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APRESENTAÇÃO 

 Esta dissertação de mestrado foi elaborada na modalidade de Artigos 

Científicos, um modelo alternativo, opcional e que está de acordo com as 

normas deste Programa de Pós-Graduação. No capítulo “Resultados” são 

apresentados dois artigos científicos.  

O primeiro artigo apresentado foi intitulado “Subtipos Moleculares do 

Câncer de Mama”. É um artigo de revisão que comenta tópicos a respeito dos 

subtipos moleculares do câncer de mama e suas principais características, 

incluindo, os aspectos prognósticos, os fatores preditivos e os marcadores 

utilizados na classificação molecular por imunoistoquímica. 

No segundo artigo, um artigo original intitulado “Subtipos Moleculares do 

Câncer de Mama: Influência do Ki-67 na Classificação”, nós avaliamos a 

influência da inclusão do Ki-67 no contexto da classificação molecular por 

imunoistoquímica.  
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RESUMO 

Essa dissertação teve como objetivo estudar o câncer de mama com 

ênfase nos subtipos moleculares. No contexto teórico, aspectos importantes a 

respeito do tema foram revisados, incluindo, os aspectos prognósticos, os 

fatores preditivos e os marcadores moleculares utilizados na classificação por 

imunoistoquímica. No contexto prático, a prevalência dos subtipos moleculares 

foi avaliada em uma série de pacientes com carcinoma ductal invasor de mama, 

utilizando dois diferentes painéis de classificação por imunoistoquímica, com e 

sem o uso do marcador de proliferação Ki-67. Foi avaliada a concordância entre 

os resultados obtidos pelos dois modelos de classificação (reprodutibilidade 

entre os modelos), correlacionando os subtipos encontrados com as 

características clínico-patológicas dos tumores. Dois artigos científicos foram 

redigidos: um artigo de revisão, construído a partir das bases de dados 

MEDLINE/ PubMed, LILACS e SciELO, com tópicos relevantes a respeito dos 

subtipos moleculares do câncer de mama e sua classificação por 

imunoistoquímica; e um artigo original, onde um estudo com 234 casos de 

carcinoma ductal invasor de mama foi conduzido, conforme os objetivos já 

citados. Uma significativa mudança dos percentuais dos tumores luminais foi 

observada com o uso do Ki-67 e uma significante correlação com o grau 

histológico.  
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ABSTRACT 

This dissertation aimed to study the breast cancer with emphasis on the 

molecular subtypes. In the theoretical context, important aspects on the subject 

were reviewed, including prognostic aspects, predictive factors and molecular 

markers used in the classification by immunohistochemistry. In the practical 

context, the prevalence of the molecular subtypes was evaluated in a series of 

patients with invasive ductal breast carcinoma, using two different panels of 

classification by immunohistochemistry, with and without the use of proliferation 

marker Ki-67. We evaluated the agreement between the results obtained by the 

two classification models, correlating the subtypes found with the 

clinicopathological characteristics of tumors. Two papers were prepared, a 

review article, from the MEDLINE/ PubMed, LILACS and SciELO database with 

relevant topics about the molecular subtypes of the breast cancer and their 

classification by immunohistochemistry; and an original article, in which a study 

with 234 cases of invasive ductal carcinoma of the breast was conducted, 

according to the objectives previously mentioned. A significant change in the 

percentage of luminal tumors was observed with the use of the Ki-67, and a 

significant correlation with the histological grade. 
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1. INTRODUÇÃO 

O câncer de mama é uma doença complexa, de alta heterogeneidade 

clínica, morfológica e biológica. Tumores mamários com histologia e clínica 

semelhantes podem apresentar diferentes prognósticos e diferentes respostas 

terapêuticas (CIANFROCCA et al., 2009; GEYER et al., 2009; WEIGELT et al., 

2009). Essas diferenças podem ser justificadas pela existência de diversos 

subtipos moleculares de carcinoma de mama, os quais originam distintas 

entidades biológicas, a exigir terapêutica específica. Esta complexidade torna 

difícil a definição de condutas clínicas, podendo por vezes propiciar tratamentos 

inadequados (PEROU et al., 2000; ROUZIER et al., 2005). 

Os avanços no campo da biologia molecular e a descoberta de proteínas 

especializadas tais como, os receptores hormonais e os fatores de crescimento 

epidérmicos, têm proporcionado um maior entendimento sobre a oncogênese 

(ZHANG et al., 2003). O advento da tecnologia de microarranjos de DNA 

complementar (cDNA microarrays), com a análise paralela de milhares de 

genes, tem permitido correlacionar perfis moleculares de expressão gênica dos 

cânceres de mama com a evolução clínica das pacientes e com as respostas às 

terapias utilizadas (RAKHA et al., 2008).  

Diferentes subtipos moleculares foram determinados estratificando-se os 

tumores mamários através de seus perfis gênicos. Isso propiciou uma maior 

compreensão e uma melhor utilização de marcadores tumorais já existentes na 

anatomopatologia tradicional, permitindo o uso da imunoistoquímica na 

classificação dos tumores (ZHANG et al., 2003). Essas descobertas têm 
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proporcionado importantes informações prognósticas e preditivas e uma melhor 

percepção sobre os complexos mecanismos biológicos da tumorigênese 

(GEYER et al., 2009). 

Painéis imunoistoquímicos têm sido propostos para a identificação dos 

subtipos moleculares, buscando reproduzir com certa aproximação os perfis de 

expressão gênica (NIELSEN et al., 2004; BHARGAVA et al., 2008). Uma das 

lacunas da classificação por imunoistoquímica é a ausência de uma avaliação 

do grau de proliferação dos tumores com um protocolo bem estabelecido. Isso 

faz com que sejam agrupados como luminal A tumores com alta e baixa 

expressão de genes de proliferação.  Com isso, pacientes que iriam se 

beneficiar da quimioterapia, por vezes, podem não estar recebendo esse 

tratamento (CHEANG et al., 2009). 

2. REVISÃO DA LITERATURA 

2.1. INTRODUÇÃO 

Desde a antiguidade, médicos e estudiosos têm tentado encontrar 

respostas para a origem do câncer de mama e seu manejo. A mais antiga 

descrição do câncer de mama foi encontrada no Egito e datada de cerca de 

1600 a.C.. Através dos tempos, com os adventos da anestesia geral e do uso 

da antissepsia, foram viabilizados tratamentos cirúrgicos, como a mastectomia 

radical. Essa evolução passou pela radioterapia, que é outra forma de 

tratamento locorregional, até as formas de tratamento sistêmico, como, a 

quimioterapia e as atuais terapias alvo-dirigidas (EKMEKTZOGLOU et al., 

2009).  
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2.2. ASPECTOS GERAIS 

2.2.1. Câncer de  Mama 

''Câncer'' é o termo utilizado para designar as diversas entidades 

provindas do acúmulo de mutações, instabilidades cromossômicas e mudanças 

epigenéticas. Essas alterações, em conjunto, facilitam o aumento da taxa de 

evolução e dano celular, e progressivamente prejudicam o detalhado e 

complexo sistema de regulação do crescimento e de morte das células.  

Fatores exógenos que podem promover mudanças nas atividades dos genes, 

como a dieta, combinados com as variações genéticas de cada indivíduo são 

alguns motivos para se esperar que os tumores se manifestem fenotipicamente 

diferentes (SØRLIE, 2004). 

 A mama é composta por estruturas glandulares (lóbulos e ductos), 

responsáveis pela produção de leite sob o controle hormonal. Essas estruturas 

são circundadas por tecidos fibrovascular e adiposo, que fornecem nutrição e 

proteção aos mesmos. Os lóbulos mamários são as unidades funcionais da 

mama que sintetizam o leite e que se encontram no final dos ductos. Os ductos 

são uma rede de canais cuja função é o transporte de leite dos ácinos até o 

mamilo (GUINEBRETIÈRE et al., 2005). A vasta maioria dos tumores malignos 

de mama é iniciada no epitélio da unidade dúctulo-lobular terminal, outros 5 a 

10% são originários de linhagem não epitelial. Dentre os inúmeros tipos 

histológicos de câncer de mama identificados, um em especial, o carcinoma 

ductal invasor, é largamente predominante e representa mais de 75% dos 

casos (RAKHA et al., 2010a). 
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2.2.2. Epidemiologia   

 Notadamente, os tumores de mama são um problema de saúde pública 

pela sua alta incidência e por ser a neoplasia responsável pela maior taxa de 

mortalidade feminina, por câncer, em vários países (MARTINS et al., 2009; 

BRASIL, 2011). Dados mundiais revelam que o carcinoma de mama é o 

segundo tipo de câncer mais incidente entre as mulheres, além de demonstrar 

aumento crescente no número de casos. Anualmente, cerca de 22% dos casos 

novos de câncer, em mulheres, pertencem a esse tipo de neoplasia (PARKIN et 

al., 2005; KAMANGAR et al., 2006; FREITAS-JUNIOR et al., 2008; BRASIL, 

2011).  

Apesar de esses números serem em sua maioria observados em países 

desenvolvidos (figura 1), no Brasil encontram-se significativas taxas de 

incidência, onde em 2011 estimou-se um risco de 49 casos a cada 100 mil 

mulheres, perfazendo cerca de 49.240 casos novos (tabela 1). Na região 

Centro-Oeste do Brasil e em Goiânia (figura 3, tabela 2), é também o segundo 

tipo de câncer mais prevalente em mulheres, atrás apenas do câncer de pele do 

tipo não melanoma (BRASIL, 2011). 

O câncer de mama, apesar de sua alta complexidade, tem um 

prognóstico relativamente bom quando diagnosticado e tratado em tempo 

oportuno. Porém, no Brasil, as taxas de mortalidade por essa patologia se 

mantêm altas (figura 2), muito provavelmente devido ao fato de a doença ainda 

ser diagnosticada em estádio clínico (extensão do tumor ao diagnóstico) 

avançado (FREITAS-JUNIOR et al., 2010; BRASIL, 2011). 
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Figura 1. Incidência estimada de câncer de mama no mundo em 2008. (Fonte: GLOBOCAN 2008, 
International Agency for Research on Cancer. Disponível em: 
http://globocan.iarc.fr/factsheets/cancers/breast.asp. Acessado em 02 de abr. 2011). 

 

Figura 2. Incidência e mortalidade por câncer de mama no mundo em 2008. Taxas padronizadas por 
idade, estimadas (Mundial) por 100.000.  (Fonte: GLOBOCAN 2008, International Agency for Research on 
Cancer. Disponível em: http://globocan.iarc.fr/factsheets/cancers/breast.asp. Acessado em 02 de abr. 
2011). 

http://globocan.iarc.fr/factsheets/cancers/breast.asp
http://globocan.iarc.fr/factsheets/cancers/breast.asp
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Figura 3. Representação espacial das taxas brutas de incidência por 100 mil mulheres, estimadas para o 
ano de 2011, segundo a Unidade da Federação (neoplasia maligna da mama feminina). Fonte: INCA 
(BRASIL, 2011). 
 

 

Tabela 1. Estimativas para o Brasil ano 2011 das taxas brutas de incidência por 100 mil e de número de 
casos novos por câncer, em mulheres, segundo localização primária*. Fonte: INCA (BRASIL, 2011). 

 

 
Fonte: Instituto Nacional de Câncer do Ministério da Saúde. Disponível em: <http://www.inca.gov.br>. 
Acesso em 10 de jan. 2011 (BRASIL, 2011). 
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Tabela 2. Estimativas para o Estado de Goiás e Goiânia ano 2011 das taxas brutas de incidência por 
100 mil e de número de casos novos por câncer, em mulheres, segundo localização primária. Fonte: INCA 
(BRASIL, 2011). 

 

 
Fonte: Instituto Nacional de Câncer do Ministério da Saúde. Disponível em: <http://www.inca.gov.br>. Acesso em 10 de 
jan. 2011 (BRASIL, 2011). 

