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RESUMO

Objetivo: Avaliar a taxa de positividade do HER2 em pacientes com cAncer de mama atendidas no
Hospital Universitdrio de Brasilia (HUB) e verificar se o tipo de bidpsia influencia no resultado da
imunohistoquimica. Métodos: Estudo analitico, retrospectivo e descritivo, para o qual foram cole-
tados dados de pacientes atendidas no periodo compreendido entre janeiro de 2009 a dezembro de
2010, sendo os critérios de inclusdo: carcinoma infiltrante de mama, sexo feminino e anatomopatolé-
gico realizado no HUB. Foi feita uma planilha com os resultados do HER2 da imunohistoquimica e
o tipo de bidpsia realizada. Os dados foram analisados pelo teste de diferenca de 2. Resultados: Fo-
ram incluidas no estudo 134 pacientes. Dessa amostra, obteve-se uma frequéncia de positividade
para o HER2 de 13,43%, de negatividade de 82,84% e de inconclusivo (2+) de 3,73%. A bidpsia
feita por core biopsy teve uma tendéncia a positividade (desvio 1,32), setor & negatividade (desvio -2,29)
e por mastectomia foi indiferente (desvio 0,97). Conclusdes: Baseando-se nesse resultado, o melhor
tipo de bi6psia para se realizar a imunohistoquimica é a core biopsy. A taxa de positividade do HER2
estd abaixo da literatura. Por isso, sugerimos que o material enviado para imunohistoquimica deva ser
criteriosamente preparado desde a coleta. Dessa forma, muito provavelmente, serao obtidos resulta-
dos, com tumores que superexpressam o HER2, mais préximos da literatura.
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Methods: Observational, retrospective and descriptive study. The data were collected from patients
treated from January 2009 to December 2010 and the selection criteria were: female patients with
invasive breast cancer and with histopathological diagnosis carried out ar HUB. A spreadsheet was
made with the results of HER2 immunohistochemistry and the type of biopsy realized. Data were ana-
lyzed by ¢ difference test. Results: The study included 134 patients. In this sample, it was observed
13.43% of HER? positivity frequency, 82.84% of negative and 3.73% was inconclusive (2+). Biopsy
done by core biopsy had a tendency to positivity (1.32 deviation), by sector to negativity (-2.29 devia-
tion) and lumpectomy was indifferent (0.97 deviation). Conclusions: Based on this result, the best
type of biopsy to perform immunohistochemistry is a core biopsy. The rate of HER2 positivity is below
the literature. Therefore, we suggest that the material sent for immunohistochemistry should be care-
[fully prepared from the collection. Thus, very probably, results will be obtained, with tumors that

Introducao

O céncer de mama ¢ uma das neoplasias humanas mais co-
muns, correspondendo a 25% dos cAnceres em mulheres e com
grande impacto na morbidade e mortalidade feminina em todo
o mundo™. O principal desafio em pacientes com cancer de
mama ¢ a melhor forma de avaliar essas pacientes ¢ predizer
a repercussdo clinica da doenga para que o tratamento mais
apropriado possa vir a ser utilizado®.

O receptor 2 do fator de crescimento epidérmico humano
(HER2) ¢ um importante fator progndstico e preditivo no cin-
cer de mama’. Esse valor prognéstico do oncogene HER2 foi
descrito pela primeira vez em 1987¢. O HER2 é um membro
da familia dos fatores de crescimento epidérmico, estd locali-
zado no cromossomo 17q12 e codifica um produto proteico
de 185 kDa, um receptor transmembrana com atividade de
tirosina-quinase’.

A avaliacdo da agressividade bioldgica das células tumorais
pode ser usada como fator prognéstico®. O HER?2 estd associa-
do & maior agressividade da doenga, pior progndstico, menor
sobrevida livre de doenga, rdpido crescimento tumoral, aumen-
to do risco de recorréncia apés cirurgia, resisténcia a terapia
hormonal e pouca resposta & quimioterapia convencional*”®.

A amplificacdo do gene HER2 ou a superexpressio da
proteina do HER2 ¢ detectada em aproximadamente 20%
dos carcinomas de mama'“, tendo variagbes descritas na li-
teratura de 15 a 30%”"°. Evidéncias experimentais tém mos-
trado que a amplificagio do HER2 é um fator precoce para a
tumorigénese mamdria, destacando o HER2 como um alvo
para tratamento''.

