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RESUMO 

 

 

INTRODUÇÃO: O carcinoma de mama é uma doença heterogênea. Pode ser classificado em 

fenótipos, com diferentes prognósticos, com base na expressão de determinadas proteínas. O 

fenótipo basal, muito estudado, deve ter sua freqüência conhecida em diferentes grupos 

etários.  

OBJETIVO: Avaliar se há diferença na expressão do fenótipo basal do carcinoma de mama 

em dois grupos etários distintos, utilizando o perfil duplo-negativo (RE negativo/HER2 

negativo) e os marcadores basais (p63, CK5 e P-caderina). 

MÉTODOS: Foram estudados carcinomas de mama invasores de dois grupos etários, através 

da técnica de tissue microarray, sendo classificados em fenótipos luminal A e B, 

superexpressão de HER2 e basal. Para o basal, usou-se o perfil duplo-negativo e p63 e/ou 

CK5 e/ou P-caderina positivo, ou apenas o perfil duplo-negativo.  

RESULTADOS: As freqüências do fenótipo basal (perfil duplo-negativo) e do grupo não-

basal em mulheres ≤ 45 anos e mulheres ≥ 65 anos foram, respectivamente: basal (29,3% e 

13,6%) e não-basal (70,7% e 86,4%). Houve diferença significativa. Quando os fenótipos 

foram analisados individualmente nos dois grupos etários: luminal A (50,8% versus 58,1%), 

luminal B (15,4% versus 14,5%), superexpressão de HER2 (15,4% versus 19,4%) e basal 

(perfil duplo-negativo e p63 e/ou CK5 e/ou P-caderina positivo) (18,5% versus 8,1%), não 

ocorreu diferença significativa. 

CONCLUSÃO: O fenótipo basal (perfil duplo-negativo) foi mais freqüente entre mulheres 

mais jovens quando comparado ao conjunto dos demais fenótipos (grupo não-basal). Será 

importante definir em estudos posteriores se o fenótipo basal caracterizado pelo perfil duplo-

negativo se correlaciona com pior prognóstico nesses dois grupos etários. 
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ABSTRACT 

 

 

INTRODUÇÃO: Breast carcinoma is a heterogeneous disease. It can be classified into 

phenotypes based on the expression of certain proteins, with distinct differences in prognosis. 

The basal-like phenotype, very studied, needs to have its frequency known at distinct age 

groups.  

AIM: To assess if exists difference in expression of basal-like breast carcinomas in two 

distinct age groups, using the double-negative surrogate (RE negative/HER2 negative) and the 

basal markers (p63, CK5 and P-cadherin). 

METHODS: Invasive breast carcinomas of two distinct age groups were studied using the 

tissue microarray technique, being classified into phenotypes: luminal A and B, HER2 

overexpression and basal-like. For the basal-like phenotype, double-negative surrogate and 

p63 and/or CK5 and/or P-cadherin positive, or just double-negative surrogate was used. 

RESULTS: The frequencies of basal-like phenotype (double-negative surrogate) and of non 

basal-like group among women of age ≤ 45 years and women of age ≥ 65 years were, 

respectively: basal-like (29.3% versus 13.6%) and non basal-like (70.7% versus 86.4%). 

There was significant difference. When phenotypes were analysed individually among the 

two age groups: luminal A (50.8% versus 58.1%), luminal B (15.4% versus 14.5%), HER2 

overexpression (15.4% versus 19.4%) and basal-like (double-negative surrogate and p63 

and/or CK5 and/or P-cadherin positive) (18.5% versus 8.1%), there was no significant 

difference. 

CONCLUSIONS: Basal-like phenotype (double-negative surrogate) was more frequent 

among younger women when compared to the other phenotypes all together (non basal-like 

group). It will be important define if the basal-like phenotype determined by double-negative 

surrogate is associated with poor prognosis in this age groups. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

O carcinoma de mama, excetuando-se os carcinomas de pele não-melanoma, é o mais 

freqüente entre as mulheres, constituindo 23% das neoplasias malignas que ocorrem nas 

mesmas1. Esse dado se confirma entre as brasileiras, com 52,93 casos por 100.000 mulheres 

em 2005 e 48.930 novos casos previstos pelo Instituto Nacional do Câncer (INCA) para o ano 

de 20062. Nos Estados Unidos da América, também ocupa a primeira posição entre as 

mulheres, estimando-se que ocorram 178.480 novos casos de carcinoma de mama invasor 

durante o ano de 20073. 

Em relação à mortalidade, o carcinoma de mama é a neoplasia maligna que mais leva 

as mulheres à morte (14% das mortes por neoplasias malignas)1. A Organização Mundial da 

Saúde (OMS) mostra que essa também é a realidade entre as brasileiras4, sendo que em 2003 

o INCA registrou 9.342 mortes por carcinoma de mama (10,27 mortes a cada 100.000 

mulheres)2. Já nos Estados Unidos da América, estima-se que ocorram 40.460 mortes por 

carcinoma de mama entre as mulheres no ano de 2007, ocupando o segundo lugar após o 

carcinoma de pulmão e brônquios3. 

Esse cenário ainda sombrio, apesar dos esforços para a detecção precoce, poderia ser 

atribuído, pelo menos em parte, ao fato de o carcinoma de mama constituir um grupo muito 

heterogêneo de neoplasias, com diferentes prognósticos5-8. Assim, com o objetivo de 

descobrir tratamentos mais eficientes e racionais, vem-se estudando a biologia do carcinoma 

de mama com base no seu perfil de expressão gênica, o que origina uma assinatura molecular 

para cada tipo de neoplasia9-11. Com o propósitto de encontrar novos alvos terapêuticos, e 

acreditando que se possa atuar nos diversos níveis de diferenciação do carcinoma de mama, 

busca-se conhecer a hierarquia dos tipos celulares da mama e suas inter-relações no tecido 

mamário normal e na doença proliferativa12. 

Para atender a tais metas, é importante conhecer os produtos protéicos expressos pelos 

tipos celulares distintos que compõem o tecido mamário normal e o neoplásico, o que pode 

ser acessado através da técnica de imunoistoquímica (IHQ)13. Isso ajuda a estabelecer 

correlações e entender de que tipos celulares se originam as neoplasias12 e porque algumas 

são mais agressivas que outras. Assim, não há dúvida sobre a importância dos estudos do 

grupo de Stanford, que baseado em pesquisas de cDNA microarrays, impulsionou a 

classificação dos carcinomas de mama ao introduzir conhecimentos sobre o perfil molecular9. 
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Dessa forma, Perou et al.
9 foram os primeiros a classificar as neoplasias de mama em 

fenótipos luminal, basal, superexpressão de HER2 e normal breast-like. Para isso, estudaram 

amostras de tecido mamário humano normal e maligno9. Observaram que as neoplasias que 

não expressavam receptor de estrógeno (RE negativo) representavam um grupo clinicamente 

distinto daquelas neoplasias que expressavam receptor de estrógeno (RE positivo)9. Através 

de expressões gênicas semelhantes dentro desses grupos gerais RE positivo e RE negativo, 

definiram os quatro fenótipos do carcinoma de mama9. 

O fenótipo luminal foi denominado dessa forma porque as neoplasias RE positivo 

expressavam outros genes que são expressos por células luminais da mama e isso levava a 

supor que os carcinomas de mama RE positivo poderiam ter origem a partir desse tipo 

celular9. Já as neoplasias RE negativo foram divididas naquelas que superexpressavam o 

oncogene HER2 (fenótipo superexpressão de HER2) e naquelas que não expressavam altos 

níveis do oncogene HER2 (fenótipo basal)9. 

O fenótipo superexpressão de HER2 (RE negativo/HER2 positivo) expressa um 

conjunto de genes específicos9. Já o fenótipo basal (RE negativo/HER2 negativo) foi suposto 

como tendo origem a partir das células basais da mama (também conhecidas como 

mioepiteliais12), pois expressava genes expressos por células basais do epitélio mamário9. E o 

quarto fenótipo foi aquele com expressão gênica semelhante ao tecido mamário normal, com 

alta expressão de genes característicos das células basais e células adiposas, e baixa expressão 

de genes característicos das células luminais, sendo denominado como normal breast-like
9
.  

Com os estudos subseqüentes foi possível uma melhor caracterização dos fenótipos do 

carcinoma de mama5,10,11,13-18. As neoplasias luminais passaram a ser distinguidas em luminal 

A (RE positivo/HER2 negativo) e luminal B (RE positivo/HER2 positivo)10,11,14. Já Carey et 

al.
19 afirmam que, apesar do perfil RE positivo/HER2 positivo ser frequentemente usado para 

identificar o fenótipo luminal B, e eles próprios o usaram em seu estudo, essa definição não 

identifica todas as neoplasias luminal B, porque apenas 30% a 50% dessas são HER2 

positivo, mesma impressão de Perou et al.
9, que diziam que o fenótipo luminal não 

expressava altos níveis do oncogene HER2. E o fenótipo normal breast-like passou a integrar 

o grupo de neoplasias RE negativo, junto com os fenótipos basal e superexpressão de 

HER220,21. 

Outras descobertas foram que as neoplasias que superexpressam HER2 são em sua 

maioria esporádicas e que o fenótipo basal, em mais de 80% das vezes, consiste em uma 

neoplasia familiar5. Isso condiz com o conhecimento atual de que as neoplasias com mutações 

no gene BRCA1 (hereditárias) apresentam um fenótipo basal11,13,22-25. Já os carcinomas de 
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mama com mutações no gene BRCA2, apesar de apresentarem grau histológico elevado, 

demonstram mais frequentemente fenótipo luminal26. Por fim, fica definido que o prognóstico 

de cada fenótipo difere bastante, estando os fenótipos basal e superexpressão de HER2 

associados com tempo de sobrevida menor10,11,14-16,27.  

