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resumo

Concordancia Objetivo: Estudar a concordancia interobservador na interpretacao da superexpressao imuno-histoquimica
para a proteina Her2 empregando diferentes anticorpos em array de carcinomas mamarios. Material e
método: Foi construido um array contendo dois cilindros (2 mm de diametro cada) de 25 carcinomas
mamarios. Cortes histolégicos seriados do array foram submetidos a imuno-histoquimica utilizando-se
cinco anticorpos anti-Her2: SP3 (NeoMarkers), HercepTest e A0485 (Dako), CB11 (Novocastra) e 4D5

interohservador

Imuno-histoquimica

Her2 (Genentech). Uma lamina corada por cada anticorpo (total = cinco laminas) foi submetida a avaliacéo
) » individual por cinco observadores seguindo-se o sistema de escore proposto no HercepTest™. Para a
Carcinomas mamarios avaliagdo interobservador os resultados foram interpretados em trés diferentes analises: 1 (0; 1+; 2+; 3+); Il

(0e1+; 2+e3+)elll (0 e 1+; 2+; 3+) e aplicado o teste estatistico de kappa. Resultados: A concordancia
interobservador foi boa quando os casos foram avaliados em quatro categorias (0; 1+; 2+; 3+). Quando
avaliados em duas categorias (0 e 1+; 2+ e 3+), a concordancia interobservador foi boa para os casos
corados por SP3 e CB11 e muito boa para os corados por A0485, HercepTest e 4D5. Na analise 11l (0
e 1+; 2+; 34), a concordancia interobservador foi considerada moderada para os casos corados por
CB11 e boa para os corados pelos outros anticorpos. Conclusdo: A concordancia interobservador foi
considerada entre moderada e muito boa na avaliacdo dos cinco anticorpos. A menor concordancia
interobservador ocorreu nos casos com marcacdes fraca (1+) e moderada (2+). A experiéncia dos
observadores influenciou as taxas de concordancia.

abstract ey Word

Aim: To examine interobserver agreement in immunohistochemical evaluation of Her2 overexpression using five | Interobserver agreement
different antibodies on breast cancer array. Material and method: One array was built with two cores (2 mm
diameter each) from 25 breast carcinomas. Serial sections from the array were submitted to immunohistochemistry
using five anti-Her2 antibodies: SP3 (NeoMarkers), HercepTest and A0485 (Dako), CB11 (Novocastra), and | pars
4D5 (Genentech). One slide immunostained for each antibody (total = five slides) were independently scored by
five observers following HercepTest™ scoring system. Interobserver agreement was evaluated in three different | Breast cancer
analysis: 1 (0; 1+; 2+, 3+); Il (0 and 1+, 2+ and 3+) and Ill (0 and 1+, 2+; 3+), and the kappa statistics was
applied. Results: There was a good rate of interobserver agreement when the four scores were considered (0;
1+, 24; 3+). When the scores were considered in two categories (0 and 1+, 2+ and 3+) the interobserver
agreement rate was considered substantial for cases stained for SP3 and CB11, and almost perfect for cases
stained for A0485, HercepTest and 4D5. For analysis Il (0 and 1+; 2+; 3+), a moderate rate of interobserver
agreement was considered for cases stained for CB11, and a substantial rate for other antibodies. Conclusion:
The overall interobserver agreement was considered moderate to substantial in the evaluation of cases stained
for the five antibodies. The lowest rate of agreement was obtained in the evaluation of the cases scored as weak
(1+) and moderate (2+). The observers experience altered the concordance rates.
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Introducao

A proteina Her2, um receptor de atividade tirosina-
quinase, encontra-se superexpressa em cerca de 30% dos
carcinomas ductais invasores, e a superexpressao protéica
esta geralmente associada a amplificacdo génica®. A am-
plificacao/superexpressdo de Her2 esta associada a tumores
mamarios de comportamento biolégico agressivo, princi-
palmente em pacientes com linfonodo positivo®®. No en-
tanto, em pacientes com linfonodo negativo esta associacdo
ainda é pouco definida®. Os trabalhos pioneiros de Slamon
et al. (1987) apontaram o Her2 como fator prognéstico
independente no cancer de mama®. Estudos posteriores
mostraram a sua associacdo com outros fatores prognés-
ticos, entre eles comprometimento linfonodal, tamanho
tumoral, alto grau histoldgico, elevado indice proliferativo
e auséncia de expressdo de receptores hormonaist '%).