2.2.3. Fatores  de  Ris co 

Alguns fatores de risco para o desenvolvimento do carcinoma mamário 

relacionados à vida reprodutiva da mulher estão bem estabelecidos, como: 

menarca precoce, nuliparidade, idade da primeira gestação a termo acima dos 

30 anos, uso de anticoncepcionais orais, menopausa tardia e terapia de 

reposição hormonal. A exposição aos agentes cancerígenos e a história familiar 

da doença também são importantes fatores (KAMANGAR et al., 2006). 

Acredita-se que outros fatores de risco, incluindo, obesidade, dietas ricas em 

gorduras e ingestão excessiva de álcool, possam aumentar o risco de 

desenvolvimento da doença. No entanto, o maior fator de risco é, de modo 
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geral, a idade. Com o envelhecimento, geralmente a partir dos 35 anos e até 

cerca dos 50 anos, tem-se um rápido aumento nas taxas de incidência de 

câncer de mama feminino. Após essa idade, correlacionando-se à provável 

ocorrência da menopausa, a taxa de crescimento acontece de forma mais lenta 

(BRASIL, 2011).  

O câncer de mama esporádico (não hereditário) constitui mais de 90% de 

todos os carcinomas de mama, porém, características genéticas também estão 

associadas ao maior risco de desenvolvimento do tumor de mama (BRASIL, 

2011). Mulheres com mutações nos genes BRCA1 e BRCA2 têm 85% de 

chance de desenvolver câncer de mama antes dos 70 anos de idade e 

perfazem até 10% dos casos desta neoplasia em países desenvolvidos. 

Entretanto, a tumorigênese é cada vez mais reconhecida como um processo 

que envolve a ação coordenada de um grupo de genes, ao invés de genes 

únicos (ZHANG et al., 2003; PARKIN et al., 2005; BRASIL, 2011). 

2.2.4. Fatores  Prognós ticos  e  Fa tores  Preditivos  

Os diferentes tipos de câncer de mama são avaliados universalmente 

para o manejo clínico das pacientes segundo dois importantes fatores 

denominados prognósticos e preditivos. Fatores prognósticos são 

características mensuráveis que se correlacionam com a história natural da 

doença; são observados no momento do diagnóstico e visam estimar a 

evolução clínica, a sobrevida global e o tempo livre da doença (ABREU et al., 

2002). São consideradas variáveis independentes. Enquanto, os fatores 
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preditivos são características associadas à resposta esperada a uma 

determinada terapia. E neste contexto, fatores prognósticos devem ser 

distinguidos de fatores preditivos.  Alguns fatores podem ser ao mesmo tempo 

prognósticos e preditivos, como os receptores hormonais e a amplificação e/ou 

superexpressão dos receptores tipo 2 do fator de crescimento epidérmico 

humano (HER2) (CIANFROCCA et al., 2004).  

As principais razões para a utilização dos fatores prognósticos e 

preditivos são: 1) identificar pacientes com um bom prognóstico, para as quais a 

terapia sistêmica adjuvante não fornece benefícios suficientes para justificar os 

riscos; 2) identificar pacientes cujo prognóstico é ruim o suficiente para justificar 

uma abordagem adjuvante mais agressiva; 3) selecionar pacientes cujos 

tumores são mais ou menos susceptíveis aos benefícios esperados das 

diferentes formas de terapia (CIANFROCCA et al., 2004).  

Até recentemente, os tumores de mama eram classificados utilizando-se 

de fatores prognósticos tradicionais, tais quais: envolvimento linfonodal regional, 

tamanho do tumor, tipo e grau histológicos, e estadiamento da doença, os quais 

isoladamente permitem uma previsão da evolução clínica da doença ou da 

sobrevida das pacientes no momento do diagnóstico inicial, mas que têm 

limitada capacidade preditiva (WEIGEL et al., 2010). 

Um dos fatores prognósticos independentes mais importantes no câncer 

de mama em estágio inicial é a presença ou ausência de comprometimento dos 

linfonodos axilares. Ele é determinante na avaliação de risco, sendo preditor de 

sobrevida livre da doença e de sobrevida global, e influenciando nas decisões 

terapêuticas (FITZGIBBONS et al., 2000). Apenas 20% a 30 % das pacientes 
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sem envolvimento linfonodal irão desenvolver recorrência no período de 10 

anos, comparados com cerca de 70% das pacientes com metástases axilares. 

O número absoluto de linfonodos envolvidos é também de importância 

prognóstica; pacientes com quatro ou mais linfonodos envolvidos têm um 

prognóstico pior do que aquelas com um número menor linfonodos positivos 

(GOLDHIRSCH et al., 2005). 

Quanto à recorrência axilar, acredita-se que esta possa ocorrer devido a 

metástases que não foram detectadas nos métodos de rotina em avaliações 

prévias. A literatura mostra que a taxa de linfonodos axilares falso-negativos 

varia de 5 a 10%, gerando assim um subestadiamento dessas pacientes 

(QUADROS et al., 2007).  

As condições dos receptores de estrogênio (RE) e dos receptores de 

progesterona (RP) começaram a ter sua significância prognóstica estabelecida 

na segunda metade dos anos 70. Eles eram determinados inicialmente através 

de teste bioquímico com carvão revestido por dextran, até que em meados dos 

anos 80, demonstrando maior poder discriminatório do que a bioquímica, foi 

validado o uso da imunoistoquímica (IHQ) para a detecção nuclear desses 

receptores hormonais (BHARGAVA et al., 2008b). A avaliação 

imunoistoquímica do status hormonal tem demonstrado ter valor preditivo de 

sobrevida global e de sobrevida livre da doença (WEIGEL et al., 2010). 

Posteriormente introduziu-se a avaliação de fatores como o índice 

mitótico e a amplificação e/ou superexpressão de HER2 (REIS-FILHO et al., 

2008). Desde o advento de anticorpos aplicáveis a tecidos fixados em formol e 

embebidos em parafina, muitos marcadores moleculares prognósticos e 
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preditivos foram testados. No entanto, até então, apenas os receptores 

hormonais de estrogênio e de progesterona e o HER2 foram consolidados 

como marcadores clínicos de valor prognóstico para uso rotineiro no tratamento 

do câncer da mama. Com o desenvolvimento de terapias alvo-específicas para 

os marcadores moleculares, o RE e o HER2 tornaram-se ainda mais 

importantes, sendo os únicos fatores preditivos associados a essas terapias 

(REIS-FILHO et al., 2006; CHEANG et al., 2009). Entretanto, os indicadores 

citados são ainda insuficientes para individualizar biologicamente todos os 

casos, uma vez que, pacientes com indicadores semelhantes apresentam 

desfechos clínicos diferentes (REIS-FILHO et al., 2008). 

2.3. MARCADORES MOLECULARES 

2.3.1. Receptores Hormonais  

Os receptores hormonais são um dos mais valiosos marcadores 

prognósticos e preditivos para os tumores mamários (LAKHANI et al., 2002). 

São habitualmente expressos em tecido de mama normal. Quando positivos em 

células neoplásicas, conferem melhor prognóstico, sendo inversamente 

relacionados ao grau tumoral, ao subtipo histológico e ao nível de proliferação 

celular (OSBORNE et al., 2005). Isso se deve ao fato de que células tumorais 

que apresentam expressão dos receptores de estrógeno e de progesterona, 

potencialmente, se aproximam mais, biologicamente, das células mamárias 

normais (EIFEL et al., 2001). 
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 Os receptores hormonais têm seus resultados expressos a partir da 

quantificação do percentual aproximado de células neoplásicas com 

imunomarcações nucleares. Recomendações do Colégio Americano de 

Patologistas (CAP) em conjunto com a Sociedade Americana de Oncologia 

Clínica (ASCO) foram publicadas com orientações a respeito dos testes 

imunoistoquímicos para a detecção dos receptores de estrogênio e de 

progesterona no câncer de mama. Segundo estas recomendações, devem ser 

considerados positivos os casos da amostra em teste que apresentarem pelo 

menos 1% das células tumorais com imunomarcação nuclear, com a presença 

de reatividade esperada dos controles internos (elementos epiteliais normais) e 

dos controles externos (HAMMOND et al., 2010). 

 Pacientes positivos para receptores hormonais quando tratados com 

tamoxifeno, como terapia adjuvante, tiveram seus riscos de recorrência ou de 

morte reduzidos em 30%; entretanto, muitas pacientes com receptores 

estrogênicos positivos e linfonodos positivos tiveram benefício mínimo com a 

quimioterapia adjuvante (CHEANG et al., 2009). Ressalta-se que os perfis 

luminais são os mais prevalentes entre os subtipos moleculares, e apresentam 

melhor prognóstico quando comparados aos dos demais subgrupos (SØRLIE et 

al., 2001; SØRLIE et al., 2003). 
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2.3.2. Receptor do  fa tor ep idé rmico  tipo  2 (HER2) 

A oncoproteína HER2 é uma proteína de membrana celular comum em 

células epiteliais. É também descrita na literatura como NEU, NGL, TKR1, 

HER2, c-erbB2, HER2/neu. É codificada pelo gene c-erbB-2, mesmo nome 

dado ao seu marcador imunoistoquímico. Sua amplificação é encontrada em 

aproximadamente 20% dos tumores invasores de mama e está associada ao 

pior prognóstico (WOLFF et al., 2007).  

A verificação de positividade para HER2 é dada pela coloração 

imunoistoquímica de 3+ (uniforme, de intensa coloração da membrana e em 

mais de 30% das células do tumor invasor) e/ou um resultado de hibridização 

fluorescente in situ (FISH) com mais de seis cópias do gene HER2 por núcleo 

ou uma taxa de FISH maior que 2,2. São consideradas negativas colorações 

IHQ de 0 ou 1+, e resultados de FISH inferiores a quatro cópias, ou taxa de 

FISH inferior a 1,8. Colorações imunoistoquímicas 2+, taxa de FISH entre 1,8 e 

2,2, ou valores entre quatro a seis cópias do gene HER2 por núcleo são 

considerados duvidosos, exigindo uma intervenção adicional para diagnóstico 

final (HAMMOND et al., 2011). 
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2.3.3. Antígeno Ki-67 

O antígeno Ki-67 é uma proteína nuclear que está associada à 

proliferação celular. Está presente em todas as fases ativas do ciclo celular (G1, 

S, G2 e mitose), porém, ausente na fase de repouso (G0) (SCHOLZEN et al., 

2000). Correlaciona-se com diversos outros fatores prognósticos (LEHR et al., 

1999) e é aceito como importante marcador imunoistoquímico de proliferação 

celular tumoral (URRUTICOECHEA et al., 2005). 

 Células tumorais da mama podem expressar altos níveis de Ki-67 

(SHOKER et al., 1999), o que não acontece nos tecidos de mama normal, onde 

o Ki-67 é expresso em níveis bastante baixos (URRUTICOECHEA et al., 2005). 

A alta positividade do Ki-67 evidencia assim a perda do padrão normal dessas 

células. A positividade para RE e Ki-67 é inversamente proporcional, 

observando-se alta positividade de Ki-67 em casos RE pouco positivos e vice-

versa (BOTTINI et al., 2001). 

Os níveis de positividade desse marcador tendem a diminuir no decorrer 

de terapias adjuvantes, já na segunda semana de tratamento, demonstrando 

assim, evidente queda no índice proliferativo do tumor (BAUM et al., 2003). 

Tumores podem ser classificados como sendo de alto ou de baixo índice 

proliferativo; isso de acordo com a porcentagem de células imunomarcadas 

(KESHGEGIAN et al., 1995). Os tumores de alto índice possuem uma 

marcação imunoistoquímica positiva para o Ki-67 superior ou igual a 14% de 

células neoplásicas, e os de baixo índice aqueles com o índice inferior a 14% 

(CHEANG et al., 2009). 
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2.3.4. Citocera tina  5 

As células mamárias normais, assim como as demais células epiteliais, 

possuem moléculas que conferem estabilidade mecânica aos tecidos. Essas 

moléculas são conhecidas como citoceratinas (CKs), ou citoqueratinas. Células 

luminais habitualmente expressam citoceratinas de baixo peso molecular dos 

tipos: 7, 8, 18 e 19 (RAKHA et al., 2008).  