O fenótipo basal é particularmente enigmático, pois os genes que são responsáveis por 

sua agressividade não são bem entendidos, o que consiste na principal barreira ao 

desenvolvimento de terapias-alvo28. A necessidade urgente de se encontrar novas opções 

terapêuticas se faz pelo fato de os carcinomas de mama de fenótipo basal serem RE 

negativo/HER2 negativo (perfil duplo-negativo) e, portanto, tipicamente refratários à terapia 

endócrina e ao traztuzumab, este último um anticorpo monoclonal humanizado que tem como 

alvo HER221,22,28,29. 

Por isso, o fenótipo basal tem merecido especial atenção na literatura, inclusive do 

grupo de pesquisa do qual se origina a presente linha de pesquisa (ANEXO 1). Este fenótipo é 

caracterizado por um padrão específico de expressão de proteínas, sendo que é negativo para a 

expressão de RE e de HER2 e frequentemente expressa pelo menos um marcador basal, entre 

os quais citoqueratinas basais (por exemplo, CK5) ou o receptor do fator de crescimento 

epidérmico (EGFR ou HER1)5,6,9,16,18,20,22,24,30. Dentre os diversos marcadores basais 

conhecidos, as proteínas p63, CK5 e P-caderina têm sido amplamente pesquisadas quando se 

quer caracterizar as neoplasias de mama como sendo de fenótipo basal5,6,16,18,22,24,30-40. 

Mesmo diante das várias proteínas com expressão relacionada ao fenótipo basal, não 

existe atualmente nenhum consenso internacional sobre um conjunto preciso de marcadores 

que defina esse fenótipo na imunoistoquímica41. Não há dúvida de que a maneira mais 

confiável de se identificar o fenótipo basal seria através da assinatura de expressão gênica das 

neoplasias, porém tal método não pode ser rotineiramente aplicado em tecidos fixados por 

formalina, embebidos em parafina, clinicamente disponíveis28. 

Por esse motivo, linhas de pesquisa estão contribuindo para elucidar o melhor perfil 

imunoistoquímico (IHQ), a partir da expressão de proteínas, que identifique o fenótipo basal 

do carcinoma de mama, incluindo o perfil duplo-negativo (RE negativo/HER2 negativo), o 

perfil triplo-negativo (RE negativo/receptor de progesterona negativo/HER negativo), e o 

perfil em que se associa o duplo ou o triplo-negativo com a expressão de pelo menos um 

marcador basal/mioepitelial (p63, P-caderina, CK5/6, CK14, CK17, vimentina, EGFR ou 

HER1, entre outros)5,6,9,16,18,19,21,28,30.  

Cabe destacar que as citoqueratinas (CK), proteínas dos filamentos intermediários, são 

amplamente usadas como marcadores para definir os tipos celulares epiteliais12,22,24. Perou et 
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al.
9 já haviam observado que as neoplasias de fenótipo basal expressavam mRNA de 

citoqueratina 5 (CK5) e de citoqueratina 17 (CK17). Os estudos de Fadare et al.
41 

encontraram que as CK5/6 e CK14 são expressas em células mioepiteliais do epitélio 

mamário normal.  

 Além das citoqueratinas, existem outros marcadores que têm sido usados para 

diferenciar os tipos celulares epiteliais, como a proteína do gene P63 (p63), que é expressa 

pelas células mioepiteliais35. Yang et al.
36 já sugeriam isso quando estudaram diferentes tipos 

de tecidos epiteliais e a técnica de imunoistoquímica mostrou forte marcação nuclear para p63 

concentrada nas células basais do epitélio. A expressão de p63, ao apresentar correlação com 

grau histológico elevado e RE negativo35, confirma esta proteína como um bom marcador 

basal5, pois estas são características compatíveis com aquelas apresentadas por neoplasias de 

fenótipo basal. 

  Outro marcador usado para identificar os tipos celulares que compõem o tecido 

mamário é a P-caderina, uma glicoproteína implicada na adesão celular, que foi identificada 

inicialmente como uma molécula abundante na placenta de camundongos e denominada, 

portanto, Placental Cadherin
42

. No tecido mamário normal, a P-caderina é um marcador 

altamente sensível de células mioepiteliais37. O estudo de Kovács et al.
38 mostrou uma 

associação clara, em carcinomas de mama invasores, entre a expressão de P-caderina e 

neoplasias com grau histológico elevado e RE negativo, além da presença de EGFR (ou 

HER1). Os autores sugeriram que tais carcinomas apresentavam graus variáveis de 

diferenciação mioepitelial, já que a presença de P-caderina e de EGFR é uma característica 

das células mioepiteliais38. Além dessas associações, Arnes et al.
39 encontraram relação entre 

P-caderina e expressão de CK5/6 e mutações em BRCA1, apontando que a P-caderina é mais 

freqüentemente expressa em neoplasias que apresentam um fenótipo basal.  

O gene ERBB2 (ou HER2), que não é expresso por neoplasias de fenótipo basal, é 

amplificado em aproximadamente 20% das neoplasias de mama22. Ele codifica um receptor 

tirosina quinase da família ERBB, que desempenha um importante papel na biologia da 

glândula mamária43. Parece que quando HER2 é ativado em neoplasias da mama, ele impede 

a diferenciação terminal de células na linhagem luminal e sustenta a proliferação celular22.  

Esse conhecimento sobre os marcadores moleculares relacionados ao carcinoma de 

mama deve ser associado a fatores epidemiológicos conhecidos, como idade ao diagnóstico, 

que também influencia a apresentação e o comportamento do carcinoma de mama44-50.  

Apesar de até hoje não se ter conseguido estabelecer definitivamente se a idade jovem é um 
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fator independente de pior prognóstico, sabe-se que as mulheres mais jovens apresentam um 

conjunto de características que as distinguem das mulheres mais velhas44-50.  

Os carcinomas de mama que ocorrem em mulheres ≤ 45 anos e mulheres ≥ 65 anos 

representam dois grupos etários hormonalmente distintos, até mesmo opostos51. O interesse 

pelo estudo desses dois grupos etários específicos, não selecionados por etnia, pode ser 

justificado também pelos resultados encontrados por Ihemelandu et al.
7, que avaliaram 

mulheres afro-americanas com carcinoma de mama e mostraram que nesta etnia a distribuição 

da idade ao diagnóstico revelou um padrão bimodal, com picos de incidência próximos às 

idades de 42 anos e 72 anos. Especificamente em relação ao fenótipo basal do carcinoma de 

mama entre mulheres afro-americanas, caracterizado pelo perfil triplo-negativo, encontrou-se 

uma distribuição em idade jovem com pico de incidência perto dos 30 anos e uma distribuição 

em idade mais velha com pico de incidência em torno dos 58 anos7. 

As mulheres mais jovens apresentam neoplasias com características de maior 

agressividade44-49 e mais frequentemente exibem grau histológico elevado e RE 

negativo52,53,55. Mesmo quando se compara mulheres de mesmo grau histológico em dois 

grupos etários, aquelas com 45 anos ou menos apresentam maior proporção de neoplasias RE 

negativo quando comparadas àquelas com 65 anos ou mais53. Ainda, as mais jovens 

apresentam maior freqüência de mutações gênicas52,54, sendo a idade jovem à apresentação 

um dos indicadores de susceptibilidade genética ao carcinoma de mama52,54. A rigor, isso leva 

a pensar que poderia haver maior número de casos de fenótipo basal entre o grupo etário mais 

jovem. 

O estudo recente de Fulford et al.56 encontrou que o fenótipo basal, definido por casos 

CK14 positivos, ocorreu em idade média discretamente mais jovem do que outras neoplasias 

de grau elevado, mas com diferença estatisticamente significativa. Houve uma média de idade 

de 49,9 anos para a ocorrência do fenótipo basal versus 53,9 anos para a ocorrência dos 

demais fenótipos agrupados como não-basal (casos CK14 negativos)56. 

Entre mulheres afro-americanas, a prevalência dos fenótipos do carcinoma de mama 

foi significativamente influenciada por grupos etários específicos, com a maior prevalência do 

fenótipo basal, definido pelo perfil triplo-negativo, ocorrendo no grupo abaixo de 35 anos7,8
. 

Entre mulheres não selecionadas por etnia, os carcinomas também definidos pelo perfil triplo-

negativo tiveram maior probabilidade de serem diagnosticados abaixo dos 40 anos57.  

O grupo de mulheres com 65 anos ou mais, apesar de pequeno, deve ser olhado com 

atenção. Um dos motivos seria o aumento progressivo da expectativa de vida, principalmente 

entre a população feminina. Outro seria a constatação que entre mulheres norte-americanas 
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mais velhas (≥ 70 anos) não se observa declínio significativo na mortalidade para as 

neoplasias RE negativo, enquanto isso ocorre naquelas RE positivo58. Portanto, é importante 

conhecer a freqüência do fenótipo basal, que é RE negativo, também nestas mulheres mais 

velhas.  

Por fim, o estudo recente de Fulford et al.56 com carcinomas ductais invasores de grau 

histológico elevado encontrou sobrevida global e sobrevida livre de doença menores em 

mulheres com menos de 35 anos ou com mais de 65 anos de idade ao diagnóstico, o que 

reforça o interesse por esclarecer a freqüência do fenótipo basal em grupos etários como o de 

mulheres ≤ 45 anos e ≥ 65 anos. Ainda, são poucos os estudos comparando a ocorrência dos 

fenótipos do carcinoma de mama nesses dois grupos etários, especialmente o fenótipo basal, 

sem selecionar por etnia.  
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2 OBJETIVOS 

 

 

2.1 Objetivo Geral 

 

Avaliar se há diferença na expressão do fenótipo basal do carcinoma de mama em dois 

grupos etários distintos, utilizando o perfil duplo-negativo (RE negativo/HER2 negativo) e os 

marcadores basais (p63, CK5 e P-caderina).   

