
 
DANIELLA SERAFIN COUTO VIEIRA       

DESEMPENHO DOS MARCADORES EGFR, CK5, CK14, p63 e  

P-caderina PARA IDENTIFICAR O FENÓTIPO BASAL DO 

CARCINOMA DE MAMA          

FLORIANÓPOLIS 
2007        

brought to you by COREView metadata, citation and similar papers at core.ac.uk

provided by Repositório Institucional da UFSC

https://core.ac.uk/display/30371056?utm_source=pdf&utm_medium=banner&utm_campaign=pdf-decoration-v1


 
DANIELLA SERAFIN COUTO VIEIRA          

DESEMPENHO DOS MARCADORES EGFR, CK5, CK14, p63 e 

P-caderina PARA IDENTIFICAR O FENÓTIPO BASAL DO 

CARCINOMA DE MAMA  

Dissertação apresentada ao Curso de 
Mestrado em Ciências Médicas da 
Universidade Federal de Santa Catarina, 
para obtenção do título de Mestre em 
Ciências Médicas.    

Coordenadora: Profa. Dra. Marcia Margaret Menezes Pizzichini 
Orientador: Prof. Dr. João Péricles da Silva Jr. 
Co-Orientadora: Profa. Dra. Rozany Mucha Dufloth   

FLORIANÓPOLIS 
2007  



                    

Meu Deus, meu tudo. Muito obrigada pelas benções e graças.  

A Maria, com amor, carinho e gratidão. 

Ao Tito e ao Gabriel, meus amores, minha família, por terem me estimulado a 

nunca desistir do meu sonho de aprender. Vocês são o meu esteio. Deram o 

seu tempo, para que eu tivesse tempo. Deixaram o seu lazer para que eu 

tivesse o meu. Deram seu carinho e amor para que eu tivesse forças. 

Aos meus pais, por terem acreditado em mim, e me ensinado a continuar, 

mesmo com os percalços da vida. Minha mãe, Salete, modelo de mulher, forte, 

guerreira, sensível e humilde. Aprendi muito com a sua bondade e caridade. 

Meu pai, Antonio Carlos, homem virtuoso, a quem amo e admiro, e que correu 

todos os riscos pela felicidade da nossa família. 

iii 



   
AGRADECIMENTOS   

Nossos agradecimentos aos orientadores. Prof. Dr. João Péricles da Silva Jr, 

obrigada pela confiança e amizade, e por me aceitar como sua orientanda. Professora Dra. 

Rozany Mucha Dufloth, minha querida, agradeço pela sua amizade, pela sua sabedoria, pela 

sua generosidade e principalmente pelos seus ensinamentos e sua doação. Passamos vários 

momentos juntas, alguns deles difíceis, mas sem eles jamais teria tido a real proporção da 

grande tarefa a que me propus. Seus princípios estarão sempre no meu pensamento, para que 

um dia eu também possa ensinar.  Muito obrigada. 

Ao Grupo de Patologia Mamária do Instituto de Patologia e Imunologia Molecular da 

Universidade do Porto pelo apoio e estímulo. Com especial agradecimento ao Prof. Dr. 

Fernando Carlos de Landér Schmitt. 

Sinceros agradecimentos a Nair Lopes, Bárbara Souza, Angélica Bertagnolli, 

Angélica Costa Ramos pela amizade e carinho, durante o período em que eu estive em 

Portugal, bem como pelo apoio e valiosa colaboração na realização deste estudo. Nunca 

esquecerei. 

Agradeço ao Prof. Dr. Luiz Carlos Zeferino (Unicamp), pela ajuda inestimável, 

fundamental para a conclusão deste trabalho. Obrigada pela oportunidade de conhecê-lo e 

constatar o grande profissional, com valores humanos e um inequívoco senso de respeito e 

zelo para com todas as pessoas. Minha sincera admiração. 

Agradeço aos docentes e aos funcionários do Departamento de Patologia, em especial, à 

Vânia Regina Cardoso da Silva, e às Professoras Maria Beatriz Cacese Shiozawa, Irene Vieira 

Souza e Alcíbia Helena de Azevedo Maia, pela ajuda e atenção durante o último ano. 

A todos os funcionários e médicos do Serviço de Anatomia Patológica, em particular à 

Dra. Lee I Ching e à Dra. Gabriella Di Giunta, agradeço pelo apoio e compreensão. 

iv 



    
Às minhas queridas Eliane, Eliete e Alessandra, que com profissionalismo, doação e 

principalmente amizade, permitiram o início de tudo. A vocês, meu eterno agradecimento e 

reconhecimento pelo bem que me fizeram.  

Agradeço a todos os amigos, em especial ao querido Luiz Henrique Prazeres e ao Prof. 

Dr. Armando José d´Acampora, pelo grande incentivo.  

Agradeço aos colaboradores do mestrado, Ivo Soares e Simone Nunes, pelo auxílio e 

apoio constante ao longo de todo o curso. 

Querida Tânia Regina Tavares, agradeço por toda dedicação e carinho, és uma 

mulher muito prestativa e com grandes valores.  

Aos amigos do IDAP (Instituto de Diagnóstico Anátomo Patológico): Dr. José Bastos, 

Nilva, Manuel, Célio, Luciene e Heráclito. Foram tantos anos de trabalho juntos, com muitas 

conquistas e transformações. Não esquecerei vocês. 

Estimada Família Mansur, representada pelo Sr. Alfredo, D. Eunice, Fernando e 

Paulo, muito obrigado por me receberem em seu lar. Foi muito importante ver o amor e o 

carinho de uma família especial enquanto passei pelos momentos mais pesados durante a 

fase de conclusão do trabalho. Nunca esquecerei vocês. Muito obrigada. 

Agradeço ainda a Catarina Lucia Pereira (querida Nina) e a toda minha família, 

especialmente as minhas irmãs, (Giovanna, Sophia e Isabella) e meus cunhados (Tasca, 

Menegon e Fabrício)  pelo incentivo, carinho e amor, mesmo no silêncio. 

... Isabella, minha amada, não desista de seus sonhos! Nunca!  Você é muito especial. 

Obrigada pela ajuda e paciência durante todo o meu estudo.         

v 



                        

“Sem sonhos, as perdas se tornam 

insuportáveis,as pedras do caminho se 

tornam montanhas, os fracassos se 

transformam em golpes fatais. 

Mas, se você tiver grandes sonhos ... 

seus erros produzirão crescimento,seus 

desafios produzirão oportunidades,seus 

medos produzirão coragem. 

Por isso, meu ardente desejo é que você 

NUNCA DESISTA DOS SEUS SONHOS.” 

Augusto Cury 

vi 



LISTA DE SÍMBOLOS, SIGLAS E ABREVIATURAS  

AFIP Armed Forces Institute of Pathology 
BRCA1 Breast Cancer 1 Gene 
CAGIMA Grupo de Pesquisa CNPq – câncer ginecológico e mamário 
c- erbB1 Fator de crescimento epidérmico humano 1 
c- erbB2 Fator de crescimento epidérmico humano 2 
c- erbB3 Fator de crescimento epidérmico humano 3 
c- erbB4 Fator de crescimento epidérmico humano 4 
CISH Hibridização Cromogênica in situ 
CK Citoqueratina 
c - DNA DNA complementar 
DNA Ácido Desoxirribonucléico 
DAB Diaminobenzidine 
e- caderina Epithelial caderina 
EGFR Receptor do Fator de Crescimento Epidérmico 
FISH Hibridização Fluorescente in situ 
HE Hematoxilina e Eosina 
HER1 Human epithelial receptor 1 
HER2 Human epithelial receptor 2 
HER3 Human epithelial receptor 3 
HER4 Human epithelial receptor 4 
HU Hospital Universitário 
IC 95% Intervalo de Confiança a 95% 
IHQ Imunoistoquímica 
INCA Instituto Nacional do Câncer 
IPATIMUP Instituto de Patologia e Imunologia Molecular da Universidade do 

Porto 
µm

 

micra 
OMS Organização Mundial da Saúde 
p p valor 
P53 Gene que codifica fosfoproteína de 53kDa 
p53 Proteína do gene P53 
p63 Proteína do gene P63 
p73 Proteína do gene P73 
P- caderina Placental caderina 
RE Receptor de estrógeno 
RH Receptor hormonal 
RNA-ISH Hibridização in situ do RNA 
RP Receptor de progesterona 
SAME Serviço de Arquivo Médico 
SAP Serviço de Anatomia Patológica 
SAS Statistical Analisys System 
TMA Tissue Microarray 
UFSC Universidade Federal de Santa Catarina 
VPP Valor Preditivo Positivo 
VPN Valor Preditivo Negativo  

vii 



  
SUMÁRIO   

RESUMO ............................................................................................................... ix 

ABSTRACT ............................................................................................................x 

1.INTRODUÇÃO..................................................................................................1 

1.1. Considerações gerais ...................................................................................1 

1.2. Perfil molecular de expressão no carcinoma de mama ...............................2 

1.3.Carcinoma da mama: diagnóstico baseado em técnicas moleculares .........5 

1.4. Marcadores imunoistoquímicos utilizados em carcinoma de mama............7 

1.5. Aspectos histopatológicos ............................................................................12 

1.6. Considerações finais ....................................................................................14 

2. OBJETIVOS ....................................................................................................16 

2.1. Objetivo Geral ...............................................................................................16 

2.2. Objetivos Específicos ...................................................................................16 

3. SUJEITOS E MÉTODOS ................................................................................17 

3.1. Desenho do estudo.......................................................................................17 

3.2. Seleção de sujeitos e tamanho da amostra .................................................17 

3.3. Variáveis e conceitos....................................................................................19 

3.4. Descrição dos procedimentos técnicos (IPATIMUP) ...................................22 

3.5. Coleta de dados............................................................................................26 

3.6. Análise dos dados ........................................................................................26 

3.7. Aspectos éticos.............................................................................................27 

4. RESULTADOS ................................................................................................28 

5. DISCUSSÃO....................................................................................................38 

6. CONCLUSÃO..................................................................................................42 

7. REFERÊNCIAS ..............................................................................................46 

8. NORMAS ADOTADAS ...................................................................................58 

APÊNDICES...........................................................................................................59 

ANEXOS.................................................................................................................62 

viii 



  
RESUMO   

INTRODUÇÃO: Os estudos dos perfis de expressão gênica dos carcinomas de 

mama identificaram um subtipo de tumor com pior prognóstico denominado subtipo 

basal. Tais tumores são caracterizados por apresentarem negatividade para receptor 

de estrógeno e HER2, muito embora ainda não estejam bem caracterizadas quais as 

proteínas que poderiam ser bons marcadores para distinguir este subtipo de 

carcinoma.   

