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B Resumo

Introducdo: A descoberta do Her-2 como alvo terapéutico agrega valor a estratégia
de tratamento do cancer gastrico cujo prognostico ¢ ainda limitado. O estudo busca
avaliar e correlacionar caracteristicas clinico-patoldgicas e expressio de Her-2 no
pacientes portadores de cancer gastrico. 101 pacientes portadores de CEG tratados
na Santa Casa de Belo Horizonte, Minas Gerais, de marco 2010 a setembro de 2012
tiveram prontuarios avaliados e amostras histologicas testadas para Her-2 em uma
instituicdo central por Imunohistoquimica (IHQ) - hospital A.C.Camargo de Siao Paulo
e hibridizacdo in situ (SISH). Validacido dos testes remetida ao escore padronizado
para cancer gastrico. 91 amostras submetidas a IHQ e/ou SISH. Proteina c-erbB-2
superexpressa em CEG por IHQ : 58,20 escore 0, 15,4% 1+, 13,2% 2+ e 12,1% ex-
pressaram 3+. SISH positivo em 10 das 13 amostras, 76,9%. Portanto, Her-2 positivo
em 23,1%; a maioria estagios avancados 57,1%, alto grau 44,4% e de histologia
intestinal 71,4%. Tratados com quimioterapia com ELF 46,3%, estdo vivos 66,7% e a
idade mediana ¢ 62 anos. Ndo houve correlacio estatistica de Her-2 com histologia
intestinal, alto grau, ou estadio avangado. Curva de sobrevida aguarda tempo para
fechamento. Prevaléncia de Her-2, correspondente a literatura, reforca terapia alvo
anti- HER-2 como opcédo de tratamento assim como a pratica rotineira de sua ava-
liacdo nos centros de tratamento oncoldgico. Her-2 positivo néo se correlaciona a
caracteristicas de mal prognostico como grau histologico alto, estagio mais avancado,
histologia difuso de Lauren, portanto carece da avaliacido da curva de sobrevida para
correlacdo progndstica.

B ABSTRACT

The discovery of Her-2 as a therapeutic target adds value to the strategy of tre-
atment of gastric cancer whose prognosis is still limited. The study aims to assess
and correlate clinicopathological characteristics and expression of Her-2 in patients
with esophageal cancer, gastric (CEG). 101 patients treated during march 2010 to
september 2012, in Santa Casa de Belo Horizonte, Minas Gerais, were evaluated and
records histological samples tested for Her-2 in a central institution for Immuno-
histochemistry (IHQ) - AC. Camargo Hospital in Sdo Paulo and in situ hybridization
(SISH). Validation tests sent to the standardized score for gastric cancer.91 samples
subjected to THQ and / or SISH. C-erbB-2 overexpression in CEG by IHQ: 58.200
score 0, 15.4% 1 +, 2 + 13.2% and 12.1% expressed 3 +. SISH positive in 10 of 13
samples, 76.9%. Therefore, Her-2 positive in 23.1%; most advanced stages 57.19%,
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high degree 44,4%, and of intestinal histology 71.4%. Treated with chemotherapy
with ELF 46.3%, and 66.7% are alive median age is 62 years. There was no statistical
correlation of Her-2 in intestinal histology, high grade or advanced stage. Survival
curve wait long for closure. Prevalence of Her-2, corresponding to the literature,
targeted therapy enhances anti-HER-2 as a treatment option as well as the routine
practice of their evaluation in cancer treatment centers.Her-2 positive does not
correlate with poor prognosis characteristics such as high histologic grade, more
advanced stage, diffuse histology Lauren therefore requires assessing the survival
curve for prognostic correlation.

B INTRODUCAO

O cancer gastrico, apesar da tendéncia de queda na
incidéncia nos ultimos anos, mantém se na lideranca
das causas de mortalidade por cancer no mundo,
sendo responsavel por 10% de todas as mortes por
cancer; atras apenas do cancer de pulméo '. Mudancas
nos habitos alimentares, modo de preparo e conser-
vacdo dos alimentos e outros fatores ambientais sdo
possiveis explicagdes para essa queda na incidéncia,
especialmente dos tumores de localizacdo do corpo
gastrico mais relacionado a baixa producgdo de suco
gastrico e infeccdo pelo Helicobacter pylori.

