneussomia do cromossomo 17.

2.3.2.1 FISH

A técnica de FISH para investigacdo da amplificagcdo de HERZ2 esta bem
estabelecida e apresenta evidéncia clinica de relacado progndstica e preditiva
comprovada em varios estudos (Dybdal e cols., 2005; Mass e cols., 2005;
Sauter e cols., 2009). A sonda de FISH é& marcada com revelador
fluorescente que pode ser visualizado com microscopio de fluorescéncia.
Uma alta especificidade e boa reprodutibilidade da técnica foi demonstrada
desde o seu desenvolvimento (Pauletti e cols., 1996; Jacobs e cols., 1999b;
Owens e cols., 2004; Press e cols., 2005; Perez e cols., 2006). FISH é
considerado por muitos o método padréo-ouro para avaliagao da amplificagao
de HERZ2 e foi utilizado nos primeiros ensaios clinicos que avaliaram o
desfecho de pacientes com carcinomas HER2 positivos (Dybdal e cols.,
2005; Mass e cols., 2005; Schmidt e cols., 2005).

A concordancia entre carcinomas HER2 3+ por IHQ e amplificados por
FISH é grande, sendo menor nos casos HER2 2+ (Jacobs e cols., 1999b;
Jimenez e cols., 2000; Kakar e cols., 2000; Ridolfi e cols., 2000; Wang e
cols., 2000; Lebeau e cols., 2001; McCormick e cols., 2002; Ogura e cols.,

2003; Owens e cols., 2004; Dybdal e cols., 2005). Lal e cols. (2004)
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estudaram 2279 casos de CM invasivos e demonstraram concordancia entre
IHQ e FISH-DC em 87% dos casos, e entre IHQ e FISH-SC em 86% dos
casos. A concordancia nos casos 0, 1+ ou 3+ por IHQ atingiu 97% com FISH-
DC e 96% com FISH-SC, ao passo que a maioria dos casos discrepantes
ocorreu nos casos com escore 2+. Em um estudo multicéntrico com 426
mulheres com CM que investigou a correlagao entre o Herceptest e FISH foi
encontrado que 2/270 (0,7%) dos casos de IHQ 0 ou 1+ foram FISH positivo
para HER2, 6/102 (5,9%) dos casos de IHQ 3+ foram FISH negativos e que,
entre 54 casos com IHQ 2+, apenas 26 (48%) demonstraram amplificacéo de
HER2 por FISH (Dowsett e cols., 2003). A maioria dos trabalhos demonstra
auséncia de amplificagdo génica de HERZ2 nos casos de escore 2+ por IHQ
(Jimenez e cols., 2000; Ridolfi e cols., 2000; Tubbs e cols., 2001; Owens e
cols., 2004; Dybdal e cols., 2005; Rossi e cols., 2006).

Alguns estudos sugerem o FISH como o método primario de
investigacéo do status de HER2 (Elkin e cols., 2004; Mass e cols., 2005;
Press e cols., 2005; Sauter e cols., 2009). Porém, um grande estudo com
2963 casos obtidos de 135 locais demonstrou para o teste de FISH, em
comparacao a IHQ, um indice de insucesso significativamente maior (5%
contra 0,08%), custo de reagentes maior (14 vezes) e tempos maiores para
realizacéo (36 horas contra 4 horas) e interpretacado (7 minutos contra 45
segundos) (Yaziji e cols., 2004). Este estudo concluiu que a determinacéo do
status de HER2 é mais efetiva quando a IHQ é usada como método primario
e FISH como método secundario em casos com coloragao indeterminada
(2+) (Yaziji e cols., 2004). Além disso, os sinais fluorescentes diminuem com

o tempo rapidamente e ndo podem ser arquivados, sendo necessario um
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arquivo digital com fotos de todos os casos (Pfeifer, 2006). Também, a
observacgéo detalhada da histopatologia do tumor n&o é possivel, o que torna
necessaria a correlagdo com corte histolégico corado com HE para (a)
garantir avaliagdo do componente invasivo, e (b) possibilitar a identificagao
de uma area de amplificacdo do gene HERZ2 heterogénea no tumor

(Pathmanathan e Bilous, 2012).

