208

AO

Revista de la
Socied §
Venezolana ?8
Gastroenterologia

Volumen 67 N° 4 octubre - diciembre 2013

Recomendaciones del grupo de expertos venezo-
lanos para la determinaciéon inmunohistoquimica
del HER2 en cancer gdstrico

Autores Simén Peraza', Francisco Menolascino?, Aldo Reginosa?, Enrique Lépez,* Mirian Naranjo,> Cathy
Fernandez,®> Adriana Morales,* Iraida Daboin’

Afiliaciones  'Inmunohistotecnia C.A, San Cristébal, Estado Tachira y Centro de Control de Cancer Gastrointestinal “Dr. Luis An-
derson”, Téchira, Venezuela.
?Departamento Patologia Universidad Centro Occidental Lisandro Alvarado, Barquisimeto, Lara.
3Departamento Patologia de la Universidad de Carabobo, Carabobo, Venezuela.
“Anatomia Patolégica Instituto de Clinicas y Urologia Tamanaco C.A, Caracas, Venezuela.
SLlaboratorio de Patologia N&GH Caracas, Venezuela.
¢Servicio de Diagnéstico de Patologia Molecular C.A, Maracaibo, Venezuela.
"Departamento Patologia Universidad de Oriente y Centro Medico CIAT.
Revista GEN (Gastroenterologia Nacional) 2013;67(4):208213. Sociedad Venezolana de Gastroenterologia, Cara-
cas, Venezuela. ISSN 0016-3503.
Autor correspondiente: Dr. Simén Peraza. Medico Anatomopatélogo. Centro de Control de Céncer Gastrointestinal
“Dr. Luis Anderson”, Téchira, Venezuela.
Correo-e: sidape@gmail.com
Fecha de recepcién: 12 de abril de 2013. Fecha de revisién: 3 mayo de 2013. Fecha de aprobacién: 14 de noviem-
bre de 2013.

Resumen

Introduccién: La amplificacién del oncogen HER2 en adenocar-
cinoma géstrico fue descrita en 1986, predominantemente en los
del tipo intestinal. La identificacién de los carcinomas géstricos
avanzados con alteraciones de HER 2 es esencial en la préctica
clinica diaria, ya que estas neoplasias requieren un tratamiento
especifico de eleccién. Después de la publicacién del ensayo
ToGA sobre la expresion de HER2 en céncer géstrico avanza-
do y de la unién gastroesofégica se hace necesario divulgar en
nuestro medio la importancia de la determinacién confiable de
esta alteracion. Material y métodos: En esta parte estable-
cemos los requerimientos metodolégicos que se requieren para
que el estudio del HER2 sea confiable y permita establecer el
uso de la terapia adecuada. Consta de una fase pre analitica
y una fase analitica propiamente dicha, en tal sentido el papel
de los gastroenterdlogos y cirujanos en la toma de las muestras
y el manejo de las piezas quirdrgicas es definitivamente crucial.
Conclusiones: El objetivo de este consenso es dar conocer a
gastroenterélogos, cirujanos, oncélogos médicos y patélogos la
importancia del manejo de los especimenes de biopsias endoscé-
picas y quirirgicas, de acuerdo a normas estrictas que permitan
la realizacién de estudios confiables. Por otra parte, se plantea
instruir sobre la forma adecuada de interpretacién de los estudios
de inmunohistoquimica, en biopsias endoscépicas, resecciones
mucosales endoscédpicas (mucosectomias) y especimenes quirdr-
gicos por parte de los patélogos.

Palabras claves: Cancer gastrico, inmunohistoquimica HER2.