 

2.2 Objetivos Específicos 

 

1. Calcular as freqüências dos fenótipos luminal A, luminal B, superexpressão de HER2 e 

basal em dois grupos etários distintos (mulheres ≤ 45 anos e mulheres ≥ 65 anos), 

comparando a presença ou ausência de marcador basal junto ao perfil duplo-negativo para 

caracterizar o fenótipo basal. 

 

2. Calcular as freqüências dos grupos basal e não-basal em dois grupos etários distintos 

(mulheres ≤ 45 anos e mulheres ≥ 65 anos), comparando a presença ou ausência de 

marcador basal junto ao perfil duplo-negativo para caracterizar o fenótipo basal. 

 

3. Analisar a associação do fenótipo basal com os dois grupos etários distintos (mulheres 

≤ 45 anos e mulheres ≥ 65 anos), comparando a presença ou ausência de marcador basal 

junto ao perfil duplo-negativo para caracterizar o fenótipo basal. 
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3 SUJEITOS E MÉTODOS 

 

 

3.1 Desenho do Estudo 

  

Este foi um estudo observacional, analítico, do tipo corte transversal, o qual faz parte 

da linha de pesquisa “Mecanismos celulares e moleculares envolvidos na patogênese e na 

progressão do câncer ginecológico e mamário” do grupo CAGIMA, cadastrado no CNPq* 

(ANEXO 1). 

 

3.2 Seleção de Sujeitos e Tamanho da Amostra 

  

A amostra consistiu de 165 mulheres que tiveram diagnóstico de carcinoma de mama, 

selecionadas consecutivamente em três centros: 1) Serviço de Anatomia Patológica (SAP) do 

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

de janeiro de 1994 a dezembro de 2004, 2) Centro de Atenção Integral à Saúde da Mulher 

(CAISM) da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP), São Paulo, e 3) Hospital São 

João, Universidade do Porto, Portugal, os dois últimos no período de 2002 a 2004.  

 Todos os registros médicos das mulheres que foram submetidas a procedimentos 

cirúrgicos na mama e cujo material foi enviado aos serviços de anatomia patológica dos 

centros envolvidos no estudo foram vistos por pesquisadoras que fazem parte da linha de 

pesquisa “Mecanismos celulares e moleculares envolvidos na patogênese e na progressão do 

câncer ginecológico e mamário” do grupo CAGIMA, em sua tese de doutorado (RMD)59 e em 

sua dissertação de mestrado (DSCV)40. Essas mesmas pesquisadoras também revisaram e 

separaram os laudos anátomo-patológicos, lâminas e respectivos blocos de parafina contendo 

material de carcinoma de mama e que estavam arquivados nos serviços de anatomia 

patológica de cada centro, bem como revisaram os prontuários médicos das mulheres que 

foram incluídas no estudo.  

  

                                                
* O presente trabalho foi realizado com o apoio do Conselho Nacional de Desenvolvimento Científico e 
Tecnológico – CNPq – Brasil (ANEXO 2). 
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3.2.1 Critérios de inclusão 

 
- Mulheres com diagnóstico histológico de carcinoma de mama invasor. 

- Mulheres com idade ≤ 45 anos e mulheres com idade ≥ 65 anos. 

 

3.2.2 Critérios de exclusão 

 
- Casos que não apresentaram condições para a avaliação da expressão das proteínas através 

do método imunoistoquímico. 

 

Assim, foram obtidos inicialmente 165 casos para este estudo, sendo 14 excluídos, 

restando 151 casos que preencheram os critérios propostos.  

 

3.3 Variáveis e Conceitos 

 

3.3.1 Variáveis 

 
1) Idade. 

2) Fenótipos do carcinoma de mama (fenótipo luminal A, fenótipo luminal B, fenótipo 

superexpressão de HER2, fenótipo basal). 

3) Casos indeterminados. 

 

3.3.2 Conceitos 

 
- Idade 

Idade da mulher, em anos completos, quando do diagnóstico histológico de carcinoma 

de mama invasor. 

 

- Fenótipos do carcinoma de mama 

 Os fenótipos do carcinoma de mama seguiram a classificação de Perou et al.
9, 

modificada por Sorlie et al.10,11, e a caracterização do fenótipo basal foi segundo critérios de 

Matos et al.
5 e Perou et al.9. 
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• Fenótipo luminal A quando houve positividade para RE e negatividade para HER2 (RE 

positivo/HER2 negativo)10,11. 

• Fenótipo luminal B quando houve positividade para RE e positividade para HER2 (RE 

positivo/HER2 positivo)10,11. 

• Fenótipo superexpressão de HER2 quando houve negatividade para RE e positividade 

para HER2 (RE negativo/HER2 positivo)9,10,11. 

• Fenótipo basal quando houve perfil duplo-negativo (RE negativo/HER2 negativo) e 

positividade para pelo menos um dos marcadores basais (p63 e/ou CK5 e/ou P-caderina), 

em uma análise inicial5, ou apenas perfil duplo-negativo, em uma segunda análise, como 

proposto por Perou et al.
9. 

  

- Casos indeterminados 

Quando não houve marcação para nenhuma das proteínas (RE negativo/HER2 

negativo/p63, CK5 e P-caderina negativos)16 ou quando a leitura de uma ou mais proteínas 

resultou inconclusiva5,9,16. 

 

Para fins de análise estatística, os fenótipos luminal A, luminal B e superexpressão de 

HER2 foram reunidos em um grupo denominado não-basal que foi comparado com o fenótipo 

basal56. 

 

3.4 Descrição dos Procedimentos Técnicos 

 

 Os procedimentos técnicos foram realizados no Instituto de Patologia e Imunologia 

Molecular da Universidade do Porto (IPATIMUP), durante o desenvolvimento da tese de 

doutorado da Prof.a Dr.a Rozany Mucha Dufloth59 e da dissertação de mestrado da Prof.a 

Daniella Serafin Couto Vieira40, seguindo protocolos específicos da referida instituição, 

divulgados em artigos do grupo de pesquisa5,6,30,34,59-62.  

 

3.4.1 Construção dos Tissue Microarrays (TMA) 
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3.4.1.1 Seleção dos Tecidos para a Construção dos TMA 

 

A partir dos blocos de tecidos doadores, foram realizados cortes histológicos de 4µm 

para coloração com Hematoxilina-Eosina (HE). As novas lâminas foram sequencialmente 

analisadas ao microscópio óptico por uma patologista (R.M.D. ou D.S.C.V., cada 

pesquisadora avaliou os casos de seu próprio estudo, sob os mesmos critérios), e duas áreas 

morfologicamente significativas do componente neoplásico foram selecionadas na lâmina de 

vidro. Posteriormente, foram delimitados dois círculos (correspondentes às áreas 

significativas) em cada bloco doador sobrepondo as lâminas marcadas, para assim marcar a 

área de extração do material dos blocos doadores. 

 

3.4.1.2 Montagem dos TMA 

 

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

mapas com as coordenadas de localização de cada caso nos blocos receptores, que foram 

seguidos criteriosamente durante a confecção dos TMA.  

Os blocos receptores dos tissue microarrays (TMA) foram construídos no Tissue 

MicroArray builder ab1802 (Abcam®, Cambridge, UK), composto por um molde de 24 

cilindros e por uma “seringa extratora” (punch-extractor). De cada bloco doador foram 

extraídos dois cilindros de 2mm de diâmetro e depositados nos blocos receptores, previamente 

preparados. A seringa extratora apresenta uma marcação de 5mm, de acordo com o tamanho 

dos cilindros do molde do bloco receptor, para que os cilindros de tecido extraídos tenham 

todos a mesma altura.  

Depois de depositados todos os cilindros, os blocos receptores, agora TMA, foram 

colocados na estufa a 37°C durante 1 hora com a face de corte virada para baixo e sobre uma 

lâmina de vidro. A cada intervalo de uma hora os blocos foram pressionados para promover a 

homogeneização dos mesmos. Deste modo, os cilindros de tecido ficaram aderidos às paredes 

do bloco receptor e a superfície de corte ficou homogênea através do contato com a lâmina. 

 

3.4.1.3 Corte do Bloco de TMA 
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Antes de realizar os cortes histológicos, os TMA foram esfriados a -10°C durante 30 

minutos. Após o corte seqüencial de 2µm (micra) de espessura, as lâminas foram envolvidas 

em uma camada de parafina até a sua utilização no processo de imunoistoquímica (IHQ). Foi 

feita a coloração HE do primeiro corte de cada TMA para controle morfológico da presença 

de neoplasia.  

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

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

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

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

(Superfrost®Plus, Germany), apresentando estas um maior poder de adesão. 

  

3.4.2 Método Imunoistoquímico 

 

 A técnica foi realizada segundo um protocolo estabelecido e padronizado pelo 

laboratório de imunoistoquímica do Instituto de Patologia e Imunologia Molecular da 

Universidade do Porto (IPATIMUP) (ANEXO 3).  