OBJETIVO: Avaliar o desempenho da expressão das proteínas EGFR, CK5, CK14, 

p63 e P-caderina, para identificar o fenótipo basal do carcinoma de mama. 

Secundariamente, analisar as características morfológicas dos subtipos do 

carcinoma de mama.  

MÉTODOS: Este estudo do tipo validação de teste diagnóstico foi constituído por 

121 espécimes de carcinoma de mama, conservados em blocos de parafina, 

selecionados consecutivamente no Serviço de Anatomia Patológica do Hospital 

Universitário da Universidade Federal de Santa Catarina, entre janeiro de 1994 a 

dezembro de 2004. Dos blocos doadores, foram extraídos dois cilindros de 2 mm de 

diâmetro e depositados nos blocos de parafina receptores, usando a técnica de 

Tissue Microarray (Abcam 

 

Cambridge, UK). Nestes cortes foi feita a pesquisa dos 

marcadores de diferenciação do fenótipo basal através de imunoistoquímica.  

RESULTADOS: O carcinoma de mama do subtipo basal mostrou diferenças 

específicas dos subtipos não basais: alto grau (grau III) (p<0,0001), RE e HER2 

negativos (p<0,0001) e (p<0,0001), e os marcadores basais CK5 (p<0,0001) e CK14 

(p 0,0001) foram os que apresentaram melhor desempenho para identificar o 

fenótipo basal. Em todos os casos do subtipo não basal, a CK14 foi negativa 

(p 0,0001). O EGFR contribuiu para distinguir os verdadeiros casos negativos do 

fenótipo não-basal (p=0,0414).  

CONCLUSÃO: O presente estudo revelou que os marcadores do fenótipo basal CK5 

e CK14 demonstraram um bom desempenho para distinguir o subtipo basal dos não 

basais, destes, o CK14 apresentou o melhor valor preditivo positivo  (100%).  
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ABSTRACT    

INTRODUCTION: Gene expression profiles in breast cancer have identified a tumour 

subtype with worse prognosis entitled basal-like type. These tumours are 

characterized by their negativity for oestrogen receptor and HER2, although good 

protein markers of this type of carcinoma have not yet been identified.  

AIM: To assess the performance of expression of the following proteins: EGFR, CK5, 

CK14, p63 and P-cadherin, in order to identify the basal phenotype of breast 

carcinomas. Afterwards, morphological features of the breast cancer subtypes were 

evaluated.  

METHODS: This validation of the diagnosis test study encompassed 121 paraffin-

embedded breast carcinoma samples, consecutively selected in the Pathological 

Anatomy Service in University Hospital of the Federal University of Santa Catarina 

between 1994 and 2004. Two cores of 2mm in diameter were extracted from the 

donor blocks and placed in the receptor blocks, using the Tissue Microarray 

technique (Abcam 

 

Cambridge, UK). The search for the basal phenotype 

differentiation markers was performed on the slides using immunohistochemistry, 

after the blocks were cut.  

RESULTS: Basal like breast carcinomas have shown significant differences from the 

non-basal subtypes: high grade (grade III) (p<0,0001), ER and HER2 negative 

(p 0,0001) and (p<0,0001), and the basal markers CK5 (p<0,0001) and CK14 (p

 

0,0001) were the ones which displayed a better performance in the identification of 

the basal phenotype. EGFR contributed to the distinction of the non-basal truly 

negative cases (p=0,0414). 

CONCLUSIONS: This study demonstrated that CK5 and CK14 are good markers to 

distinguish the basal subtype from the non-basal tumours. Among the molecules 

tested, CK14 displayed the best positive predictive value (100%).    
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1. INTRODUÇÃO     

O carcinoma de mama é a neoplasia maligna mais freqüente em mulheres 1,2, 

com incidência mundial crescente 3. No ano 2000 foram registrados 1.050.000 

casos, expressando 22% de todos os casos de carcinoma no contexto mundial 3,4,5, 

6,7.   

No Brasil, a incidência do carcinoma de mama é semelhante à dos paises 

desenvolvidos, porém apresenta variações de acordo com as regiões do país 8. 

Neste contexto, no estado de Santa Catarina e na cidade de Florianópolis este 

carcinoma tem sido o mais freqüente nos últimos anos 9. Em 2006, segundo dados 

do Instituto Nacional do Câncer (INCA), foram registrados 1.610 novos casos, 

destes, 140 novos casos foram diagnosticados em Florianópolis 9.   

1.1. Considerações Gerais   

O carcinoma de mama é uma doença complexa apresentando padrões 

histopatológicos diversos, com desfechos clínicos diferentes e variações de 

respostas ao tratamento 10, 11. Em se tratando de uma doença multifatorial, existe 

uma forte relação entre fatores genéticos e não genéticos, com acúmulo de 

numerosas e freqüentemente desconhecidas alterações moleculares, que levam à 

proliferação celular, instabilidade genética e aquisição de um fenótipo resistente e 

invasivo 12. As mudanças nas atividades dos genes alcançam o ambiente interno e a 

vizinhança das células tumorais e a combinação entre os fatores exógenos com 

variações genéticas inatas do indivíduo constituem a causa para a manifestação 

tumoral através de diferentes fenótipos 13. 

Um dos maiores desafios para o estudo da carcinogênese mamária, conforme 

as atuais classificações dos perfis de expressão gênica, inicialmente propostos pelo 

grupo de Stanford 14, seria identificar marcadores específicos que pudessem 

predizer quais os tumores de mama com pior prognóstico.  



  
1.2. Perfil Molecular de Expressão no Carcinoma de Mama     

Desde o início desta década, o estudo do perfil molecular do carcinoma de 

mama vem mostrando um importante avanço a partir da identificação dos perfis de 

expressão gênica propostos por Perou et al 14, que foram baseados em estudos com 

cDNA microarrays.  

Neste trabalho pioneiro, os autores estudaram uma plataforma de mais de 

8.000 genes humanos, pertencentes a 42 pacientes, e conseguiram definir perfis de 

expressão diferentes para os carcinomas de mama 14. 

 O primeiro nível de classificação separou tumores negativos para o receptor de 

estrógeno (RE) e tumores positivos para a expressão deste receptor 14. 

Subseqüentes análises mais refinadas foram realizadas em modelos propostos por 

vários pesquisadores 15-19.  

A rigor, correlacionando os subtipos de carcinoma de mama com parâmetros 

clínicos relevantes, como o tempo de sobrevida e o tempo livre de doença destas 

mulheres, foi possível distinguir os atuais conceitos em que se baseia a classificação 

molecular 11, 14, 15, 20, 21, a saber: 

- Luminal A (fenótipos RE positivo/HER2 negativo): Foi caracterizado pela elevada 

expressão de genes expressos pelas células epiteliais luminais, como, por exemplo, 

as citoqueratinas (CK) 7, 8,18 e 19. A este fenótipo está associada a assinatura de 

melhor prognóstico, e não se verifica expressão aumentada de HER2 14. A maioria 

dos carcinomas não relacionados a mutações genéticas, são caracterizados por este 

perfil 22.  

- Luminal B (fenótipos RE positivo/HER2 positivo): Foi caracterizado por baixa ou 

moderada expressão de genes expressos pelas células epiteliais luminais, como, por 

exemplo, as citoqueratinas (CK) 7,8,18 e 19. A este fenótipo está associada à 

assinatura de pior prognóstico, sendo particularmente relacionado à recidiva tumoral, 

por apresentar possíveis similaridades com os tumores RE negativos (subtipo 

Superexpressão do HER2 e Basal) 11, 21. Provavelmente, este perfil esteja ligado a 

mutações genéticas 11. 



   
- Superexpressão do HER2 (fenótipos RE negativo/HER2 positivo): Foi 

caracterizado pela expressão aumentada de vários genes expressos nas células 

progenitoras 11. A amplificação do oncogene HER2, e concomitantemente a 

superexpressão de sua proteína, é atualmente implicada como um importante 

biomarcador de prognóstico no carcinoma de mama 23, 24. Provavelmente, este perfil 

também não esteja relacionado a mutações genéticas 15, 25.   

- Basal (fenótipos RE negativo/HER2 negativo): Foi caracterizado pela expressão 

de vários genes expressos nas células progenitoras ou células basais/mioepiteliais 
11. De acordo com as mais recentes publicações, este fenótipo mostra positividade 

para CK5/6, CK14, receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR), P-caderina, 

p63 e CK17 que são proteínas expressas nas células basais/mioepiteliais, e nosso 

grupo tem dado especial atenção ao estudo do perfil basal de carcinoma de mama 
10, 15, 20, 21, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32. Este perfil está ligado a mutações genéticas 11, e é um 

dos mais intrigantes subtipos tumorais, pois tem associação com pior prognóstico 27 

e não possui um alvo terapêutico definido como os outros subtipos 33. Portanto, não 

responde ao tratamento com drogas anti-estrogênicas nem com o anticorpo 

monoclonal anti-HER2 denominado trastuzumab 10, 22, 24, 34.  

- Normal Breast-Like: Último grupo identificado por Perou et al 14, através do 

aumento da expressão de muitos genes conhecidos por serem expressos pelo 

tecido adiposo e por outros tipos de células não epiteliais. Estes tumores também 

mostraram forte expressão para genes epiteliais basais e baixa expressão para 

genes do epitélio luminal 14. Apesar disso, atualmente ainda não está clara sua 

distinção e  seu valor clínico 11. 

Atualmente, um dos objetivos da investigação molecular do carcinoma de 

mama é saber se os tumores com perfil basal surgem de uma célula basal, e assim 

buscar melhorar a terapia, utilizando marcadores destas células como proteínas-alvo 
22. O principal interesse em caracterizar os níveis de expressão gênica do carcinoma 

de mama está na determinação do subtipo basal por meio da verificação das 

citoqueratinas basais (CK5, CK6, CK14 e CK17) 15, 21, 28, EGFR, p-63 e P-caderina 10, 

27. A importância e a grande atenção neste subtipo de carcinoma de mama vem 

aumentando nos últimos anos devido à freqüente demonstração com um pior 

desfecho e menor sobrevida livre de doença para as pacientes 20, 21, 26.  