Mais de 1/3 sio diagnosticado em estagios avangados
e aproximadamente 70% dos casos de mortes predo-
minam em paises em desenvolvimento %A histdria
natural deste cancer caracteriza-se por prognoéstico
ainda marcadamente pobre, com uma sobrevida longa
inferior a 5% 3.Curvas de incidéncia e mortalidade
quase paralelas confirmam a necessidade de melhoria
das abordagens terapéuticas disponiveis.

A falta de fatores de risco bem definidos, reflexo das
diversidades regionais raciais e habitos dietéticos,
amplitude da prevaléncia de infeccio de H. pylori por
regido, diagnostico tardio e as variacdes de compor-
tamento bioldgico do tumor conforme localizagio,
histologia e imunohistoquimica sdo possiveis ex-
plicacdes para o insucesso das praticas terapéuticas
desenvolvidas até o momento.

A sobrevida se correlaciona intimamente com a ex-
tensdo da doenca; profundidade de invasdo do tumor
e invasdo de estruturas adjacentes; e guarda também
forte correlacio com o numero de linfonodos acometi-
dos *. Resseccéo cirurgica ¢ ainda a unica modalidade
potencialmente curativa, mas infelizmente, resulta em
altos indices de recorréncia . Controvérsias a respeito
da melhor técnica cirurgica, no que tange a extensio
da resseccio e linfadenectomia (a D1 ou a D2), asso-
ciada ou nio a esplenectomia/ pancreatectomia par-
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cial e o consequente acréscimo de morbi-mortalidade
com as técnicas mais agressivas, foram avaliados em
estudos comparando sobrevida em 5 anos:

e MRC trial : 35 x 33% 3.
e Dutch gastric cancer trial (15 anos follow
up) 145 x 47% 4. *

Historicamente, o tratamento do cancer gastrico ga-
nha for¢a com adi¢do de quimioterapia em carater
paliativo e adjuvante. Cinco anos apos publicacido
inicial do estudo de Mac Donald, INT-0116, o grupo
Inglés com o ensaio MAGIC, reforca esse beneficio
da quimioterapia perioperatéria mesmo sem adicdo
de radioterapia5. Inicialmente drogas isoladas como
mitomicina, bleomicina, fluoruracil, etoposide, cispla-
tina e antraciclicos eram usados mas resultavam em
baixas taxas de resposta e duracido de resposta, com
sobrevida mediana pobre de aproximadamente 4 a 6
meses. Em seguida, regimes de combinacédo revela-
ram superioridade em relacdo a terapia com agente
Unico, ressaltando-se porém, maior toxicidade com
estes regimes e dificil utilizacdo pela baixa tolerancia.

Agentes tais como oxaliplatina, fluoropirimidinas
orais e irinotecano mostraram resultados de néo
inferioridade ou menos téxicidade, posicionando-os
como alternativas valiosas. Associacdo de taxanos
na primeira linha também comprovou-se ativa com
melhora nas taxas de resposta (37% x 25%) e so-
brevida em 2 anos (18% x 25%) porém as custas de
mielotoxicidade severa ®.Metanalise publicada em
2006 confirma essa vantagem da quimioterapia tanto
em melhora da qualidade de vida como em aumento
da sobrevida global 7.

Quimioterapia em segunda linha mostrou-se superior a
cuidados paliativos exclusivos para pacientes selecio-
nados com bom “Performance status”; considerando-
-se a natureza paliativa do tratamento, deve se dar
preferéncia a regimes com baixa toxicidade e razoavel
taxa de resposta global.

Em resumo, na ultima década varios esquemas qui-
mioterdpicos, incluindo combinacdes de drogas,
foram estudados.Ndo existe um melhor esquema de
quimioterapia padronizado para tratamento do cancer
gastrico avancado, e a sobrevida global permanece
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estagnada; entre nove e onze meses.Esforgos, no
sentido de incremento de sobrevida, tém se concen-
trado no aprimoramento das terapias sistémicas pré
e pds-operatéria . O aprofundamento dos estudos
em biologia molecular, no intuito de melhor enten-
der as vias de sinalizacdo celular patologicamente
ativas no cancer gastrico, levou a pesquisa de novos
alvos terapéuticos entre o quais a interrupcdo da
sinalizacdo patolégica mediada pela proteina c-erb2
(hiperexpressdo do oncogene HER-2). Esta proteina,
uma glicoproteina transmembrana com atividade
tirosina quinase, da familia de receptores de fatores
de crescimento HER (EGFR, erbB-2, erbB-3 e erbB-4)
¢ reconhecidamente envolvida no crescimento, pro-
liferacédo e diferenciagdo celular, e estd envolvida no
processo de malignidade °'°.