Células justapostas à membrana basal, chamadas basais/ mioepiteliais, 

usualmente expressam citoceratinas basais e de alto peso molecular tais quais: 

5, 6, 14 e 17 (RAKHA et al., 2008). As citoceratinas 5 e 5/6 estão no grupo de 

citoceratinas do tipo II, onde estão as citoceratinas neutras ou básicas. Elas 

caracterizam, na imunoistoquímica, um fenótipo basal (PEROU et al., 2000) 

pelo fato de serem normalmente expressas em células adjacentes à membrana 

basal e ao mioepitélio. Possuem alta especificidade, porém nem sempre são 

positivas nos subtipos basaloides. Vários estudos citam a sua utilização nesta 

subtipagem (LIVASY et al., 2006; RAKHA et al., 2007; BHARGAVA et al., 

2008a). 

Estudo recente relata que a CK5 é mais sensível que a combinação de 

citoceratinas CK5/6 na identificação imunofenotípica dos carcinomas mamários 

de subtipo basaloide. Foi identificada uma sensibilidade da CK5 para identificar 

tumores basaloides de 97 % em comparação com 59% para a CK5/6. Ambos 

os anticorpos tinham especificidade comparável e de mais de 95%. Para os 

casos positivos, o percentual e a intensidade de coloração têm sido muito 

maiores para a CK5 do que para a CK5/6 (BHARGAVA et al., 2008a). 
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2.3.5. Receptor tipo  1 do  fa tor de  c res c imento  ep idé rmico  (EGFR) 

O EGFR, também descrito como HER1, foi o primeiro receptor tirosina-

quinase a ser diretamente relacionado com o câncer em humanos. Ele participa 

da regulação do crescimento e da diferenciação celular, sendo específico para 

o fator de crescimento epidérmico (REIS-FILHO et al., 2005).  

O EGFR, também é um marcador que pode ajudar na caracterização do 

subtipo basaloide. Ele é mais facilmente identificado e quantificado que a 

citoceratina 5/6, porém, possui menor especificidade que a mesma (NIELSEN 

et al., 2004). A positividade do EGFR e/ou da CK5/6, somada aos achados de 

RE e de HER2 negativos, chegam a conferir 76% de sensibilidade e 100% de 

especificidade à detecção dos subtipos basaloides através da imunoistoquímica 

(NIELSEN et al., 2004). 

O EGFR foi relatado ser superexpresso em tumores de mama agressivos 

e está atualmente sendo avaliado em ensaios clínicos como um potencial alvo 

terapêutico (REIS-FILHO et al., 2005). 
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2.4. SUBTIPOS MOLECULARES  

A partir do sequenciamento do genoma humano, formalmente iniciado 

em 1990, diferentes perspectivas foram introduzidas no campo da investigação 

molecular e da análise de padrões de expressão gênica (VENTER et al., 2001). 

No ano 2000, Perou et al., através da utilização da técnica de microarranjos de 

DNA complementar, “cDNA microarrays”, analisando mais de 8.000 genes, 

caracterizaram diferentes perfis de expressão gênica dos tumores mamários.  

Dois grupos moleculares maiores foram determinados conforme a sua origem 

epitelial, sendo eles: os basaloides e os luminais. E em seguida, cinco subtipos 

moleculares foram identificados: o luminal A, o luminal B, o superexpressão de 

HER2, o basaloide e o mama-normal símile (PEROU et al., 2000; SØRLIE et 

al., 2001; SØRLIE, 2004). 

 Apesar do perfil de expressão gênica ser considerado o teste padrão-

ouro para a subtipagem molecular do câncer de mama, a imunoistoquímica 

mantém a vantagem de avaliar a expressão de proteínas no contexto da 

morfologia do tumor, podendo ser aplicada a pequenas amostras como biópsias 

extraídas por agulha fina, em laboratórios clínicos ou de pesquisa, com 

menores custos e com um rápido tempo de execução (CHEANG et al., 2009).   
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2.4.1. Subtipo  Lumina l A 

Os subtipos luminais têm denominação advinda da similaridade que as 

células neoplásicas destes grupos possuem com as células mamárias normais, 

que ficam em contato direto com o lúmen dos ductos mamários, as chamadas 

células luminais. Análises em microarranjos de DNA complementar têm 

mostrado que os subtipos de tumores luminais expressam grandes quantidades 

de citoceratinas luminais e marcadores genéticos de células epiteliais luminais 

do tecido mamário normal (SOTIRIOU et al., 2003).  

O subtipo molecular luminal A, que pela classificação usual perfaz cerca 

de 60% dos casos dos carcinomas de mama, apresenta em relação aos 

demais, o melhor prognóstico. Na sua maioria, são tumores RE positivos e 

histologicamente de baixo grau. Classificaram-se como luminais A os tumores 

de padrão positivo para receptores hormonais, padrão negativo para 

amplificação e/ou superexpressão de HER2 (PEROU et al., 2000; SØRLIE et 

al., 2001; SØRLIE et al., 2003; SOTIRIOU et al., 2003). Estudos recentes 

trazem que este subtipo deve ainda apresentar um índice de Ki-67 inferior a 

14% de células neoplásicas imunomarcadas e a utilização desse novo 

parâmetro de classificação provavelmente mudará a percentagem de casos 

classificados com luminal A (CHEANG et al., 2009; KENNECKE et al., 2010; 

VODUC et al., 2010). 



Introdução 19 

2.4.2. Subtipo  Lumina l B 

Os tumores do subtipo luminal B exibem, em sua maioria, receptores 

hormonais positivos, embora por vezes esses sejam expressos em baixos 

níveis e não raramente apresentem alto índice proliferativo. São caracterizados 

por expressarem genes associados ao HER2 e a um maior número de genes 

de proliferação celular, que incluem a expressão de genes MKI67 (Ki-67), 

CCNB1 e MYBL2. Seu maior índice de proliferação celular traz consigo um pior 

prognóstico em relação aos tumores luminais A (SØRLIE et al., 2001; SØRLIE 

et al., 2003). A expressão de RE, RP, HER2 e mais recentemente a utilização 

do índice do Ki-67, distinguem o subtipo luminal A do luminal B (CHEANG et al., 

2009).  

Uma nova estratificação foi proposta para esse subgrupo em: luminal B 

e luminal HER2. O subtipo luminal B mais recentemente tem sido caracterizado 

pela positividade de pelo menos um dos receptores hormonais, ser HER2 

positivo (luminal HER2), e quando o HER2 é negativo, ter um índice de Ki-67 

igual ou superior a 14% de células neoplásicas imunomarcadas (CHEANG et 

al., 2009; VODUC et al., 2010). Essa nova subclassificação, com a utilização do 

índice de Ki-67, tem alterado significativamente os valores de prevalência até 

então encontrados para os subtipos luminais, uma vez que tumores com alto 

índice proliferativo, até então classificados como luminais A, segundo os novos 

parâmetros, são classificados luminais B (CHEANG et al., 2009; KENNECKE et 

al., 2010).  
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O subtipo luminal B foi significativamente associado a um maior risco de 

recorrência e a uma menor sobrevida livre da doença específica em todas as 

categorias de tratamento adjuvante sistêmico (CHEANG et al., 2009).  E ainda, 

associado à maior possibilidade de resistência ao tamoxifeno, demonstrando se 

beneficiar mais do que o subtipo luminal A de quimioterapia associada a 

antiestrogênicos (KENNECKE et al., 2010). 

2.4.3. Superexpres s ão  de  HER2 

O subtipo superexpressão de HER2, como o próprio nome indica, 

possui elevada expressão da oncoproteína HER2, porém apresenta 

negatividade para receptores hormonais (CIANFROCCA et al., 2004). Esse 

subgrupo possui o segundo pior prognóstico em relação aos demais (SØRLIE 

et al., 2001). Pacientes com diagnóstico primário de carcinoma de mama e com 

superexpressão de HER2 possuem um pior prognóstico em relação aos 

pacientes que não apresentam esta amplificação gênica. Assim sendo, justifica-

se a incorporação do status de HER2, juntamente com o status de outros 

fatores prognósticos, a uma decisão clínica sobre a prescrição de qualquer 

terapia adjuvante sistêmica (WOLFF et al., 2007; VODUC et al., 2010); 

entretanto, a utilização de terapia alvo-específica (trastuzumabe), melhora 

acentuadamente o prognóstico dessas pacientes (RAKHA et al., 2010b).   

A positividade de HER2 parece estar associada relativamente, mas não 

em absoluto, à resistência às terapias endócrinas. Esse efeito pode ser 

específico para as terapias moduladoras seletivas do receptor de estrógeno, 
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como o tamoxifeno, e talvez não para terapias de depleção de estrogênio, como 

os inibidores de aromatase, utilizados em mulheres após a menopausa 

(WOLFF et al., 2007).  

As terapias-alvo contra HER2 são muito eficazes, tanto na forma 

adjuvante, como no contexto metastático. O trastuzumabe é um anticorpo 

monoclonal humanizado que melhora as taxas de resposta, reduz a progressão 

da doença e melhora a sobrevida quando utilizado isoladamente ou adicionado 

à quimioterapia em câncer de mama metastático (CONSTANTINIDOU et al., 

2011). O tratamento combinado com o paclitaxel é indicado para as pacientes 

que não receberam tratamento prévio para o tumor. O trastuzumabe adjuvante 

reduz o risco de recorrência à metade e a mortalidade em um terço em 

pacientes com câncer de mama em estágio primário (WOLFF et al., 2007). O 

uso do lapatinibe, outro inibidor da tirosina quinase, que bloqueia tanto o HER2 

quanto o HER1, beneficia as pacientes nas quais o uso do trastuzumabe foi 

ineficaz, controlando sua doença metastática (GEYER et al., 2006).  

2.4.4. Bas a lo ide  

O subtipo basaloide, caracterizado pela expressão de vários genes 

expressos em células basais/ mioepiteliais, demonstra padrão prognóstico mais 

reservado, associado à menor sobrevida livre da doença e à menor sobrevida 

global. Morfologicamente, é caracterizado por alto grau histológico, por elevado 

índice mitótico, pela presença de áreas de necrose central e pelo destacado 

infiltrado linfocitário (CHEANG et al., 2008). Apresenta negatividade tanto para 
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os receptores hormonais, quanto para a superexpressão de HER2. Espera-se 

assim, que pacientes com este perfil, não se beneficiem do uso do 

trastuzumabe, nem de terapias hormonais, como o tamoxifeno, e nem dos 

inibidores de aromatase (IRVIN JR et al., 2008).  

Os tumores basaloide têm baixa expressão do gene BRCA1 causada por 

metilação de seu gene - promotor, por inativação de transcrição de BRCA1, ou 

por ambos. Na verdade, quase todos os tumores de mama associados a uma 

mutação BRCA1, seja esporádica ou hereditária, têm um fenótipo basaloide 

triplo-negativo (SOTIRIOU et al., 2003). Demonstra-se forte relação entre a 

disfunção da via BRCA1 e a expressão de CK5 (RIBEIRO-SILVA et al., 2005). 

Devido à ausência de imunomarcação de RE, RP e HER2, tumores 

basaloides são ainda chamados por alguns autores de “tumores triplo-

negativos” (TTN), no entanto, sabe-se que parte dos tumores triplo-negativos 

não se equivalem aos basaloides, podendo ser mais bem descritos como 

“tumores triplo-negativos não basaloides” (KENNECKE et al., 2010; VODUC 

et al., 2010). A partir da adição de marcadores imunoistoquímicos aos perfis 

“triplo-negativos” como a citoceratina 5 ou 5/6 e o EGFR, segundo alguns 

autores, pode-se fenotipicamente se estimar um perfil gênico do subtipo 

basaloide (NIELSEN et al., 2004; LIVASY et al., 2006; BHARGAVA et al., 

2008a; CHEANG et al., 2008). 
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2.4.5. Mama-Normal S ímile  

O subtipo “normal-like” ou “mama-normal símile” demonstra elevação na 

expressão de genes comuns às células epiteliais normais da mama, às células 

adiposas e a outras células do estroma (PEROU et al., 2000). Esse subgrupo 

habitualmente apresenta negatividade para os marcadores tumorais usuais, 

possivelmente representam uma contaminação com o tecido mamário normal 

durante a realização das análises de perfil de expressão gênica (PARKER et 

al., 2009; WEIGELT et al., 2010). 

