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Imunoexpresso da Proteina Her-2 em Puncdo Aspirativa com Agulha Fina
de Carcinoma de Mama: Correlacdo com os Achados da Peca Cirlrgica

Immunoexpression of Her-2 Protein in Fine-Needle Aspirates of Breast Carcinoma:
Correlation with Surgical Specimens

Marilene Almeida de Oliveira, Gilda da Cunha Santos,
Cristina Takami Kanamura, Venancio Avancini Ferreira Alves.

RESUMO

Obijetivo: avaliar a imunoexpressao da proteina HER-2 em punc¢éo bidpsia aspirativa de
carcinoma de ductos infiltrantes da mama e nos espécimes cirlrgicos correspondentes.
Correlacionar a imunoexpressao da proteina HER-2 com o grau histolégico.

Método: foram examinados 48 esfregacos fixados em alcool, previamente corados pela técnica
de Papanicolaou, e cortes histoldgicos de blocos de parafina do tecido correspondente. Todos
foram submetidos a técnica de imuno-histoquimica, utilizando o método da avidina-biotina-
peroxidase com um anticorpo policlonal (A0O485-Dako). As reac¢fes foram realizadas
simultaneamente com recuperacao antigénica. A avaliagcdo dos resultados foi feita por método
semiquantitativo, segundo a graduagéo do HercepTest. Foram considerados positivos apenas
0s casos graduados em 3+.

Resultados: observou-se positividade de 39,6% nos esfregacos e 35,4% nos cortes histoldgicos
respectivos, sendo a concordancia cito-histolégica nos casos positivos quase perfeita (kappa
0,82). A utilizacdo do método de avaliacdo dos cortes histoldégicos mostrou-se reprodutivel
nos esfregacos e padronizou a interpretacao dos resultados. A correlacdo entre a positividade
para proteina HER-2 e o grau histolégico ndo foi significante, mas houve tendéncia a
imunoexpressdo mais freqiiente em tumores menos diferenciados.

Concluséao: a positividade das reacdes imunocitoquimicas nos esfregacos foi comparavel a
obtida nos cortes histoldgicos, podendo portanto o material de puncéo aspirativa por agulha
fina, previamente corado pela técnica de Papanicolaou, ser utilizado na avaliacdo da
imunoexpressao da proteina HER-2.

PALAVRAS-CHAVE: Puncgao aspirativa por agulha fina. Oncogenes. Mama: carcinoma. Imuno-

histoquimica.

Introducéo

O aprimoramento do conhecimento da bio-
logia molecular tem permitido a obtencéo de da-
dos cientificos mais pormenorizados sobre o com-
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portamento da célula tumoral e das etapas criti-
cas do processo de desenvolvimento e progressao
do cancer, com identificacdo de marcadores
moleculares, acrescentando assim novos parame-
tros utilizados como fatores progndsticos e
preditivos do carcinoma de mama.

A procura por novos marcadores que possam
ser preditivos é de importancia critica no desen-
volvimento de terapias antineoplasicas. A familia
dos receptores de fator de crescimento epidérmico
(c-erbB ou HER) é um dos grupos mais investiga-
dos atualmente.

O papel do HER-2 tem despertado grande in-
teresse como indicador de resisténcia as varias
formas de tratamento sistémico para o cancer de
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mama. Ha estudos associando a expressao do HER-
2 com resisténcia a quimioterapia citotéxica, como
a ciclofosfamida/metrotrexato®. Outros relatos
associam a expressdo do HER-2 & melhor sensibi-
lidade a outras drogas como a doxorrubicina?. Ha
também estudos relacionando a expresséo do HER-
2 com resisténcia a terapia enddécrina do cancer
de mama com tamoxifeno?, devido a provavel in-
teracdo direta do HER-2 com receptores de
estrogeno localizados na membrana plasmatica®.

Em 1992, foi desenvolvido anticorpo
monoclonal anti-HER-2 humanizado, que se liga
com grande afinidade ao dominio extracelular do
HER-2, inibindo a transmissédo de sinais de es-
timulacdo ao crescimento®. Recentemente, este
anticorpo monoclonal anti-HER-2 denominado
trastuzumab (Herceptind, Genentech, San Fran-
cisco, CA) foi aprovado para uso comercial nos
Estados Unidos e em paises europeus®. Em estu-
dos clinicos, o Herceptin, como agente terapéu-
tico unico, produziu resposta antitumoral obje-
tiva em 15-20% das pacientes com metéstase
de carcinoma de mama, incluindo alguns casos
com quimioterapia prévia®. Quando associado
com outros quimioterapicos (doxorrubicina, ci-
clofosfamida ou paclitaxel), o Herceptin aumen-
tou a eficacia da quimioterapia, com aumento
geral da sobrevida’.