RECOMMENDATIONS OF THE VENEZUELAN EXPERTS
FOR IMMUNOHISTOCHEMICAL DETERMINATION OF
HER2 IN GASTRIC CANCER

Summary

Introduction: HER2 oncogene amplification in gastric adeno-
carcinoma was described in 1986, predominantly in the intesti-
nal type. The identification of advanced gastric carcinomas with
HER2 abnormalities is essential in daily clinical practice, as these
neoplasms require specific treatment election Afterward publica-
tion Toga trial on HER2 expression in advanced gastric cancer
and the Union gastroesophageal is necessary in our country the
determination of this alteration. Methods: In this section we esta-
blish the methodological requirements for the study of HER2 and
permits the use of appropriate therapy. The methods consists of a
Pre analytical phase and an analytical phase itself, in this regard
the role of gastroenterologists and surgeons in making samples
and handling of surgical specimens is definitely crucial. Coneclu-
sions: The aim of this agreement is fo teach gastroenterologists,
surgeons, medical oncologists and pathologists the importance of
handling specimens and surgical endoscopic biopsies, according
to strict standards that allow reliable studies. Moreover, there is
instruction on the proper interpretation of immunohistochemical
studies on endoscopic biopsy, endoscopic mucosal resection and
surgical specimens by pathologists
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Introduccion

la identificacién de los carcinomas gastricos avanzados' con
alteraciones de HER2 es esencial en la préctica clinica diaria,
ya que estas neoplasias requieren un tratamiento especifico de
eleccion.

Después de la publicacion del ensayo ToGA,? resulta obvio
que la determinacién fiable del estado de HER2 en pacientes
con carcinoma géstrico es un requisito imprescindible para el
uso correcto del tratamiento anti-HER2. Sin embargo, como he-
mos aprendido en el carcinoma de mama, la deferminacién de
HER?2 tiene numerosas dificultades en la realidad cotidiana por
su complejidad y requiere seguir unos criterios estrictos en su
metodologia e interpretacién.’

El posible valor pronéstico del oncogen HER2 en el carcinoma
gastrico es un tema controvertido. Aunque histéricamente la so-
breexpresién/amplificacién de HER2 se ha considerado un ras-
go de mal pronéstico al asociarse con un diagnéstico en estadios
més avanzados, con afeccién ganglionar o con menor sobrevida
tras la cirugia, los estudios mas recientes parecen cuestionar este
cardcter negativo.*

Pese a la existencia de maltiples trabajos en la literatura inter-
nacional, sobre la determinacién del HER2 en céncer géstrico,
poco es lo que se sabe en Venezuela sobre la determinacién de
este oncogen como factor pronéstico y predictivo en este tipo
de neoplasia. En Venezuela se pudo encontrar un articulo en el
cual se realizé un estudio inmunohistoquimico en cancer géstrico
precoz y avanzado para conocer la prevalencia de expresién
de p53 CerbB 2, Egfr y PCNA en un total de 65 casos y en
relacién a la oncoproteina HER2 su expresion se observé en 33
casos, no obstante la evaluacién de esos casos para la época
no estaba estandarizada de acuerdo a las normas que ahora se
establecen; por este motivo un grupo de expertos fue convocado
con el objetivo de producir un consenso que diera a conocer a
gastroenterélogos, cirujanos, oncélogos médicos y patélogos la
importancia del manejo de los especimenes de biopsias endos-
cépicas y quirdrgicas, de acuerdo a normas estrictas que per-
mitan la realizacién de estudios confiables. Por ofra parte, se
plantea instruir sobre la forma adecuada de interpretacion de
los estudios de inmunohistoquimica, en biopsias endoscépicas,
resecciones mucosales endoscépicas (mucosectomias) y especi-
menes quirdrgicos por parte de los patélogos (Figura 1).

El grupo de expertos consideré conveniente separar las mu-
cosectomias de las biopsias endoscépicas y de los especimenes
quirdrgicos, dado el tamafio de las muestras y la importancia que
en la actualidad adquiere este procedimiento; sin embargo, a la
hora de su evaluacién se consideran los mismos pardmetros que
para los especimenes quirdrgicos. Estos puntos han sido descritos
con anterioridad en el Consenso nacional de cancer gdstrico.

La experiencia en céncer mamario es bien conocida por to-
dos, no obstante debido a las caracteristicas de heterogeneidad
histolégica del cancer géstrico y a su propia citomorfologia, la
interpretacion de la expresion de HER2 es relativamente distinta
en relacién al cancer mamario.”