Tumores que superexpressam Her2 sdo menos respon-
sivos a ciclofosfamida, metotrexato, 5-fluorouracil (CMF)
e tamoxifeno e mais responsivos as antraciclinas do que
tumores sem superexpressdo de Her2(* 9. A deteccado
do Her2 se tornou mais importante apés a aprovacdo do
trastuzumab, que, associado a quimioterapia, pode diminuir
a progressdo tumoral do carcinoma mamario invasor(?,
Existe, entdo, uma grande demanda clinica para deteccéo
precisa do status do Her2 em carcinomas mamarios invaso-
res. Apesar de existir uma variedade de métodos diferentes
para detectar o status do Her2, os dois testes recomen-
dados na pratica clinica sdo a imuno-histoquimica (IHQ)
para deteccdo de superexpresséo protéica e a hibridacéo
in situ para deteccdo de amplificacdo génica®. A reacéo
imuno-histoquimica € o teste de rotina mais atrativo para
a avaliacdo do Her2 em carcinomas mamarios devido ao
menor custo, a facilidade técnica e a relevancia bioldgica.
A HQ detecta a superexpressdo protéica do Her2 localizada
na membrana citoplasmética da célula tumoral. Ha vérios
anticorpos mono e policlonais disponiveis comercialmente
para o uso em IHQ com diferencas na sensibilidade e na
especificidade, podendo resultar em variacdo na qualidade
final das reacoes® .

Assim, a escolha do anticorpo primério tem importancia
fundamental no resultado final do teste imuno-histoquimico,
o0 que podera influenciar decisdes terapéuticas no tratamen-
to de cada paciente individualmente. Ndo ha na literatura
definicdo sobre quais anticorpos seriam mais especificos e
sensiveis para a avaliacdo do Her2 através de IHQ®®.

A forma mais utilizada para avaliar a superexpressao da
proteina Her2 na membrana detectada por IHQ é semi-

quantitativa e ndo-automatizada, empregando um sistema
de escore proposto no HercepTest™®, Esse sistema avalia a
proporcéo de células com membrana corada e a intensidade
da reacéo, gerando uma escala de quatro pontos que varia
de zero (“0") a trés (“3"). O emprego dessa escala tem va-
riacBes de interpretacdo que dependem da qualidade técnica
da reacdo, do tipo de anticorpo empregado e da experiéncia
do examinador. Mesmo para um patologista treinado, a dis-
tincdo nitida entre categorias nominais € dificil e geralmente
arbitraria, e tem sido demonstrada falta de reprodutibilidade
na determinacdo da superexpressdo do Her2, principalmente
das categorias intermediarias (1+ e 2+)(%.

Estudos de comparagdo do teste imuno-histoquimico
para deteccéo de superexpressao do Her2 entre laboratérios
mostram maior indice de concordancia entre laboratérios
de referéncia, destacando a importéncia do treinamento
com maior volume de casos analisados e experiéncia do
patologista® 5.

Alguns estudos abordaram variacdes na técnica imuno-
histoquimica para determinacdo do Her2, principalmente
comparando diferentes anticorpos mono e policlonais®® 2
2 incluindo trabalhos de nosso grupo® 9. No entanto, ha
poucos estudos sobre a variacdo interobservador na analise
da reacao IHQ para Her2(10 11 24,26, 27),

No presente trabalho decidimos estudar a variacdo na
interpretacdo da reacdo imuno-histoquimica para Her2
empregando diferentes anticorpos em array de carcinomas
mamarios.

Material e método

Foram selecionados 25 carcinomas mamarios diagnos-
ticados no Laboratério de Patologia Mamaria da Faculdade
de Medicina da Universidade Federal de Minas Gerais
(FM/UFMQ). A partir da revisdo das laminas originais foram
selecionados os blocos de parafina contendo amostras
representativas dos tumores. Dois cilindros de 2 mm de dia-
metro foram obtidos de cada bloco doador, construindo-se
um array com 50 amostras de carcinomas. Foram incluidos
ainda trés cilindros de figado (cilindros iniciadores de leitura)
e dois de tumores previamente testados utilizados como
controles negativo e positivo, totalizando 55 cilindros. O
array foi construido utilizando-se um equipamento alter-
nativo ndo-comercial desenvolvido e validado no préprio
laboratério™®. O bloco do array foi submetido a cortes
histolégicos seriados de 4 um, colhendo-se as seccdes em
laminas silanizadas, que foram numeradas seqliencialmente.
A primeira e a Gltima lamina foram coradas por hematoxilina
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e eosina. As laminas dos intervalos foram coradas pela IHQ
utilizando-se cinco diferentes anticorpos. Os anticorpos
utilizados, suas diluicdes e métodos de reativacdo antigénica
estdo listados na Tabela 1. Para o HercepTest foi emprega-
do o respectivo kit, sequindo-se as instru¢des do fabricante.
Para os demais anticorpos o método empregado foi o da
estreptoavidina-biotina-peroxidase (SABP) (Biogenex®,
San Ramon, EUA). Dependendo do anticorpo primério,
nenhum pré-tratamento, tratamento com tripsina (Sygma,
St. Louis, EUA) ou com solucdo de citrato em calor imido
(10 mM, pH 6) foi utilizado para reativacdo antigénica
(Tabela 1). A revelacdo foi feita com diaminobenzidina
(Liquid DAB, Dako, Carpinteria, EUA) e a contracoloracdo,
com hematoxilina de Harris. Os protocolos de reacdo foram
previamente padronizados e validados no laboratério para
uso em pesquisa” ® e rotina clinica.