A terapéutica com Herceptin ¢é efetiva ape-
nas contra os tumores que mostram expressao
aumentada do receptor HER-2 na superficie celu-
lar, sendo importante a identificacdo de pacien-
tes que possam se beneficiar desta modalidade te-
rapéutica, o que tem gerado interesse nas técni-
cas de identificacdo do receptor HER-2 no carci-
noma de mama.

A puncgéo aspirativa com agulha fina (PAAF)
¢ método simples e, devido a elevada precisao
diagndstica, tem sido muitas vezes usado para in-
dicacdo direta do tratamento. Desta forma, nas
pacientes candidatas a terapia sistémica prévia
a ressecgdo cirdrgica, muitas vezes a amostra tu-
moral obtida por PAAF é a Unica fonte para pes-
quisa de marcadores biolégicos de possivel efica-
cia terapéutica.

Tem-se demonstrado que a imunoexpressao
da proteina HER-2 em esfregacgos previamente co-
rados pela técnica de Papanicolaou é comparavel
a obtida em cortes histolégicos®1°.

Os objetivos do presente trabalho foram: ava-
liar a expressdo imunocitoquimica da proteina
HER-2 em esfregacos de PAAF de carcinoma ductal
infiltrante da mama e sua correlagcdo com o0s re-
sultados nos espécimes cirdrgicos corresponden-
tes, e comparar a imunoexpressdo da proteina
HER-2 com o grau histolégico dos tumores.

Imunoexpressao

Pacientes & Métodos

Foi realizado estudo retrospectivo no qual
foram incluidos 48 casos de PAAF de mama femi-
nina, de pacientes atendidas consecutivamente,
com diagndstico prévio positivo para carcinoma,
no periodo de 1999 a 2001. As laminas e os blocos
de parafina foram obtidos do arquivo do Laborato-
rio de Patologia Cirargica e Citopatologia Ltda (Go-
vernador Valadares, MG). Os casos foram analisa-
dos e selecionados como adequados para este tra-
balho de acordo com os seguintes critérios: diag-
néstico citolégico de carcinoma, confirmado pos-
teriormente no exame histopatoldgico; esfregacos
citoldgicos representativos fixados em alcool etili-
co 95% e corados pela técnica de Papanicolaou;
preparados histolégicos e blocos de parafina de
biépsia ou resseccéo cirdrgica correspondente ao
local da PAAF; fixacdo adequada do material
histoldgico, e diagndstico histopatologico de carci-
noma ductal invasivo, confirmados apds revisao.

Todos os preparados histoldgicos foram co-
rados pela técnica de hematoxilina-eosina e ana-
lisados por um mesmo observador (MAO) em mi-
croscopio 6ptico comum. A graduacdo histoldgica
foi baseada no sistema de Scarff-Bloom-Richardson
modificado por Elston e Ellis!?.

Os esfregacos e os cortes histoldgicos foram
submetidos a técnica de imunohistoquimica uti-
lizando o método avidina-biotina-peroxidase
(ABC)*2, com recuperacgdo antigénica utilizando-
se incubacdo em tampé&o citrato 10 mM, pH 6,0,
em panela de pressao, por trés minutos, sob pres-
séo, a seguir deixando esfriar por 20 minutos em
temperatura ambiente. A incubacgdo com anticorpo
primario biotinilado policlonal anti-HER A0485
(Dako, Dinamarca), na diluicdo 1:1000, foi reali-
zada por 16 horas, durante a noite.

Os controles positivo (um caso de carcino-
ma mamario com imunoexpressao intermediaria
(2+/3+) para HER-2) e negativo (um caso com omis-
séo da etapa de incubacao do anticorpo primario)
foram realizados para todas as reacdes.