O resultado do HER2 tem sido usado para determinar
quais pacientes com tumores primdrios provavelmente respon-
deriam ao trastuzumab, um anticorpo monoclonal direciona-
do ao HER2% O trastuzumab tem sido utilizado tanto para
melhorar a resposta clinica da doen¢a metastdtica quanto no
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overexpress HER2, closer to the literature.

tratamento adjuvante nas pacientes com cincer de mama in-
vasivo e com HER2+, como terapia adjuvante combinado ou
ap6s a quimioterapia®'?.

O mecanismo de acdo do trastuzumab ainda é incerto.
Existe um trabalho de revisio sistemdtica, com nivel de evi-
déncia 2A", defendendo a a¢io do trastuzumab na regulagio
ou na inibi¢ao da transmissio do HER2. Além disso, mostra
o trastuzumab com agdo antiangiogénica, inibi¢io da divisio
proteica e indugio da toxicidade celular dependente de anticor-
po contra as células tumorais'.

A positividade do HER2 determina a indicagdo da tera-
pia alvo com o trastuzumab. Por isso, é importante o uso de
métodos simples, precisos, amplamente aplicdveis e reprodu-
tiveis para rastrear tumores com amplificacdo e/ou superex-
pressdo deste gene®. Dois métodos sio normalmente usados
e recomendados: fluorescent in situ hybridization (FISH), um
método quantitativo para detecgio de genes amplificados, ¢
a andlise imunohistoquimica (IHQ) para a detec¢io de ex-
pressdo proteica'®.

A THQ ¢ oferecida na maioria dos laboratérios, ¢ embora
seja relativamente barata e de fécil execugio, ¢ susceptivel a
variagdes na fixagdo e processamento dos tecidos. Além disso,
a IHQ tem limitagoes tanto na variabilidade da especificidade
e sensibilidade dos anticorpos, quanto na subjetividade da in-
terpretagdo dos resultados. Estes problemas so resolvidos pelo
método FISH, que apesar do alto custo é um método quantita-
tivo e permite uma melhor andlise dos dados”'®.

A Sociedade Americana de Oncologistas ¢ o Colégio de
Patologistas Americanos recomendam que, no teste do HER2,
as categorias devam ser claramente definidas como positivo
(IHQ 3+), inconclusivo (IHQ 2+) e negativo (IHQ 0/1+). A ca-
tegoria inconclusiva (2+) gera confusio quanto ao tratamento
com trastuzumab, portanto requer a adi¢ao do teste de FISH".

A importincia do HER2 como marcador progndstico,
preditivo e terapéutico no cincer de mama invasivo é bem



reconhecida e, portanto, é fundamental uma avaliagio acurada
da presenca do HER2. Os objetivos do presente estudo foram
verificar a taxa de positividade do HER2 nas pacientes com
diagnéstico de cAncer de mama no Hospital Universitdrio de
Brasilia, compara-la com a descrita na literatura e analisar se o
tipo de biépsia influencia no resultado da imunohistoquimica.

Métodos

Trata-se de um estudo analitico, retrospectivo e descritivo,
para o qual foram coletados dados de pacientes atendidas no
servico de Mastologia do Hospital Universitdrio de Brasilia
(HUB), com diagndstico de cincer de mama, no periodo
compreendido entre janeiro de 2009 a dezembro de 2010. Na
imunohistoquimica, foram analisados o resultado do HER2 e
o tipo de bidpsia realizada. Cada paciente teve o teste HER2
analisado uma Gnica vez, sendo a imunohistoquimica feita so-
mente em um tipo de bidpsia.

Foram considerados como critério de inclusio sexo femi-
nino, anatomopatoldgico realizado no HUB e diagndstico
histopatoldgico de carcinoma infiltrante. Foram excluidas as
pacientes com carcinoma iz situ, com dados de imunohisto-
quimica insuficientes ou que nao se enquadrassem nos critérios
de inclusio.