Los adenocarcinomas géstricos muestran positividad para HER2
en alrededor del 15-17% de los casos. La positividad es mayor en
los adenocarcinomas de tipo intestinal (30%) que en los de tipo
difuso (5,5%), mientras que en los mixtos es de aproximadamente
un 20%. Es més frecuente la positividad en los adenocarcinomas
de la unién gastroesofégica (més del 30%).8

Los pacientes con expresién 2+ requieren confirmacién median-
te una técnica de hibridacién in situ de amplificacion de HER2.?
(Figura 2).

Material y métodos para la determinacién de HER2
en cdncer gdstrico

En esta parte establecemos los requerimientos metodolégicos que
se requieren para que el estudio del HER2 sea confiable y per-
mita establecer el uso de la terapia adecuada, consta de una
fase pre analitica y una fase analitica propiamente dicha, en fal
sentido el papel de los gastroenterélogos y cirujanos en la toma
de las muestras y el manejo de las piezas quirtrgicas.

El andlisis de los especimenes por parte del patélogo debe
también cumplir ciertas pautas que se describen en el texto de
este articulo

Conscientes de la gran cantidad de procedimientos y compa-
filas productoras de reactivos para inmunohistoquimica, el grupo
de expertos prefirié no discutir en esta publicacién la parte con-
cerniente al procedimiento de inmunohistoquimica y a los clones
que se tilizan, los cuales estén especificados en los manuales
que suministran cada una de las casas comerciales y que depen-
den de ciertas preferencias del patélogo, resaltando que cada
laboratorio debe garantizar la correcta formacién de los histo-
tecnélogos en dicho procedimiento y seleccionar los reactivos en
funcién de estandares internacionales. Las técnicas de inmunohis-
toquimica son similares y varian de acuerdo al uso de instrumen-
tos diversos como vaporeras, micro-ondas, ollas de presién etc.

1. Requerimientos de la fase pre-analitica:

* |dentificacién del paciente.

* Identificacién del médico solicitante.

* Fecha de la solicitud.

* Identificacién de la muestra (caso y numero de bloque).

* Tipo de muestra (biopsia endoscépica, pieza quirdrgica u otras)
y procedencia anatémica. En caso de biopsias endoscépicas, es-
pecificar el nomero de fragmentos fomados.

* Tipo de fijador.

* Anticuerpo y método utilizado.

* Método de evaluacién (semicuantitativo, andlisis de imagen).
* Idoneidad de la muestra (adecuada/inadecuada para diag-
nostico).

2. Procesos de la fase pre-analitica:

2.1.- Requisitos de la muestra para la determinacién de HER2 en
cdncer gdstrico:

Adn cuando es el médico tratante quien solicita el estudio, el paté-
logo debe sugerir su realizacién cuando evalia una biopsia con
cancer géstrico. Los protocolos internacionales'® recomiendan un
minimo de 6 a 8 fragmentos endoscépicos para aumentar la pro-
babilidad de obtener mayor cantidad de tumor, adecuada para
diagnéstico histolégico e inmunohistoquimico. Sin embargo, es
el patélogo quien finalmente determina la idoneidad de la mis-
ma. Hasta ahora la determinacion del HER2 estd recomendada
en cancer géstrico avanzado y de la unién gastroesofdgica. Le-
siones metastasicas o recidivantes pueden ser utilizadas para la
deferminacién del HER 2.

El grupo de expertos apoyados en consensos mundiales, mostré
una clara preferencia por la utilizacién de tejido para la realiza-
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cién de los estudios de inmunohistoquimica, considerando que
las muestras citolégicas no son el material mas idéneo para di-
chas pruebas, recomendando (especificamente para cancer gés-
trico) que estas no sean empleadas.

Las biopsias endoscépicas con frecuencia estan mejor fijadas y
procesadas que las piezas quirtrgicas, las cuales presentan una
mayor probabilidad de falsos negativos (por exceso o defecto de
fijacién). No obstante, las biopsias endoscépicas pueden presen-
tar artificios de retraccién, aplastamiento instrumental o un efecto
margen, que pueden inducir resultados falsos positivos.