Cinco laminas do array de cancer de mama coradas por
SP3, HercepTest, A0485, CB11 e 4D5 foram distribuidas
a cinco observadores (C.B.N., A.P.G., V.F.ZM., LS.AT. e
H.G.). Todos eles tinham experiéncia prévia na avaliacdo do
Her2 por imuno-histoquimica variando de quatro a 10 anos.
As laminas foram codificadas por um dos pesquisadores
(M.A.R.) e analisadas individualmente e em separado pelos
observadores, sem que tivessem conhecimento do tipo de
anticorpo e do resultado da leitura das reac¢des feitas pelos
demais colegas. Todos os observadores receberam uma
planilha contendo campos correspondentes a disposicéo
dos discos de tumores no array para cada uma das cinco
laminas. Eles preencheram as planilhas de acordo com sua

Anticorpos, fabricantes, diluicées e tipo de recupera

Tabela 1 NGRS
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interpretacdo do estudo imuno-histoquimico de cada um
dos cinco anticorpos, empregando o sistema de escore do
HercepTest™®,

Para a avaliacdo da concordancia interobservador, os
resultados foram interpretados em trés diferentes analises.
Na analise I, os resultados foram considerados separada-
mente em quatro categorias (0; 1+; 2+ e 3+); na andlise Il,
em duas categorias, agrupando-se os casos classificados
como 0 e 1+ (casos negativos) e os casos 2+ e 3+ (casos
positivos), como se faz na interpretacdo do HercepTest. Na
analise lll, os casos foram considerados em trés categorias,
sendo os casos 0 e 1+ considerados negativos, os casos 2+
indeterminados e os casos 3+ positivos, seguindo as reco-
mendac0es para avaliacéo do Her2 pelo Colégio Americano
de Patologistas/Sociedade Americana de Oncologia Clini-
ca® e a atualizacdo das normas do programa de qualidade
do Reino Unido®.

Analise estatistica

A avaliagdo da concordancia interobservador na leitura
das reacdes foi realizada utilizando-se o teste estatistico de
kappa (k). Os valores de x foram divididos em intervalos
para avaliar o grau de concordancia segundo os critérios de
Landis e Koch®™. O grau de concordancia foi considerado
baixo quando o valor do kappaficou entre 0 e 0,2; razoavel,
entre 0,21 e 0,4, moderado, entre 0,41 e 0,6; bom, entre
0,61 e 0,8; e muito bom, entre 0,8 e 1.

antigénica utilizados nas reacoes imuno-

Anticorpo Tipo de anticorpo Fabricante Diluicao Recuperacdo antigénica
SP3 Monoclonal, coelho NeoMarkers, EUA 1:300 Citrato pH 6 por 25’
em panela a vapor
a 98°C
HercepTest Policlonal, coelho Dako, EUA Pronto para uso Citrato por 40’ em
banho-maria a 98°C
A0485 Policlonal, coelho Dako, EUA 1:750 Citrato pH 6 por 25’
em panela a vapor
a 98°C
CB11 Monoclonal, Novocastra, RU 1:80 N&o realizada
camundongo
4D5 Monoclonal, Genentech, EUA 1:250 Tripsina por 5’
camundongo

EUA = Estados Unidos da América; RU = Reino Unido.
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Resultados

Os resultados da concordancia entre os cinco obser-
vadores para cada anticorpo em cada um dos trés grupos
analisados estdo sumarizados na Tabela 2 e ilustrados nas
Figuras 1 e 2.