Amostra

A amostra foi composta por 134 bidpsias de pacientes que
realizaram imunohistoquimica apds o diagndstico de carci-
noma mamario.
Os exames executados foram feitos a partir de trés tipos de bidpsia:
1. Core biopsy (bi6psia realizada por agulha grossa, calibre 14G).
2. Setor, néddulo, quadrante, bidpsia incisional ou excisional
(aproximadamente 2 a 10 cm).
3. Mastectomia.

Hipoteses

A hipdtese em questio visou testar, conforme os resultados da
amostra, a existéncia de diferencas estatisticamente significati-
vas das proporgoes de positividade dos tipos de procedimentos
de bi6psia. Portanto, pretendeu-se concluir sobre a taxa de po-
sitividade desse exame, HER2, ¢ conferir se o tipo de bidpsia
1, 2 e 3 alteraria o resultado.

A imunohistoquimica realizada no Servico de Anatomia
Patolégica do HUB utiliza como método de coloracio a
LSAB (Estreptavidina/Biotina). Os resultados do exame de
HER2 podem ser considerados, independentemente do tipo
de bi6psia, como: positivo (3+), negativo (1+) e inconclusivo ou
indeterminado (2+). Os simbolos (+) sio para resultados po-
sitivos, (-) resultados negativos e (2+) inconclusivos. Foi feita
a tentativa de se fazer o FISH nas pacientes com teste HER2

Biopsia mamaria x HER2

inconclusivo (2+), mas com alguns resultados insatisfatdrios e
como ndo foi possivel realizar em todas as pacientes, nao houve
mudanga no resultado.

No experimento, apurou-se a eficdcia dos diferentes tipos
de bidpsia para o diagnéstico: 1, 2 e 3 como descritos ante-
riormente. Foi elaborado um banco de dados utilizando-se
uma planilha do programa Excel para Windows®. As pacien-
tes foram identificadas pelo nimero do prontudrio e os dados
analisados pelo teste de diferenca do %*?°, com a intengio de
se comparar as frequéncias esperadas de resultados positivos,
negativos ou inconclusivos, com os tipos de biépsias. Era espe-
rado que os resultados, proporcionalmente & quantidade ucili-
zada para cada tipo de bi6psia, fossem compativeis ou iguais.

Em concordéncia as normas regulamentadoras de pes-
quisas envolvendo seres humanos, Resolugao n° 196/96 do
Conselho Nacional de Saide (CNS) de 1996, o projeto de
pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Ciéncias da Satde (CEP/FS) da Universidade
de Brasilia (UnB), sob o Registro n° 101/11, em 14 de
Setembro de 2011.

Resultados

Os resultados para 134 pacientes foram 18 positivos
(13,43%), 111 negativos (82,84%) e 5 (3,73%) inconclusivos
(Tabela 1 e Figura 1).

A Tabela 1 mostra que entre os tipos de bidpsia,
72 (53,73%) foram feitos com core biopsy, 30 (22,39%) por
mastectomia e 32 (23,88%) por setor. Das 72 pacientes
submetidas a core biopsy, a taxa de positividade obtida foi
de 15,28%, semelhante as obtidas nas pacientes submetidas

Frequéncia
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Figura 1. Distribuicdo do HER2 em trés dimensdes.

Rev Bras Mastologia. 2012;22(3):83-89

85



86

Borges TO, Vogt MFB, Salum FCA, Filho CMCC, Wanderley MS, Zaconeta ACM, Souza JCF

4 mastectomia. Nio houve diferenca estatistica para os ca-
sos negativos ou inconclusivos.

Testes

Os resultados dos testes estatisticos foram conclusivos, embora
no limite de significincia. Eles demonstram que, na imunohis-
toquimica do HER2 obtida por core biopsy, houve tendéncia de
positividade estatisticamente significante.

mesma forma, nas situacdes de negatividade, a frequéncia foi
de 58, e a esperada de 59,64, o que comprova, embora no limi-
te de significAncia, que no teste em questdo exista a tendéncia
a ser positivo. No caso da bi6psia realizada por setor, o resulta-
do mostrou diferenca significativa contrdria a core biopsy. Isso
significa tendéncia 4 negatividade. O resultado da mastecto-
mia, embora com pouca aplicacio e reduzida amostra, mostrou
equilibrio de proporcionalidade nas frequéncias.