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

recuperação antigênica induzida pelo calor em banho a 98°C. Utilizou-se solução Retrieval 

(pH=6) e EDTA (pH=8) durante 30 minutos, onde foram aplicados cinco anticorpos primários 

monoclonais (Quadro 1). A peroxidase endógena foi bloqueada com peróxido de hidrogênio a 

3%, seguindo-se o bloqueio protéico com soro específico. Os cortes foram incubados com os 

diferentes anticorpos monoclonais nas condições previamente otimizadas (Quadro 1). Seguiu-

se a incubação do anticorpo secundário e do complexo estreptavidina-biotina-peroxidase. A 

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

 

A expressão imunoistoquímica para os marcadores moleculares p63 e RE foi observada 

pela marcação nuclear, e a expressão de CK5 foi observada por marcação citoplasmática, 

independentemente da intensidade da marcação. Considerou-se um caso positivo se mais de 

10% das células marcaram para p63, RE e CK55. Para a avaliação da marcação do HER2, 

levou-se em consideração a percentagem de células com marcação membranar5,59,60. A 

positividade do HER2 foi avaliada de acordo com o método recomendado pelo kit 

Hercepteste (DAKO) das quatro categorias (0, +, ++, +++), sendo considerado positivo 



       

 

13 

quando os resultados englobaram a categoria +++5,63,64. P-caderina foi considerada positiva 

quando mais de 10% das células neoplásicas apresentaram marcação citoplasmática ou 

membranar65.  

 

Todas as lâminas foram analisadas por dois observadores (R.M.D. ou D.S.C.V.                         

e F.C.L.S.) no microscópio de multiobservação (Leica MDL, Germany).  

 

QUADRO 1: Anticorpos monoclonais utilizados no método imunoistoquímico: 

Anticorpo Clone Fabricante Diluição Tempo de 
Incubação 

(min) 

Antígeno de 
recuperação 

(min) 

p63 A4A LabVision 1:150 60 30-tampão 
citrato (1:100) 

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

P-caderina 56 BD 
Transduction 

1:50 60 30- Tris 
EDTA (1:10) 

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

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

 

3.4.3 Controles 

 

Em cada bloco receptor foram colocados casos que serviram de controle interno (1 

fragmento de tecido testicular e 3 fragmentos de tecido mamário normal). Estas amostras 

foram processadas da mesma forma, uma vez que pertenciam ao TMA e não apresentavam 

expressão relevante do antígeno. 

 

3.5 Coleta de Dados 

 

 A coleta de dados foi realizada pela pesquisadora do presente estudo através do 

preenchimento de ficha especialmente desenhada para este estudo (ANEXO 4). Para cada 

caso foi atribuído um número de identificação.  
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 Os dados de marcadores moleculares foram obtidos a partir da técnica de tissue 

microarray (TMA), que foi realizada no IPATIMUP pelas duas pesquisadoras que coletaram 

os dados primários.  

   

3.6 Análise dos Dados 

 

Foi elaborado um banco de dados com codificação das variáveis utilizando Excel®. A 

digitação do banco foi realizada com conferência manual através de listagem dos dados, na 

ordem em que foram incluídos. A revisão da consistência dos dados foi feita mediante tabelas 

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

(www.cdc.gov).  

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

absolutas (n) e relativas (%).  

Para avaliar a associação entre os fenótipos do carcinoma de mama e os grupos etários 

distintos foi utilizado o teste de qui-quadrado (χ2). Não foi necessário o teste exato de Fisher, 

pois nenhuma das freqüências absolutas avaliadas em cada associação foi inferior a n = 566. 

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

versão 8.2. 

 

3.7 Aspectos Éticos 

 

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

Humanos da Universidade Federal de Santa Catarina, de acordo com a Resolução n°. 196/96, 

251/97 e 292/99, do Conselho Nacional de Saúde, do Ministério da Saúde, com parecer 

consubstanciado – Projeto n° 129/2007, aprovado em reunião do dia 25 de junho de 2007 

(ANEXO 5).  

 

 

 



       

 

15 

4 RESULTADOS 

  

 

 As freqüências dos fenótipos do carcinoma de mama entre as mulheres ≤ 45 anos e as 

mulheres ≥ 65 anos foram, respectivamente (Tabela 1): luminal A (50,8% e 58,1%), luminal 

B (15,4% e 14,5%), superexpressão de HER2 (15,4% e 19,4%) e basal (perfil duplo-negativo 

mais algum marcador basal positivo) (18,5% e 8,1%). Os grupos etários distintos não foram 

estatisticamente diferentes em relação à freqüência dos fenótipos do carcinoma de mama 

(perfil duplo-negativo mais algum marcador basal positivo para definir o fenótipo basal) 

(P=0,3650).   

 

Tabela 1. Freqüência dos fenótipos do carcinoma de mama de acordo com 
grupos etários 
 Idade   
  ≤ 45 ≥ 65  
Classificação do fenótipo  n (%) n (%) P 

Luminal A 33 (50,8) 36 (58,1) 0,3650 
Luminal B 10 (15,4) 9 (14,5)  
Superexpressão de HER2 10 (15,4) 12 (19,4)  
Basal* 12 (18,5) 5 (8,1)  
Indeterminados 14 10  
    
TOTAL 79 72  
* RE negativo/HER2 negativo e p63 e/ou CK5 e/ou P-caderina positivo 

                Teste de χ2 

 

 Observa-se que 24 casos foram considerados indeterminados, porém dentre estes, 14 

foram RE negativo/HER2 negativo sem expressar nenhum dos três marcadores basais 

propostos (p63 e/ou CK5 e/ou P-caderina) (Tabela 1). Quando incluídos como fenótipo basal 

(perfil duplo-negativo apenas), a distribuição dos casos se altera dentro dos grupos etários 

como mostrado na Tabela 2. As freqüências dos fenótipos luminal B e superexpressão de 

HER2 em mulheres ≤ 45 anos e mulheres ≥ 65 anos foram semelhantes (13,3% versus 13,6% 

e 13,3% versus 18,2%). As mulheres ≥ 65 anos tiveram maior proporção de carcinomas de 

fenótipo luminal A em relação ao grupo mais jovem (54,5% versus 44,0%), enquanto as mais 

jovens tiveram maior proporção de carcinomas de fenótipo basal em relação às mulheres ≥ 65 

anos (29,3% versus 13,6%). Contudo, as diferenças de freqüências entre os fenótipos nos dois 
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grupos etários distintos não foram estatisticamente significativas (perfil duplo-negativo para 

definir o fenótipo basal) (P=0,1535). 

 

Tabela 2. Freqüência dos fenótipos do carcinoma de mama de acordo com 
grupos etários 

 Idade  

 ≤ 45 ≥ 65  
Classificação do fenótipo n (%) n (%) P 

Luminal A 33 (44,0) 36 (54,5) 0,1535 
Luminal B 10 (13,3) 9 (13,6)  
Superexpressão de HER2 10 (13,3) 12 (18,2)  
Basal*  22 (29,3) 9 (13,6)  
Indeterminados 4 6  
    
TOTAL 79 72  
* RE negativo/HER2 negativo, independente da expressão de marcador basal 

             Teste de χ2 
              
 
 Agrupando-se os fenótipos luminal A, luminal B e superexpressão de HER2 em um 

grupo denominado não-basal e comparando com o fenótipo basal (perfil duplo-negativo mais 

algum marcador basal positivo) (Tabela 3), não houve diferença estatisticamente significativa 

(P=0,0854).  

 

Tabela 3. Distribuição dos grupos não-basal e basal de acordo com grupos 
etários 

 Idade  
 ≤ 45 ≥ 65  

Agrupamento dos fenótipos n (%) n (%) P 

Não Basal* 53 (81,5) 57 (91,9) 0,0854 
Basal†  12 (18,5) 5 (8,1)  
Indeterminados 14 10  
    
TOTAL 79 72  
* Luminal A, luminal B e superexpressão de HER2 

               † RE negativo/HER2 negativo e p63 e/ou CK5 e/ou P-caderina positivo 
               Teste de χ2 

 

 Quando os marcadores basais propostos deixaram de ser considerados como de 

expressão obrigatória para qualificar o fenótipo basal, e usou-se apenas o perfil duplo-

negativo, a diferença entre os grupos não-basal e basal tornou-se estatisticamente significativa 
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(P=0,0247) (Tabela 4). Assim, houve diferença entre o fenótipo basal nos dois grupos etários 

distintos quando analisado com o conjunto dos demais fenótipos de carcinoma de mama.  

 

Tabela 4. Distribuição dos grupos não-basal e basal de acordo com grupos 
etários 

 Idade  
 ≤ 45 ≥ 65  

Agrupamento dos fenótipos n (%) n (%) P 

Não Basal*  53 (70,7) 57 (86,4) 0,0247 
Basal†  22 (29,3) 9 (13,6)  
Indeterminados 4 6  
    
TOTAL 79 72  
* Luminal A, luminal B e superexpressão de HER2 

             † RE negativo/HER2 negativo, independente da expressão de marcador basal 
             Teste de χ2 
 

 Nessa condição, o grupo não-basal predominou em mulheres ≥ 65 anos (86,4% dos 

casos versus 70,7%) e o fenótipo basal (perfil duplo-negativo) destacou-se nas mulheres ≤ 45 

anos (29,3% dos casos versus 13,6%) (P=0,0247). Portanto, a freqüência de neoplasias de 

perfil duplo-negativo foi duas vezes maior nas mulheres com idade ≤ 45 anos do que nas 

mulheres com 65 anos ou mais. 
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5 DISCUSSÃO 

 

 

O presente estudo mostrou que carcinomas de mama diagnosticados em idade mais 

jovem (≤ 45 anos) foram mais frequentemente RE negativo/HER2 negativo do que quando 

diagnosticados em idade mais velha (≥ 65 anos). E quando foi usado o perfil duplo-negativo 

(RE negativo/HER2 negativo) para caracterizar o fenótipo basal e este foi comparado com o 

conjunto dos demais fenótipos agrupados sob a denominação de não-basal (fenótipos luminal 

A, luminal B e superexpressão de HER2), houve maior freqüência do fenótipo basal em 

mulheres ≤ 45 anos (29,3%) do que em mulheres ≥ 65 anos (13,6%) (P=0,0247). 