   
Em recente revisão, Sorlie 11 investigou se os diferentes subtipos do 

carcinoma de mama poderiam representar grupos clinicamente distintos, utilizando 

para tanto analise univariada, comparando com a sobrevida global e a sobrevida 

livre de doença. A curva de Kaplan-Meier, baseada em quatro subtipos (excluindo o 

Normal Breast-Like) mostrou diferenças altamente significantes na sobrevida global 

entre as pacientes de subclasses diferentes 11.   

Resultados intrigantes foram observados no subtipo Luminal, revelando 

diferentes desfechos. A observação entre o Luminal A e Luminal B, evidenciou que o 

subtipo Luminal B pode representar um grupo clinicamente distinto com pior curso 

da doença, sendo particularmente relacionado à recidiva tumoral, provavelmente por 

similaridades deste grupo com os tumores RE negativos (subtipo Basal e o 

Superexpressão do HER2) 11. Este subtipo pode refletir o grupo de pacientes que 

não se beneficiam com o uso de tamoxifen adjuvante, mesmo com valores de 

receptor de estrógeno positivo 11.   

Em 2006, Sorlie et al 35, validaram e caracterizaram os dois principais 

subtipos do carcinoma de mama, previamente definidos como clinicamente 

relevantes (subtipo Luminal A e Basal), em amostras de carcinoma de mama em 

estágios iniciais, utilizando três diferentes plataformas em DNA microarray 35. A 

caracterização destes dois subtipos revelou que mecanismos distintos podem ser 

pré-programados, em estágios iniciais, nestes diferentes subtipos da doença. Os 

resultados observados produziram maiores evidências que tais subtipos 

representam entidades biologicamente distintas, e que podem necessitar de 

estratégias terapêuticas diferentes 35. 



  
1.3. Carcinoma de Mama: Diagnóstico Baseado em Técnicas Moleculares    

A genética do câncer tem sofrido grandes modificações através do emergente 

campo dos genomas e dos recentes avanços nas técnicas utilizadas para determinar 

o perfil molecular, revolucionando e influenciando uma possível transformação da 

prática clínica 11.  

Recentes tecnologias aplicadas nos estudos de DNA, RNA, do perfil das 

proteínas, e da distribuição do genoma, podem ser usadas para retratar um fenótipo 

mais preciso do tumor 11. Neste contexto, a caracterização sistemática e detalhada 

dos tumores em uma escala genômica pode ser correlacionada com informações 

clínicas, contribuindo, desta forma, para aumentar o entendimento das causas e 

progressões do câncer, assim como permite capacitar a descoberta de novos 

marcadores moleculares, possibilitando as intervenções terapêuticas 11.  

Com base nestes conhecimentos atuais, cabe ressaltar que as diversas 

entidades coletivamente chamadas de “câncer” têm em comum a origem, já que 

resultam do acúmulo de mutações, instabilidades cromossômicas e alterações 

epigenéticas 11. Juntas, elas promovem um aumento da taxa de proliferação e do 

dano celular, que prejudicam progressivamente o detalhado e complexo sistema de 

regulação do crescimento e da morte celular 11,13.       

1.3.1. DNA microarray   

Estudos com DNA microarray foram descritos pela primeira vez por Schena et 

al 36 em 1995 e demonstraram o poder da hibridização em uma escala genômica, a 

partir de um sistema com alta capacidade para monitorar a expressão de muitos 

genes 36. Para determinar o perfil de expressão gênica utilizando este método, são 

empregados polímeros de ácido nucléico imobilizados em uma superfície sólida, 

como pontos de DNA (chamados de probes) para sequenciar os genes 37. Os probes 

podem ser pequenos oligonucleotídeos, c-DNA ou seqüências genômicas 38. A 



  
técnica mede o rendimento da expressão gênica em milhares de genes 

simultaneamente e pode ser empregada em um grande número de amostras 

dispostas paralelamente 37. Os resultados podem ser utilizados para aprimorar o 

diagnóstico e a classificação molecular dos tumores 15, 39, 40, estimar a probabilidade 

de metástases 41 e predizer a resposta à quimioterapia combinada 42.  

Neste sentido, salienta-se que, com o desenvolvimento de métodos com alta 

tecnologia, como o c-DNA microarray, e com o esclarecimento da estrutura da 

seqüência do DNA humano, ocorreram grandes mudanças estratégicas nas 

pesquisas relacionadas ao câncer 12, tornando possível a análise da expressão do 

genoma, ao medir níveis de expressão de milhares de genes ao mesmo tempo, 

contrastando com a abordagem clássica gene a gene 43.  

Particularmente, ferramentas genômicas, como o DNA microarrays, possuem 

um grande potencial para decifrar os padrões moleculares dos tumores e para 

identificar novos e melhores marcadores clínicos 35. Deste modo, a análise dos 

padrões de expressão gênica de milhares de genes usando DNA microarrays tem 

demonstrado a grande diversidade entre os tumores que têm uma aparente 

semelhança histopatológica 35. Para validar os achados desta técnica molecular (c-

DNA microarray) nos carcinomas de mama, tem sido utilizada a técnica denominada 

Tissue Microarray (TMA) 33, 44.    

1.3.2. Tissue Microarray (TMA)   

Esta técnica (TMA) foi descrita pela primeira vez em 1998, causando uma 

evolução na trajetória da pesquisa na área de ciências biomédicas 45. A sua 

utilização possibilitou validar novos marcadores tumorais 45, correlacionar os 

resultados com a aplicação terapêutica 46 e, conseqüentemente avaliar alvos 

moleculares em um grande número de amostras paralelas de tumor, num mesmo 

período de tempo 12, 33, 47, 48. O campo de aplicação do TMA é muito amplo, e sua 

principal utilização é em pesquisas que necessitam analisar tecidos com técnicas in 

situ, como a imunoistoquímica (IHQ), a hibridização do RNA in situ (RNA-ISH) e a 



  
hibridização fluorescente in situ (FISH), que são excelentes para o estudo de 

epidemiologia molecular 12.  

A análise de tecidos em grande escala tem custo elevado e é lenta e 

problemática quando métodos tradicionais de patologia são utilizados 12. Desta 

maneira, o TMA permitiu a realização de experimentos nas mesmas condições 

técnicas com economia de tempo e de recursos 47, 48.   

1.4. Marcadores Imunoistoquímicos Utilizados em Carcinoma de Mama   

Tradicionalmente, a imunoistoquímica (IHQ) é um dos principais métodos 

para determinar o perfil de expressão protéica em anatomia patológica 49. A maioria 

dos marcadores utilizados na IHQ tem um papel bem estabelecido, ou presumido, ou 

ainda representam proteínas das quais a transcrição foi discriminada em estudos 

prévios de perfil gênico 33. Sua caracterização na discriminação das proteínas pode 

fornecer novos marcadores úteis para análise, diagnóstico, prognóstico e 

monitoramento do câncer, e ajudará a desenvolver novos alvos moleculares para as 

drogas anti-tumorais 33.    

1.4.1. Receptores Hormonais    

Os receptores hormonais (RH) são proteínas que se ligam aos hormônios 

circulantes, mediando os seus efeitos celulares 50. Os mais estudados em carcinoma 

de mama são os receptores de estrógeno (RE) e os receptores de progesterona 

(RP) 50.  

Há mais de um século se conhece a associação do carcinoma de mama com 

os receptores de estrógeno 51, 52, e durante décadas a análise de receptores 

hormonais foi realizada através de métodos bioquímicos 53.  



  
Avanços na técnica para detecção dos receptores hormonais possibilitaram a 

determinação mediante a realização de imunoistoquímica 54-56. A descoberta dos 

receptores de estrógeno forneceu um poderoso marcador preditivo e prognóstico, e 

um eficiente alvo para o tratamento dos casos de carcinoma hormônio-dependente, 

com o uso de drogas antiestrogênicas 52.  

Sommer e Fuqua 52 focalizaram a ação dos receptores de estrógeno em 

relação ao carcinoma de mama, delineando o importante papel dos receptores 

hormonais no desenvolvimento, progressão e tratamento da doença 52.  

Tumores com receptor de estrógeno positivo, hormônio dependente 

apresentam melhor resposta à terapia anti-hormonal e podem ser tratados com 

tamoxifen ou com outras drogas alternativas que afetam a ação do estrógeno 57. 

Contudo, alguns carcinomas de mama são ou podem tornar-se resistentes à terapia 

hormonal, mesmo que nestes casos expressem o receptor de estrógeno positivo 57.   

1.4.2. Fator de Crescimento Epidérmico   

A família de receptores conhecidos como “fator de crescimento epidérmico”, é 

constituída por quatro receptores da tirosina-kinase, que são o receptor do fator do 

crescimento epidérmico (EGFR/HER1/c-erbB1), o receptor do fator de crescimento 

epidérmico humano (HER2/c-erbB2), o HER3 (c-erbB3) e o HER4 (c-erbB4) 58.   

1.4.2.1. EGFR (HER1/c-erbB1)   

O gene do EGFR está localizado no cromossomo 7p11.2-p12 e compreende 

28 exons 59.  Foi o primeiro receptor transmembrana a ser ligado diretamente com o 

câncer em humanos 59. A amplificação deste gene tem sido descrita em diferentes 

tumores, principalmente no do sistema nervoso central, pulmão e estômago 49, 60-64.   



  
Recentemente, a expressão da proteína do EGFR foi descrita nos carcinomas 

de mama 58, 65-67, sobretudo em um tipo especial de tumor relacionado ao fenótipo 

basal denominado carcinoma metaplásico, que embora seja menos freqüente (3,7% 

de todos os carcinomas da mama), encontra-se inserido na via de diferenciação da 

célula progenitora/mioepitelial da carcinogênese mamária 68 - 74. Os carcinomas 

metaplásicos de mama são tumores de subtipo basal que apresentam 

superexpressão da proteína e amplificação do gene do EGFR (HER1/c-erbB1), e 

não exibem do HER2/c-erbB2, em análises de hibridização in situ cromogênica 

(CISH) e na imunoistoquímica 58, 68.   