Sua primeira descri¢do com relevancia prognostica foi
no cancer de mama em 1987. Slamon e colaboradores
encontram correlagdo progndstica da hiperexpressao
génica de HER-2. Sobrevida mediana de 3 anos para
os casos de HER 2 hiperexpresso e de 6 a 7 anos para
os demais tumores 121314

Na literatura, a incidéncia de amplificacdo relatada ¢
de 15 a 30% no carcinoma ductal invasor da mama '°.

A terapia alvo com anticorpo humanizado anti-Her-2
tem portanto, beneficio confirmado na adjuvancia do
tratamento de cancer de mama (NSABP B-31, NCCTG
9831, HERA, BCIRG 006) acarretando reducéo do risco
de morte 33%, e reducdo do risco de recorréncia de até
50%. Também na doenca metastatica, Trastuzumabe,
nome dado ao anticorpo anti-Her-2, soma beneficio
a paliacdo do cancer de mama .

Hiperexpressdo de Her-2 foi também descrita em ou-
tros carcinomas como ovario, pulméio, es6fago, colon,
endométrio, glandula salivar e prdstata, porém sua in-
fluéncia nestas outras histologias ndo ¢ bem conhecido.

No cancer es6fago-gastrico a prevaléncia de hiperex-
pressdo Her-2 tem relatos conflitantes. Recente andlise
sistematica de revisdo da literatura para determinacéo
de prevaléncia da positividade de HER-2 no tumor
gastrico revelou grande amplitude de resultados de
4,4 a 53,4%; assim como também a correlacdo prog-
ndstica ¢ ainda controversa .

Estudo fase III recente reporta prevaléncia de 15% a
20% de positividade para Her-2 no cancer eséfago-
-gastrico e aumento de sobrevida com a associacdo
de quimioterapia convencional (combinacio de
cisplatina e fluoropirimidina) ao bloqueio de Her-2
com Trastuzumabe (anti-corpo monoclonal anti Her-
2) '* _Este estudo, ToGA (Trastuzumabe for Gastric
Cancer), atinge seu objetivo primario com Hazard
ratio de 0,76;0u seja, uma reducéo do risco de morte
de 24% (p=0,004).

c
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Até recentemente, ganhos de sobrevida nido ha-
viam sido demonstrados com quimioterapia apos
progressdo.A associacdo da quimioterapia conven-
cional com terapia alvo molecular mostrou-se bem
tolerada e prolonga sobrevida global mediana em
aproximadamente 3 meses e em analise pré plane-
jada, este beneficio se mostra até mais robusto nos
pacientes cujo HER- 2 estd fortemente hiperexpresso.

Em 2008, grande estudo internacional avaliou o
método de deteccdo de hiperexpressad de Her-2 e
observou importantes diferencas entre os carcino-
mas de mama e esofao-gastrico . Como resultado, foi
proposta padronizagdo exclusiva para avaliacdo de
positividade a imunohistoquimica de cancer gastrico,
difere da utilizada na avaliagdo da mama e pode sofrer
influéncia do tipo de conservacio que a peca cirurgica
ou bidpsia sofreu '°. De posse da evidéncia cientifica
dos beneficios até em sobrevida com a adicdo de
Trastuzumabe, torna-se necessaria a caracterizagio
patoldgica/imunohistoquimica de HER-2 na avaliacgio
dos casos de cancer es6fago-gastrico. Para o presente
estudo os objetivos foram : avaliar e correlacionar
caracteristicas clinica, histolégica e histoquimica,
através da determinacdo da expressido de Her-2, nos
pacientes portadores de cancer gastrico do Servico
de Quimioterapia da Santa Casa de Belo Horizonte/
MG: idade mediana ao diagndstico, estadio clinico,
histologia prevalente, grau tumoral, sexo prevalente,
tratamento recebido, mortalidade apds seguimento
ainda a ser atingido; confrontar as caracteristicas
analisadas e a prevaléncia da positividade de HER-2
da amostra em questdo com os dados da literatura;
correlacionar os achados clinico-patologicos com o
status de positividade ao Her-2; avaliar associacédo
prognostica com Her-2 no cancer gastrico.