Tal resultado é compatível com aquele apontado por Bauer et al.57 entre mulheres não 

selecionadas por etnia, sendo que os carcinomas definidos pelo perfil triplo-negativo tiveram 

maior probabilidade de serem diagnosticados abaixo dos 40 anos. Fulford et al.
56 também 

chegaram a resultado que aponta para idade mais jovem para o fenótipo basal, porém 

avaliaram apenas carcinomas ductais invasores de grau histológico elevado e usaram a 

expressão de CK14 para definir este fenótipo. Tal estudo mostrou que o fenótipo basal 

ocorreu em mulheres com uma idade média mais jovem comparativamente aos demais 

fenótipos agrupados (casos CK14 negativos) (49,9 anos versus 53,9 anos) e, apesar da 

diferença discreta, isso foi significativo56. Contudo, o estudo de Fulford et al.
56 não avaliou a 

freqüência do fenótipo basal nos diferentes grupos etários. 

Tal avaliação foi feita por Ihemelandu et al.
7 entre mulheres afro-americanas, sendo 

que a prevalência dos fenótipos do carcinoma de mama neste grupo étnico foi 

significativamente influenciada por grupos etários específicos, com a maior freqüência do 

fenótipo basal, definido pelo perfil triplo-negativo, ocorrendo no grupo abaixo de 35 anos 

(57,1% dos casos), enquanto o fenótipo luminal A foi o mais freqüente em todos os outros 

grupos etários específicos, inclusive acima de 65 anos. 

Em outro estudo de Ihemelandu et al.
8, que avaliou também mulheres afro-americanas, 

mas apenas abaixo dos 50 anos, houve diferença significativa na média de idade de ocorrência 

do fenótipo basal (perfil triplo-negativo) (37,2 anos) comparado com os outros fenótipos, 

sendo o mais freqüente entre todos os fenótipos (55,6% dos casos) nas mulheres afro-

americanas pré-menopausa que tinham idade ≤ 35 anos. Porém, ambos os estudos não 

avaliaram outra etnia que não a afro-americana. 
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Já o estudo de base populacional de Carey et al.
19 deu enfoque a isso, avaliando 496 

mulheres com carcinoma de mama invasor. Observaram que o fenótipo basal, identificado 

pelo perfil triplo-negativo mais expressão de CK5/6 e/ou HER1 (ou EGFR), foi mais 

freqüente entre mulheres pré-menopausa afro-americanas (39% dos casos) comparado com 

mulheres pós-menopausa afro-americanas (14% dos casos), mas sem diferença 

estatisticamente significativa entre mulheres pré-menopausa e pós-menopausa não afro-

americanas19. Ou seja, de acordo com a etnia, é possível encontrar ou não maior freqüência do 

fenótipo basal em mulheres mais jovens. Além disso, em contraposição ao achado de Carey et 

al.
19, Ihemelandu et al.

7 não encontraram diferença na freqüência dos fenótipos do carcinoma 

de mama de acordo com o status menopausal em mulheres afro-americanas.      

 Essa questão da variabilidade de ocorrência do fenótipo basal de acordo com grupos 

étnicos específicos é levantada também por Kurebayashi et al.
67, que percebendo a 

necessidade de se determinar a freqüência do fenótipo basal em outros grupos étnicos, 

estudaram 793 mulheres japonesas. Estas tiveram apenas 8% de carcinomas de mama com 

fenótipo basal com características biológicas agressivas67, mas não houve menção se 

existiriam freqüências maiores ou menores de acordo com diferentes grupos etários.   

Em relação aos fenótipos luminal A, luminal B, superexpressão de HER2 e basal 

comparados individualmente entre mulheres ≤ 45 anos e mulheres ≥ 65 anos, o presente 

estudo não encontrou diferença estatisticamente significativa quando se usou o perfil duplo-

negativo e pelo menos um marcador basal positivo (p63 e/ou CK5 e/ou P-caderina) para 

identificar o fenótipo basal (P=0,3650). Também não houve diferença estatisticamente 

significativa entre as freqüências dos fenótipos do carcinoma de mama nos dois grupos etários 

quando se usou apenas o perfil duplo-negativo (P=0,1535). 

 Observa-se que as freqüências dos fenótipos do carcinoma de mama encontradas neste 

estudo em mulheres ≤ 45 anos (perfil duplo-negativo para caracterizar o fenótipo basal) foram 

semelhantes àquelas encontradas em mulheres afro-americanas com menos de 50 anos 

apresentadas no estudo de Ihemelandu et al.
8 (perfil triplo-negativo para caracterizar o 

fenótipo basal). Comparativamente, ocorreram as seguintes freqüências nos dois estudos, 

respectivamente: luminal A (44,0% versus 50,0%), luminal B (13,3% versus 14,1%), 

superexpressão de HER2 (13,3% versus 12,7%) e basal (29,3% versus 23,2%).  

 Por outro lado, as freqüências dos fenótipos do carcinoma de mama observadas no 

grupo de mulheres ≤ 45 anos quando se usou o perfil duplo-negativo e p63 e/ou CK5 e/ou P-

caderina positivo para caracterizar o fenótipo basal foram semelhantes àquelas encontradas 

entre mulheres não afro-americanas com menos de 50 anos apresentadas no estudo de Carey 
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et al.
19 (perfil triplo-negativo e CK5/6 e/ou EGFR positivo para caracterizar o fenótipo basal). 

Comparativamente, ocorreram as seguintes freqüências no presente estudo e no de Carey et 

al.
19, respectivamente: luminal A (50,8% e 51,0%), basal (18,5% e 16,0%), luminal B (15,4% 

e 18,0%) e superexpressão de HER2 (15,4% e 6,0%).  

Portanto, com esse último perfil IHQ, as freqüências dos fenótipos do carcinoma de 

mama do presente estudo entre mulheres ≤ 45 anos, não selecionadas por etnia, tiveram maior 

semelhança com os valores encontrados em mulheres pré-menopausa (< 50 anos) não afro-

americanas do que com mulheres pré-menopausa (< 50 anos) afro-americanas do estudo de 

Carey et al.
19. O fenótipo superexpressão de HER2 foi mais freqüente no presente estudo, 

porém no estudo de Carey et al.
19 10% dos casos que estão faltando ocuparam a categoria dos 

casos inclassificáveis.     

Dessa forma, percebe-se como a etnia e os diferentes marcadores IHQ envolvidos na 

avaliação dos fenótipos do carcinoma de mama influenciam a proporção de casos que 

aparecem em cada grupo etário. Quando se usou o perfil duplo-negativo para definir o 

fenótipo basal e se comparou as freqüências dos fenótipos com o estudo de Ihemelandu et al.
8, 

houve semelhança entre os resultados do presente estudo entre mulheres ≤ 45 anos, não 

selecionadas por etnia, e os resultados obtidos em mulheres < 50 anos afro-americanas. Já 

quando se usou o perfil duplo-negativo e p63 e/ou CK5 e/ou P-caderina positivo para 

caracterizar o fenótipo basal entre mulheres ≤ 45 anos, os resultados foram semelhantes 

àqueles encontrados entre mulheres não afro-americanas < 50 anos apresentados no estudo de 

Carey et al.
19, que usou o perfil triplo-negativo e CK5/6 e/ou EGFR positivo para caracterizar 

o fenótipo basal. 

Já entre as mulheres ≥ 65 anos deste estudo, considerando o perfil duplo-negativo para 

caracterizar o fenótipo basal, foram encontradas as seguintes freqüências: luminal A (54,5%), 

basal (13,6%), luminal B (13,6%) e superexpressão de HER2 (18,2%). O único estudo que 

avaliou a freqüência dos fenótipos neste grupo etário (> 65 anos) foi o de Ihemelandu et al.
7, 

que usou o perfil triplo-negativo para caracterizar o fenótipo basal e avaliou apenas mulheres 

afro-americanas, obtendo resultados que diferem do presente estudo em que não houve 

seleção de mulheres de acordo com etnia: luminal A (68,9%), basal (17,0%), luminal B 

(5,6%) e superexpressão de HER2 (8,5%). Apenas a freqüência do fenótipo basal mostrou 

semelhança entre os dois estudos. 

O estudo de Carey et al.
19, que usou o perfil triplo-negativo e CK5/6 e/ou EGFR 

positivo para caracterizar o fenótipo basal, apesar de ser mais amplo no sentido de avaliar 

mulheres afro-americanas e não afro-americanas, não distribuiu as mulheres em grupos 
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etários específicos, e apenas avaliou o grupo mais velho sob a condição de pós-menopausa (> 

50 anos). Portanto, não foi possível comparar seus resultados com os do presente estudo, que 

avaliou especificamente o grupo ≥ 65 anos. 

A variabilidade de ocorrência do fenótipo basal nos diferentes grupos etários, de 

acordo com os marcadores escolhidos para caracterizá-lo, é bem evidente no estudo de Rakha 

et al.
68, que avaliou 1944 carcinomas de mama invasores de acordo com a expressão de 

determinados marcadores. O fenótipo caracterizado pela expressão de actina do músculo liso 

e/ou p63 foi mais comum em mulheres mais jovens, enquanto o fenótipo caracterizado pela 

expressão de CK5/6 e/ou CK14 não apresentou diferença de acordo com a idade68. Ainda, 

Rakha et al.
68 relataram que o fenótipo mioepitelial (actina do músculo liso e/ou p63 positivo) 

diferiu em termos de prognóstico do fenótipo basal (CK5/6 e/ou CK14 positivo).  