2.4.6. Claudin-low 

O subtipo claudin-low é caracterizado por uma baixa expressão de 

genes envolvidos com junções celulares ocludentes e glicoproteínas de adesão 

célula-célula, incluindo as claudinas 3, 4 e 7; as ocludinas e a E-caderina 

(HERSCHKOWITZ et al., 2007). Apresenta aumento na expressão de 

marcadores de transição epitélio-mesênquima, de marcadores endoteliais e 

linfocíticos e de marcadores relacionados a células tronco tumorais, com 

fenótipo CD44+/CD24-. Apresenta uma baixa ou ausente expressão de 

marcadores de diferenciação luminal e moderada expressão de genes de 

proliferação. É normalmente um carcinoma do tipo ductal invasor com alta 

frequência de diferenciação metaplásica e medular. Demonstra um padrão 

imunofenotípico triplo-negativo não basaloide e não possui ainda marcadores 

imunoistoquímicos protocolados para a sua caracterização (PRAT et al., 2010). 
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2.5. MICROARRANJ O DE TECIDOS 

Esta é uma técnica de concentração de amostras que se constitui da 

construção de matrizes de tecidos. Um bloco de parafina denominado “receptor” 

recebe de forma ordenada e pré-determinada dezenas ou centenas de 

fragmentos cilíndricos que são extraídos de blocos teciduais “doadores”, 

formando assim um microarranjo de tecidos (KONONEN et al., 1998). Essa 

metodologia vem sendo crescentemente utilizada em pesquisas de perfis de 

expressão molecular e proteica (ZHANG et al., 2003). Optou-se pelo seu uso 

devido à sua característica de analisar simultaneamente várias amostras, 

conferindo aos estudos que a utilizam: maior acurácia, menor tempo e menores 

custos, conforme sintetizado no quadro 1. 

 

Quadro 1 – Comparativo entre a utilização da imunoistoquímica convencional (no 
fragmento inteiro) e com o auxílio de microarranjos de tecido (TMA), quando em trabalhos 
de pesquisa. 

 Imunoistoquímica 
Convencional 

Imunoistoquímica 
em TMA 

Consumo de reagentes 1 ↑ ↓ 

Tempo de execução dos testes 1 ↑ ↓ 

Tempo de análise 1 ↑ ↓ 

Custos financeiros1, 2 ↑ ↓ 

Espaço para arquivo de lâminas ↑ ↓ 

Representatividade tumoral ↑ ↓ 

Homogeneidade entre reações ↓ ↑ 

Complexidade no preparo da amostra ↓ ↑ 
1 A economia é proporcional à quantidade de casos avaliados. 
2 Não contabilizados os custos da aquisição de equipamentos no momento da implantação do 
método. 
Referências: (KONONEN et al., 1998; ZHANG et al., 2003) 
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J USTIFICATIVA 

A escolha do tema proposto justifica-se pela constatação que, apesar de 

todos os conhecimentos expostos, existe uma busca por um maior 

entendimento do tema, procurando entender evoluções não esperadas para 

certas pacientes, cujos subtipos moleculares foram identificados pelas 

classificações imunoistoquímicas usuais. Isso pode ser em parte justificado pela 

existência de diferentes padrões de expressão de genes de proliferação em 

tumores luminais, até então não avaliados pela imunoistoquímica.  

O estudo do perfil de expressão gênica, apesar de ser o padrão-ouro de 

classificação, é bastante complexo e oneroso. Em países com recursos 

limitados, como o Brasil, tornam-se útil e necessária a utilização e o 

aprimoramento de técnicas para a identificação dos subtipos moleculares que 

sejam menos complexas e financeiramente mais viáveis, como a 

imunoistoquímica. 
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3. OBJ ETIVOS 

3.1. OBJ ETIVO GERAL 

• Avaliar por imunoistoquímica os subtipos moleculares do câncer de 

mama em uma série de carcinomas ductais invasores, diagnosticados no 

Hospital das Clínicas da Universidade Federal de Goiás, no período de 

2003 a 2007. 

3.2. OBJ ETIVOS ESPECÍFICOS 

• Verificar a frequência dos subtipos moleculares: luminal A, luminal B, 

superexpressão de HER2, basaloide e triplo-negativo não basaloide; 

utilizando dois modelos de classificação por imunoistoquímica: com e 

sem o uso do marcador Ki-67; 

• Avaliar o grau de concordância entre os resultados obtidos pelos dois 

modelos de classificação;  

• Correlacionar os subtipos encontrados conforme os dois modelos de 

classificação com outros fatores prognósticos. 
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4. METODOLOGIA 

4.1. ASPECTOS ÉTICOS 

 O estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa Médica 

Humana e Animal do Hospital das Clínicas da Universidade Federal de Goiás 

(protocolo no 175/09). Como a pesquisa não envolveu a abordagem direta às 

pacientes, não foi necessário à aplicação do termo consentimento livre e 

esclarecido. 

4.2. CASUÍSTICA 

Um estudo retrospectivo, observacional e descritivo foi conduzido e 

incluiu, a partir do banco de dados do Serviço, todos os casos de carcinomas 

ductais invasores de mama registrados no Hospital das Clínicas da 

Universidade Federal de Goiás, no período de 2003 a 2007. Optou-se por esse 

período pelos blocos estarem mais facilmente acessíveis à sua recuperação; ao 

fato de a imunoistoquímica ter-se iniciado oficialmente no Serviço em 2002; e 

por possibilitar um período razoável de seguimento em trabalhos futuros. Ao 

final, foram incluídos na pesquisa 234 casos. 
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Foram levantados: lâminas, blocos e laudos histopatológicos de todos os 

casos incluídos no estudo. A partir dos laudos foram obtidos: idade ao 

diagnóstico, tipo e grau histológicos do tumor; tamanho do tumor e estado 

linfonodal. As lâminas foram revisadas por uma patologista especialista em 

patologia mamária (MARM) para seleção dos blocos tumorais mais 

representativos.  

4.3. TAMANHO DA AMOSTRA 

Não houve cálculo do tamanho amostral, foram analisados todos os 

casos, com diagnóstico original de carcinoma ductal invasor de mama, no sexo 

feminino, diagnosticados no Hospital das Clínicas da Universidade Federal de 

Goiás, no período de 2003 a 2007, totalizando 315 casos, que após a utilização 

dos critérios de exclusão, passaram a 234 casos. O período de cinco anos foi 

escolhido para que os dados desta pesquisa pudessem ser aproveitados em 

possíveis estudos de sobrevida futuros.  
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4.4. PACIENTES E MÉTODOS 

4.4.1. Crité rios  de  inc lus ão 

• Pacientes do sexo feminino 

• Diagnóstico original de carcinoma ductal invasor de mama; 

• Entrada no Hospital das Clínicas da Universidade Federal de Goiás no 

período entre 2003 a 2007; 

• Disponibilidade de blocos para a reavaliação histológica, observando-se 

a representatividade da amostra para o estudo imunoistoquímico em 

lâminas obtidas de microarranjo de tecidos. 

4.4.2. Crité rios  de  exc lus ão  

• Casos cuja amostra do tumor fosse insuficiente para o processamento do 

microarranjo de tecidos;  

• Casos que durante a análise não permitiram o estudo imunoistoquímico 

de todos os marcadores pela falta de células tumorais; 

• Casos cujos cortes histológicos se descolaram da lâmina durante a 

reação imunoistoquímica;  

• Casos HER2 duvidosos, pela impossibilidade de realização da 

hibridização fluorescente in situ (FISH), que é o exame padrão ouro 

nesses casos.  



Métodos 30 

4.4.3. Cons trução  dos  mic roarran jos  de  tec idos  

Os blocos tumorais mais representativos foram dispostos de maneira 

ordenada e pré-determinada. O bloco único de TMA foi construído, seguindo a 

técnica descrita por Kononen et al. (KONONEN et al., 1998). Foi utilizado o 

equipamento manual Beecher Instruments®, modelo MTA-I (Silver Spring, MD, 

USA). Um fragmento cilíndrico de 1 mm de diâmetro foi extraído da área 

tumoral, previamente marcada no bloco doador, para a construção de um bloco 

receptor contendo 278 amostras (figura 4).  
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Figura 4 – Construção do bloco de microarranjos de tecido contendo 278 amostras de carcinoma ductal invasor de 

mama. (Fonte: Arquivo pessoal de CIRQUEIRA, 2010). 
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4.4.4. Imunois toquímica  

Cortes histológicos sequenciais com a espessura de 4 μm foram obtidos 

por microtomia seriada, os quais foram colocados em lâminas eletricamente 

carregadas (Starfrost®) e com a utilização de adesivos (Instrumedics Inc®). Para 

a análise imunoistoquímica foi empregado o kit de detecção à base de 

polímeros Mach1 HPR-Polímero Kit® (Biocare Medical, EUA), utilizando-se 

anticorpos primários para imunodetecção de: receptor de estrogênio (RE), 

receptor de progesterona (RP), oncoproteína HER2, fator de crescimento 

epidérmico tipo 1 (EGFR), citoceratina (CK) 5 e fator de proliferação Ki-67. 

Clones, fabricantes, diluições e período de incubação estão discriminados no 

quadro 2.  

 

Quadro 2 – Resumo sobre os anticorpos empregados neste estudo. 

Anticorpo Clone Diluição Fabricante Imunomarcação Valores de Corte 

(positividade) 

RE SP1 1: 500 Biocare, EUA Nuclear ≥ 1% 

RP 16 1: 500 Novocastra, RU Nuclear ≥ 1% 

HER2 * 5A2 1: 2000 Novocastra, RU Membrana citoplasmática 3+ 

Ki-67 MM1 1: 200 Biocare, EUA Nuclear Baixo <14%; Alto ≥14% 

CK5 XM26 1: 400 Novocastra, RU Citoplasmática ≥ 10% 

EGFR 111.6 1: 250 Biocare, EUA Membranar/ Citoplasmática ≥ 10% 

 * HER2 exibindo marcação intensa e uniforme da membrana citoplasmática em mais de 30% das células tumorais. 

Abreviações: HER2, receptor tipo 2 do fator de crescimento epidérmico humano; EGFR, receptor tipo 1 do fator de 

crescimento epidérmico; RE, receptor de estrogênio; RP, receptor de progesterona; CK5, citoceratina 5.  
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Os cortes histológicos foram fixados a 60o Celsius, desparafinizados em 

solução de xileno e hidratados em uma série graduada de álcoois até a água. A 

recuperação antigênica foi realizada por calor induzido, utilizando tampão 

combinado de citrato e EDTA Diva® (Biocare Medical, EUA) sob temperatura e 

pressão ideais, controlados automaticamente em panela de pressão elétrica 

digital. Foi utilizado o peróxido de hidrogênio a 3% para o bloqueio da 

peroxidase endógena. Nas lavagens foram utilizados: água destilada e tampão 

fosfato salino (PBS) com “tween 20” a 0,1%. Foram aplicados os anticorpos 

primários específicos com tempo de incubação de 12 horas (overnight).  

No dia seguinte, após lavagens com tampão PBS, os cortes foram 

submetidos à incubação com o reagente pós-primário e com os anticorpos 

secundários polimerizados, respectivamente, Mach1 Probe® e Mach1 Polímero-

HRP Universal® (Biocare Medical, EUA). A revelação da reação foi feita com o 

cromógeno tetra-hidroclorato de 3-3’ diaminobenzidina (DAB). Os cortes foram 

contracorados com hematoxilina, desidratados em uma série graduada de 

álcoois, reidratados em xileno, recobertos com meio de montagem e lamínula 

para posterior análise em microscópio óptico. 

As secções submetidas à imunoistoquímica foram examinadas em 

microscópio óptico, marca Olympus® de cinco cabeças, modelo U-MDOB3 

(Olympus, JP), e avaliadas para a classificação segundo os perfis de 

imunomarcação descritos no quadro 3 e na figura 5.  
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Quadro 3 – Perfis imunofenotípicos para a classificação molecular por imunoistoquímica dos tumores de mama.  