Cuando la determinacién de HER2 en la biopsia endoscépica
no es concluyente, debe repetirse el estudio en la pieza quirdr-
gica.

2.2. Personal:
Tanto histotecnélogos como patélogos deben estar debidamente
entrenados en el area de inmunohistoquimica.

2.3. Tipo de Muestras:

* Especimenes quirdrgicos.

* Biopsias endoscopicas.

* Mucosectomias.

* Muestras obtenidas por ofros procedimientos (biopsias con
aguja gruesa, incisionales, efc.).

2.4. Fijacion:
Las muestras de gastrectomias deben ser fijadas inmediatamente
de acuerdo a los protocolos de patologia quirdrgica. La fijacién
debe ser por un minimo de 6 horas y no exceder las 48 horas.
Los especimenes deben ser abiertos por la curvatura mayor, a
menos que la lesién se encuentre en esa localizacién. Deben ser
colocadas y debidamente extendidas sobre un corcho con alfile-
res y sumergidas con la mucosa hacia abajo. Este procedimiento
es igual para las resecciones mucosales.

La fijacién inmediata de la muestra es responsabilidad exclu-
siva del equipo quirdrgico a cargo, por lo cual debe tomar las
previsiones pertinentes del caso.

2.5. Tipo y preparacion del fijador:
Existen diferentes medios de fijacién, el més recomendado es el

Cuadro 1 Laboratorio clinico de ingreso

Reactividad de

formol tamponado al 10%.

* Preparacién (1000 ml):

Agua destilada 900 ml.
Formaldeido 37% 100 ml.
Fosfato de sédio monobasico 4 g.
Fosfato de sodio dibdasico 6,5 g.

2.6. Procesamiento y secciones histolégicas:

En el caso de las piezas quirtrgicas, se recomienda incluir tejidos
que no excedan de 2 cm de longitud y 3 mm de grosor, en oca-
siones el espesor puede ser mayor.

El bloque para inmunohistoquimica debe ser escogido por el
patélogo que realizard el estudio o en su defecto el patélogo
que realizé el diagnéstico, tomando en cuenta: viabilidad del
tumor, ausencia de necrosis, descartar zonas hipocelulares, areas
inflamatorias, hemorragicas, focos de metaplasia intestinal y si el
tumor es mixto, preferir el componente de tipo intestinal.

Las secciones histolégicas no deben ser mayores de 4 micras y
no utilizar léminas almacenadas desparafinadas.

2.7. Método inmunohistoquimico:
Debe ser utilizado un método que sea reconocido, validado y
estandarizado.

2.8. Control de calidad:

Los kits de reactivos comerciales con que se determinan las prue-
bas HER2 estén estandarizados y proporcionan un nimero de
controles positivos y negativos procedentes de lineas celulares.
Como el numero de controles es limitado, se recomienda utilizar
controles previamente validados, con las condiciones de fijacién
y procesamiento propias del laboratorio.

Los laboratorios deben implementar un sistema de control de
calidad externo.

3. Fase anadlitica:
3.1.- Interpretacién de la determinacién inmunohistoquimica de
HER2:

Se evaluaré exclusivamente el componente infiltrante y la tin-
cién de membrana. Tal como se detalla en los Cuadros 1 y 2
asi como en la Figura 3 y 4.

PATRON DE TINCION
No reactividad de membrana en las células
Reactividad de membrana tenue focal en = 5 células
débil moderada,

membrana completa,

lateral 6 basolateral =5 células independiente del numero de células

PUNTUACION REACTIVIDAD
0 NEGATIVA
1+ NEGATIVA
2+ DUDOSA
3+ POSITIVA

Reactividad de membrana intensa, lateral o baso-lateral = 5 células

independiente del nimero de células

*En las biopsias endoscépicas se consideran positivos nidos tumorales de al menos cinco células, independientemente del porcentaie.
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Cuadro 2 Puntuacién HER2 géstrico en espécimen quirdrgico y mucosectomia

PUNTUACION REACTIVIDAD PATRON DE TINCION
o NEGATIVA No reactivo o reaccion de membrana ténue- focal <10% de las
células.
1+ NEGATIVA Reaccién de membrana parcial tenue en >10%de las células.
2+ DUDOSA Reaccién de membrana débil a moderada, completa, lateral o
basolateral en >10% de las células.
3+ POSITIVA

Reacciéon de membrana intensa, completa lateral basolateral en
>10% de las células.