A interpretacdo da expressao dos marcadores
foi feita de forma equivalente nas amostras
citoldgicas e histolégicas. Para avaliar a imuno-
expressdo da proteina HER-2, somente a
intensidade e o padréo de coloracdo da membrana
plasmética foram considerados, usando a mesma
escala de avaliacdo semiquantitativa padronizada
para o HercepTest (Dako), aprovado pela FDA, para
terapéutica com o Herceptin®. As coloracdes
citoplasméaticas foram consideradas néo
especificas.

Para avaliar a concordancia entre os
esfregagos e os cortes histoldgicos foram conside-
rados positivos para a imunoexpressao da protei-
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na HER-2 apenas os casos graduados em 3+ (forte-
mente positivos), ja que estudos recentes demons-
traram maior correlacdo da imunoexpressédo da
proteina HER-2, com amplificacdo do gene pela
técnica de hibridizacao in situ, nos casos gradua-
dos em 3+1315 Utilizou-se a medida de kappa?l®,
que é baseada no namero de respostas concordan-
tes, ou seja, 0 mesmo nos dois métodos. O kappa
corresponde a medida de concordéncia, onde o
valor O indica nenhuma concordancia e o valor 1
representa total concordancia. Foi usado como
parametro para o K estatistico a graduacao relati-
va dividida por Landis e Koch?’. Para medir a rela-
¢ao entre a expressdo do HER-2 e o grau histolégico
foi aplicado o teste do x2 Pearson e, quando conve-
niente, o teste exato de Fisher. Foi adotado o nivel
de significancia de 0,05 (5%).

O projeto de pesquisa deste estudo foi avali-
ado e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
da Universidade Federal de Séao Paulo.

Resultados

Das 48 pacientes incluidas neste estudo, 16
eram pré-menopausadas e 32 menopausadas, com
média de idade de 54 anos.

Em relacdo a graduacdo histoldgica, 7 dos
carcinomas ductais infiltrantes foram conside-
rados grau | (14,5%), 23 (48%) grau Il e 18 (37,5%)
grau 1l

Na avaliacdo dos esfregacos, observou-se a
seguinte distribuicdo: 19 casos (39,6%) graduados
em 3+, 17 casos (35,4%) em 2+, 4 (8,3%)em 1+e 8
(16,7%) em O.

A intensidade da coloracéo foi difusa e ho-
mogénea nos casos positivos (3+) para a expres-
séo da proteina HER-2, sendo observada em alguns
esfregacos uma menor intensidade da reagéo nas
células da periferia da lamina em relac¢éo as cen-
trais. Em dois esfregacos hemorragicos e com
obscurecimento celular parcial, a interpretacdo
dos resultados foi possivel em células isoladas na
periferia dos blocos celulares.

A avaliacdo histolégica revelou 10 casos
(20,8%) classificados como 0, 9 casos (18,8%) como
1+, 12 casos (25%) como 2+ e 17 casos (35,4%)
como 3+.

Houve variacdo da intensidade da reacéo em
dois casos nos quais o componente in situ, tipo
comedo, foi graduado em 3+ e a area de invaséao
em 2+, sendo esta Ultima considerada como a re-
presentativa do caso.

O valor de kappa na avaliacdo cito-
histolégica quando comparados os resultados em
geral foi k=0,595 (Tabela 1) e quando considerados

Imunoexpressao

como positivos apenas os casos 3+, o valor de
kappa mostrou-se bastante significativo, k=0,823
(Tabela 2).

Tabela 1 - Concordancia entre a expressdo da proteina HER-2 nos esfregagos e nos
cortes histoldgicos correspondentes.

Citologia
0 1+ 2+ 3+ Total
Histologia 0 6 2 2 10
1+ 2 2 4 1 9
2+ 10 2
3+ 1 16
Total 8 4 17 19 48

kappa = 0,595

Tabela 2 - Concordancia cito-histoldgica categorizada em duas classes: negativo
(0,1 +, 2+) e positivo (3+) para expressédo da proteina HER-2.

Citologia
Negativo Positivo  Total
(0, 1+, 2+) (34
Histologia Negativo 28 3 31
(0, 1+, 24)
Positivo (3+) 1 16 17
Total 29 19 48
kappa = 0,823

N&o foi observada correlacdo significativa
entre a imunoexpressdo do HER-2 e o grau
histol6gico, na peca cirdrgica (Tabela 3). A medi-
da que o grau histoldgico aumentou, observou-se
uma maior quantidade de casos positivos, porém
esse resultado nao foi estatisticamente significan-
te (p = 0,1740). Vale ressaltar que nenhum dos
carcinomas bem diferenciados (grau 1) mostrou-
se positivo com intensidade de 3+.