A concordancia geral entre os cinco observadores para
avaliacdo de cada anticorpo nas trés diferentes andlises

foi considerada de moderada a muito boa (x = 0,596 a
0,872). A melhor concordancia foi observada quando os
resultados foram agrupados em 0 e 1+; 2+ e 3+ (andlise
1) para as laminas coradas pelos cinco anticorpos. A con-
cordancia interobservador foi muito boa nesta analise para
as laminas coradas pelos anticorpos A0485, Herceptest e
4D5(x=0,872; 0,858 € 0,855, respectivamente). A menor
concordancia entre os observadores foi obtida quando

Ay - > k"‘. .r;i;,

Figura 1 - Caso 23 corado pelos anticorpos SP3 (A) e CB11 (B) e avaliado com escore
3+ por todos os observadores (400x)

Figura 2 - Caso 22 corado pelo anticorpo CB11 (A) e caso 4 corado pelo HercepTest (B),
ambos analisados com escores varidveis (1+, 2+ ou 3+) pelos observadores (400x)

Valores de kappa na avaliagao da concordancia interobservador na interpretacao imuno-

histoquimica do Her2 usando cinco diferentes anticorpos e considerando trés formas de analise

Tabela 2 KIRCELNS

Valor de kappa (intervalo de confianca)

Anticorpo Andlise | (0; 1+; 2+; 3+)
SP3 0,641 (0,567-0,716)
A0485 0,609 (0,540-0,679)
HercepTest 0,658 (0,585-0,731)
CB11 0,611 (0,541-0,68)
4D5 0,636 (0,575-0,696)

Andlise Il (0 e 14; 2+ e 3+)
0,771 (0,653-0,888)

0,872 (0,764-0,98)
0,858 (0,751-0,964)
0,747 (0,641-0,853)
0,855 (0,764-0,945)

Andlise 111 (0 e 1+; 2+; 34)

0,701 (0,609-0,793)
0,708 (0,791-0,625)
0,706 (0,620-0,677)
0,596 (0,516-0,677)
0,621 (0,621-0,765)
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as reacOes foram analisadas em quatro categorias: 0; 1+;
2+; 3+ (anélise 1) nas laminas coradas por SP3, A0485 e
HercepTest (x = 0,641; 0,609 e 0,658, respectivamente).
A menor concordancia interobservador foi obtida quando
os casos 2+ foram analisados separadamente (analise Ill) nas
laminas coradas por 4D5 (x = 0,621) e CB11 (x = 0,596),
e foi interpretada como moderada nas laminas coradas
por CB11. Os casos corados pelos anticorpos policlonais
(HercepTest e A0485) mostraram marcacao mais forte das
reacdes, e 0s anticorpos monoclonais mostraram marcacao
mais fraca do que o RabMab SP3.

Quando avaliada a concordancia interobservador entre
os trés observadores (C.B.N., A.P.G., H.G.) com maior expe-
riéncia na avaliagcdo imuno-histoquimica do Her2 (superior
a quatro anos), o valor de kappa variou de 0,765 a 0,972
nas trés diferentes analises.

Discussao

A deteccdo correta do Her2 assegura que pacientes com
tumores que superexpressam Her2 recebam tratamento
adequado e que uma terapéutica com trastuzumab, de
custo elevado e potencialmente téxico, ndo seja indicada
a pacientes com tumores sem superexpressdo da proteina
Her2. Dificuldades na consisténcia da avaliacao IHQ do Her2
tém sido atribuidas ao uso de anticorpos diferentes, com dis-
tingdes nas fases pré-analitica e analitica da reacéo('”: 29,

Recentemente surgiu uma nova geragdo de anticorpos
monoclonais de coelho (RabMabs), cujos fabricantes rela-
tam ter altas afinidade, sensibilidade e especificidade, com
marca¢do bem definida na IHQ®". Em nosso trabalho, estu-
damos a concordancia interobservador em laminas coradas
por anticorpos monoclonais de camundongo, anticorpos
policlonais e incluimos o novo anticorpo monoclonal de
coelho, o SP3.