 Classificação Usual Classificação com o índice de Ki-67 de 14% 

Subtipo Molecular Padrão de Imunomarcação Padrão de Imunomarcação 

Luminal A RE+ e/ou RP+, HER2- RE+ e/ou RP+, HER2- e Ki-67 <14% 

Luminal B RE+ e/ou RP+, HER2+ 
RE+ e/ou RP+, HER2- e Ki-67 ≥14% 

RE+ e/ou RP+, HER2+ (luminal HER2) 

Superexpressão de HER2  RE-, RP- e HER2+ RE-, RP- e HER2+ 

Basaloide RE-, RP-, HER2-, CK5+ e/ou EGFR+ RE-, RP-, HER2-, CK5+ e/ou EGFR+ 

Triplo-negativo não basaloide RE-, RP-, HER2-, CK5- e EGFR- RE-, RP-, HER2-, CK5- e EGFR- 

Abreviações: HER2, receptor tipo 2 do fator de crescimento epidérmico humano; EGFR, receptor tipo 1 do fator de 
crescimento epidérmico; RE, receptor de estrogênio; RP, receptor de progesterona; CK5, citoceratina 5. 
Referências: (CHEANG et al., 2006; PAREDES et al., 2007; RAKHA et al., 2007; WOLFF et al., 2007; CHEANG et al., 2009; 
BHARGAVA et al., 2010; HAMMOND et al., 2010)  

 

 

Foram avaliadas todas as células presentes nos cortes, utilizando-se 

duas lâminas de microarranjos para cada marcador imunoistoquímico, com 

níveis diferentes de cortes. Para o marcador Ki-67, uma avaliação consensual 

com três observadores foi realizada, onde foram avaliadas as reações 

imunoistoquímicas realizadas no TMA e na peça original. Para a peça, foi 

calculada uma média de positividade observada em dois ou mais campos, de 

diferentes intensidades. Não foi possível a utilização de duas plataformas de 

TMA por ser grande o número de casos, o que tornaria oneroso a sua 

realização. 
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Figura 5 – Microtomia, imunoistoquímica e visualização ao microscópio óptico dos marcadores quando positivos.  
(Fonte: Arquivo pessoal de CIRQUEIRA, 2010). 
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4.4.5. Anális e  dos  dados  

O programa Microsoft Office Excel® versão 2010 (Microsoft, EUA) foi 

utilizado para a criação, para o gerenciamento do banco de dados e para a 

criação de gráficos e de tabelas.  

A amostra foi caracterizada por meio da estatística descritiva. Para a 

análise estatística, o teste Kappa de Cohen (coeficiente κ de Cohen) foi 

aplicado para avaliar a concordância entre os resultados das classificações dos 

subtipos moleculares. Julgamos os valores de concordância: de 0,01 a 0,20, 

ligeira; 0,21 - 0,40, regular; 0,41 - 0,60, moderada; 0,61 - 0,80, substancial, e 

0,81 - 0,99, concordância quase perfeita (LANDIS et al., 1977). Utilizou-se o 

teste U de Mann-Whitney para correlacionar os subtipos encontrados segundo 

os dois modelos com os parâmetros clínico-patológicos. Foi considerado o valor 

de 5% (p<0,05) como limite de significância estatística. As análises estatísticas 

foram realizadas utilizando o software SPSS versão 17.0 para Windows (SPSS, 

Chicago, IL, EUA). 
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Resumo O câncer de mama apresenta alta heterogeneidade clínica, morfológica e 

biológica, fato esse justificado pela existência de diversas formas moleculares. 

Diferentes perfis de expressão gênica foram caracterizados, possibilitando a 

identificação de subtipos moleculares distintos, com fatores prognósticos e alvos 

terapêuticos específicos. Esta revisão foi conduzida utilizando artigos científicos das 

bases de dados MEDLINE/ PubMed, LILACS e SciELO e teve como objetivo discutir 

os subtipos moleculares do câncer de mama e suas principais características. O subtipo 

luminal A apresenta, com relação aos demais, o melhor prognóstico. Na sua maioria, são 

tumores histologicamente de baixo grau e apresentam resposta inferior à quimioterapia, 

enquanto, tumores luminais B apresentam maior proliferação e são, muitas vezes, de alto 

grau histológico. O subtipo superexpressão do receptor tipo 2 do fator de crescimento 

epidérmico humano (HER2), sem a terapia adjuvante sistêmica, tem menor sobrevida 

livre de doença e elevada taxa de recorrência, porém se beneficia de terapias 

alvoespecíficas. O subtipo basaloide demonstra prognóstico mais reservado, associado à 

menor sobrevida livre de doença e à menor sobrevida global. A anatomia patológica e o 

teste de imunoistoquímica, através da classificação tumoral, são de fundamental 

relevância na abordagem terapêutica do carcinoma mamário. Para a atual classificação 

molecular por imunoistoquímica, recomenda-se a adoção do painel de fatores preditivos 

receptor de estrogênio (RE), receptor de progesterona (RP) e HER2 para todos os casos, 

adicionando-se outros marcadores, como o receptor tipo 1 do fator de crescimento 

epidérmico (EGFR), a citoceratina 5 e o Ki-67. 

 

Palavras-chave:  

Neoplasias da mama 

Classificação 

Imunoistoquímica 

Prognóstico 
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Abstract Breast cancer has highly heterogeneous clinical, morphological and biological 

features, a fact that is justified by the existence of several molecular forms. Different 

gene expression profiles were characterized, enabling the identification of different 

molecular subtypes with specific prognostic factors and therapeutic targets. This review 

was conducted using scientific articles of the databases MEDLINE, SciELO, LILACS 

and PubMed, and aimed to discuss the molecular subtypes of breast cancer and their 

main characteristics. The luminal A subtype, when compared with the others, features 

the best prognosis. Most tumors are histologically low grade and have less response to 

chemotherapy, while luminal B tumors have high cell proliferation rate and are most 

often high grade. The enriched subtype to receptor 2 human epidermal growth factor 

(HER2), without adjuvant systemic therapy, has a lower disease-free survival and higher 

recurrence rate, but it benefits from target-specific therapies. The basal-like subtype 

pattern shows poor prognosis associated with lower disease-free survival and shorter 

overall survival. The pathology and immunohistochemistry test, by tumor classification, 

are of fundamental importance in the therapeutic management of breast cancer. For the 

current molecular classification by immunohistochemistry, the adoption of the panel of 

the predictive factors estrogen receptors (ER), receptors progesterone (PR) and HER2 is 

recommended for all cases of breast cancer, adding other markers such as epidermal 

growth factor receptor type 1 (EGFR), the cytokeratin 5 and the Ki-67. 

Keywords:  

Breast neoplasms  

Classification 

Immunohistochemistry  

Prognosis  
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Introdução 

O câncer de mama é uma doença complexa, de alta heterogeneidade clínica, 

morfológica e biológica. Tumores mamários com histologia e clínica semelhantes 

podem apresentar diferentes prognósticos e diferentes respostas terapêuticas1-3(B). Essas 

diferenças podem ser em parte justificadas pela existência de diversos subtipos 

moleculares do carcinoma de mama, a exigir terapêutica específica. Esta complexidade 

torna difícil a definição de condutas clínicas, podendo por vezes propiciar tratamentos 

inadequados4,5 (B). 

O advento da tecnologia de microarranjos de DNA complementar, com a análise 

paralela de milhares de genes, tem permitido correlacionar perfis de expressão gênica 

dos cânceres de mama com a evolução clínica das pacientes e com as respostas às 

terapias utilizadas6 (B). Pesquisadores analisaram mais de 8.000 genes e identificaram 

cinco subtipos moleculares inicialmente: luminal A, luminal B, superexpressão de 

HER2, basaloide e mama-normal símile4, 7, 8 (B). Mais recentemente, outro subtipo foi 

descoberto, denominado Claudin-low9 (B). 

Painéis imunoistoquímicos têm sido propostos para a identificação desses 

subtipos, buscando reproduzir com certa aproximação os perfis de expressão gênica10, 11  

(B). Essas descobertas têm proporcionado importantes informações prognósticas e 

preditivas e uma melhor percepção sobre os complexos mecanismos biológicos da 

tumorigênese2 (B). 

Esta revisão objetiva discutir os subtipos moleculares do câncer de mama e suas 

principais características, destacando os marcadores imunoistoquímicos utilizados para a 

caracterização dos mesmos. O conhecimento mais detalhado desses subtipos, além de 
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potencialmente melhorar a determinação do prognóstico em pacientes com câncer de 

mama, é de fundamental relevância na abordagem terapêutica. 

 

Métodos 

A pesquisa foi realizada nas bases de dados eletrônicas MEDLINE, SciELO, 

LILACS e PubMed, por artigos publicados até o ano de 2011. As palavras-chave 

utilizadas para a pesquisa dos artigos foram: “Neoplasias da mama”, “Classificação”, 

“Imunoistoquímica”, “Prognóstico” e suas traduções para o inglês, “Breast neoplasms”, 

“Classification”, “Immunohistochemistry”, “Prognosis”. A pesquisa foi limitada aos 

idiomas português, inglês e espanhol, e aos estudos realizados com seres humanos.  

Foram encontrados 198 artigos, publicados entre 1983 e 2011, dos quais 117 na 

base de dados MEDLINE, 03 na base de dados LILACS, 78 encontrados no PubMed. 

Não foram encontrados registro na base SciELO. Além disso, uma busca manual foi 

executada na lista de referência dos artigos de interesse para selecionar estudos 

adicionais relevantes, não identificados pela pesquisa eletrônica. Após análise cuidadosa 

dos artigos, os mesmos foram avaliados segundo os critérios: ano de publicação, 

resultados encontrados e conclusões do estudo. 

Os artigos foram classificados utilizando-se a classificação proposta pela 

Associação Médica Brasileira, de acordo de acordo com o grau de evidência: A) estudos 

experimentais ou observacionais de melhor consistência; B) estudos experimentais ou 

observacionais de menos consistência; C) relato ou série de casos; D) opinião 

desprovida de avaliação crítica, baseada em consensos, estudos fisiológicos ou modelos 

animais. 
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Discussão 

Até recentemente, os tumores de mama eram classificados utilizando-se de 

fatores prognósticos tradicionais, como, estado linfonodal regional, tamanho do tumor, 

tipo e grau histológico, e estadiamento da doença, os quais isoladamente têm limitada 

capacidade preditiva12 (B).  

Fatores prognósticos são características mensuráveis observadas no momento do 

diagnóstico e visam estimar a evolução clínica, a sobrevida global e o tempo livre da 

doença13 (B). Enquanto, os fatores preditivos são características associadas à resposta 

esperada a uma determinada terapia. Alguns fatores podem ser ao mesmo tempo 

prognósticos e preditivos, como os receptores hormonais e a amplificação e/ou 

superexpressão do receptor tipo 2 do fator de crescimento epidérmico humano (HER2)14 

(B). 

Imunoistoquímica na Classificação dos Subtipos 

Apesar do perfil de expressão gênica ser considerado o teste padrão-ouro para a 

subtipagem molecular do câncer de mama, em países com recursos limitados, como o 

Brasil, torna-se necessária a utilização de técnicas menos complexas e financeiramente 

mais viáveis que possam identificar os subtipos moleculares. Para tal finalidade, a 

anatomia patológica conta com a imunoistoquímica, técnica tecidual in situ, utilizada na 

determinação do perfil de expressão proteica e que é de bastante valia para a patologia 

mamária atual15 (B).  

A imunoistoquímica mantém a vantagem de avaliar a expressão de proteínas no 

contexto da morfologia do tumor, podendo ser aplicada a pequenas amostras como 
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biópsias extraídas por agulha fina, em laboratórios clínicos ou de pesquisa, com menores 

custos e com um rápido tempo de execução16 (B) (Tabela 1). 