2.3.2.2 CISH

A técnica de CISH € um método de HIS, semelhante ao FISH, que usa
sondas de DNA marcadas com cromdgeno para serem observadas em
microscopio de luz (Lambros e cols., 2007; Penault-Llorca e cols., 2009). Esta
técnica foi descrita por Tanner e cols. (2000) para detec¢cado da amplificagédo
de HER2 em carcinomas de mama. Como no FISH, uma ou duas sondas
podem ser usadas (Hoff e cols., 2010; Garcia-Caballero e cols., 2010; Bartlett
e cols., 2011a). De forma resumida, a técnica envolve o pré-tratamento de
tecido fixado em formalina e incluido em parafina, posterior digestdo em
pepsina e adicdo de sonda de DNA marcada com digoxigenina, que fica
hibridizando em torno de 14 a 16 horas (Tanner e cols.,, 2000). A
imunodeteccdo da sonda segue apoOs lavagem e envolve a aplicagcdo de
anticorpos anti-digoxigenina marcados com fluoresceina, seguidos de
antifluoresceina marcados com peroxidase e revelados com DAB (3,3'-
diaminobenzidina) (Tanner e cols., 2000).

As principais vantagens da técnica de CISH incluem: possibilidade de
interpretacdo com o microscépio de luz, preservacdo detalhada da

morfologia, sinais permanentes com possibilidade para arquivamento, técnica
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de menor complexidade, menor tempo de reagcdo e baixo custo dos
reagentes (Zhao e cols., 2002; Bhargava e cols., 2005; Loring e cols., 2005;
Cayre e cols., 2007; Lambros e cols., 2007; Penault-Llorca e cols., 2009).

Uma alta concordancia (superior a 95%) entre FISH e CISH foi
demonstrada na maioria dos estudos que comparam as duas técnicas
(Tanner e cols., 2000; Dandachi e cols., 2002; Arnould e cols., 2003; Isola e
cols., 2004; Bhargava e cols., 2005; Gong e cols., 2005 e 2009; Bilous e
cols., 2006; Hanna e Kwok, 2006; Saez e cols., 2006; Cayre e cols., 2007;
Van de Vijver e cols., 2007; Bartlett e cols. 2011a). Gong e cols. (2009)
identificaram uma concordancia entre CISH e FISH de 99% e 99,1% para
casos positivos e negativos, respectivamente, usando os ultimos critérios da
ASCO/CAP. Uma analise de 94 carcinomas de mama comparando o
desempenho entre CISH-DC e FISH-DC, usando os critérios da ASCO/CAP,
encontrou um indice de concordancia de 100% quando casos indeterminados
pelo FISH foram excluidos e de 95,7% quando incluidos (Nitta e cols., 2008).

A maioria das discordancias de resultados entre FISH e CISH ocorre
nos casos com baixa amplificagcdo de HERZ2 e pode ser resolvida (melhorada)
com o uso de CISH-DC (Van de Vijver e cols., 2007). A concordéncia pode
diminuir, também, em casos com anormalidades mais complexas do gene
HER2 e amplificacdo concomitante do CEN17 (Mansfield e cols., 2013).
Porém, estudos mais recentes comparando FISH e CISH-DC tém
demonstrado um aumento do indice de concordancia (Di Palma e cols., 2007;
Garcia-Caballero e cols., 2010; Hoff e cols., 2010; Meijer e cols., 2011).

O sistema de escore de CISH envolve a avaliagdo de sinais individuais

ou agregados de sinais. Porém, algumas vezes, a interpretacdo e
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quantificagdo do numero individual de copias do gene investigado nao é
possivel devido a fusédo de sinais (Zhao e cols., 2002; Penault-Llorca e cols.,
2009). Por exemplo, um kit aprovado pela agéncia reguladora FDA considera
o resultado positivo na presenca de seis ou mais copias de HERZ2, na
presenca de clusters (aglomerados) pequenos ou grandes, ou uma
combinagdo destes em mais de 50% das células neoplasicas (Invitrogen,
2008). Na contagem do numero de cdpias do gene, agregados pequenos
correspondem aproximadamente a 3 sinais e agregados grandes a 5 sinais
(Invitrogen, 2008). Foi observado que um sistema de escore uniformizado,
como as diretrizes da ASCO/CAP (Wolff e cols., 2007), resulta em uma maior

concordancia com FISH (Gong e cols., 2009).