O sistema de escore mais empregado e aceito na ava-
liagdo das reacdes IHQs para Her2 é o proposto pelo Her-
cepTest™. Nesse sistema os casos 0 e 1+ sdo considerados
negativos, enquanto 2+ e 3+, positivos fraco (2+) e forte
(3+). No entanto, mais recentemente, as recomendacdes
para a avaliacdo do Her2 do Colégio Americano de Pato-
logistas e da Sociedade Americana de Oncologia Clinica®
e a atualizacdo das normas do programa de qualidade do
Reino Unido® propdem que todos os casos avaliados como
2+ na IHQ devem ser considerados indeterminados. Esses
casos devem ser reavaliados por testes mais especificos,
como a hibridagdo in situ fluorescente, para definicao de
tratamento® 2. Assim, resolvemos interpretar os resultados

Patol Med Lab o v. 43 ¢ n. 5 ¢ p. 373-379 « outubro 2007

dos nossos casos avaliados pelos diferentes observadores
de trés formas, considerando na primeira as categorias em
separado; na segunda, agrupadas como no HercepTest™; e,
na terceira, como sugerido nos novos guias de recomenda-
¢Oes dos Estados Unidos e do Reino Unido. Também nesses
guias, os laboratdrios e patologistas que realizam as reacoes
para Her2 devem ter protocolos de reacdes validados, uti-
lizar procedimentos qualificados e participar de testes de
creditacdo, proficiéncia e competéncia. Em nosso trabalho
empregamos protocolos de reacdo previamente padroniza-
dos e bem estabelecidos em nosso laboratério ha 10 anos,
considerados controle da fase analitica da reacdo” ®. No
presente trabalho procuramos avaliar a variacdo interob-
servador na interpretacéo das reacdes, que é considerada
a fase pés-analitica da reacdo imuno-histoquimica.

A avaliacdo da superexpressdo da proteina Her2 nas
laminas coradas pelos cinco anticorpos mostrou niveis de
concordancia interobservador satisfatorios (k 0,596 a 0,872).
Ainterpretacdo dos resultados em trés analises mostrou me-
lhor concordancia quando agrupamos os casos em negativos
(0 e 1+) e positivos (2+ e 3+). A maior concordancia interob-
servador ocorreu na anélise dos casos fortemente positivos
(3+) e totalmente negativos (0). Semelhante ao descrito por
outros autores, ha maior dificuldade na discriminacao das
categorias intermediarias (1+ e 2+), pois a marcacao pode ser
heterogénea, com areas em que a membrana estd marcada
completamente, ou incompletamente, ou ndo estd marcada,
e com diferencas na intensidade de marcacdo, dificultando
a interpretacdo. O método de interpretacdo é arbitrério,
semiquantitativo e dependente da qualidade da reacéo
e de treinamento do examinador. Quando resultados da
reacdo imuno-histoquimica séo comparados com métodos
de hibridagéo in situ, nota-se um nimero significativo de
casos falso-positivos, principalmente aqueles interpretados
como 2+, justificando a adogdo de critérios propostos mais
recentemente de se considerarem os casos 2+ indetermi-
nados ou borderline'® 24 27 devendo ser confirmados por
métodos de hibridacéo in situ.

O guia de interpretacdo original da reagdo imuno-his-
toquimica para expressdo da proteina Her2, HercepTest™,
aprovado pela US Food and Drug Administration (FDA),
tem demonstrado especificidade insuficiente. As novas
recomendacdes para interpretacdo do Her2 em cancer de
mama do Colégio Americano de Patologistas/Sociedade
Americana de Oncologia Clinica indicam que mais de
30% das células neoplasicas invasoras (ao invés de 10%)
devem mostrar coloracdo completa e forte da membrana
celular para ser o resultado considerado positivo. O corte
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em mais de 30% das células reflete uma experiéncia que
vem se acumulando e mostrando que geralmente uma
maior porcentagem de células serd marcada se o caso for
realmente 3+, em comparac¢do com o corte de 10%, sendo
a intencao de se utilizar 30%, diminuir a incidéncia de casos
3+ falso-positivos®.

A literatura tem ressaltado a importancia da experiéncia
com o método para a andlise do Her2 (fase pés-analitica).
Em nosso estudo, a maior concordancia da andlise entre
observadores (k = 0,765 a 0,972) foi constatada entre os
analisadores com maior experiéncia com o método (mais
de quatro anos).

Notamos uma concordancia maior nas laminas coradas
pelos anticorpos policlonais (x = 0,609 a 0,872), com mar-

cacdo mais forte, devido ao reconhecimento de mdiltiplos
epitopos. O novo anticorpo monoclonal de coelho SP3
mostrou marcacéo intermediaria entre os anticorpos poli-
clonais e monoclonais de camundongo (k = 0,641 a0,771),
estando de acordo com os relatos dos fabricantes®®.

Conclusao

A concordéncia geral entre os observadores foi consi-
derada entre moderada e muito boa nos cinco anticorpos
anti-Her2. A menor concordancia interobservador ocorreu
nos casos com marcacao fraca (1+) a moderada (2+).
A experiéncia dos observadores influenciou as taxas de
concordancia.
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