1.4.2.2. HER2    

O gene HER2 está localizado no cromossomo 17q21, sendo homólogo, 

porém distinto do receptor do fator do crescimento epidérmico (EGFR) e é codificado 

por uma proteína transmembrana que possui uma atividade de tirosina-kinase 

intracelular 75 - 80.  

A amplificação e a superexpressão do referido gene ocorrem em 

aproximadamente 15% dos carcinomas de mama 32, 81, e foram relacionadas com 

maior agressividade da doença através da apresentação de menor tempo livre de 

doença e da sobrevida global, nas mulheres com esta alteração 75, 76, 78, 80.  

A amplificação do oncogene HER2 e concomitantemente a superexpressão 

de sua proteína é atualmente implicada como um importante biomarcador de 

prognóstico no carcinoma de mama 23, 24.  A importância clínica do diagnóstico do 

HER2 está associada com o desenvolvimento de uma droga anti-tumoral 

denominada trastuzumab (Herceptin, Roche Ltd, Basel, Switzerland), que é um 

anticorpo monoclonal humanizado que atua contra a porção extracelular do produto 

protéico do HER2 10, 22, 24, 34.  

A grande maioria dos estudos relacionados ao HER2 se vale da  

imunoistoquímica para detectar a sua superexpressão protéica na membrana celular 



  
82. Sem a amplificação deste oncogene, a expressão protéica é baixa e indetectável 

por tal método 82. Além disso, este método está sujeito a artefatos técnicos e 

diferenças de sensibilidade entre diferentes anticorpos e os tecidos pré-tratados 82.  

Por esta razão, métodos que avaliam a amplificação do gene parecem ser mais 

específicos 82. As duas principais técnicas utilizadas para esta avaliação são: a 

Hibridização Fluorescente in situ (FISH) 83 e a Hibridização Cromogênica in situ 

(CISH) 49.     

1.4.3. Marcadores de Células Basais   

1.4.3.1. Citoqueratinas  

As citoqueratinas (CK) são proteínas dos filamentos intermediários 

codificados por genes KRT que estão agrupadas em regiões do braço do 

cromossomo 12q (KRT 1-8) e 17q (KRT 9-25) 84.  

Estas proteínas podem ser distinguidas de duas formas, pela massa 

molecular em baixo peso e alto peso, e pelo ponto de vista isoelétrico, dividido pelo 

tipo I acido (CK 10-20) e tipo II básico (CK1-9) 84.   

As CK são empregadas como marcadores específicos para diferenciar os 

tipos de células epiteliais, e estão sendo atualmente utilizadas com grande interesse 

para marcar as células da glândula mamária 29, 30, 84.  

Sabe-se que os anticorpos para citoqueratinas do tipo II (CK5 e 6) e do tipo I 

(CK14) coram as células basais e/ou mioepiteliais, ao passo que os anticorpos para 

citoqueratinas do tipo II (CK7 e 8) e do tipo I (CK 18 e 19) se associam com as 

células epiteliais luminais/glandulares 30.  

Os padrões de expressão das CK são conservados durante a oncogênese, 

desta forma, carcinomas de mama podem ser classificados de acordo com a 

expressão das suas citoqueratinas 84.    



   
1.4.3.2. Caderinas    

As caderinas são uma superfamília de moléculas de adesão dependentes de 

cálcio e tem um importante papel na determinação do fenótipo epitelial, na migração 

e na diferenciação celular e na disseminação tumoral 85.  

As duas caderinas clássicas, E-(epitelial) e P-(placentária), encontram-se 

preferencialmente localizadas nas junções intercelulares, são do tipo aderente e têm 

uma estrutura básica comum, todavia com diferentes pesos moleculares, 

especificidade de ligação e distribuição tecidual 85.  

Na mama, a P-caderina é expressa nas células mioepiteliais e nas cap cells, 

putativas células-tronco da glândula mamária, enquanto que a E-caderina é 

expressa nas células mioepiteliais/basais e nas luminais 86. Estas moléculas 

desempenham importantes papéis na determinação do fenótipo epitelial, na 

migração e diferenciação celular e na disseminação tumoral 85.   

    Paredes et al, estudaram a P-caderina e sugeriram sua expressão num 

grupo de carcinomas de mama predominantemente de alto grau (GIII), receptor de 

estrógeno negativo, com níveis de proliferação mais elevados e com um 

comportamento mais agressivo 85.    

1.4.3.3.  p63   

O gene TP63 decodifica pelo menos seis distintas isoformas, sendo que uma 

delas ( Np63) é expressa na população celular basal do epitélio, e é necessária 

para a manutenção da população somática basal 28. 

A proteína p63 é um fator de transcrição nuclear homólogo da p53, necessário 

para o desenvolvimento da mama, como mostrado em estudos experimentais com 

camundongos knockout 87.  

Esta proteína é expressa nas células basais/mioepiteliais do epitélio da mama 
28, e está relacionada com tumores do subtipo basal 27. 



  
1.5. Aspectos Histopatológicos    

Apesar dos avanços nas pesquisas relacionadas aos métodos de diagnóstico 

utilizando a biologia molecular para a determinação de marcadores de expressão 

protéica, os fatores prognósticos tradicionais (tamanho tumoral, condição dos 

linfonodos e os parâmetros histopatológicos) ainda são observados rotineiramente.  

Até o final da década passada, os fatores de prognóstico determinados no 

exame anátomo-patológico clássico tinham uma grande importância principalmente 

devido à maior tendência à conservação da mama nas cirurgias e à demonstração 

da eficácia do tratamento de quimioterapia no carcinoma de mama disseminado 51. 

Além disso, a determinação de componentes morfológicos possibilitava distinguir o 

carcinoma e correlacionar com determinantes de prognóstico 51.   

Entretanto, em 1999, o Colégio Americano de Patologistas reuniu-se com um 

grupo multidisciplinar e avaliou os fatores prognósticos e preditivos da resposta 

terapêutica no carcinoma de mama 8, 88. No consenso, publicado em julho de 2000, 

foi determinada a estratificação destes fatores em três categorias: categoria I são 

fatores já comprovados de importância prognóstica e úteis no tratamento clínico das 

pacientes; categoria II são os fatores extensamente estudados biológica e 

clinicamente, mas cuja importância necessita ser validada em estudos 

estatisticamente fortes; e a categoria III engloba todos os outros fatores que não 

foram estudados suficientemente para demonstrarem o seu valor prognóstico 8, 88.  

Deste modo, os fatores de prognóstico são determinados pelas características 

clínicas das pacientes e pelos aspectos patológicos/biológicos dos tumores, que 

permitem prever a evolução clínica da doença ou a sobrevida da paciente no 

momento do diagnóstico inicial 89. Por outro lado, os fatores preditivos são as 

características clínicas, patológicas e biológicas utilizadas para estimar a 

probabilidade de resposta do tumor a um tipo específico de terapia adjuvante 89.  

Dados publicados no consenso mostram que o envolvimento do linfonodo 

loco-regional por metástase de carcinoma de mama é um dos mais importantes 

fatores de prognóstico, capaz de predizer a sobrevida livre de doença e a sobrevida 

global em carcinoma de mama 90, 91. Somente 20-30% das pacientes com linfonodo 



  
negativo poderão desenvolver recorrência da doença em 10 anos, comparado com 

cerca de 70% das pacientes com envolvimento axilar 88.   

Em relação ao tamanho tumoral, este, é considerado um fator de prognóstico 

tempo dependente 92, pois o componente invasivo do carcinoma de mama, 

identificado microscopicamente, é o melhor determinante preditivo do 

comprometimento linfonodal que o tamanho total do tumor (componente in situ e 

componente invasivo), uma vez que, somente o componente invasivo reflete a 

capacidade metastática do carcinoma 51.  

Quanto à graduação histológica, foi recomendada pelo protocolo do Colégio 

Americano de Patologistas a utilização do Sistema de Graduação de Scarff-Bloom-

Richardson modificada por Elston e Ellis, o qual emprega a graduação histológica 

combinada de Nottingham 93, 94.  

Salienta-se que os carcinomas invasivos de mama, com exceção do 

carcinoma medular devem ser graduados e o sistema de graduação utilizado deve 

ser especificado no laudo anátomo patológico 51.  

Para a classificação dos carcinomas de mama, o protocolo do Colégio 

Americano de Patologistas preconizou ainda a utilização da classificação da 

Organização Mundial da Saúde (OMS), não excluindo, contudo, o uso de outras 

classificações, tais como a publicada pelo Instituto de Patologia das Forças Armadas 

(AFIP) 95, 96.   

1.6. Considerações Finais    

Em resumo, até o final da década passada, as pacientes que tinham o 

diagnóstico de carcinoma de mama eram tratados como doenças semelhantes, 

baseados principalmente numa classificação morfológica que impossibilitava 

justificar por que os casos com o mesmo diagnóstico e estadio podiam ter desfechos 

clínicos marcadamente diferentes.  



   
As deficiências na investigação dos diferentes tipos tumorais, como doenças 

distintas, podem ser explicadas pelas presumíveis limitações da classificação 

vigente que utilizava somente critérios clínicos e morfológicos.    

Hoje em dia, ninguém duvida da importância dos estudos do grupo de 

Stanford 14, que baseado em estudos com cDNA microarrays, impulsionou a 

classificação dos carcinomas de mama ao introduzir conhecimentos sobre o perfil 

molecular.   

Porém, atualmente são descritos muitos marcadores de células basais, com  

diferenças na sensibilidade. Desta forma, mais estudos são necessários para 

categorizar o valor do desempenho dos marcadores de células basais para 

identificar o fenótipo basal do carcinoma de mama e orientar a conduta clínica 

destes pacientes.  

Assim, um dos maiores desafios dos pesquisadores é melhorar os 

diagnósticos para direcionar condutas terapêuticas mais individualizadas, 

especialmente às pacientes com perfil basal, que estão relacionadas com um pior 

prognóstico e com um curso da doença mais agressivo, sem resposta à terapia 

utilizada.   

Para tanto, optou-se por realizar o presente estudo para analisar o 

desempenho dos marcadores de células basais (EGFR, CK5, CK14, p63 e P-

caderina), para identificar o fenótipo basal e comparar com características 

morfológicas.   