 

Tabela 1 - Perfis imunofenotípicos para a classificação molecular por imunoistoquímica 

dos tumores de mama16-22 

 Classificação com o índice de Ki-67 de 14% 

Subtipo molecular Padrão de Imunomarcação 

Luminal A RE+ e/ou RP+, HER2- e Ki-67 <14% 

Luminal B 
RE+ e/ou RP+, HER2- e Ki-67 ≥14% 

RE+ e/ou RP+, HER2+ (luminal HER2) 

Superexpressão de HER2  RE-, RP- e HER2+ 

Basaloide RE-, RP-, HER2-, CK5+ e/ou EGFR+ 

Triplo-negativo não basaloide RE-, RP-, HER2-, CK5- e EGFR- 

HER2: receptor tipo 2 do fator de crescimento epidérmico humano; EGFR: receptor tipo 

1 do fator de crescimento epidérmico; RE: receptor de estrogênio; RP: receptor de 

progesterona; CK5: citoceratina 5. 

 

Subtipos Moleculares do Câncer de Mama 

Luminal A 

Os subtipos luminais têm denominação advinda da similaridade que as células 

neoplásicas desses grupos possuem com as células mamárias normais, que ficam em 

contato direto com o lúmen dos ductos mamários, as chamadas células luminais23 (B). 
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O subtipo molecular luminal A, que representa cerca de 60% dos casos dos 

carcinomas de mama, apresenta, em relação aos demais, o melhor prognóstico. Na sua 

maioria, são tumores que apresentam receptor de estrogênio positivo e baixo grau 

histológico. Os antiestrogênicos, tamoxifeno e inibidores de aromatase, são as terapias 

alvo-específicas utilizadas para o seu tratamento sistêmico12 (B).  

Classificam-se como luminais A os tumores positivos para receptor de estrogênio 

(RE) e/ou receptor de progesterona (RP), e negativos para amplificação e/ou 

superexpressão de HER24,7,23,24 (B). Estudos recentes trazem que esse subtipo deve ainda 

apresentar um índice de Ki-67, avaliado por imunoistoquímica, inferior a 14% de células 

neoplásicas imunomarcadas (Tabela 1)16,25,26 (B). 

 

Luminal B 

Os tumores do subtipo luminal B exibem, em sua maioria, receptores hormonais 

positivos, embora por vezes esses sejam expressos em baixos níveis e não raramente 

apresentem alto índice proliferativo. São caracterizados por expressarem genes 

associados ao HER2 e a um maior número de genes de proliferação celular, que incluem 

a expressão de genes MKI67 (Ki-67), CCNB1 e MYBL2. Seu maior índice de 

proliferação celular traz consigo um pior prognóstico em relação aos tumores luminais 

A7,24 (B). A expressão de RE, RP, HER2 e mais recentemente a utilização do índice do 

Ki-67, distinguem o subtipo luminal A do luminal B16 (B).  

Uma nova estratificação foi proposta para esse subgrupo em: luminal B e luminal 

HER2. O subtipo luminal B, mais recentemente, tem sido caracterizado pela 

positividade de pelo menos um dos receptores hormonais, ser HER2 positivo (luminal 

HER2), e quando o HER2 é negativo, por ter um índice de Ki-67 igual ou superior a 
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14% de células neoplásicas imunomarcadas16,26 (B). Essa nova subclassificação, com a 

utilização do índice de Ki-67, tem alterado significativamente os valores de prevalência 

até então encontrados para os subtipos luminais, uma vez que tumores com alto índice 

proliferativo, até então classificados como luminais A, segundo os novos parâmetros, 

são classificados como luminais B16,25 (B).  

O subtipo luminal B foi significativamente associado a um maior risco de 

recorrência e a uma menor sobrevida livre da doença específica em todas as categorias 

de tratamento adjuvante sistêmico16 (B); e, ainda, associado à maior possibilidade de 

resistência ao tamoxifeno, demonstrando se beneficiar mais do que o subtipo luminal A 

de quimioterapia associada a antiestrogênicos25 (B). 

 

Superexpressão de HER2 

O subtipo superexpressão de HER2, como o próprio nome indica, possui elevada 

expressão da oncoproteína HER2, porém apresenta negatividade para receptores 

hormonais14 (B). Esse subgrupo possui o segundo pior prognóstico em relação aos 

demais7 (B). Pacientes com diagnóstico primário de carcinoma de mama e com 

superexpressão de HER2 possuem um pior prognóstico em relação aos pacientes que 

não apresentam essa amplificação gênica. Assim sendo, justifica-se a incorporação do 

status de HER2, juntamente com o status de outros fatores prognósticos, a uma decisão 

clínica sobre a prescrição de qualquer terapia adjuvante sistêmica21,26 (D,B); entretanto, a 

utilização de terapia alvo-específica (trastuzumabe), melhora acentuadamente o 

prognóstico dessas pacientes27 (B). 

A positividade de HER2 parece estar associada relativamente, mas não em 

absoluto, à resistência às terapias endócrinas. Esse efeito pode ser específico para as 



Publicações 46 

terapias moduladoras seletivas do receptor de estrógeno, como o tamoxifeno, e talvez 

não para terapias de depleção de estrogênio, como os inibidores de aromatase, utilizados 

em mulheres após a menopausa21 (D).  

As terapias-alvo contra HER2 são muito eficazes, tanto na forma adjuvante, 

quanto no contexto metastático. O trastuzumabe é um anticorpo monoclonal humanizado 

que melhora as taxas de resposta, reduz a progressão da doença e melhora a sobrevida 

quando utilizado isoladamente ou adicionado à quimioterapia em câncer de mama 

metastático28 (B). O tratamento combinado com o paclitaxel é indicado para as pacientes 

que não receberam tratamento prévio para o tumor. O trastuzumabe adjuvante reduz o 

risco de recorrência à metade e a mortalidade em um terço em pacientes com câncer de 

mama em estágio primário21 (D). O uso do lapatinibe, outro inibidor da tirosina quinase, 

que bloqueia tanto o HER2 quanto o HER1, beneficia as pacientes nas quais o uso do 

trastuzumabe foi ineficaz, controlando sua doença metastática29 (B).  

 

Basaloide 

O subtipo basaloide, caracterizado pela expressão de vários genes expressos em 

células basais/mioepiteliais, demonstra padrão prognóstico mais reservado, associado a 

menor sobrevida livre da doença e a menor sobrevida global. Morfologicamente, é 

caracterizado por alto grau histológico, por elevado índice mitótico, pela presença de 

áreas de necrose central e pelo destacado infiltrado linfocitário30 (B). Apresenta 

negatividade tanto para os receptores hormonais, quanto para a superexpressão de 

HER2. Espera-se assim, que pacientes com esse perfil, não se beneficiem do uso do 

trastuzumabe, nem de terapias hormonais, como o tamoxifeno, e nem dos inibidores de 

aromatase31 (B).  



Publicações 47 

Os tumores basaloides têm baixa expressão do gene BRCA1, causada por 

metilação de seu gene – promotor, por inativação de transcrição de BRCA1, ou por 

ambos. Na verdade, quase todos os tumores de mama associados a uma mutação 

BRCA1, seja esporádica ou hereditária, têm um fenótipo basaloide triplo-negativo23 (B). 

Demonstra-se forte relação entre a disfunção da via BRCA1 e a expressão de CK532 (B). 

Devido à ausência de imunomarcação de RE, RP e HER2, tumores basaloides são ainda 

chamados por alguns autores de “tumores triplo-negativos” (TTN), no entanto, sabe-se 

que parte dos tumores triplo-negativos não se equivalem aos basaloides, podendo ser 

mais bem descritos como “tumores triplo-negativos não basaloides”25,26 (B). A partir da 

adição de marcadores imunoistoquímicos aos perfis “triplo-negativos” como a 

citoceratina 5 ou 5/6 e o EGFR, segundo alguns autores, pode-se fenotipicamente se 

estimar um perfil gênico do subtipo basaloide10,11,30,33 (B). 

Mama-normal símile 

O subtipo “normal-like” ou “mama-normal símile” demonstra elevação na 

expressão de genes comuns às células epiteliais normais da mama, às células adiposas e 

a outras células do estroma4 (B). Esse subgrupo habitualmente apresenta negatividade 

para os marcadores tumorais usuais e possivelmente representam apenas uma 

contaminação com o tecido mamário normal durante a realização das análises de perfil 

de expressão gênica34,35 (B). 

Claudin-low 

O subtipo claudin-low, recentemente identificado, é caracterizado por uma baixa 

expressão de genes envolvidos com junções celulares ocludentes e glicoproteínas de 

adesão célula-célula, incluindo as claudinas 3, 4 e 7; as ocludinas e a E-caderina9 (B). 

Apresenta aumento na expressão de marcadores de transição epitélio-mesênquima, de 
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marcadores endoteliais e linfocíticos e de marcadores relacionados a células tronco 

tumorais, com fenótipo CD44+/CD24-. Apresenta uma baixa ou ausente expressão de 

marcadores de diferenciação luminal e moderada expressão de genes de proliferação. É 

normalmente um carcinoma do tipo ductal invasor, com alta frequência de diferenciação 

metaplásica e medular. Demonstra um padrão imunofenotípico triplo-negativo não 

basaloide e não possui ainda marcadores imunoistoquímicos protocolados para a sua 

caracterização e nem terapêutica específica36 (B). 

 

CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Várias dificuldades são encontradas no diagnóstico dos tumores mamários, e 

conhecimentos provenientes de ensaios clínicos já são suficientes para compreender que 

o câncer de mama é uma doença altamente heterogênea, e que a identificação de alvos 

terapêuticos individuais dentro dos tumores é um passo para aperfeiçoar suas terapias. 

Portanto é cada vez mais evidente a necessidade de se encontrar uma classificação que 

possa guiar a tomada de decisão terapêutica. 

Conforme estabelecido pelo Consenso de Saint Gallen em 2011, recomenda-se a 

adoção do painel de fatores preditivos RE, RP e HER2 para todos os casos de câncer 

mamário, incluindo a pesquisa do Ki-67, o qual avalia a atividade proliferativa e melhor 

caracteriza os tumores luminais37 (D). Para a identificação dos subtipos basaloides 

através da imunoistoquímica, recomenda-se a avaliação da citoceratina 5 e do 

EGFR10,11,38 (B). 
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SUBTIPOS MOLECULARES DO CÂNCER DE MAMA:  

INFLUÊNCIA DO KI-67 NA CLASSIFICAÇÃO POR IMUNOISTOQUÍMICA 

RESUMO 

Objetivos: Avaliar a influência da introdução do marcador Ki-67 na 

classificação molecular por imunoistoquímica dos cânceres de mama e 

correlacionar os subtipos luminais encontrados, antes e depois dessa 

introdução, com outros fatores prognósticos. Métodos e resultados: Duzentos 

e trinta e quatro casos de carcinoma ductal invasor de mama foram submetidos 

a dois painéis imunoistoquímicos de classificação, um sem e o outro com o Ki-

67. Os dados obtidos nas duas classificações foram correlacionados a fatores 

prognósticos bem estabelecidos, como: o grau histológico, o número de 

linfonodos comprometidos e o tamanho do tumor. Na classificação molecular 

sem o Ki-67 foram identificados: 136 (58,1%) casos de luminal A; 19 (8,1%) de 

luminal B; 27 (11,5%) de superexpressão de HER2; 27 (11,5%) de basaloide e 

25 (10,7%) de triplo-negativo não basaloide. Com a inclusão do Ki-67, houve 

significativa mudança para: 72 (30,8%) de luminal A e 83 (35,5%) de luminal B, 

com um Kappa de 0.216, mantendo-se os percentuais dos demais subtipos. Os 

subtipos luminal A e luminal B mostraram diferença quanto ao grau histológico 

após a inclusão do Ki-67 (p<0,001). Conclusões: A nova classificação, com o 

Ki-67, trouxe uma mudança significativa na prevalência dos subtipos luminal A e 

luminal B, e uma maior correlação com o grau histológico. 