B MAaTeriAlS E METODOS

Avaliagdo retrospectiva de pacientes portadores de
cancer gastrico tratados no Servico de Oncologia
Santa Casa de Belo Horizonte, no periodo de marco
de 2010 a setembro de 2012. Cento e um prontudrios
foram revisados e tiveram suas amostras diagndsticas
andtomo-patoldgicas solicitadas para avaliacdo imu-
nohistoquimica. 91 amostras histologicas diagnosticas
fixadas em formalina, embebidas em parafina dos
pacientes avaliados no periodo foram levantadas nos
seus respectivos laboratorios de origem, revisadas pelo
patologista responsavel e enviadas para o Hospital
A.C.Camargo de Sdo Paulo, onde foi realizado testes
para Imunohistoquimica (método HPR polimérico,
Ac Ventana) e confirmagdo por hibridizacio in situ
pela prata SISH, em caso de escore duvidoso (duas
cruzes). A validacdo dos testes foi remetida ao escore
padronizado para cincer gastrico segundo critérios
aprovado pelos pelo NICE, descritos abaixo:
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Escore 0: nenhuma coloragdo de membrana nas célu-
las neoplasicas; Escore 1+ : coloracdo fraca em mais
de 10% das células neoplasicas; escore 2+ (duvidoso):
coloracdo fraca a moderada em mais de 10% das
células neoplasicas; escore 3+: coloragdo forte em
mais de 10% das células neoplasicas. Escore 0/ 1+ foi
considerado negativo, escore 2+ duvidoso deveria ser
submetido a SISH, enquanto escore 3+ foi considerado
positivo para hiperexpressido de HER-2.

Tabelas de frequéncia foram construidas para as
variaveis categdricas e medidas descritivas de ten-
déncia central (média e mediana), e de variabilidade
(desvio-padrio) foram calculadas para as variaveis
qunatitativas. O software utilizado para analise foi o
SPSS versdo 18.0 licenciado para o servico.Antes de
qualquer analise foi realizada consisténcia no banco
de dados para evitar erros futuros.

B ResuLtapos

Um total de 101 pacientes com cancer gastrico foram
avaliados no estudo. Destes, 91 amostras histologicas
foram resgatadas e testadas com imunohistoquimica
e/ou SISH. 10 amostras se perderam. Analise geral do

Tabela 1. Caracteristicas dos pacientes Her2 positivos (n=21)

perfil dos pacientes do Servico revela idade mediana ao
diagnostico de 62 anos. Sexo prevalente ¢ masculino
62,2%.Maioria dos casos, 57,5%j; apresentava subtipo
histologico Intestinal (de acordo com a classificagio
de Lauren), alto grau/pouco diferenciado em 54,5% e

Tabela 2. Histologia conforme estatus de Her-2

TH
Difuso Intestinal
n 18 34
her 2 Negativo % 34,6% 65,4%
Positivo n 2 15
% 11,8% 88,2%
Total n 20 49
% 29,00% 71,0%

estadio clinico avancado; 50,6% EC IV e 16,9% EC III.
Dos pacientes avaliados para Her-2, apenas 73,6%
tiveram condicdes de ser tratados com QT, dos quais
46,3% com ELF (etoposide, leucovorin e fluoruracil),
35,8% com quimiorradioterapia (fluoruracil, leucovorin
concomitante a radioterapia), 4,5% DCF (docetaxel,
cisplatina e fluoruraci), 1% EOX (epirrubicina, oxalipla-