O emprego da técnica do TMA deveu-se para que todos os experimentos 

fossem realizados nas mesmas condições técnicas com economia de tempo e de 

recursos.  



  
2. OBJETIVOS   

2.1. Objetivo Geral    

Avaliar o desempenho da expressão das proteínas EGFR, CK5, CK14, p63 e 

P-caderina, para identificar o fenótipo basal do carcinoma de mama, através da 

técnica de tissue microarrays. Secundariamente, foram analisadas características 

morfológicas dos subtipos do carcinoma de mama.     

2.2. Objetivos Específicos    

1. Calcular a freqüência dos subtipos do carcinoma de mama com base na 

classificação molecular. 

2. Calcular a freqüência da expressão das proteínas EGFR, CK5, CK14, p63 e 

P-caderina com o fenótipo basal e não basal do carcinoma de mama. 

3. Calcular a sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo e valor 

preditivo negativo da expressão das proteínas EGFR, CK5, CK14, p63 e P-

caderina para identificar o fenótipo basal do carcinoma de mama. 

4. Analisar a associação das características morfológicas com os fenótipos do 

carcinoma de mama.      



  
3. SUJEITOS E MÉTODOS   

3.1. Desenho do Estudo    

Este foi um estudo do tipo de validação de teste diagnóstico, o qual faz parte 

da linha de pesquisa “Mecanismos celulares e moleculares envolvidos na 

patogênese e na progressão do câncer ginecológico e mamário“ do grupo CAGIMA, 

cadastrado no CNPq (ANEXO 1).    

3.2. Seleção de Sujeitos e Tamanho da Amostra   

O tamanho amostral foi de 196 mulheres, selecionadas consecutivamente e que 

tiveram diagnóstico de carcinoma de mama no Serviço de Anatomia Patológica (SAP) do 

Hospital Universitário (HU) da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC), no 

período de janeiro de 1994 a dezembro de 2004. 

Todos os registros médicos das mulheres que foram submetidas a 

procedimentos cirúrgicos na mama e cujo material foi enviado ao SAP foram vistos 

pela mestranda. Foram selecionadas mulheres admitidas no estudo por apresentarem 

no registro médico o diagnóstico de carcinoma de mama.  

Para isso, foram revistos e separados para o presente estudo os laudos 

anátomo-patológicos, lâminas e respectivos blocos de parafina contendo material de 

carcinoma de mama e que estavam arquivados no SAP. Além disso, foram revistos 

todos os prontuários médicos, no Serviço de Arquivo Médico (SAME) do HU, das 

mulheres incluídas no estudo.      



  
3.2.1. Critérios de inclusão:   

 
Mulheres com diagnóstico histológico de carcinoma de mama.     

3.2.2. Critérios de exclusão:   

 

Casos cujo material não foi encontrado ou não apresentou condições para 

a avaliação da expressão das proteínas através do método 

imunoistoquímico e casos que não continham os dados clínicos no 

prontuário médico.   

  

Casos com diagnóstico anátomo-patológico de carcinoma medular, 

porque este subtipo especial de carcinoma de mama faz parte da maioria 

dos casos do subtipo do fenótipo basal do carcinoma de mama 97.     

Portanto, foram obtidos inicialmente 196 casos, em que foram excluídos 75 

casos, sendo 6  cujos blocos de parafina não foram encontrados por terem sido 

retirados pelas pacientes, 15 sem informações clínicas nos prontuários, 10   

impróprios para o estudo imunoistoquímico, 7 com diagnóstico de carcinoma 

medular, 37 com resultado indeterminado quando houve negatividade para RE e 

HER2 associada à negatividade para todos os marcadores (EGFR, CK5, CK14, p63 

ou P-caderina) ou resultado indeterminado para RE ou para o HER2, restando, 

então, 121 casos, que correspondem ao nosso material do tamanho amostral final.    



  
3.3. Variáveis e Conceitos   

3.3.1. Variáveis   

1) Subtipos do carcinoma da mama (subtipo Luminal A, subtipo Luminal B, 

subtipo Superexpressão do HER2, subtipo Basal). 

2) Expressão do receptor RE (positivo/negativo/indeterminado). 

3) Expressão da proteína HER2 (positivo/negativo/indeterminado). 

4) Expressão das proteínas do EGFR, CK5, CK14, p63 e P-caderina 

(positivo/negativo). 

5) Grau histológico (G I, G II, G III). 

6) Linfonodos (positivo/negativo).   

3.3.2. Conceitos    

- Subtipos do carcinoma de mama   

Os subtipos do carcinoma de mama seguiram a classificação de Perou 

et al 14, modificada por Sorlie et al 21, e a caracterização do subtipo do fenótipo 

basal foi segundo critérios de Nielsen et al e Sorlie et al 15, 20 encontram-se 

descritos na seqüência e apresentados no Quadro 1:  

 

Subtipo Luminal A quando houve positividade para o RE e negatividade 

para o HER2 14, 21. 

 

Subtipo Luminal B quando houve positividade para o RE e para o HER2 21. 



   
Subtipo Superexpressão do HER2 quando houve negatividade para o RE e 

positividade para o HER2 15, 21. 

 
Subtipo Basal quando houve negatividade para RE, HER2 e positividade 

para pelo menos um dos marcadores basais: EGFR, CK5, CK14, p63 ou P-

caderina 14, 15, 20, 21.   

QUADRO 1. Classificação dos subtipos do carcinoma de mama 

Classificação do 

subtipo do 

carcinoma de mama

  

RE  HER2  

Expressão das 

proteínas EGFR, 

CK5, CK14, p63 e 

P-caderina 

Luminal A positivo negativo negativo/positivo 

Luminal B positivo positivo negativo/positivo 

Superexpressão 
HER2 negativo positivo negativo/positivo 

Basal negativo negativo positivo 

    

- Expressões das proteínas RE, HER2,  EGFR, CK5, CK14, CK8/18, p63 e P-

caderina  

A expressão imunoistoquímica para os marcadores moleculares P63 e RE 

foi observada pela marcação nuclear, e do CK5 e CK14 pela marcação 

citoplasmática, independentemente da intensidade da marcação. Considerou-

se um caso positivo se mais de 10% das células marcaram com RE, P63, CK5 

e CK14.  Para a avaliação da marcação do HER2, EGFR e da P-caderina, 

levou-se em consideração a percentagem de células com marcação 



  
membranar. A positividade do HER2 e do EGFR foi avaliada de acordo com  o 

método recomendado pelo kit Hercepteste (DAKO) das quatro categorias (0, +, 

++, +++), foi considerado positivo quando os resultados englobavam as 

categorias ++ e +++ 58. Uma vez que a expressão da P-caderina é observada 

apenas nas células mioepiteliais da glândula mamária normal, qualquer nível de 

expressão da P-caderina foi considerado anormal e aberrante nos carcinomas 

de mama 85.   

- Grau histológico  

O grau histológico foi determinado segundo o Sistema de Graduação de 

Scarff-Bloom-Richardson modificado por Elston e Ellis 93, 94, com pontuação para 

cada uma das seguintes características: 

 

Formação Tubular: escore 1 (na maior parte do tumor, > 75%), escore 2 

(entre 10% e 75%) e escore 3 (em menos de 10%). 

 

Grau nuclear (pleomorfismo): escore 1 (núcleos pequenos, com pouco 

aumento ou variação no seu tamanho em comparação com os núcleos das 

células epiteliais ductais normais, com contornos regulares e uniformidade de 

cromatina nuclear),  escore 2 (núcleos maiores do que os núcleos das células 

ductais normais, aspecto vesiculoso, nucléolos mais visíveis, geralmente 

únicos e com moderada variação no seu tamanho e forma) e escore 3 

(variação acentuada no tamanho e forma nuclear; núcleos volumosos e 

bizarros, vesiculosos, com nucléolos grandes proeminentes, geralmente 

múltiplos). 

 

Índice mitótico: as figuras de mitose, contadas em dez campos de maior 

aumento na periferia do tumor, onde a atividade proliferativa é mais intensa.  

Após a somatória dos valores dados para cada uma das características acima 

citadas, os carcinomas de mama invasivos foram classificados em três graus: 

 

Grau I, baixo grau (bem diferenciado): 3 a 5 pontos;  

 

Grau II, grau intermediário (moderadamente diferenciado): 6 a 7 pontos;  

 

Grau III, alto grau (pouco diferenciado): 8 a 9 pontos 



  
- Linfonodos  

Os linfonodos foram agrupados em duas categorias (positivo e negativo) 

quando da presença ou não de metástase em pelo menos 1 linfonodo. 

    

   

3.4. Descrição dos Procedimentos Técnicos (IPATIMUP) (ANEXO 2)   

3.4.1. Construção dos Tissue Microarrays (TMA)  

3.4.1.1. Seleção dos Tecidos para a Construção do TMA  

A partir dos blocos de tecidos doadores, foram realizados cortes histológicos 

de 4 m para coloração Hematoxilina-Eosina (HE). As novas lâminas foram 

seqüencialmente analisadas ao microscópio óptico por um patologista (D.S.C.V.), e 

duas áreas morfologicamente significativas do componente tumoral foram 

selecionadas na lâmina de vidro. Posteriormente, foram delimitados dois círculos 

(correspondentes às áreas significativas) em cada bloco doador sobrepondo as 

lâminas marcadas, para assim marcar a área de extração do material dos blocos 

doadores.   

3.4.1.2. Montagem dos TMA   

A partir do número de áreas selecionadas em cada bloco doador, foram 

construídos mapas com as coordenadas de localização de cada caso nos blocos 

receptores (APÊNDICE 1) que foi seguido criteriosamente durante a confecção dos 

TMA.  



  
Os blocos receptores do Tissue Microarrays (TMAs) foram construídos no 

Tissue MicroArray builder ab1802 (Abcam®, Cambridge, UK), composto por um 

molde de 24 cilindros e por uma “seringa extratora” (punch-extractor). De cada bloco 

doador foram extraídos dois cilindros de 2mm de diâmetro e depositados nos blocos 

receptores, previamente preparados. A seringa extratora apresenta uma marcação 

de 5mm, de acordo com o tamanho dos cilindros do molde do bloco receptor, para 

que os cilindros de tecido extraídos tenham todos a mesma altura. 