 

Palavras-chave: Neoplasias da mama, Diagnóstico, Classificação, Neoplasias 

da mama/ terapia, Imunoistoquímica, Prognóstico. 
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BREAST CANCER MOLECULAR SUBTYPES: INFLUENCE OF KI-67 IN THE 

CLASSIFICATION BY IMMUNOHISTOCHEMISTRY 

 

ABSTRACT:  

Aims: To evaluate the influence of the introduction of the marker Ki-67 in the 

molecular classification of breast cancers by immunohistochemistry and 

correlate the luminal subtypes found, before and after this introduction, with 

other prognostic factors. Methods and results: Two hundred, thirty-four cases 

of invasive ductal breast carcinoma were submitted to two panels of 

immunohistochemical classification, one without and one with the Ki-67. The 

data obtained in these two evaluations were correlated with well-established 

prognostic factors, such as histological grade, lymph nodes status and tumor 

size. Molecular classification without the Ki-67 identified: 136 (58.1%) cases of 

luminal A, 19 (8.1%) luminal B, 27 (11.5%) of HER2 overexpression, 27 (11.5%) 

of basal-like and 25 (10.7%) of triple-negative non-basal. With the inclusion of 

Ki-67, there was a significant variation to: 72 (30.8%) of luminal A and 83 

(35.5%) of luminal B, with a Kappa of 0.216, maintaining the percentage of other 

subtypes. The subtypes luminal A and luminal B showed differences according 

to histological grade after the inclusion of Ki-67 (p<0.001). Conclusions: The 

new classification, with Ki-67, brought about a significant change in the 

prevalence of subtypes luminal A and luminal B, and a higher correlation with 

the histological grade. 

Keywords: Breast neoplasms, Diagnosis, Classification, Breast 

neoplasms/therapy, Immunohistochemistry, Prognosis.  
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Introdução 

O câncer de mama já há algum tempo não é tratado como uma doença 

única, devido à sua alta heterogeneidade clínica, morfológica e biológica 

(CIANFROCCA et al., 2009). Através de técnicas de microarranjos de DNA 

complementar tem sido possível caracterizar diferentes perfis de expressão 

gênica do câncer de mama. Cinco subtipos moleculares foram identificados 

inicialmente: luminal A, luminal B, superexpressão do receptor tipo 2 do fator de 

crescimento epidérmico humano (HER2), basaloide e mama-normal símile 

(PEROU et al., 2000).  

Painéis imunoistoquímicos têm sido propostos para a identificação 

desses subtipos, buscando reproduzir com certa aproximação os perfis de 

expressão gênica (NIELSEN et al., 2004; BHARGAVA et al., 2008). Uma das 

lacunas da classificação por imunoistoquímica é a ausência de uma avaliação 

do grau de proliferação dos tumores com um protocolo bem estabelecido. Isso 

faz com que sejam agrupados como luminal A tumores com alta e baixa 

atividade proliferativa.  Com isso, pacientes que iriam se beneficiar da 

quimioterapia, por vezes, podem não estar recebendo esse tratamento 

(CHEANG et al., 2009). 

A inclusão de um marcador imunoistoquímico, o Ki-67, foi recentemente 

proposta como elemento classificador da proliferação celular. Um protocolo foi 

estabelecido para a sua utilização, originando novos parâmetros de 

classificação para os tumores luminais (CHEANG et al., 2009; GOLDHIRSCH et 

al., 2011). Nosso estudo teve como objetivo avaliar a influência da introdução 
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do Ki-67 na classificação molecular por imunoistoquímica do câncer de mama e 

correlacionar os subtipos luminais encontrados, antes e depois dessa 

introdução, com outros fatores prognósticos. 

Materiais e Métodos 

O estudo incluiu todos os casos de carcinoma ductal invasor de mama de 

pacientes atendidas no Hospital das Clínicas da Universidade Federal de Goiás, 

no período de 2003 a 2007. Foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa 

Médica Humana local (protocolo 175/2009). Uma reavaliação histológica dos 

casos foi feita, observando-se a representatividade da amostra para o estudo 

imunoistoquímico através da técnica de microarranjo de tecidos (TMA). Foram 

excluídos os casos cuja amostra do tumor fosse insuficiente para o 

processamento do TMA ou para o estudo imunoistoquímico e os casos com 

resultados HER2 duvidosos. 

Lâminas, blocos e laudos histopatológicos foram levantados de todos os 

casos incluídos no estudo. A idade ao diagnóstico, o tamanho do tumor, o grau 

histológico e o status linfonodal foram obtidos a partir dos laudos. O grau 

histológico foi determinado de acordo com os critérios de Scarff- Bloom-

Richardson, modificados por Elston-Ellis (ELSTON et al., 1991).  

Imunoistoquímica 

Para a construção do TMA, uma patologista especialista em patologia 

mamária identificou, a partir de secções coradas por hematoxilina e eosina 

(H&E), as áreas melhor preservadas de cada tumor e as marcou no bloco de 

parafina doador. Um núcleo de 1,0 mm de diâmetro foi retirado do bloco doador 
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e transferido para o bloco receptor, utilizando um arranjador de tecidos manual 

(Beecher Instruments®, Silver Spring, MD, EUA). 

Cortes histológicos sequenciais com a espessura de 4 μm foram obtidos 

por microtomia seriada, desparafinados e hidratados. A recuperação antigênica 

foi realizada por calor induzido em panela de pressão elétrica digital com 

tampão combinado de citrato e EDTA (Biocare Medical, EUA) e, após 

inativação da peroxidase endógena, os anticorpos primários específicos foram 

aplicados com tempo de incubação de 12 horas. Duas lâminas foram avaliadas 

em níveis diferentes de corte para cada anticorpo. Os anticorpos primários, 

clones, diluições, fabricantes, padrões de marcação e pontos de corte utilizados 

estão listados no quadro 1. Foi empregado o kit de detecção à base de 

polímeros MACH1 HPR-Polímero Kit® (Biocare Medical, EUA). A reação foi 

revelada com o cromógeno 3,3-diaminobenzidina (DAB), os cortes foram 

contracorados com hematoxilina, desidratados e montados com meio de 

montagem permanente.  

As reações foram avaliadas ao microscópio óptico de cinco cabeças, 

marca Olympus®, modelo U-MDOB3 (Olympus, JP).  Os tumores foram 

classificados em cinco subtipos, segundo dois painéis imunoistoquímicos, um 

sem e o outro com o Ki-67 (quadro 2). Os dados obtidos foram correlacionados 

quanto à concordância entre os subtipos encontrados nas duas classificações. 

Os subtipos luminal A e luminal B, os únicos cujos parâmetros de classificação 

foram modificados pela inclusão do Ki-67, foram correlacionados com fatores 

prognósticos bem estabelecidos, como: o grau histológico, o número de 

linfonodos comprometidos e o tamanho do tumor. 
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Análise estatística 

A amostra foi caracterizada por meio da estatística descritiva. Para a 

análise estatística, o teste Kappa de Cohen (coeficiente κ de Cohen) foi 

aplicado para avaliar a concordância entre os resultados das classificações dos 

subtipos moleculares. Julgamos os valores de concordância: de 0,01 a 0,20, 

ligeira; 0,21 - 0,40, regular; 0,41 - 0,60, moderada; 0,61 - 0,80, substancial, e 

0,81 - 0,99, concordância quase perfeita (LANDIS et al., 1977). Utilizou-se o 

teste U de Mann-Whitney para correlacionar os subtipos encontrados segundo 

os dois modelos com os parâmetros clínico-patológicos. Foi considerado o valor 

de 5% (p<0,05) como limite de significância estatística. As análises estatísticas 

foram realizadas utilizando o software SPSS versão 17.0 para Windows (SPSS, 

Chicago, IL, EUA). 

Resultados 

A média de idade das pacientes foi de 52,0 anos (DP=), variando entre 

27 e 100 anos, sendo que 129 (55,1%) dos casos tinham idade igual ou 

superior a 50 anos. Quanto ao grau histológico, 111 (67.3%) dos casos, era de 

grau 2. A dimensão tumoral variou de 0,3 a 20 cm, sendo que 67 (40,1%) dos 

tumores eram menores que dois centímetros, 69/167 (41,3%) entre 2 e 5 cm e 

31 (18,6%) maiores que 5 cm. Apresentaram status linfonodal positivo 85 das 

133 pacientes submetidas à dissecção axilar (63,9%), conforme a tabela 1. 

Dentre os 234 cânceres de mama, quando foi utilizada a classificação 

sem o marcador Ki-67, foram identificados: 136 casos (58,1%) como luminal A; 

19 (8,1%) como luminal B; 27 (11,5%) como superexpressores de HER2; 27 
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(11,5%) como basaloides e 25 (10,7%) como triplo-negativos não basaloides. 

Com a inclusão do Ki-67, houve significativa mudança para: 72 (30,8%) casos 

como luminal A e 83 (35,5%) como luminal B, mantendo-se os percentuais dos 

demais subtipos (tabela 2). O escore de Kappa entre os painéis 

imunoistoquímicos para a identificação dos subtipos luminais foi de 0.216 

(intervalo de confiança de 95%, de 0.169 a 0.263 (p<0.001)).  

Os subtipos luminal A e luminal B quando correlacionados com os fatores 

prognósticos: grau histológico, tamanho do tumor e o envolvimento linfonodal, 

mostraram diferença significativa somente após a inclusão do Ki-67 e apenas 

quanto ao grau histológico (p<0,001). 

Discussão 

Desde a identificação inicial dos subtipos moleculares do câncer de 

mama (PEROU et al., 2000), diversas perspectivas têm surgido no campo 

oncogenômico (WEIGELT et al., 2009). Mudanças são constantemente 

propostas para uma melhor caracterização dos tumores no campo da biologia 

molecular, buscando responder às questões clinicamente importantes sobre a 

evolução clínica, sobre quais pacientes necessitam ou não de terapia sistêmica 

e que tipo de droga deve ser empregado (SØRLIE, 2004; CIANFROCCA et al., 

2009).  

Após a descoberta dos subtipos moleculares a partir dos perfis de 

expressão gênica, diversos estudos têm surgido buscando correlações com os 

perfis de expressão proteica através da imunoistoquímica (WALKER, 2008). 

Atualmente, apenas o receptor de estrogênio, o receptor de progesterona e o 
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HER2 estão consolidados como marcadores clínicos de valor prognóstico e 

preditivo para uso rotineiro no tratamento do câncer da mama (CHEANG et al., 

2009; RAKHA et al., 2010; VODUC et al., 2010).  

Para que haja reprodutibilidade entre os diversos serviços, os critérios de 

avaliação dos marcadores moleculares devem ser bem estabelecidos, 

baseados em evidências e padronizados. Adotamos em nosso estudo as 

diretrizes da Sociedade Americana de Oncologia Clínica (ASCO) e do Colégio 

Americano de Patologistas (CAP) para os receptores hormonais e para o HER2, 

os únicos marcadores com recomendações expressas nesses guidelines 

(WOLFF et al., 2007; HAMMOND et al., 2010; HAMMOND et al., 2011). Pela 

falta de um guideline da ASCO e do CAP para o marcador Ki-67, foi adotado o 

ponto de corte proposto por Cheang et al. (recomendado pelo Consenso de St 

Gallen) (GOLDHIRSCH et al., 2011) e uma avaliação consensual foi realizada 

com três observadores experientes, onde as reações imunoistoquímicas 

realizadas no TMA e na peça original foram avaliadas e uma média de 

positividade observada em dois ou mais campos, de diferentes intensidades, foi 

calculada (CHEANG et al., 2009). 

Os estudos gênicos associados a estudos de evolução clínica mostraram 

que o subtipo luminal A apresenta o melhor prognóstico em relação aos demais 

(PEROU et al., 2000; SØRLIE et al., 2001; SØRLIE et al., 2003; SOTIRIOU et 

al., 2003). Esse subtipo representa cerca de 60% dos casos dos carcinomas de 

mama na classificação imunoistoquímica usual (CAREY, 2006; MUÑOZ et al., 

2009; SALLES et al., 2009; WIECHMANN et al., 2009; ZHANG et al., 2009; 

ZHAO et al., 2009; ABDELKRIM et al., 2010), número semelhante ao 
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encontrado em nossa casuística (58,1%). O modelo usual de classificação por 

imunoistoquímica identifica como luminal A os tumores positivos para 

receptores hormonais (RE e/ou RP) e negativos para superexpressão de HER2. 