Conforme a Tabela 2, a frequéncia, que atesta positividade,
¢ de 11 na core biopsy na situagdo esperada por x* (teste estatis-

tico de confirmacio de frequéncia) que deveria ser de 9,67. Da  tivos. Essa diferenca que ird compor a estatistica ). A diferenca

Tabela 1. HER2 versus bidpsia

Bidpsia

HER2 Core biopsy Mastectomia Setor Total

Percentual 8,21 3,73 1,49 13,43

15,28 16,67 6,25

Coluna paciente

43,28 17,91

21,64

Percentual 82,84

Coluna paciente 80,56 80,00

Percentual 2,24 0,75 0,75

w»
~
W

Coluna paciente 4,17 3,33
Percentual 53,73 22,39 23,88 100,00
Tabela 2. HER?2 e biopsia
Bi6psia
HER2 Core biopsy Mastectomia Setor Total

Esperado 9,6716 4,0299 4,2985

Cell Chi-Square 0,1824 0,2336 1,2291

Coluna paciente 15,28 16,67 6,25

Esperado 59,624 24,851 26,507

Cell Chi-Square 0,0452 0,0291 0,2344

80,56 80,00 90,63

Coluna paciente

Esperado 2,6866 1,1194 1,194

Cell Shi-Square 0,0366 0,127 0,0315

4,17 3,33

Coluna paciente
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positiva representa o quanto a frequéncia observada sobrepée &
esperada, indicando tendéncia a resultados positivos no tipo de
teste. No caso do tipo de bidpsia de setor a indicacio se inverte,
isto é, 0 quanto o teste empirico deveria medir positividade e
nio o fez.

Nos demais casos (Figuras 3 e 4), a representagdo ¢ a
mesma para uma situagdo empirica de resultados negativos
e inconclusivos, ou seja, a biépsia por setor mostrou mais
valores negativos e inconclusivos que as bidpsias por core
biopsy e mastectomia.

maseetromi | NN

core piopsy

-2,5 -2 -1,5 -1 -0,5 0 0,5 1 1,5
Desvio

Figura 2. Desvio do valor esperado de HER2 positivo (+)

mastectpmia

core biopsy

]
2 -1 0

Figura 3. Desvio do valor esperado de HER2 negativo (-)

Desvio

maste¢tomia

core biopsy

-0,2 -0,1 0 0,1 0,2 0,3 0,4
Desvio
Figura 4. Desvio do valor esperado de HER2 inconclusivo (2+)

Biopsia mamaria x HER2

Discussao

A expressio do HER2 ocorre entre 15 a 30% dos carcinomas
invasivos de mama”'®*?. A amplificagio do HER2 ¢ um fa-
tor progndstico individual para predizer a agressividade do
tumor e o beneficio da terapia adjuvante. Sjogren et al.?* re-
lataram que a expressao do HER2 representa um impacto
progndstico independente de outros fatores, como o compro-
metimento axilar, o grau histolégico, tamanho do tumor e os
receptores hormonais.

O trastuzumab suprime a atividade do HER2, assim como
facilita a apoptose celular. Ensaios clinicos mostram que o ris-
co relativo de recorréncia diminui em 50% quando o trastu-
zumab ¢ adicionado ao regime de quimioterapia adjuvante em
pacientes com HER2 positivo”.

A importincia dessa pesquisa estd na comparacio da taxa
de positividade do HER?2 da literatura com a encontrada nas
pacientes do HUB, analisando-se com o tipo de bidpsia & qual
a paciente foi submetida. Além disso, busca-se evitar o sub-
diagnéstico e oferecer o trastuzumab como mais uma opgio
terapéutica a essas pacientes.

A taxa de positividade do HER2 encontrada no presente
estudo foi de 13,43%. Esse resultado estd abaixo da taxa des-
crita na literatura, que varia em torno de 20% nos carcinomas
invasivos de mama**®. Dois trabalhos, com grau de recomen-
dagdo B'®, mostraram taxas maiores de positividade do HER2.
Dimitrakakis et al.?
tes, com 24,1% de taxa de positividade para o HER2. Outro
estudo teve uma positividade semelhante, com superexpressio
do HER2 em 21,5% das pacientes”.