2.3.2.3 SISH

A técnica de SISH baseia-se na deposigcédo de prata no alvo hibridizado
ap6s uma reacao enzimatica metalografica (Ventana, 2012). Os sinais sao
permanentes e podem ser observados com microscopio de luz. O SISH pode
usar uma ou duas sondas, como o FISH e CISH, e o sistema de escore é o
recomendado pela ASCO/CAP (Wolff e cols., 2007). Essa técnica pode ser
totalmente automatizada e tem um tempo de reacdo abaixo de 6 horas
(Ventana, 2012).

Os indices de concordancia do SISH com FISH variam entre 87% e
97% (Downs-Kelly e cols., 2005a e 2005b; Dietel e cols., 2007; Capizzi e
cols., 2008; Carbone cols., 2008; Nitta e cols., 2008; Shousha e cols., 2009;
Papouchado e cols., 2010; Koh e cols., 2011; Varga e cols., 2012). Em um

estudo multicéntrico com 298 casos de carcinoma invasor da mama, a
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concordancia entre SISH e FISH foi de 96,6% quando interpretado pelos
critérios aprovados pelo FDA, e de 98,9% quando analisado pelos critérios da
ASCO/CAP. Outro estudo demonstrou alta reprodutibilidade interobservador
e interlaboratorial da técnica (Carbone e cols., 2008). Fritzsche e cols. (2010)
observaram boa correlagao entre CISH e FISH em preparados citoldgicos.

O FDA recentemente aprovou uma técnica automatizada de dupla
marcagdo com sondas para HER2 e CEP17 que usa SISH e CISH para
interpretacéo (INFORM HER2 Dual ISH DNA Probe Cocktail, Ventana, EUA).
Os sinais de HERZ2 séao visualizados como pontos pretos, oriundos de uma
SISH com prata, e os sinais do CEP17 como pontos vermelhos, oriundos da
reacdo de CISH com cromégeno Fast Red. Essas duas cores demonstram
um alto contraste entre as duas marcagdes (Nitta e cols., 2008). Essa técnica
demonstrou alta concordéncia com FISH em estudos recentes (Papouchado
e cols., 2010; Koh e cols., 2011). O primeiro estudo publicado com esta
técnica encontrou 95,7% de concordancia com FISH utilizando os critérios da
ASCO/CAP, e 100% de concordancia ap6s a exclusdo de casos

indeterminados pelo FISH (Nitta e cols., 2008).

2.3.3 Q-RT-PCR

A reacdo em cadeia da polimerase quantitativa em tempo real (Q-RT-
PCR) pode medir os niveis de amplificacdo génica de HERZ2 ou o aumento
dos niveis de expressdo do HER2 mRNA (Pfeifer, 2006; Strachan e Read,
2011). A técnica faz uso de um par de primers (iniciadores), uma sequéncia
curta de nucleotideos, que se ligam ao gene HER2 ou ao HER2 mRNA para

amplificar um segmento alvo. Essa técnica pode ser realizada em tecido
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fresco congelado e em tecido fixado e incluido em parafina (Pathmanathan e
Bilous, 2012). O método tem boa sensibilidade, especificidade e analisa o
status de HER2 de forma quantitativa, o que possibilita a diminuigdo de
variagao interobservador presente em outras técnicas (Merkelbach-Bruse e
cols., 2003). Uma limitagéo significativa da técnica € a presenca de muitos
contaminantes na amostra investigada, pois durante o processo de extragédo
do DNA ou RNA existe uma mistura de células neoplasicas, nao neoplasicas
e neoplasia in situ. Para aumentar a chance de resultado favoravel da
reacdo, pode ser realizada uma microdisseccdo da area de interesse
(Gjerdrum e cols., 2004).