Discussao

O cancer de mama ¢é resultado de alteracdes
moleculares que sdo geneticamente e/ou exter-
namente induzidas, resultando em proliferacéo
celular desordenada. Uma das alteracdes
moleculares significativas observadas é a amplifi-
cacdo do gene HER-2 e consequiente super-expres-
séo da proteina HER-28, Neste estudo, avaliou-se a
imunoexpressao da proteina HER-2 em esfregacos
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Tabela 3 - Correlagdo da expresséo da proteina HER-2 na pega cirlrgica com o grau histoldgico.
Histologia HER-2
0 1+ 2+ 3+ Total
n % n % n % n %

Grau I 4 51,7 2 28,6 1 14,3 9 39,1 7
Histoldgico Il 4 17,4 4 17,4 6 26,1 8 44 4 23

I 2 11,1 3 16,7 5 27,8 17 18
Total 10 9 12 48
p=0,1740 Teste exato de Fisher

fixados em &lcool e previamente corados pela téc-
nica de Papanicolaou. Os resultados mostraram
concordancia quase perfeita entre a positividade
do HER-2 nos cortes histoldgicos e nos esfregacos
correspondentes, com discordancia em trés casos.
Resultados semelhantes foram observados em um
trabalho no qual se estudaram 50 esfregacos fixa-
dos em alcool 95% e previamente corados pela téc-
nica de Papanicolaou, com indices de positividade
de 34% na citologia e 32% na histologia®. Outro tra-
balho, com 47 amostras similares, obteve correla-
¢édo completa com indice de positividade de 21%?°.
Ambos verificaram, nos casos positivos, padrao
uniforme de coloracdo em todas as células neopléa-
sicas, concordante com o presente estudo, o que
torna este fendmeno de particular interesse em
citologia aspirativa da mama, principalmente em
amostras paucicelulares.

O emprego de diferentes técnicas de fixacéo
e diferentes anticorpos tem levado a ampla varia-
¢ao de resultados. Positividade de 28% na citologia
e 20% na histologia correspondente foi descrita
utilizando-se esfregacos fixados em Carnoy®. Com
citocentrifugado de material obtido por PAAF em
suspenséo celular em PBS, fixado em acetona e
congelado, obtiveram-se indices de positividade de
48% na citologia e 43% na histologia!®. Em
esfregacos de puncéo, secos e congelados, obser-
varam-se 37,9% de positividade na citologia e
16,7% na histologia correspondente®. A compara-
¢ao entre raspados de espécimes cirdrgicos fixa-
dos em alcool 95%, esfregacos secos e 0s cortes
em parafina mostrou 73, 67 e 47% de positivida-
de, respectivamente?®!.

Usando a técnica de FISH (hibridizacdo in
situ fluorescente) como padrao-ouro, outros auto-
res compararam esfregacos de raspados de espé-
cimes cirdrgicos fixados em alcool 95% e os cor-
tes histoldgicos correspondentes. Obtiveram indi-
ces de sensibilidade, especificidade e probabilida-
de de positividade de 88,8, 77,7 e 80% para a
histologia e 69, 87 e 90% para citologia, respecti-
vamente, com concordancia de 77% entre citologia
e histologia?2.

A maior positividade em esfregacos
citolégicos do presente estudo, como em outros
trabalhos, tem sido relacionada a fixacdo em alco-
ol, situacdo em que h& melhor preservacao
antigénica que no tecido fixado em formol e inclu-
ido em parafina®°222, Os preparados citolégicos
também tém mostrado maior especificidade e sen-
sibilidade, em comparacdo com a técnica de FISH,
do que os cortes histolégicos??, e os sinais de
fluorescéncia podem ser melhor visibilizados e
graduados nos esfregacos citolégicos??23,

A avaliacdo dos resultados do presente tra-
balho como em outros estudos, foi semiquantita-
tiva. A maioria observou a positividade ou ndo da
membrana e a intensidade da reacgéo, se forte ou
fraca®°, Outros avaliaram a positividade de acor-
do com a quantidade (porcentagem) de células co-
radaslg,ZO,ZZ.