Entretanto, para Fadare et al.
41 as células mioepiteliais do tecido mamário normal são 

caracterizadas por expressão de CK5/6, CK14, p63 e actina do músculo liso, mas 

frequentemente perdem actina do músculo liso em condições neoplásicas. Portanto, segundo 

opinião desses autores, a expressão de actina do músculo liso é provavelmente uma definição 

sem sentido para o fenótipo basal41. Ainda no estudo de Fadare et al.
41, os carcinomas que são 

tradicionalmente considerados como tendo diferenciação mioepitelial apresentam positividade 

para CK basais, conceito que também difere daquele de Rakha et al.
68. 

 Assim, percebe-se a necessidade de se definir um perfil IHQ ideal para caracterizar o 

fenótipo basal tanto em estudos epidemiológicos, que avaliam fatores como idade e etnia, 

quanto na prática clínica, identificando os marcadores mais relacionados a prognóstico e que 

possam ser alvo de novas medicações a serem desenvolvidas especificamente para o fenótipo 

basal do carcinoma de mama. Uma definição precisa poderia ajudar a padronizar os estudos, 

criar um grupo uniforme de neoplasias assim definidas, e aumentar a probabilidade que 

quaisquer características prognósticas possam ser uniformemente aplicadas à maioria do 

grupo41. 

 Dessa forma, o presente estudo inicialmente classificou os carcinomas de mama em 

um fenótipo basal, de acordo com o perfil duplo-negativo (RE negativo/HER2 negativo) e 

pelo menos um marcador basal. As proteínas p63, CK5 e P-caderina foram escolhidas de 

acordo com o estudo de Matos et al.
5, que os definiu como bons marcadores para caracterizar 

o fenótipo basal, já que encontrou as seguintes expressões nas neoplasias basais assim 

definidas: p63 (55,5% dos casos), CK5 (66,7% dos casos) e P-caderina (83,3% dos casos).  

Reforçando a importância desses marcadores na definição do fenótipo basal, o mesmo 

grupo de pesquisa, em estudo recente, usou p63, CK5, P-caderina, CK14, vimentina e EGFR 
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(ou HER1) para identificar os carcinomas ductais in situ de fenótipo basal, e encontrou que 

CK5 e P-caderina (junto com o perfil duplo-negativo) foram os marcadores adjuvantes mais 

úteis para distinguir o fenótipo basal30. Ainda, a motivação pelo uso dessas três proteínas foi 

pautada em estudos que mostram que, além de servirem como marcadores do fenótipo basal, 

p63, CK5 e P-caderina teriam relação com o prognóstico das neoplasias.  

Dessa forma, muitos estudos têm demonstrado associação entre expressão de P-

caderina e agressividade neoplásica e presença de mutação em BRCA1, sendo um preditor de 

sobrevida menor39,61,62, enquanto outros concluem que a avaliação de P-caderina não adiciona 

informação prognóstica significativa às neoplasias triplo-negativo (RE negativo/RP 

negativo/HER2 negativo)21.  

A expressão de p63 também estaria relacionada à agressividade do carcinoma de 

mama, sendo associada com vários indicadores de prognóstico ruim35. Porém, um 

inconveniente demonstrado por Livasy et al.
18 é que, em seu estudo, a maioria das neoplasias 

de fenótipo basal não expressou p63, sendo positivo em apenas 22% desses casos.  

Já a avaliação de citoqueratinas basais, como CK5/6 e CK14, é amplamente conhecida 

entre neoplasias de fenótipo basal16,18, muitas vezes sendo usadas como marcadores 

exclusivos para definir este fenótipo21,56,69. A expressão de CK basais em neoplasias triplo-

negativo varia de 55,7% a 81%21,70, e entre neoplasias basais, definidas por expressão gênica, 

é positiva em aproximadamente 61,5% dos casos16,18. Portanto, inicialmente, poderiam ser 

bons marcadores do fenótipo basal. Ainda, Banerjee et al.
69, ao definir o fenótipo basal de 

acordo com a expressão de CK basais (CK5/6, CK14, CK17), observaram que essas 

neoplasias foram associadas com sobrevida livre de doença e sobrevida total 

significativamente menores, semelhante ao encontrado por Rakha et al.
68, e a quimioterapia 

adjuvante padrão parece ser menos efetiva nessas neoplasias69. 

Em um recente estudo em que Rakha et al.
71 avaliaram o padrão de expressão de 

citoqueratinas basais (CK5/6 e CK14), RE, receptor de progesterona (RP), receptor de 

androgênio, EGFR, HER2, BRCA1, P-caderina, actina do músculo liso e p63 em carcinomas 

de mama invasores, concluíram que o fenótipo basal pode ser definido baseado na expressão 

de CK basais a despeito dos demais marcadores. E apesar desses marcadores adicionais serem 

associados à expressão de citoqueratinas basais, eles não serviram para aprimorar o 

reconhecimento de casos com pior prognóstico quando comparados com as CK basais 

isoladas e, quando usados para definir o fenótipo basal, reduziram consideravelmente a 

proporção de casos alocados a este grupo de pior prognóstico71. 
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Por outro lado, o estudo de Rakha et al.
21 sobre a expressão de CK basais (CK5/6 e/ou 

CK14) em neoplasias triplo-negativo mostrou que estas poderiam acrescentar informação 

prognóstica importante apenas nos casos em que houvesse comprometimento linfonodal, 

sendo que essa é a mesma conclusão de Nielsen et al.
16 ao estudar a expressão de CK5/6 e/ou 

CK17 em carcinomas de fenótipo basal. Fulford et al.
56, ao usarem a expressão de CK14 para 

identificar carcinomas basais, além de encontrar associação com prognóstico pior apenas em 

mulheres com doença metastática, observaram que entre aquelas sem doença metastática a 

expressão de CK14 indicou sobrevida livre de doença maior. Ainda, Fulford et al.
56 mostram 

que a sobrevida total em mulheres com carcinomas CK14 positivo ou CK14 negativo foi 

similar em cinco anos, e sobrevida à longo prazo foi maior entre mulheres com carcinomas 

CK14 positivo.  

Isso mostra como a inconsistência das definições do fenótipo basal do carcinoma de 

mama que têm sido usadas em diversos estudos pode afetar significativamente os resultados 

obtidos a partir deles41. As diferentes definições atribuídas ao fenótipo basal do carcinoma de 

mama indubitavelmente influenciam a proporção de carcinomas classificados como basais e, 

provavelmente, afetam a significância prognóstica obtida por eles41. 

 Outros estudos conduzidos recentemente têm identificado variedades neoplásicas 

dentro do fenótipo basal. Rakha et al.
68 dividiram as neoplasias em um fenótipo basal (aquelas 

que expressaram CK5/6 e/ou CK14) e um fenótipo mioepitelial (aquelas que expressaram 

actina do músculo liso e/ou p63), sendo esses fenótipos considerados subtipos neoplásicos 

distintos, que compartilham algumas características morfológicas comuns e uma associação 

com pior prognóstico, porém o basal apresentou relação mais forte com prognóstico pior. Essa 

é a mesma impressão de Fadare et al.
41, que avaliando neoplasias basais, concluíram que 

parece haver variedades de carcinoma dentro do fenótipo basal ou mioepitelial, assim como 

existiria uma gama de neoplasias dentro do fenótipo luminal (luminal A, luminal B). 

Também considerando o fenótipo basal um grupo heterogêneo, Lerma et al.
70 

dividiram as neoplasias triplo-negativo em subtipos de carcinoma de mama basais: a variante 

pura (negativa para S-100 e actina), que foi mais frequentemente associada com carcinoma ‘in 

situ’, e a variante mioepitelial (positiva para S-100 ou actina), e concluíram que o carcinoma 

basal tem no mínimo dois subtipos com características microscópicas e imunoistoquímicas 

distintas. Por outro lado, Kreike et al.
20 mostram que, baseado no perfil de expressão gênica 

global, cinco subtipos de carcinomas basais poderiam ser identificados, o que indica que as 

neoplasias de fenótipo basal não consistem em um grupo homogêneo de carcinomas de 

mama.  
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Existem várias linhas de evidências sugerindo que os carcinomas basais, 

especialmente aqueles definidos por IHQ, são mais heterogêneos que previamente se 

reconhecia41. É, portanto, imperativo que esforços de pesquisas futuras sejam focados na 

definição com relevância prognóstica dos subtipos dentro desse grupo de neoplasias 

enigmáticas, os carcinomas de fenótipo basal41. A caracterização dos perfis de expressão 

gênica dessas variedades será requerida para otimizar modalidades de tratamento41.  

Assim, diante do exposto, observa-se que diferentes grupos de pesquisa têm optado 

por determinados marcadores, cada um mostrando níveis de sensibilidade e especificidade 

variáveis. Deve-se considerar que, quando se exige a expressão de pelo menos um marcador 

basal/mioepitelial, aquelas neoplasias que não expressam nenhum dos marcadores propostos 

caem na categoria das indeterminadas, e não recebem atenção, mesmo sendo neoplasias RE 

negativo, que se espera sejam mais agressivas.   

Os autores que defendem a necessidade de um marcador basal para definir o fenótipo 

basal, como Nielsen et al.
16, afirmam que os carcinomas basais classificados de acordo com o 

perfil duplo-negativo e CK5/6 e/ou EGFR positivo, além de apresentarem a melhor correlação 

com o perfil de expressão gênica por DNA microarray, também apresentam as mais 

significativas diferenças de sobrevida em TMA. Ainda, defendem que selecionar os 

carcinomas de mama como fenótipo basal com base apenas na não-expressão de RE e de 

HER2 (perfil duplo-negativo) seria arriscado, pois implicaria em uma classificação baseada 

na ausência total de marcação e que estaria sujeita a falhas técnicas, além de que o uso de ao 

menos um marcador basal seria necessário para assegurar alta especificidade, devido à 

heterogeneidade dentro do grupo todo negativo (RE negativo/HER2 negativo)16. 