- Tejido bien preservado
- Excluir zonas con artificios
- Excluir displasia

- Expresién membrénica com-
pleta o basolateral.

- Excluir expresién basal, lu-
minal o granular.

Figura 1 Consideraciones para la determinacién de HER2 en céncer géstrico

HER2 HUGIHGED Magnificacion
Puntuacion Membranica

Fuerte 2 5-5x i

Débil a Moderada  10x 20 x

Casi inapreciable  40x o
Ausenciade 40x%

tincion

Figura 2 Regla de la Magnificacion
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TINCION BASOLATERAL

INTENSA
TUMOR

ADENOCARCINOMA

- ALMENOS 5CELULASEN
GASTRICO

BIOPSIA ENDOSCOPICA

AL MENOS > DEL 10 % DE
POSITIVIDAD EN EL TEJIDO DE
ESPECIMENES QUIRURGICOS -
MUCOSECTOMIAS
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Conclusiones

la amplificacién del oncogen HER2 en adenocarcinoma gés-
trico fue descrita en 1986, predominantemente en los del tipo
infestinal. La importancia del HER2 dentro de la biologia del
adenocarcinoma gdstrico fue mostrada por estudios in vitro, en
los cuales se encontré que su bloqueo producia supresién de
la proliferacién celular en una linea portadora de amplificacién
del gen y regresién tumoral in vivo, en un modelo animal.’’ Yo-
nemura y colaboradores, demostraron una correlacién negativa
entre la sobreexpresién de HER2 y el pronéstico de recurrencia
y sobrevida en cancer gastrico.'? El andlisis de 42 publicaciones
con un total de 12.749 pacientes, establece que la expresién de
HER2 tanto por inmunohistoquimica o por FISH son métodos ya
comprobados. Los estudios en fase Ill (ToGA) demuestran que el
tratamiento con quimioterapia y Trastuzumab en pacientes HER2
positivos debe ser considerado como una alternativa terapéutica
en céncer gastrico avanzado y de la unién gastro-esofédgica. '?

Conociendo la magnitud del problema del céncer géstrico
en Venezuela'® es importante conocer el manejo pre-analitico
y analitico de este estudio, el cual contribuye de manera impor-
tante en el tratamiento y sobrevida de los pacientes con cancer
gastrico. Los gastroenterélogos que enfrentan estos pacientes una
primera instancia, deben conocer el alcance de este método y
contribuir efectivamente en la toma de las biopsias de acuerdo
a los protocolos antes mencionados, los cirujanos deben por su
parte orientar en el manejo de la pieza quirdrgica al personal a
su cargo para evitar el dafio irreversible por fijacién inadecuada
de los especimenes. Los patélogos por su parte tiene que valorar
minuciosamente las muestras de biopsias endoscépicas, muco-
sectomias y piezas de gastrectomia con mayor énfasis en estas
dltimas para escoger las drea sin necrosis y con mayor cantidad
de tejido neoplasico y considerar el patrén intestinal como de
mayor posibilidad para la expresién del marcador en aquellos
tumores de tipo mixto. Por ltimo el paciente se verd beneficiado
cuando el oncélogo clinico cuente con el mayor nomero de ele-
mentos que le permitan implementar una terapéutica adecuada
asi como establecer el pronéstico de dichos pacientes.

Clasificacion

Area: anatomia patolégica.

Tipo: inmunohistoquimica

Tema: cdncer gdstrico

Patrocinio: este trabajo no ha sido patrocinado por ningin ente
gubernamental o comercial.
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