Diversos estudos determinaram os niveis de expressao da proteina
HER2 através das técnicas de IHQ e Q-RT-PCR, demonstrando boa
concordancia entre elas e com os niveis de amplificagao génica identificados
por FISH (Merkelbach-Bruse e cols., 2003; Gjerdrum e cols., 2004; Bossard
e cols., 2005; Vinatzer e cols., 2005; Barberis e cols., 2008; Press e cols.,
2008; Lehmann-Che e cols., 2011; Noske e cols., 2011). Outros dois estudos
demonstraram uma concordéancia entre FISH e Q-RT-PCR de 83% a 98% e,
também, demonstraram que FISH e Q-RT-PCR apresentaram (a) 100% de
concordancia para tumores com marcagao negativa (0 ou 1+) por IHQ, (b)
63% a 96% de concordancia para tumores com marcagéo indeterminada (2+)
e (c) 100% de concordancia para tumores com marcagao positiva (3+)
(Merkelbach-Bruse e cols., 2003; Gjerdrum e cols., 2004). Lehmann-Che e
cols. (2011) utilizaram amostras obtidas por microdisseccdo tumoral e
encontraram discordancia entre IHQ e Q-RT-PCR em apenas 0,42% dos

casos. A maioria dos casos discrepantes se encontrava no limite do corte de
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positividade do método, problema encontrado nas outras técnicas de
determinagdo do status de HER2. Essa discrepancia também foi atribuida a
heterogeneidade de expressado de HER2 e anormalidades do cromossomo 17
(Lehmann-Che e cols., 2011).

O método de RT-PCR quantitativo € usado em ensaios multigénicos
como o OncotypeDx (Genomic Health, EUA). Um estudo comparou os
resultados da determinagcdo do status de HER2 com OncotypeDx, IHQ e
FISH e identificou um alto indice de falso-negativos (76%) no primeiro
método (Dabbs e cols., 2011). Nesse estudo, 26 de 36 casos (76%) foram
negativos ou indeterminados usando o OncotypeDx, porém foram positivos
através de FISH e IHQ, levando os autores a questionarem a confiabilidade
deste método para determinagé&o do status de HER2 (Dabbs e cols., 2011).

Outros métodos que usam PCR para medir os niveis de amplificacéo do
gene HER2 também foram testados. Um estudo achou boa correlagéo entre
Q-RT-PCR e PCR competitivo na determinagao do status de HER2 (Millson e
cols., 2003). Recentemente, a técnica de MLPA (multiplex ligation-dependent
probe amplification), que é baseada em PCR, mostrou-se eficiente para a
testagem de HERZ2 (Moerland e cols., 2006; Purnomosari e cols., 2006;
Moelans e cols., 2010a e 2010b; Farshid e cols., 2011). Esta técnica utiliza
pequenos segmentos curtos do DNA alvo para ligagédo de uma sonda e tem a
capacidade de avaliar multiplas sequéncias diferentes de DNA alvo na
mesma reacdo (Pfeifer, 2006). E uma técnica ideal para o DNA contido em
espécimes de tecido fixados e incluidos em parafina, ja que o seu DNA

encontra-se fragmentado.
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2.3.4 CGH

CGH (hibridizagcdo genbmica comparativa) é uma técnica de
citogenética molecular de alta resolugcdo que detecta alteragdes no numero
de coépias de genes em grande escala investigando muitas vezes todo o
genoma (Pfeifer, 2006; Strachan e Read, 2011). Recentemente, um estudo
usando CGH para investigar casos onde o teste de HER2 foi discordante
entre IHQ e FISH encontrou um maior numero de copias do gene HER2 em
18 casos (de 20). Além disso, atribuiu os falso-positivos e negativos por FISH
a complexidade das alteragbes nos dois bragos e na regidao centromérica do
cromossomo 17 (Gunn e cols., 2010). Essas alteragdes levam a um
desequilibrio da real razao entre HER2 e CEP17 identificada por FISH, o que
foi também confirmado em outros estudos (Moelans e cols., 2010a; Varga e
cols., 2012).

A polissomia completa do cromossomo 17 é um evento raro em
carcinomas de mama e a técnica de cariotipagem por CGH foi fundamental
na identificagdo desse achado (Marchio e cols., 2009; Yeh e cols., 2009;
Gunn e cols., 2010). A investigacao de HER2 através de CGH pode detalhar
com alta resolugdo o cromossomo 17 e pode auxiliar na resolugéo de casos
de IHQ ou FISH problematicos. CGH foi sugerido como um novo método de

referéncia no estudo de casos n&o categorizados (Varga e cols., 2012).

2.4 Questdes adicionais na interpretacao do teste de HER2

Vaérios estudos identificaram um grupo de CM com resultado falso-

positivo. Esse grupo varia entre 3% a 22% dos casos positivos e apresentam