Recentemente, o índice de Ki-67 foi incorporado à classificação, sendo 

considerados luminais A apenas os tumores com baixo índice proliferativo 

(<14%) (CHEANG et al., 2009). A prevalência desse subtipo em nossa 

casuística passou de 58,1% para 30,8% dos casos a partir da adição desse 

novo parâmetro (tabela 2). Estudos recentes encontraram um percentual 

aproximado de 44.0% (KENNECKE et al., 2010; VODUC et al., 2010).  

O subtipo luminal B é caracterizado por expressar genes associados ao 

HER2 e a um maior número de genes de proliferação celular, que incluem a 

expressão de genes MKI67 (Ki-67), CCNB1 e MYBL2 (SØRLIE et al., 2001; 

SØRLIE et al., 2003). O modelo de classificação atualmente utilizado identifica 

como luminal B tumores HER2, RE e/ou RP positivos. Proporcionalmente ao 

subtipo luminal A, houve expressiva mudança do percentual do subtipo luminal 

B com o uso do Ki-67, de 8,1% para 35,5% dos casos. Dados da literatura 

trazem uma prevalência do subtipo luminal B de aproximadamente 12% quando 

avaliado pela classificação usual (CAREY, 2006; MUÑOZ et al., 2009; SALLES 

et al., 2009; WIECHMANN et al., 2009; ZHANG et al., 2009; ZHAO et al., 2009; 

ABDELKRIM et al., 2010) e de 30,5% pela classificação com o uso do Ki-67 

(KENNECKE et al., 2010; VODUC et al., 2010). 

Pesquisadores trazem uma nova estratificação desse subgrupo em: 

luminal B e luminal HER2 (KENNECKE et al., 2010; VODUC et al., 2010). O 

subtipo luminal B mais recentemente tem sido caracterizado pela positividade 
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de pelo menos um dos receptores hormonais, ser HER2 positivo (luminal 

HER2), e quando o HER2 é negativo, ter um índice de Ki-67 igual ou superior a 

14% de células neoplásicas imunomarcadas. Do percentual de tumores luminal 

B (35,5%), 8,1% correspondem ao subtipo luminal HER2 e o restante, 27,4%, 

aos tumores luminais de alto índice proliferativo. De 30,5% encontrados por 

pesquisadores, 6,5% foram luminal HER2 e 24.0% foram luminal com alto 

índice de Ki-67 (KENNECKE et al., 2010; VODUC et al., 2010). 

A nova classificação, com a utilização do índice de Ki-67, iniciada em 

2009 (CHEANG et al., 2009) e recomendada pelos painelistas do Consenso de 

St Gallen de 2011 (GOLDHIRSCH et al., 2011), tem alterado significativamente 

os valores de prevalência até então encontrados para os subtipos luminais, uma 

vez que tumores com alto índice proliferativo, até então classificados como 

luminais A, segundo os novos parâmetros, são classificados como luminais B. A 

utilização desse novo parâmetro de classificação provavelmente mudará a 

prevalência até então encontrada para esses tumores nos diversos serviços. 

O grau de concordância entre os painéis imunoistoquímicos para a 

identificação dos subtipos luminais foi baixo, com um escore de Kappa de 0.216 

(intervalo de confiança de 95%, de 0.169 a 0.263 (p<0.001)). Isso indica que 

houve fraca reprodutibilidade entre os modelos de classificação, mostrando que 

a identificação dos tumores luminais muda significativamente diante a 

introdução do Ki-67. 
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Os subtipos luminal A e luminal B, os únicos cujos parâmetros de 

classificação foram modificados pela inclusão do Ki-67, quando correlacionados 

com os fatores prognósticos: grau histológico, tamanho do tumor e o 

envolvimento linfonodal, mostraram diferenças quanto a todos os fatores, com 

tendência a uma maior correlação com os mesmos no modelo com o Ki-67.  

O subtipo luminal A classificado no modelo com o Ki-67 apresentou 

menor grau histológico, menor comprometimento dos linfonodos e menor 

tamanho tumoral em relação ao luminal B, dados concordantes com a literatura, 

que mostra que o maior índice de proliferação celular observado no luminal B 

traz consigo um pior prognóstico em relação aos tumores luminais A (CHEANG 

et al., 2009). Porém, somente para o grau histológico, o valor de p obtido foi 

estatisticamente significativo (p<0,001). 

A mudança dos percentuais dos tumores luminais segundo a 

classificação com o marcador Ki-67 poderá ajudar a elucidar padrões de 

evolução anteriormente não esperados e auxiliar na melhor definição de quais 

pacientes seriam mais beneficiadas com a adição da quimioterapia e aquelas 

em que a quimioterapia não teria benefícios. 

 

Conclusões 

Quando utilizada a classificação por imunoistoquímica usual, houve um 

predomínio do subtipo luminal A. Quando se incluiu o marcador Ki-67 na 

classificação, houve um predomínio do subtipo luminal B e uma significativa 

correlação desse subtipo com o grau histológico.  
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Quadros e Tabelas 

Quadro 1 – Resumo sobre os anticorpos empregados neste estudo. 

Anticorpo Clone Diluição Fabricante Imunomarcação Valores de Corte 

(positividade) 

RE SP1 1: 500 Biocare, EUA Nuclear ≥ 1% 

RP 16 1: 500 Novocastra, RU Nuclear ≥ 1% 

HER2 * 5A2 1: 2000 Novocastra, RU Membrana citoplasmática 3+ 

Ki-67 MM1 1: 200 Biocare, EUA Nuclear Baixo <14%; Alto ≥14% 

CK5 XM26 1: 400 Novocastra, RU Citoplasmática ≥ 10% 

EGFR 111.6 1: 250 Biocare, EUA Membranar/ Citoplasmática ≥ 10% 

 * HER2 exibindo marcação intensa e uniforme da membrana citoplasmática em mais de 30% das células tumorais. 

Abreviações: HER2, receptor tipo 2 do fator de crescimento epidérmico humano; EGFR, receptor tipo 1 do fator de crescimento 

epidérmico; RE, receptor de estrogênio; RP, receptor de progesterona; CK5, citoceratina 5.  

 

Quadro 2 – Perfis imunofenotípicos para a classificação molecular por imunoistoquímica dos tumores de mama.  

 Classificação Usual Classificação com o índice de Ki-67 de 14% 

Subtipo Molecular Padrão de Imunomarcação Padrão de Imunomarcação 

Luminal A RE+ e/ou RP+, HER2- RE+ e/ou RP+, HER2- e Ki-67 <14% 

Luminal B RE+ e/ou RP+, HER2+ 
RE+ e/ou RP+, HER2- e Ki-67 ≥14% 

RE+ e/ou RP+, HER2+ (luminal HER2) 

Superexpressão de HER2  RE-, RP- e HER2+ RE-, RP- e HER2+ 

Basaloide RE-, RP-, HER2-, CK5+ e/ou EGFR+ RE-, RP-, HER2-, CK5+ e/ou EGFR+ 

Triplo-negativo não basaloide RE-, RP-, HER2-, CK5- e EGFR- RE-, RP-, HER2-, CK5- e EGFR- 

Abreviações: HER2, receptor tipo 2 do fator de crescimento epidérmico humano; EGFR, receptor tipo 1 do fator de crescimento 

epidérmico; RE, receptor de estrogênio; RP, receptor de progesterona; CK5, citoceratina 5. 

Referências: (CHEANG et al., 2006; PAREDES et al., 2007; RAKHA et al., 2007; WOLFF et al., 2007; CHEANG et al., 2009; 

BHARGAVA et al., 2010; HAMMOND et al., 2010)  
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Tabela 1: Características da população de 234 casos de carcinoma ductal invasor de 

mama. 

Características da população n (%) 

Idade ao diagnóstico (anos)  

Média (± DP) 52.0 (± 13.25) 

< 50 105 (44.87%) 

50 ı― 60 68 (29.06%) 

≥ 60 61 (26.07%) 

Grau histológico †  
1 26 (15.76%) 

2 111 (67.27%) 

3 28 (16.97%) 

Tamanho do tumor (cm)  
Mediana (IIQ) 3.00 (2.50) 

≤ 2 67 (40.12%) 

2 ―ı 5 69 (41.32%) 

> 5 31 (18.56%) 

Status Linfonodal  
Mediana (IIQ) 1.00 (7.00) 

Negativo 48 (36.09%) 

Positivo  

1 ı―ı 3 36 (27.07%) 

4 ı―ı 9 22 (16.54%) 

≥ 10 27 (20.30%) 

† Sistema de graduação de Scarff–Bloom–Richardson modificado por Elston e Ellis. 

DP – desvio padrão; IIQ – intervalo interquartil. 
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Tabela 2 – Reprodutibilidade entre dois diferentes painéis de classificação por imunoistoquímica dos subtipos 

moleculares do câncer de mama de acordo com as prevalências encontradas. 

 Classificação Usual  Classificação com o índice de Ki-67 de 14% 

Subtipo n (%) n (%) 

Luminal A 136 (58.1%) 72 (30.8%) 

Luminal B 19 (8.1%) 83 (35.5%) 

Superexpressão de HER2 27 (11.5%) 27 (11.5%) 

Basaloide 27 (11.5%) 27 (11.5%) 

Triplo-negativo não basaloide 25 (10.7%) 25 (10.7%) 

Total 234 (100.0%) 234 (100.0%) 

O coeficiente de reprodutibilidade Kappa entre os subtipos luminal A e B é de 0.216 (p<0.001), e de 0.637 (p<0.001) 

entre todos os subtipos. 

 

 

Tabela 3 – Distribuição das características clínico-patológicas entre os subtipos moleculares do câncer de mama. 

  Luminal A1 Luminal B1 p Luminal A2 Luminal B2 p 

Grau histológico † n (%) I 25 (26.00%) 0 (-) 

0.258 

23 (41.10%) 2 (4.00%) 

<0.001  II 63 (65.60%) 10 (100.00%) 31 (55.40%) 42 (84.00%) 

 III 8 (8.30%) 0 (-) 2 (3.60%) 6 (12.00%) 

Status linfonodal positivo Mediana (IIQ) 1.00 (6.00) 0.00 (7.00) 0.640 1.00 (4.00) 2.00 (12.00) 0.235 

Tamanho do tumor (cm) Mediana (IIQ) 2.50 (2.00) 3.50 (1.80) 0.174 2.10 (1.20) 3.15 (2.90) 0.092 

1. Classificação Usual, sem o índice Ki-67.  2. Classificação utilizando o ponto de corte de 14% de Ki-67. 

Valor de p calculado pelo teste de Mann-Whitney considerado estatisticamente significante o p< 0.05. 

† Sistema de graduação de Scarff–Bloom–Richardson modificado por Elston e Ellis. 

IIQ – intervalo interquartil. 
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7. CONCLUSÕES DA DISSERTAÇÃO 

 Atualmente, além das classificações histopatológicas usuais empregadas 

no estudo dos cânceres de mama, novos parâmetros de subclassificação têm 

surgido baseadas em estudos moleculares e que tem permitido entender certas 

evoluções que não são explicadas com as classificações atuais. Entretanto, a 

associação dos marcadores moleculares e a classificação biológica dos 

tumores ainda não têm definições sólidas, necessitando de um maior número 

de estudos que possa propiciar um entendimento maduro e robusto sobre os 

tipos biológicos dos tumores de mama. 

Quando utilizada a subclassificação usual, houve predomínio do subtipo 

luminal A. Quando incluído o Ki-67, houve predomínio do subtipo luminal B, 

evidenciando alteração na distribuição percentual dos subtipos de câncer de 

mama de acordo com a classificação utilizada. Isso poderá explicar padrões de 

evolução anteriormente não esperados. Acreditamos que a subclassificação, 

com o uso do Ki-67, possa trazer uma melhor correlação com as evoluções das 

pacientes atendidas em nosso serviço. 

O tratamento individualizado é cada vez mais aplicado, tendo por base 

os novos conhecimentos moleculares que permitem a seleção de doentes e de 

terapias efetivas com menores efeitos adversos. O uso de Ki-67 como um 

marcador preditivo e prognóstico do câncer de mama tem sido amplamente 

investigado. Todavia, mais estudos e ensaios clínicos são necessários para 

determinar os seus reais benefícios e para o desenvolvimento de novas 

abordagens terapêuticas. 
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