Por outro lado, observa-se que o uso de um único marcador basal, como CK5/6, apesar 

de identificar com sucesso um subgrupo de pacientes com pior prognóstico, ignora 

aproximadamente metade das neoplasias basais16, resultando na subdetecção de carcinomas 

basais geneticamente definidos, que foram negativos para esse marcador16,18,41. No estudo de 

Nielsen et al.
16, nota-se que existe grande sobreposição entre a expressão de CK5/6 e EGFR, 

pois houve 44,1% de positividade para EGFR nos casos CK5/6 positivo e apenas 7,9% de 

positividade para EGFR nos casos CK5/6 negativo. Portanto, exigir positividade para um 

dentre esses dois marcadores basais propostos para considerar a neoplasia como de fenótipo 

basal pode excluir muitos casos, que passam a ser considerados indeterminados (negativo para 

os quatro marcadores), mas que poderiam ser positivos para outros marcadores basais. 

Assim, as neoplasias consideradas indeterminadas no estudo de Nielsen et al.
16 (RE, 

HER2, CK5/6 e EGFR negativos) corresponderam a 22% do total de casos estudados, 
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enquanto no estudo de Kim et al.
32

 houve taxa de 15,9% (RE, RP, HER2, CK5, CK14, EGFR 

e c-kit negativos), um número muito alto para ser ignorado. Esse grupo precisa ser conhecido, 

afinal, à semelhança do fenótipo basal, foi um grupo que apresentou prognóstico ruim16. Além 

disso, como citado pelos próprios autores, alguns desses casos seriam neoplasias que 

entrariam nessa categoria por falhas técnicas ou poderiam ser carcinomas normal breast-

like
16. É pertinente ressaltar que os carcinomas normal breast-like, mesmo sendo um grupo 

minoritário, deveriam ser mais estudados, pois são neoplasias RE negativo e, portanto, podem 

ter comportamento mais agressivo. 

Além disso, o perfil IHQ de Nielsen et al.
16 mostrou 76% de sensibilidade e 100% de 

especificidade na identificação do fenótipo basal, assim determinado por DNA microarray. 

Porém, quando esses autores analisaram neoplasias classificadas por IHQ como RE 

negativo/HER2 negativo e verificaram por análise gênica de microarray aquelas de fenótipo 

basal, encontraram que 83% dos casos duplo-negativo apresentaram esse fenótipo. Assim, a 

maioria das neoplasias RE negativo/HER2 negativo (perfil duplo-negativo) foi constituída por 

carcinomas de mama basais, enquanto o perfil IHQ proposto por Nielsen et al.
16 (RE 

negativo/HER2 negativo e CK5/6 e/ou EGFR positivo) conseguiu identificar 76% dos 

carcinomas basais.  

Corroborando esses dados sobre o perfil duplo-negativo, Carey et al.72, ao realizarem 

uma análise combinada dos dados apresentados nos estudos de Nielsen et al.
16 e de Livasy et 

al.
18, mostraram que deste conjunto de 70 neoplasias, 94% dos carcinomas de fenótipo basal, 

92% dos carcinomas de fenótipo superexpressão de HER2 e 100% dos carcinomas de 

fenótipo luminal seriam corretamente identificados usando apenas RE e HER2 como 

marcadores. 

Dessa forma, se o perfil duplo-negativo incluiu entre seus casos neoplasias, por 

exemplo, normal breast-like, e não teve especificidade adequada, o perfil IHQ de Nielsen et 

al.
16 deixou de identificar 24% dos carcinomas basais. Neste cenário, portanto, se o perfil 

duplo-negativo acabasse casualmente abrangendo neoplasias normal breast-like, que são RE 

negativo e como tais possivelmente se beneficiassem de quimioterapia mais agressiva, 

poderia ser menos danoso do que deixar de identificar neoplasias de fenótipo basal e não 

oferecer tratamento agressivo às mesmas. 

Os autores que optaram em seus estudos pelos perfis duplo e triplo-negativo também 

alcançaram resultados positivos com seu uso. Assim, Livasy et al.
18, ao estudarem 18 

neoplasias de fenótipo basal classificadas desta forma por análise de expressão gênica, 

encontraram 100% delas como sendo RE negativo/HER2 negativo quando realizada IHQ 
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(perfil duplo-negativo). A aplicação do perfil duplo-negativo mais CK5/6 e/ou EGFR positivo 

aos dados do estudo de Livasy et al.
18 mostrou que tal perfil IHQ teve sensibilidade de apenas 

55% (encontrado em 10 de 18 carcinomas basais), e especificidade de 100%41. 

Também Kreike et al.
20, ao analisarem 97 neoplasias de perfil triplo-negativo por IHQ, 

observaram que todas elas se agruparam junto com aquelas de fenótipo basal na análise de 

expressão gênica, diferente dos casos não triplo-negativo que se agruparam junto com os 

demais fenótipos. Neste estudo, portanto, as neoplasias triplo-negativo foram consideradas o 

mesmo grupo de neoplasias de fenótipo basal no perfil de expressão gênica20. Assim, esses 

autores afirmam ser racional definir o fenótipo basal como triplo-negativo por IHQ, não sendo 

requeridos perfil de expressão gênica ou marcadores imunoistoquímicos adicionais para 

identificar neoplasias de fenótipo basal20.  

Rakha et al.
21 destacam que 80 a 90% das neoplasias de perfil tripo-negativo (RE 

negativo/RP negativo/HER2 negativo) são basais e apresentam um comportamento clínico 

similar ao comportamento basal. Dos 1726 casos de carcinomas de mama invasores estudados 

por esses pesquisadores, 16,3% apresentaram perfil triplo-negativo21, taxa semelhante aos 

15% de carcinomas basais identificados pelo perfil IHQ de Nielsen et al.
16 (RE 

negativo/HER2 negativo e CK5/6 positivo e/ou EGFR positivo). No estudo de Rakha et al.
21, 

o perfil triplo-negativo mostrou associação com sobrevida total menor e intervalo livre de 

doença menor, além de grau histológico elevado, semelhante às neoplasias de fenótipo basal. 

Portanto, o perfil triplo-negativo foi por si só um indicador prognóstico21.  

Silva et al.
 29, que usam como painel IHQ padrão para carcinoma de mama RE, RP, 

HER2, CK14 e CK5/6, fazem uma importante colocação em seu estudo. Destacam que 

neoplasias com determinadas características morfológicas e um perfil triplo-negativo 

alertariam o patologista para a possibilidade desse carcinoma ter um fenótipo basal, e que a 

marcação posterior com citoqueratinas de alto peso molecular (CK14, CK5/6) confirmaria a 

suspeita, apesar de lembrarem que até o momento não existe consenso sobre quais CK ou 

marcadores basais deveriam ser usados29.  

A importância da especificidade para caracterizar o fenótipo basal teria justificativa, 

por exemplo, na seleção de pacientes para testes de mutação BRCA1. Lakhani et al.
25 sugerem 

que uma combinação de características morfológicas, RE negativo e expressão de CK basal 

poderia funcionar como uma ferramenta preditiva poderosa para identificar portadores de 

mutação BRCA1 e ainda poderia ser útil para selecionar pacientes para testes de mutação 

BRCA1.  
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Essa questão é bem pertinente quando se pondera que muitas mulheres que são 

portadoras de mutações no gene BRCA1 podem não ter uma história familiar positiva de 

carcinoma de mama e/ou ovário29. Assim, encontrar um carcinoma em uma mulher jovem 

com características morfológicas e imunofenotípicas indicando fenótipo basal poderia ajudar 

a alertar médicos para a possibilidade de predisposição familiar29. 

Uma última ponderação é sobre o EGFR (receptor do fator de crescimento 

epidérmico). No estudo de Livasy et al.
18, o EGFR foi positivo em 72% das neoplasias basais, 

para Lerma et al.
70 foi positivo em 77% das neoplasias triplo-negativo, entretanto no estudo 

de Kreike et al.
20 apenas 27% das neoplasias triplo-negativo foram positivas para EGFR. É 

importante destacar que o EGFR, mesmo com essa variabilidade de expressão nos diferentes 

estudos, talvez mereça ser pesquisado em neoplasias basais, devido ao seu potencial como 

alvo terapêutico20,28,29,73. Terapias anti-EGFR como cetuximab, gefitinib e erlotinib estão 

sendo testadas em ensaios clínicos16,29,30,73.  

Portanto, o presente estudo encontrou maior freqüência do fenótipo basal 

comparativamente ao grupo não-basal em mulheres ≤ 45 anos do que em mulheres ≥ 65 anos, 

sem selecionar a amostra por etnia, e usando o perfil duplo-negativo (RE negativo/HER2 

negativo) para caracterizar o fenótipo basal. Diante disso, seria plausível selecionar os 

carcinomas de mama em fenótipo basal com base no perfil duplo-negativo ou triplo-

negativo20, pois neoplasias RE negativo/HER2 negativo, apesar de sensibilidade à 

quimioterapia inicialmente, terão pior prognóstico e necessitarão de esquemas de 

quimioterapia mais agressivos72. Ainda, diante do arsenal terapêutico atualmente disponível, 

que é restrito para o fenótipo basal do carcinoma de mama, são os casos que devem ser 

obrigatoriamente identificados.  