Analisando-se o tipo de bidpsia com o resultado do HER2,

realizaram uma pesquisa, em 121 pacien-

a core biopsy teve tendéncia A positividade, com desvio de 1,32,
mais proxima a descrita nos estudos. A imunohistoquimica re-
alizada a partir dos setores teve a mais baixa frequéncia de posi-
tividade do HER2, com desvio de -2,29. A partir dessa andlise,
podemos questionar se o tipo de bidpsia ndo estd influenciando
no resultado do HER2.

Alguns fatores influenciam na qualidade da bidpsia reali-
zada, como o tipo de fixador utilizado, a duracio da fixagao
(insuficiente preservacio de tecido pode levar a degradagio
proteica e reduzir a sensibilidade da imunohistoquimica), ou
o método utilizado®®. A fixagio deve ser feita em formol tam-
ponado neutro a 10%, com o tempo de fixacio ideal entre 6
¢ 48 horas. O tempo de fixagao pode alterar a expressao anti-
génica das proteinas ¢ uma fixagio prolongada, por mais de
48 horas, pode levar a resultados falsos-negativos®.

Outro fator importante para a correta utilizagio do formol
tamponado é a relagio entre o volume da peca e o fixador, que
deve ser de 1 para 20%. A core biopsy geralmente possui maior
quantidade de fixador para o volume da peca em nosso servico
e possui 0 menor tempo entre a retirada da peca e a fixagdo.
Analisando a importancia desses fatores, isso representaria
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uma explicagdo para a menor taxa de positividade do HER2
No NOSSO Caso?

O teste do HER2 ¢ rotineiramente realizado por imuno-
histoquimica pela coloracio de sua proteina e/ou por FISH,
que determina a amplificagdo génica'. Entretanto, o guideline
da Sociedade Americana de Oncologistas/Colégio Americano
de Patologistas® conclui que aproximadamente 20% dos testes
usados podem ser incorretos e imprecisos.

Um estudo realizado por Wludarski et al.' no Brasil mos-
tra uma pobre concordancia (34,2%) entre os resultados de
laboratérios locais e o laboratério de referéncia (Consultoria
em Patologia, Botucatu, SP, Brasil). Os laboratérios locais tive-
ram 10,9% de falsos-positivos e 2,5% de falsos-negativos. Esses
dados mostram que alguns laboratérios nao estio seguindo as
diretrizes para o teste do HER2. Nestes casos, a paciente serd
submetida a um tratamento desnecessdrio no falso-positivo,
com os potenciais de toxicidade. J4 no falso-negativo, deixard
de receber mais uma opgio terapéutica e de controle da doenca.

Conclusao

Considerando-se a acurdcia do teste do HER2 como fator im-
portante para o tratamento das pacientes com cincer de mama,
a andlise da taxa de positividade do HER2 nas pacientes dessa
pesquisa estd abaixo da taxa descrita na literatura. Isso suge-
re que deva existir uma revisao desde o centro cirdrgico até a
anatomia patoldgica, incluindo a conscientizagio da equipe de
enfermagem, técnicos da anatomia patoldgica, mastologistas e
patologistas. O cuidado tem que ser feito na escolha do frasco
ideal para colocar a peca, no tempo entre a retirada da peca e
sua fixagio, na quantidade do fixador, no tempo de fixagao
e no preparo da peca para clivagem. A inten¢ao é que se tenha
mais diagnéstico de positividade no teste do HER2 nas pacien-
tes candidatas ao tratamento com trastuzumab que por acaso
estejam deixando de ter esse resultado.

Os resultados obtidos mostram que hd, nas frequéncias ob-
servadas, tendéncia significativa, embora discreta, de positivi-
dade do teste HER2 quando a biopsia ¢ realizada por core biop-
5y. Portanto, essa andlise pode indicar, tecnicamente, que o tipo
de bi6psia direciona os resultados. Se a imunohistoquimica for
realizada a partir da biépsia feita por core biopsy, serdo obtidos
dados sobre a taxa de positividade do HER2 mais préximos ao
descrito na literatura. A confirmagio de tal hipédtese poderia ser
aprofundada com comparacoes futuras dos trés tipos de bidp-
sia realizadas nos mesmos individuos.
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