As amostras citoldgicas do presente estudo
foram submetidas as reac¢fes de imuno-
citoquimica, utilizando-se o0 mesmo anticorpo, re-
cuperacgdo antigénica e reacfes simultaneas com
as amostras histoldgicas correspondentes. Foi es-
colhido o anticorpo policlonal A0485 (Dako), o mes-
mo utilizado no HercepTest. Utilizaram-se os mes-
mos critérios de avaliacdo dos resultados nos cor-
tes histoldgicos e esfregagos, baseados no siste-
ma de graduacdo do HercepTest, e considerando
positivos apenas os casos 3+. Trabalhos recentes
demonstram que esta positividade imuno-
histoquimica 3+ apresenta elevada correlagdo com
a amplificacdo do gene HER-2 pela técnica de
FISHS2324 A avaliagdo da imunoexpressao do HER-
2, utilizando diferentes anticorpos e a graduacéo
do HercepTest, revelou alta amplificagcdo do gene
nos casos fortemente positivos (3+), independen-
temente do anticorpo#. Foi observada, em outro
trabalho, correlagdo dos casos 3+ com tumores de
grau histolégico I, com baixos indices de positi-
vidade do estrégeno e piora geral do prognostico?.
Os casos fortemente positivos também tém sido
associados a melhores respostas terapéuticas ao
Herceptin?®.

Atualmente, tem sido proposta a técnica de
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imuno-histoquimica para a selecao de casos com-
pletamente negativos ou fortemente positivos e a
complementag¢do com a técnica de FISH nos ca-
sos graduados em 2+1525, H4 relatos de amplifica-
¢ao génica em casos negativos e a falta de ampli-
ficacdo em casos fortemente positivos!s. Portanto,
0 uso da técnica de FISH apenas nos casos gra-
duados em 2+ néo eliminaria todos os falso-positi-
vos e falso-negativos.

Embora as correlagbes entre a positividade
para o HER-2 e o grau de diferenciacao histologica
nao tenham sido significativas nesse estudo, ob-
servou-se tendéncia da expressdo do HER-2 nos
tumores menos diferenciados (grau Il e Ill), ndo
sendo encontrado nenhum caso positivo em tu-
mores bem diferenciados (grau 1), o que ja havia
sido descrito por outros autores?®. Significativa
associagcao entre casos 3+ e tumores grau Il tem
sido relatada'®?s.

Em conclusdo, como a positividade
imunocitoquimica em esfregacos mostrou alta
correlagdo com os achados nos cortes histoldgi-
cos, a PAAF poderd ser cada vez mais usada como
fonte primaria de material na avaliacdo do HER-2,
especialmente em pacientes candidatas a quimio-
terapia adjuvante. Abre-se, também, a perspecti-
va de uso de amostras de PAAF na avaliacdo de
novos fatores progndsticos e preditivos em
neoplasias mamarias.

ABSTRACT

Purpose: to determine the expression of HER-2 protein in
fine-needle aspirates obtained from infiltrating breast duct
carcinoma and in the corresponding surgical specimens and
to correlate HER-2 expression with histological grade.
Methods: forty-eight smears fixed in alcohol and previously
stained by the Papanicolaou technique and histological
sections of corresponding paraffin-embedded tissue blocks
wer e submitted to immunohistochemistry by theavidin-biotin-
peroxidase method using a polyclonal antibody (A0485-
Dako). The reactions were carried out simultaneously with
antigen recovery. The results were analyzed by a
semiquantitative method according to the HercepTest score.
Scores of 3+ were considered to be positive.

Results: positivity was observed in 39.6% of the smears and
in 35.4% of the respective histological sections, with almost
perfect cytohistol ogic concordance (kappa 0.82). The method
of evaluation of histological sections was found to be
reproducible regarding the smears and standardized the
inter pretation of the results. The correlation between HER-2
positivity and histological grade was not statistically
significant but there was a tendency towards HER-2
expression in less differentiated tumors.

Conclusion: the positivity of the immunocytochemical

Imunoexpressao

reactions observed in smears was comparable to that
obtained in the histological sections, indicating that the
material obtained by fine-needle aspiration biopsies
previously stained by the Papanicolaou technique can be
used for the evaluation of HER-2 expression.

KEY WORDS: Fine-needle aspiration cytology.
Oncogene: HER-2 protein. Invasive ductal carcinoma.
Immunchistochemistry.
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