Depois de depositados todos os cilindros, os 18 blocos receptores, agora 

TMAs, foram colocados na estufa a 37ºC durante 1 hora com a face de corte virada 

para baixo e sobre uma lâmina de vidro. A cada intervalo de uma hora os blocos 

eram pressionados para promover a homogeneização dos mesmos. Deste modo, os 

cilindros de tecido ficaram aderidos às paredes do bloco receptor e a superfície de 

corte ficou homogênea através do contato com a lâmina.     

3.4.1.3. Corte do Bloco de TMA   

Antes de realizar os cortes histológicos, os TMAs foram esfriados a -10ºC 

durante 30 minutos. Após o corte seqüencial de 2µm (micra) de espessura,

 

as 

lâminas foram envolvidas numa camada de parafina até à sua utilização no processo 

de imunoistoquímica. Foi feita a coloração HE, do primeiro corte de cada TMA, para 

controle morfológico da presença de tumor. 

Foram utilizados uma placa fria (Leica EG1130, Germany) e um micrótomo 

(Reichet-Jung 2030, Bicut, Germany) para a realização dos cortes histológicos.  

Usaram-se dois tipos de lâminas, conforme os cortes histológicos eram 

destinados para coloração com Hematoxilina-Eosina (HE) (Marienfeld, Germany) ou 

para imunoistoquímica (Superfrost®Plus, Germany), apresentando estas um maior 

poder de adesão.   



  
3.4.2. Método Imunoistoquímico   

Todos os casos foram processados de acordo com o método da 

Estreptavidina-Biotina-Peroxidase, tendo sido utilizado o kit comercial supracitado. A 

técnica foi realizada segundo um protocolo estabelecido e padronizado pelo 

laboratório de imunoistoquímica do Instituto de Patologia e Imunologia Molecular da 

Universidade do Porto (IPATIMUP).  

Para a recuperação antigênica, foram utilizadas duas soluções comerciais 

(Unmasking solution – tampão citrato, Vector Laboratories, Inc., Burlingame, CA e 

EDTA (Dako Cytomation, Carpinteria, CA, USA) e um banho (JenconsPLS SUB6, 

Grant instruments, Cambridge, UK), além de uma solução de bloqueio de peroxidase 

endógena a 3% (solução de peróxido de hidrogénio a 3% (Panreac, Espanha) em 

metanol, (Sigma-Aldrich, Germany).  

Em resumo, os cortes de TMA foram desparafinados, reidratados e 

submetidos à recuperação antigênica induzida pelo calor em banho a 98ºC. Utilizou-

se solução Retrieval (pH=6) e EDTA (pH=8) durante 30 minutos, onde aplicaram-se 

oito anticorpos primários monoclonais (Quadro 2). A peroxidase endógena foi 

bloqueada com peróxido de hidrogênio a 3%, seguindo-se o bloqueio protéico com 

soro específico. Os cortes foram incubados com os diferentes anticorpos 

monoclonais nas condições previamente otimizadas (Quadro 2). Seguiu-se a 

incubação do anticorpo secundário e do complexo estreptavidina-biotina-peroxidase. 

A peroxidase foi revelada pelo DAB e o corte contrastado com Hematoxilina de 

Mayer.  

Todas as lâminas foram analisadas por dois observadores (F.M., F.C.L.S.) no 

microscópio de multiobservação (Leica MDL, Germany). 



  
QUADRO 2: Anticorpos monoclonais utilizados no método imunoistoquímico: 

Anticorpo Clone Fabricante Diluição 
Tempo de 
incubação 

(min) 

Antígeno de 
recuperação 

(min) 

CK5 XM26 LabVision 1:50 60 30 - Tris EDTA 
(1:10) 

p63 4A4 LabVision 1:150 60 
30 – tampão 

citrato (1:100) 

EGFR 31G7 Zymed 1:100 60 30 – solução 
de pepsina 

CK14 LL002 Novocastra 1:400 60 30 - Tris EDTA 
(1:10) 

P-cad 56 
BD 

Transduction 1:50 60 
30 - Tris EDTA 

(1:10) 

RE SP1 LabVision 1:150 30 30 – tampão 
citrato (1:100) 

HER2 SP3 LabVision 1:80 30 30 – tampão 
citrato (1:100) 

Nota: No EGFR, P-caderina e CK14 foi usado anticorpo secundário com o polímero, a exceção da P-caderina 
cuja recuperação antigênica foi realizada com EDTA.       

3.4.3. Controles   

Em cada bloco receptor foram colocados casos que serviam de controle 

interno (1 fragmento de tecido testicular e 3 fragmentos de tecido mamário normal). 

Estas amostras foram processadas da mesma forma, uma vez que pertenciam ao 

TMA e não apresentavam expressão relevante do antígeno.     

3.5. Coleta de Dados   



  
Foi elaborada uma ficha que não continha o nome das mulheres e foram 

numeradas em ordem seqüencial de acordo com a inclusão no estudo (APÊNDICE 2).    

A coleta de dados iniciou após a aprovação do projeto pelo Comitê de Ética 

em Pesquisa em Seres Humanos da UFSC.    

3.6. Análise dos Dados   

Os dados transcritos na ficha foram revisados manualmente, para a detecção 

de possíveis erros de seleção e preenchimento. Foi criado um banco de dados com 

codificação das variáveis utilizando Excel®. A digitação do banco foi realizada com 

conferência manual através da listagem dos dados, na ordem em que foram 

incluídos. A revisão da consistência dos dados foi feita mediante tabelas descritivas, 

e em seguida, o arquivo gerado foi transportado para o programa Epi Info 3.3.2 

(www.cdc.gov). 

Para a realização da análise estatística, os dados foram descritos por meio de 

freqüências absolutas (n) e relativas (%). 

Foi utilizado o Teste Exato de Fisher para verificar a associação entre as 

variáveis estudadas e a classificação do subtipo tumoral. 

Os marcadores foram avaliados em relação à detecção de subtipo basal 

através do Teste Exato de Fisher.  

Calcularam-se medidas de acerto como sensibilidade, especificidade, valores 

preditivos positivos e negativos (VPP e VPN), com seus respectivos intervalos de 

confiança (IC 95%). 

Definiu-se como sensibilidade a proporção dos indivíduos com a doença, que 

têm um teste positivo para a doença, a especificidade como a proporção dos 

indivíduos sem a doença, que têm um teste negativo, o valor preditivo positivo (VPP) 

do teste como a probabilidade de doença em um paciente com resultado positivo e o 

valor preditivo negativo (VPN) a probabilidade de não ter a doença com resultado 

negativo 98. 

http://www.cdc.gov


  
O nível de significância assumido foi de 5% e o software utilizado para análise 

foi o SAS versão 8.2.   

3.7. Aspectos Éticos   

O projeto deste trabalho foi analisado pelo Comitê de Ética em Pesquisa com 

Seres Humanos da Universidade Federal de Santa Catarina, de acordo com a 

Resolução no. 196/96, 251/97 e 292/99, do Conselho Nacional de Saúde, do 

Ministério da Saúde, com parecer consubstanciado - Projeto nº 141/2005, aprovado 

em reunião do dia 30 de maio de 2005 (ANEXO 3), com ementa complementar 

aprovada em reunião do dia 08 de junho de 2006 (ANEXO 4).          



  
4. RESULTADOS   

Dos 121 casos deste estudo, 99 (82%) foram do subtipo não Basal (54,5% 

Luminal A, 6% Luminal B e 21,5% superexpressão do HER2). A freqüência do 

subtipo Basal foi observada em 18% dos casos estudados (Tabela 1).   

TABELA 1 - Freqüência dos subtipos do carcinoma de mama.   

Subtipo   RE   HER2   Marcador basal   Freqüência*  

Luminal A positivo negativo negativo/positivo n = 66 (54,5%) 

Luminal B positivo positivo negativo/positivo n = 7 (6%) 

superexpressão 

HER2 
negativo positivo negativo/positivo n = 26 (21,5%) 

Basal negativo negativo positivo n = 22 (18%) 

* n= 121 (100%).           



   
Em relação às características morfológicas, observou-se que predominaram 

os casos com grau histológico II (GII) em 55 casos (47%). A freqüência do 

comprometimento linfonodal mostrou que em 59 casos (52,2%), pelo menos 1 

linfonodo mostrava presença de metástase (Tabela 2).  

TABELA 2 - Freqüência das características morfológicas.  

       * n= 121 (100%).    

Características 
morfológicas   n % valido % sob 121 

Grau histológico   

grau I    33    28,2%    27,3% 

grau II 55 47% 45,5% 

grau III 29 24,8% 24,0%   

Linfonodos   

negativo      54       47,8%      44,6% 

positivo 59 52,2% 48,8%     



   
Ao avaliarmos a freqüência da expressão do RE, verificamos que houve 

negatividade em 39,2% dos casos válidos, e a ausência de superexpressão do 

HER2 foi observada na maioria dos casos estudados (72,7%) (Tabela 3).  

TABELA 3 - Freqüência da expressão do RE e do HER2.  

* n= 121 (100%).         

Marcadores 

imunoistoquímicos  
n %  válido  %sob 121  

RE 

negativo  47  39,2%  38,8% 

positivo     

HER2 

negativo 

73      

88 

60,8%     

72,7% 

60,3%     

72,7%  

positivo 
33 27,3% 27,3% 



   
A freqüência da expressão dos marcadores de células basais, detectados 

pela imunoistoquímica, mostrou que a P-caderina foi positiva em 48 casos (39,7%), 

e o p63 e EGFR foram os marcadores que apresentaram menor freqüência positiva 

(6,6% e 4,1% respectivamente) (Tabela 4).  

TABELA 4 - Freqüência da expressão dos marcadores de células basais. 

* n= 121 (100%).   