Variaveis tina e xeloda) e 9% cisplatina e fluoruracil. Na data de
Tipo Histoldgico o conclusio do estudo, 35,2% dos pacientes eram obitos.
n 0 Proteina c-erbB-2 superexpressa em cancer gastrico
Difuso 2 9,5 por imuno-histoquimica : 58,2% escore 0, 15,4% 1+,
: 13,2% 2+ e 12,1% expressaram 3+.Dos pacientes sub-
Intestinal 15 71,4 . .
metidos ao SISH por escore duvidoso 2+, 10 das 13
Adenocarcinoma SOE 4 19,0 amostras ou seja, 76,9% confirmaram amplificacdo Her-
Grau de Malignidade 2. Estatus Her-2 pOS}tlvo reV.elou portan’to, prevaléncia
de 23,1%, com mediana de idade também de 62 anos.
! ! 111 Os resultados das caracteristicas gerais dos pacientes
I 4 44,4 Her-2 positivos estdo expostos na tabela 1.
i 4 44.4
Estadio Clinico Tabela 3. Grau de diferencicdo Histoldgica (bem/moderado) x
1 5 23.8 baixo conforme estatus de Her-2
) 0 0.0 GM COD
1+2 3,00
3 4 19,0 :
her 2 Negativo n 14 20
4 12 57,1
% 41,2% 58,8%
Sexo
Feminino 6 28,6 Positivo " > 4
0 0, 0
Masculino 15 71,4 o 256%  444%
Total n 19 24
Estado Atual
R % 44,200 55,8%
Vivo 14 66,7
Obito 7 33.3 Nota: Ndo encontramos diferenca significativa para grau de

malignidade, p = 0,477.
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Tabela 4. Sexo conforme estatus de Her-2
SEXO
Feminino Masculino
her 2 Negativo n 28 40
% 41,2% 58,8%
Positivo n 6 15
% 28,6% 71,4%
Total n 34 55
% 38,20% 61,8%

Nota: A hiperexpressdo de HER-2 também nédo apresentou
correlacio com sexo, p = 0,299

Tabela 5. Estadiamento inicial (I e Il) x avangado (Il x IV) con-
forme estatus de Her-2

ESTADIO
INICIAL AVANCADO
her 2 Negativo n 24 43
% 35,8% 64,2%
Positivo n 5 16
% 23,8% 76,2%
Total n 29 59
% 33,0% 67,0%
Nota: p=0,307

Tabela 6. Numero de obitos x vivos conforme estatus de Her-2
(no periodo de sequimento)

Status
Vivo Obito
her 2 Negativo n 45 24
Positivo V) 65,20% 34,8%
n 14 7
% 66,7% 33,3%
Total n 59 31
%% 65,6% 34,4%

Nota: Tabela realizada no periodo de seguimento considerado
curto para correlagcdo de sobrevida. Sujeita a reavaliacéo.

E importante ressaltar que a maioria dos casos posi-
tivos para hiperexpressido de HER-2, ¢ de histologia
intestinal (88,2%), o que corresponde a literatura,
porém sem significincia estatistica (teste do Qui-
-quadrado -Tabela 2, p= 0,071); ja que 65,4% dos
Her-2 negativos eram também do tipo intestinal.

©SBOC
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Também nédo foi estatisticamente significativa a
correlacdo entre positividade de Her-2 e grau de
malignidade mais alto, conforme exposto na tabela
3, p = 0,477.

Niao existiu na presente avaliacdo, relacdo de sexo
masculino ou feminino com hiperexpressio de HER-2
, p = 0,299 (tabela 4), como também nad se demons-
trou tal relacdo em trabalhos anteriores na literatura.

Com relacdo ao estadiamento, na ocasido do diag-
nostico 57,1% dos pacientes Her-2 eram EC IV mas
apesar da inferéncia ao pior progndstico sugerida na
literatura, 64,2% da nossa amostra de Her-2 negativo
também se tratava de doenca avancada; porém sem
associacdo significativa, p=0,307(tabela 5).

No momento da analise dos resultados, 66,7% dos
pacientes com Her2 hiperexpresso encontravam-se
vivos, assim como 65,2% dos nio hiperexpressos.

As curvas de sobrevida ainda serdo calculadas quando
houver tempo de seguimento suficiente para tal analise.

m ConcLusio

A luz das controvérsias sobre o melhor tratamento
do Cancer Gastrico e pobre incremento em sobrevida
com os regimes disponiveis, é critico estabelecer ca-
racterizacio individualizada e informacées adicionais
de subgrupos de pacientes que poderdo servir como
base para melhor adaptacéo e efetividade das aborda-
gens terapéuticas. Atualmente, ndo ha um tratamento
padrdo para o cancer gastrico *. A sobrevida longa
na doenca avangada ¢ inferior a 5%.0 progresso do
tratamento talvez esteja em individualiza-lo, levando
em conta fatores como idade, perfil de toxicidade,
imuno-histologia, diferencas epidemioldgicas e ¢é ca-
rente de novas drogas que melhorem este panorama.0O
beneficio da terapia sistémica adjuvante/ paliativa
foi comprovado em estudos ao proporcionar melhora
da qualidade de vida e aumento de sobrevida >%7:2°,