Assim, futuramente, os marcadores basais/mioepitelias que identificassem com maior 

fidedignidade os subtipos neoplásicos que estão sendo mapeados dentro do fenótipo basal, 

poderiam ser pesquisados na medida em que surgissem drogas que tivessem como alvo 

terapêutico os marcadores mais freqüentes e adequados em cada subtipo dentro do fenótipo 

basal. A caracterização dos perfis de expressão gênica dessas variedades será requerida para 

otimizar modalidades de tratamento41. Ainda, marcadores basais poderão ser pesquisados 

quando se quer ter uma grande especificidade para o fenótipo basal, em casos específicos em 

que haja intenção de selecionar pacientes para testes de mutação em BRCA1
25. 
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6 CONCLUSÕES 

 

 

Respostas aos Objetivos Específicos 

 

1. As freqüências dos fenótipos do carcinoma de mama em mulheres ≤ 45 anos e mulheres ≥ 

65 anos, com o perfil duplo-negativo e os marcadores basais (p63 e/ou CK5 e/ou P-

caderina positivo) definindo o fenótipo basal foram, respectivamente: luminal A (50,8% e 

58,1%), luminal B (15,4% e 14,5%), superexpresão de HER2 (15,4% e 19,4%) e basal 

(18,5% e 8,1%). As freqüências dos fenótipos com apenas o perfil duplo-negativo 

definindo o fenótipo basal, nos dois grupos etários foram, respectivamente: luminal A 

(44,0% e 54,5%), luminal B (13,3% e 13,6%), superexpresão de HER2 (13,3% e 18,2%) e 

basal (29,3% e 13,6%). A diferença entre os grupos etários não foi estatisticamente 

significativa em nenhuma das situações (P=0,3650 e P=0,1535). 

 

2. A freqüência dos grupos basal e não-basal em mulheres ≤ 45 anos e mulheres ≥ 65 anos, 

com o perfil duplo-negativo e os marcadores basais (p63 e/ou CK5 e/ou P-caderina 

positivo) definindo o fenótipo basal foram, respectivamente: fenótipo basal (18,5% e 

8,1%) e grupo não-basal (81,5% e 91,9%). A freqüência dos grupos basal e não-basal em 

mulheres ≤ 45 anos e mulheres ≥ 65 anos, com o perfil duplo-negativo definindo o 

fenótipo basal foram, respectivamente: fenótipo basal (29,3% e 13,6%) e grupo não-basal 

(70,7% e 86,4%). Não houve diferença significativa na primeira situação, (P=0,0854), 

mas a diferença foi estatisticamente significativa na segunda situação (P= 0,0247). 

 

3. Carcinomas de mama diagnosticados em idade mais jovem (≤ 45 anos) foram mais 

freqüentemente RE negativo/HER2 negativo do que quando diagnosticados em idade mais 

velha (≥ 65 anos). Quando foi usado o perfil duplo-negativo (RE negativo/HER2 

negativo) para caracterizar o fenótipo basal, e este foi comparado com o conjunto dos 

demais fenótipos agrupados sob a denominação de não-basal (fenótipos luminal A, 

luminal B e superexpressão de HER2), houve maior freqüência do fenótipo basal em 

mulheres ≤ 45 anos (29,3%) do que em mulheres ≥ 65 anos (13,6%) (P=0,0247). 
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Considerações Finais 

 

 Diante da tendência atual em fragmentar o fenótipo basal do carcinoma de mama em 

variedades neoplásicas20,41,68,70, assim como o fenótipo luminal já é dividido em luminal A e 

luminal B, toma-se como rotina básica usar o perfil duplo-negativo ou o triplo-negativo para 

alertar o patologista e o clínico para a possibilidade do carcinoma ter um fenótipo basal29. 

Mesmo que estudos recentes mostrem que carcinomas de mama com perfil duplo-negativo 

sejam verdadeiramente basais em 83% dos casos16 e carcinomas de mama com perfil triplo-

negativo sejam verdadeiramente basais em 80-90% dos casos21, ou até mesmo em todos os 

casos20, ainda assim se realiza marcação posterior com marcadores basais para confirmar a 

suspeita29. 

 

 

Sugestão para futuro estudo 

 

É importante que se prossiga estudando esses dois grupos etários (mulheres ≤ 45 anos 

e mulheres ≥ 65 anos) para estabelecer se as mulheres que tiveram carcinomas de mama de 

fenótipo basal caracterizados pelo perfil duplo-negativo (RE negativo/HER2 negativo) 

apresentam pior prognóstico, tanto comparativamente, avaliando o prognóstico do fenótipo 

basal nos dois grupos etários, quanto em relação aos demais fenótipos (luminal A, luminal B e 

superepressão de HER2).  
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Protocolo otimizado e estabelecido pelo Laboratório de Imunoistoquímica 

 

TÉCNICA DE IMUNOISTOQUÍMICA (KIT LABVISION) 

 

Caso as lâminas estejam protegidas com uma camada de parafina, devem ser colocadas numa 

cuvete de vidro, imersas em Clear-Rite (agente desparafinante, MICROM International) e 

colocadas posteriormente na estufa a 60ºC. Após aproximadamente 30 minutos, deve-se 

proceder à desparafinação e hidratação dos cortes no aparelho Leica AutoStainer XL. 

 

1. Recuperação Antigênica 

 

Solução Retrieval 

Diluir a solução retrieval (Vector®) 1/100 em água desionisada. Acertar o pH da solução a 

6.00 (6.00-6.02). Pré-aquecer a solução em banho-maria a 98ºC durante 5 minutos (numa 

cuvete de plástico). Colocar as lâminas durante 20 minutos (ou 30, conforme o anticorpo) na 

solução dentro do banho-maria e deixar arrefecer a solução à temperatura ambiente durante 5 

minutos. Colocar as lâminas em PBS. 

 

Solução de EDTA 

Diluir a solução EDTA (Labvision) 1/100 em água destilada. Acertar o pH da solução a 8.00 

(8.00-8.02). Pré-aquecer a solução em banho-maria a 98ºC durante 5 minutos (numa cuvete 

de plástico). Colocar as lâminas durante 20 minutos na solução dentro do banho-maria e 

deixar arrefecer a solução à temperatura ambiente durante 5 minutos. Colocar as lâminas em 

PBS. 

 

2. Bloqueio da Peroxidase Endógena 

 

Para bloqueio da peroxidase endógena, coloca-se sobre a área delimitada (com caneta 

hidrofóbica) 100µl de solução de peróxido de hidrogênio a 3% diluído em metanol durante 10 

minutos. 

Lavagem em PBS 2-5 minutos (todas as lavagens podem ser feitas diretamente na lâmina a 

fim de evitar demasiados movimentos das cores do array). 
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3. Bloqueio de Reações Inespecíficas 

Incubação das lâminas com 100µl de UltraVisonBlock durante 15 minutos. 

Após a incubação, retirar o excesso de reagente escorrendo as lâminas e não lavar.  

 

4. Anticorpo Primário 

 

Incubação de 100µl de anticorpo primário durante 30 minutos à temperatura ambiente ou 

overnight a 4ºC.  

Lavagem em PBS 2-5 minutos. 

 

5. Anticorpo Secundário Biotinilado 

 

Incubação das lâminas com 100µl de anticorpo secundário biotinilado anti-polivalente durante 

15 minutos. 

Lavagem em PBS 2-5 minutos. 

 

6. Complexo Streptavidina Peroxidase 

 

Incubação das lâminas com 100µl do complexo streptavidina peroxidase durante 15 minutos. 

Lavagem em PBS 2-5 minutos. 

 

7. Cromogênio: Diaminobenzidina (DAB) 

 

Preparar uma solução de diaminobenzidina: 2 gotas de cromogênio DAB para cada mililitro 

de substrato. Incubar durante 6-7 minutos. Lavagem em água corrente durante 5 minutos. 

 

8. Contraste Nuclear 

 

Contrastar os núcleos com Hematoxilina de Mayer, mergulhando as lâminas neste corante 

durante 30 segundos. Lavagem em água corrente (ter o cuidado para que a água não caia 

diretamente nas lâminas). A diferenciação é realizada por imersão repetida (cerca de 10 

vezes) em água amoniacal 1%. Lavagem em água corrente. Após o contraste, desidratam-se 

as lâminas numa série crescente de álcoois (70%, 95% e absoluto).  
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FICHA PARA COLETA DE DADOS 

 

Local: (     ) SAP do HU              (     ) CAISM              (     ) Hospital São João 

 

Ficha para Coleta de Dados de Número: |__|__|__| 

Data da Coleta de Dados: |__|__| - |__|__| - |__|__|__|__| 

 

Número do Prontuário: |__|__|__|__|__|__| 

Data de Nascimento: |__|__| - |__|__| - |__|__|__|__| 

Idade ao diagnóstico de carcinoma de mama: |__|__|__| anos 

 

Laudo Anátomo-patológico 

 

Número do Exame: |__|__|__|__|__|__|__|__|__| 

Data de Emissão do Exame: |__|__| - |__|__| - |__|__|__|__| 

 

Laudo Imunoistoquímico 

 

Número do Exame: |__|__|__|__|__|__|__|__|__| 

Data de Emissão do Exame: |__|__| - |__|__| - |__|__|__|__| 

 

Receptor de Estrógeno: (     ) Positivo     (     ) Negativo  

Expressão da oncoproteína HER2: (     ) Positivo     (     ) Negativo  

Expressão de p63: (     ) Positivo     (     ) Negativo  

Expressão de P-caderina: (     ) Positivo     (     ) Negativo 

Expressão de CK5/6: (     ) Positivo     (     ) Negativo  
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