Marcadores de 

células basais  
n % valido % sob 121 

 

CK5    

negativo 92 76% 76% 

positivo 29 24% 24% 

p63    

negativo 113 93,4% 93,4% 

positivo 8 6,6% 6,6% 

P-caderina    

negativo 73 60,3% 60,3% 

positivo 48 39,7% 39,7% 

EGFR    

negativo 116 95,9% 95,9% 

positivo 5 4,1% 4,1% 

CK14    

negativo 111 92,5% 91,7% 

positivo 9 7,5% 7,4% 



   
A associação do grau histológico com o subtipo tumoral mostrou que, entre os 

casos de carcinoma de mama subtipo basal, predominou o grau histológico III com 

52,4% dos casos (p< 0,0001). A associação entre o comprometimento linfonodal e o 

subtipo do carcinoma de mama evidenciou que os subtipos Luminal A e 

Superexpressão do HER2 apresentaram maior número de casos com pelo menos 

um linfonodo comprometido com freqüência de 54,1% e 56%, respectivamente 

(Tabela 5).  

TABELA 5 - Associação entre o grau histológico e os linfonodos com os subtipos do 
carcinoma de mama   

* Teste Exato de Fisher.      

Características 

Morfológicas  
Luminal A Luminal B 

Superex- 

Her2 
Basal Valor-p* 

n % n % n % n % 

 

Grau histológico 

grau I 25 39,1 2 28,6 4 16,0 2 9,5 

grau II 34 53,1 4 57,1 9 36,0 8 38,1 

grau III 5 7,8 1 14,3 12 48,0 11 52,4 

2  0  1  1  

< 0,0001  

n % n % n % n % 

não classificados  

Linfonodos 

positivo 
33 54,1 2 40,0 14 56,0 10 45,5 

negativo 28 45,9 3 60,0 11 44,0 12 54,5 

ignorado 5  2  1  0  

0,8266 



   
Todos os casos do subtipo basal foram negativos para receptor de estrógeno 

e para a superexpressão do HER2 (p

 
0,0001). Os marcadores que melhor 

mostraram magnitude de associação com o subtipo basal foram a p-caderina (p< 

0,0001), a CK5 (p= 0,0020) e a CK14 (p< 0,0001) (Tabela 6).  

TABELA 6 – Associação entre os marcadores imunoistoquímicos com os subtipos 

do carcinoma de mama. 

*Teste Exato de Fisher.  

Luminal A Luminal B Superexp 

HER-2 

Basal Valor-p* 

Marcadores 

imunoistoquímicos  

n % n % n % n %  

RE         < 0,0001 

Positivo 66 100,0 7 100,0 0 0,0 0 0,0  

Negativo 0 0,0 0 0,0 26

 

100,0 21 100,0            

HER2         < 0,0001 

Positivo 0 0,0 7 100,0 26

 

100,0 0 0,0  

Negativo 66 100,0 0 0,0 0 0,0 22 100,0            

CK5         0,0020 

Positivo 9 13,6 2 28,6 6 23,1 12 54,5  

Negativo 57 86,4 5 71,4 20

 

76,9 10 45,5            

p63         0,9290 

Positivo 4 6 0 0,0 2 7,7 2 9,1  

Negativo 62 94 7 100,0 24

 

92,3 20 90,9            

P-caderina         < 0,0001 

Positivo 13 20 3 42,9 19

 

73,1 13 59,1  

Negativo 53 80 4 57,1 7 26,9 9 40,9            

EGFR         0,0723 

Positivo 1 1,5 0 0,0 1 3,8 3 13,6  

Negativo 65 98,5 7 100,0 25

 

96,2 19 86,4            

CK14         < 0,0001 

Positivo 0 0,0 0 0,0 0 0,0 9 40,9  

Negativo 65 100,0 7 100,0 26

 

100,0 13 59,1  



  
Ao avaliarmos a associação da expressão dos marcadores do fenótipo basal 

com o subtipo basal e não basal, observamos que 100% dos casos não basais 

foram negativos para CK14 (p< 0,0001). Entre os casos do subtipo basal, houve 

maior significância estatística (p< 0,0001) com os marcadores CK5 (54,5%) e a 

CK14 (40,9%) (Tabela 7). 

TABELA 7 – Associação da expressão dos marcadores do fenótipo basal com os 

subtipos basal e não basal.  

Basal  Não basal  Valor-p* Marcadores 

n % n %   

CK5     < 0,0001 

Positivo 12 54,5 17 17,2  

Negativo 10 45,5 82 82,8   

p63      0,6360 

Positivo 2 9,1 6 6,1  

Negativo 20 90,9 93 93,9   

P-caderina      0,0537 

Positivo 13 59,1 35 35,4  

Negativo 9 40,9 64 64,6   

EGFR      0,0414 

Positivo 3 13,6 2 2,0  

Negativo 19 86,4 97 98,0    

CK14      
< 0,0001 

Positivo 9 40,9 0 0,0  

Negativo 13 59,1 98 100,0  

  *Teste Exato de Fisher.       



   
Ao avaliarmos o desempenho da expressão dos marcadores para identificar o 

fenótipo basal, verificamos que a CK5 mostrou sensibilidade de 54,5% e 

especificidade de 82,8%, com valor preditivo negativo mais expressivo (89,1). A 

CK14 apresentou 100% de especificidade com o valor preditivo positivo mais 

expressivo (100%) (Tabela 8).  

TABELA 8 - Desempenho dos marcadores na determinação dos subtipos basal e 
não basal  

* VPP (valor preditivo positivo); ** VPN (valor preditivo negativo) 

Marcadores  
Sensibilidade  

%  

(IC95%)  

Especificidade 

% 

(IC95%) 

VPP* VPN** 

      

CK5 54,5 82,8 41,4 89,1  

(33,7 - 75,4) ( 75,4 - 90,3)        

p63 9,1 93,9 25,0 82,3  

(0,0 – 21,1) (89,2 - 98,6)         

P-caderina 59,1 64,6 27,1 87,7  

(38,5 - 79,6) (55,2 - 74,1)         

EGFR 
13,6 98,0 60,0 83,6  

(0,0 - 28,0) (95,2 - 100,0)   

CK14   
40,9 

(20,4-61,5)     

100,0 

(100,0-100,0) 
100,0 88,3 



   

Figura 1. Carcinoma de mama: marcação positiva para CK5 (CK5, 20X).   

 

Figura 2. Carcinoma de mama: marcação positiva para CK14 (CK14, 20X).   

 

Figura 3. Carcinoma de mama: marcação positiva para EGFR (EGFR, 20X).    



   

Figura 4. Carcinoma de mama: marcação positiva para P-caderina (P-caderina, 20X).   

 

Figura 5. Carcinoma de mama: marcação positiva para p63. (p63, 40X).   



  
5. DISCUSSÃO   

O perfil de expressão gênica do carcinoma de mama invasivo identificou um 

grupo de tumores com pior prognóstico, onde estão incluídos os carcinomas de 

mama hereditários relacionados às mutações do gene BRCA1. Esse grupo de 

tumores tem sido chamado subtipo basal 14, 15, 19, 26, 35, é o mais agressivo e não tem, 

até agora, alvos terapêuticos específicos 27, 33. Atualmente, a missão dos 

patologistas e cientistas é entender os conhecimentos adquiridos na era 

oncogenômica e a complexidade dos mais recentes resultados das pesquisas em 

microarrays, traduzindo-os para a prática clínica. Assim sendo, nosso grupo vem 

mostrando especial interesse pelo subtipo basal do carcinoma de mama 10, 27. Neste 

caminho, através deste estudo, estamos nos propondo a avaliar o desempenho de 

marcadores imunoistoquímicos para identificar o fenótipo basal. 

Em nossa série do total de 121 casos de carcinoma de mama, identificamos 

22 casos (18%) com subtipo do fenótipo basal, estando nossa casuística um pouco 

acima do observado na literatura atual, que varia de três a quinze por cento de todos 

os carcinomas de mama 14, 99-101.  

O mais importante resultado deste estudo mostrou que os marcadores do 

fenótipo basal P-caderina, CK5 e CK14 demonstraram bom desempenho para 

distinguir este subtipo especial de tumores daqueles não basais, com sensibilidade 

de 59,1%, 54,5% e 40,9%, respectivamente. Dentre estes três marcadores 

fenotípicos, as citoqueratinas basais (CK5 e CK14) mostraram especificidade de 

82,8% e 100% respectivamente, com significância estatística (p< 0,0001). Destes, o 

melhor valor preditivo positivo (VPP) foi do marcador CK14 (100%).  

Assim, conforme apontou a análise estatística, se fossem escolhidos apenas 

o marcador CK5 ou o CK14 como alvos protéicos para identificar este subtipo 

especial, mais agressivo dentre os carcinomas de mama, a confirmação diagnóstica 

seria estatisticamente significante (p< 0,0001). Deve ser destacado que neste 

estudo, em todos os casos de subtipo não basal, a CK14 mostrou-se negativa, 

sendo, portanto altamente específica para identificar os casos verdadeiramente 

negativos daqueles do fenótipo basal (p< 0,0001) (IC 95%: 100 - 100). A rigor, os 



  
padrões de expressão das CK são conservados durante a oncogênese, assim, 

carcinomas de mama podem ser classificados de acordo com a expressão das suas 

citoqueratinas 84. Por outro lado, há relatos sugerindo que a P-caderina identifica um 

grupo de carcinomas de mama que não expressam RE e que estariam 

correlacionados com características tumorais mais agressivas e com alto grau 

histológico 85. 

A importância das citoqueratinas e da P-caderina, como marcadores 

imunoistoquímicos, para identificar o fenótipo basal já foi evidenciada em outros 

estudos 10, 20, 21, 27 - 32, 85. Embora falte uma melhor caracterização no sentido de 

compreender o carcinoma basal, publicações recentes atribuíram algumas 

características a este tipo de tumor: negatividade para o RE e para o HER2 (RE-

/HER2-) com positividade para CK5/6 e/ou EGFR, com 76% de sensibilidade e 100% 

de especificidade 20, 27. Diferentes autores também estabeleceram outros 

marcadores para distinguir o subtipo do fenótipo basal utilizando, deste modo, a P-

caderina, o p63, a CK14 e CK17, que são moléculas expressas nas células 

basais/mioepiteliais 27.  

O outro resultado importante de nosso estudo se refere ao poder do EGFR 

em distinguir os verdadeiros casos negativos do fenótipo não basal daqueles basais.  