A hipétese de que a hiperexpressio de c-erbB2 no
tumor gastrico esteja envolvida nos mecanismos pato-
légicos de disseminacio metastatica surgiu em virtude
do aumento progressivo de sua expressdo a medida que
0 tumor avanca e sugere aumento na agressividade
biologica destes tumores 2'. Esta hipdtese ndo se aplica
arealidade da populacio avaliada neste estudo em que
a maioria dos tumores HER-2 positivos e negativos
eram avancados. Apesar da confirmada correlacido
prognostica e preditiva no cincer de mama, o papel
da hiperexpressdo do HER-2 como fator prognostico
no cancer gastrico permanece controverso. O numero
relativamente baixo de amostras submetidas ao teste
no caso do cancer gastrico, provavelmente em virtude
da novidade desta aplicabilidade como recurso tera-
péutico e da maior incidéncia deste tumor em estagios
mais avancados nas classes menos favorecidas eco-
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nomicamente (o que restringe o recurso da avaliacio
imuno-histoquimica com propdsito terapéutico), além
das diversidades étnicas entre as populacdes testadas,
a falta de habito em coleta e preservacdo adequada
de amostras com este proposito e por fim; diferencas
na concordancia de validag¢do da Imunohistoquimica
mesmo entre os patologistas, podem ser explicacées
para a grande amplitude de resultados encontrados nos
estudos que avaliaram a prevaléncia da hiperexpressdo
de HER-2 no cancer gdstrico e sua correlacdo com
mau prognostico ?** 24, A importancia da avaliacdo
transversal da taxa de positividade de Her-2 no can-
cer gastrico estd em reforcar a credibilidade do teste,
confrontar sua positividade com outras caracteristicas
clinicas e patologicas do tumor; melhor entendimento
da doenca e individualizacdo do tratamento, visando
maior eficacia e menor toxicidade. Taxa de 23,1% ob-
servada na populacio do presente estudo corresponde
aos dados da literatura e reforca a opcdo do anticorpo
monoclonal anti-HER-2 como alvo terapéutico. Pa-
dronizacdo de conduta para coleta de material, com
amostra e preservacdo adequadas também ganham
importancia com a confirmacdo da prevaléncia. Po-
sitividade para Her-2 revelou forte associacdo com
subtipo intestinal da classificacdo de Lauren, o que
reforca a utilidade dessa classificacdo para distincdo
anatomo-bioldgica entre os subgrupos. Assim como na
mama, Her-2 ¢ mais prevalente na histologia ductal e
incomum na lobular; no géstrico, ¢ mais comum no
intestinal do que no difuso.

Curvas de sobrevida ndo atingiram tempo minimo
necessario para avaliacdo, e tem previsdo para con-
clusdo em junho de 2013 com base na sobrevida
média deste tumor. Amostras coletadas antes da data
estipulada poderiam ter sofrido problemas de conser-
vacdo que acarretariam falso-negativo na avaliacio
imuno-histoquimica proposta; além das dificuldades
dos laboratdrios de patologia em disponibilizar pecas
mais antigas para estudo.

Na presente avaliacdo, ndo houve correlacido de posi-
tividade ao Her-2 com estadiamento mais avancado,
grau mais alto ou subtipo histologico difuso de Lauren
ao qual tem sido atribuido piores desfechos, portanto,
se a sobrevida revelar-se pior apds conclusio do se-
guimento, poder-se-a inferir que Her-2 hiperexpresso
confere maior agressividade bioldgica.

Dadas as condicdes do estudo, por tratar-se de limi-
tado a um centro de tratamento, com amostra relati-
vamente pequena, favorece-se que ocorra viés, apesar
da contribuicéo cientifica da avaliacdo da populagéo.
A elaboracio de revisdes sistemdticas com metanali-
ses ou estudos prospectivos ¢ necessaria para melhor
elucidar essa controvérsia.
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