Tal associação foi estatisticamente significante (p=0,0414) (IC95%: 95,2 a 100). Nos 

últimos anos, esta família de receptores, conhecidos como “fator de crescimento 

epidérmico” ou receptores ERBB, teve grande destaque 58, e tem sido estudada em 

vários tipos de tumores 49, 59, 60, 62, 63, entretanto este marcador raramente encontra-

se expresso em estudos experimentais de carcinoma de mama. Por conseguinte, 

nossos resultados são concordantes com estudos que demonstram a inativação do 

gene EGFR no carcinoma de mama 67, 102. Por outro lado, este gene tem 

manifestado expressão nas células mioepiteliais/basais e mais amplos estudos são 

necessários para elucidar a via da carcinogênese mamária dependente do EGFR 102.  

A expressão da p63 mostrou baixa sensibilidade (9,1%), não sendo, assim, 

um bom marcador para identificar o perfil basal. Contudo, foi bom para excluir os 

verdadeiros casos negativos, com especificidade de 93,9% (89,2 - 98,6).   

Estudos em imunoistoquímica demonstraram que a perda da expressão desta 

proteína está relacionada com o caminho de diferenciação das células progenitoras 



  
em células luminais, e, a expressão aumentada relaciona-se com células 

mioepiteliais/basais 44, 103. Deste modo, o p63, em associação com outros 

marcadores, como a P-caderina e CK5, também constitui um importante marcador 

molecular que pode ser usado para distinguir o fenótipo basal 10. 

De especial atenção, destaca-se a concordância deste estudo com a 

classificação molecular inicialmente proposta por Perou 14, ao distinguir o fenótipo 

basal como sendo RE/HER2 negativo. Tais diferenças foram estatisticamente 

significantes para ambas as variáveis estudadas (p < 0,0001), e o resultado foi 

confirmado em cem por cento de nossa casuísta. A ausência destes produtos de 

expressão protéica e a caracterização deste subtipo como padrão basal, diferenciam 

estes carcinomas como mais agressivos, associando-os com um pior prognóstico 10.  

Um outro aspecto a enfatizar no presente estudo é a análise das 

características morfológicas dos diferentes subtipos do carcinoma da mama.  Foi 

interessante constatar que o subtipo basal estava presente em 52,4% dos casos de 

carcinoma de mama com grau III, estando este resultado de acordo com a literatura 
10, 104.  Em relação aos linfonodos, não houve resultado estatisticamente significante 

para esta variável estudada (p = 0,8266). 

Este estudo demonstra que, usando um limitado número de marcadores, 

como a CK5 e a CK14, podemos caracterizar e distinguir o subtipo do fenótipo basal 

do carcinoma de mama. O p63 e o EGFR foram vagamente expressos neste subtipo 

de tumores, porém foram úteis para distinguir o subtipo do fenótipo não basal. 

Portanto, a categorização do valor do desempenho destes marcadores de células 

basais ajudou a identificar o fenótipo basal do carcinoma de mama. Assim, a 

utilização desses marcadores específicos na rotina da patologia cirúrgica poderá 

ajudar a selecionar mulheres com alta probabilidade para serem portadoras de 

alterações genéticas com alta suscetibilidade do desenvolvimento do carcinoma de 

mama e outros relacionados. 



  
6. CONCLUSÃO   

6.1. Freqüência dos subtipos do carcinoma de mama com base na 

classificação molecular:  

 

A freqüência do subtipo Luminal A foi de 54,5%. 

 

A freqüência do subtipo Luminal B foi de 6%. 

 

A freqüência do subtipo Superexpressão do HER2 foi de 21,5%. 

 

A freqüência do subtipo Basal foi de 18%.  

6.2. Freqüência da expressão das proteínas EGFR, CK5, CK14, p63 e 

P-caderina com o fenótipo basal e não basal do carcinoma de 

mama:  

 

A freqüência da expressão do EGFR foi de 13,6 % nos basais e 2,0 % nos 

não basais. 

 

A freqüência da expressão da CK5 foi de 54,5 % nos basais e 17,2% nos não 

basais. 

 

A freqüência da expressão da CK14 foi de 40,9% nos basais e 0,0% nos não 

basais. 

 

A freqüência da expressão do p63 foi de 9,1% nos basais e 6,1% nos não 

basais. 

 

A freqüência da expressão do P-caderina foi de 59,1% nos basais e 35,4% 

nos não basais.    



  
6.3. Cálculo da sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo 

(VPP) e valor preditivo negativo (VPN) da expressão das proteínas 

EGFR, CK5, CK14, p63 e P-caderina para identificar o fenótipo 

basal do carcinoma de mama:  

 

A sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo (VPP) e valor preditivo 

negativo (VPN) da expressão do EGFR foram de 13,6%, 98,0%, 60% e 

83,6%, respectivamente, para identificar o fenótipo basal do carcinoma de 

mama. 

 

A sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo (VPP) e valor preditivo 

negativo (VPN) da expressão da CK5 foram de 54,5%, 82,8%, 41,1% e 

89,1%, respectivamente, para identificar o fenótipo basal do carcinoma de 

mama. 

 

A sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo (VPP) e valor preditivo 

negativo (VPN) da expressão da CK14 foram de 40,9%, 100%, 100% e 

88,3%, respectivamente, para identificar o fenótipo basal do carcinoma de 

mama. 

 

A sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo (VPP) e valor preditivo 

negativo (VPN) da expressão do p63 foram de 9,1%, 93,9%, 25,0% e 82,3%, 

respectivamente, para identificar o fenótipo basal do carcinoma de mama. 

 

A sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo (VPP) e valor preditivo 

negativo (VPN) da expressão da P-caderina foram de 59,1%, 64,6%, 27,1% e 

87,7%, respectivamente, para identificar o fenótipo basal do carcinoma de 

mama.  



  
6.4. Análise da associação das características morfológicas (grau 

histológico e linfonodos) com os fenótipos do carcinoma de 

mama:  

 
O grau histológico I (GI) teve maior associação com o subtipo Luminal A 

(39,1%). 

 

O grau histológico II (GII) teve maior associação com o subtipo Luminal B 

(57,1%). 

 

O grau histológico III (GIII) teve maior associação com o subtipo Basal 

(52,4%). 

 

Linfonodos: não houve resultado estatisticamente significante para esta 

variável estudada (p = 0,8266).   

6.5. Considerações finais:   

O presente estudo revelou diferentes desempenhos imunoistoquímicos para 

identificar o fenótipo basal e o não basal do carcinoma de mama.   

Os resultados mostraram relevante marcação das proteínas do fenótipo basal 

CK5 (p 0,0001) e CK14 (p 0,0001). Destes, a CK14 apresentou o melhor valor 

preditivo positivo (100%) (p 0,0001). Cabe salientar que o EGFR mostrou um 

excelente desempenho para identificar o fenótipo não basal (p=0,0414).  

O aprimoramento para caracterizarmos o carcinoma basal como uma 

entidade biológica distinta do carcinoma não basal, pode constituir uma ferramenta 

útil para selecionarmos mulheres que deveriam submeter-se ao rastreamento de 

mutações gênicas (BRCA1 e BRCA2). 
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APÊNDICE 2 

Informação Das Doentes com  Carcinoma da Mama  

   Nº Caso no estudo  _____________________________ 
   Nº do registro no SAP __________________________ 
   Nº do prontuário do HU ________________________  

1º PARTE

 
Data do diagnóstico __________________________ 
Data da última consulta _______________________ 
Idade do diagnóstico __________________________ 
Recidiva do Tumor: Sim_______    Não _______      Não referido ________ 
Data ....../......./....... 

Local da recidiva: ____________________________ 
Óbito: 
Sim_______    Não _______      Não referido ________ 

Data ....../......./....... 

Tempo livre do doença: 
Sim_______    Não _______      Não referido ________ 

Data ....../......./....... 

Grupo étnico 
Idade  da Menarca                                        
Idade Menopausa  
História reprodutiva (Nº de gestações)                                
História familiar positiva  para carcinoma de mama                             
Sim_______    Não _______      Não referido ________ 

Determinar os membros da família com cancer de mama: ______________________________________ 
Quimioterapia pré-operatória:  
Sim_______    Não _______      Não referido ________ 

2ºPARTE

 

Local de comprometimento: 
Mama direita __________  Mama esquerda __________ Bilateral ___________ 

Tamanho tumoral  ____________________ 

Tipo Histológico    _____________________ 

Presença de sinais de autólise 

Sim ________     Não   _________           

Grau Histológico ________________________________________________ 

Presença de invasão peri-neural 

Sim_______    Não _______      Não referido ________ 

Presença de invasão vascular 

Sim_______    Não _______      Não referido ________ 

Número de linfonodos isolados __________________                        

Número de linfonodos comprometidos  ___________         

Margem tumoral comprometida  
Sim_______    Não _______      Não referido ________ 

Especificar a margem ___________________________ 
Margem tumoral liver 
Sim_______    Não _______      Não referido ________ 

Comprometimento de pele 
Sim_______    Não _______      Não referido ________ 

Especificar o tipo de comprometimento ____________________________ 
Classificação do subtipo tumoral ________________________________ 
Resultado do estudo imunoistoquimico:    

Observações ______________________________________________________________________________________________________ 
Estado: 
VivoSemEvidênciaCânc                          VivoComEvidênciaCâncer                         Perda de Segmento                  

MortoSemEvidênciaCâncer                     MortoComEvidênciaCâncer    

resultado RE c-erbB2 CK5 P63 P-caderina EGFR CK14 
positivo        
negativo        
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ASSOCIAÇÃO MÉDICA BRASILEIRA     

São Paulo,18 de janeiro de 2007.     

Ilmª. Sra.  
Dra. Rozany Mucha Dufloth         

Comunicamos que em 08 de janeiro de 2007 recebemos o artigo intitulado “CARCINOMA 
DA MAMA: NOVOS CONCEITOS NA CLASSIFICAÇÃO ANATOMO 
PATOLÓGICA”, protocolado sob o n.° 6614, de sua autoria, e que o mesmo será analisado 
pelo Conselho Editorial da Revista da Associação Médica Brasileira para possível publicação.     

Atenciosamente,      

Prof. Dr. Bruno Caramelli 
Editor da Revista da Associação  
Médica Brasileira  



  
                 

ANEXO 3             



   



                 

ANEXO 4                 



     



This document was created with Win2PDF available at http://www.win2pdf.com.
The unregistered version of Win2PDF is for evaluation or non-commercial use only.
This page will not be added after purchasing Win2PDF.

http://www.win2pdf.com

