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RESUMO 

 
O carcinoma de mama (CDI) apresenta elevada incidência entre as mulheres no mundo, com 

um forte impacto financeiro sobre os sistemas de saúde pública. O diagnóstico é realizado por 

biópsias de nódulos suspeitos rastreados mamograficamente. No entanto, muitas mulheres não 

fazem parte do grupo idade para rastreio populacional, e, por isso, apresentam doenças 

avançadas ao diagnóstico, causando impacto na sobrevida. A doença metastática é a principal 

causa de morte, e, uma das principais causas da metástase são células dormentes na circulação. 

Há indícios que essas células desenvolvam mecanismos para evitar a resposta imune do 

hospedeiro, por isso, estão associadas com imunofenótipos mais agressivos da doença. Além 

disso, subtipos de pior prognóstico também expressam algumas proteínas relacionadas à 

resposta imune, como o PD-L1. Assim, compreender as associações entre parâmetros e produtos 

de expressão proteica são determinantes para estabelecer alternativas que auxiliem no 

diagnóstico e tratamento do CDI. Estudos pioneiros do grupo de Stanford mostraram um perfil 

molecular do câncer de mama pela expressão de genes, associando a comportamentos 

biológicos e imunofenótipos distintos. Recentemente outros produtos deexpressão proteica, 

como PDL1, PD1, CTLA-4, CK19, vem tendo destaque nas pesquisas com CDI, mas 

associações entre esses biomarcadores ainda não foram investigadas. Assim, o objetivo deste 

trabalho foi avaliar a importância da análise conjunta dos biomarcadores RE, RP, HER2, Ki67, 

CK19, CD8, PD1, CTLA-4 e PD-L1 para o diagnóstico, prognóstico e avaliação do risco de 

metástase em pacientes com CDI. O estudo foi dividido em faseretrospectiva, que investigou o 

perfil epidemiológico, variáveis anatomopatológicas e imuno- histoquímicas (IHQ) da 

população atendida no HU/UFSC entre 1994 e 2018 e estudo prospectivo, no qual foram 

estudados os biomarcadores RE, RP, HER2, Ki-67, CK19, CD8, CTLA4, PD1 e PD-L1 pelas 

metodologias de citometria de fluxo (CF) e/ou IHQ. No estudo retrospectivo, foi observada alta 

concordância ao agrupar casos utilizando RE e HER2 ou quatro biomarcadores (RE, RP, HER2 

e Ki67) mostrando que é possível aplicar ferramentas economicamente acessíveis no 

diagnóstico do câncer de mama. Os resultados do estudoprospectivos mostram que: o PDL1 por 

IHQ está associado a subtipos de pior prognóstico; de todos os leucócitos presentes no sangue 

periférico, os linfócitos T GamaDelta apresentaram-se reduzidos nas amostras com CDI; nas 

amostras histológicas foi observado diminuição das células NKT e diminuição da relação de 

linfócitos TCD4/CD8; a população de linfócitos T DuploNegativo está ligeiramente aumentada 

no subtipo luminal A e aumenta nos subtipos HER2 e TBNC; os linfócitos TCD4 e TCD8 no 

sangue periférico de pacientes com CDI apresentaram aumento de expressão dos biomarcadores 

CTLA4 e PD1 quando comparadas aocontrole. Em relação a investigação de células tumorais 

circulantes (CTC), elas foram detectadas em 6.38% do CDI. Os resultados dessa investigação 

mostram a importância da avaliação conjunta dos biomarcadores para avaliar a resposta imune 

e a capacidade da CF para detectar com segurança e agilidade CTC, para acompanhamento do 

CDI. 

 

Palavras-chave: Carcinoma de Mama; Biomarcadores; Citometria de Fluxo; Imuno- 

histoquímica. 



 

 



 

ABSTRACT 

 
Breast cancer (BC) has a high incidence among women worldwide, with a strong financial 

impact on public health systems. Biopsies make the diagnosis of suspicious nodules screened 

by mammography. However, many women are not part of the age group for population 

screening and, therefore, have advanced diseases at diagnosis, impacting survival. Metastatic 

disease is the leading cause of death, and one of the main causes of metastasis is dormant cells 

in the circulation. There is evidence that these cells develop mechanisms to evade the host's 

immune response; therefore, they are associated with more aggressive immunophenotypes of 

the disease. In addition, subtypes with a worse prognosis also express some proteins related to 

the immune response, such as PD-L1. Thus, understanding the associations between parameters 

and protein expression products is essential to establish alternatives that help diagnose and treat 

BC. Pioneering studies by the Stanford group showed a molecular profile of breast cancer 

through gene expression, associating it with different biological behaviours and 

immunophenotypes. Recently, other protein expression products, such as PDL1, PD1, CTLA- 

4, CK19 have gained prominence in BC research, but these biomarkers' associations have not 

yet been investigated. Thus, this study aimed to evaluate the importance of joint analysis of the 

biomarkers RE, RP, HER2, Ki67, CK19, CD8, PD1, CTLA-4 and PD-L1 for the diagnosis, 

prognosis, and assessment of the risk of metastasis in patients with breast carcinoma. The study 

was divided into a retrospective phase, whose population investigated the epidemiological 

profile, anatomopathological and immunohistochemical variables of those treated at the 

HU/UFSC between 1994 and 2018, and a prospective study, in which the biomarkers RE, RP, 

HER2, Ki - 67 CK19, CD8, CTLA4, PD1 and PD-L1 were studied by flow cytometry or 

immunohistochemistry (IHC) methodologies. In the retrospective study, a high agreement was 

observed when grouping cases using ER and HER2 or four biomarkers (RE, RP, HER2 and 

Ki67), showing that it is possible to apply accessible tools in diagnosing breast cancer. The 

prospective study results show that PDL1 by IHC is associated with subtypes of worse 

prognosis. Of all the leukocytes present in peripheral blood, GD T lymphocytes were reduced 

in samples with ICD. There was a decrease in NKT cells and a decrease in the ratio of 

TCD4/CD8 lymphocytes in the histological samples. The population of DN T lymphocytes is 

slightly increased in the luminal A subtype and increases in the HER2 and TBNC subtypes. 

TCD4 and TCD8 lymphocytes in peripheral blood of patients with BC showed increased 

expression of biomarkers CTLA4 and PD1 compared to control. Regarding the investigation of 

circulant cell tumour (CTC), they were detected in 6.38% of cases with BC. This investigation 

shows the importance of joint assessment of biomarkers andthe ability of flow cytometry to 

detect CTC safely and quickly for monitoring BC. 

 

Keywords: Breast Carcinoma; Biomarker; Flow Cytometry; Immunohistochemistry. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

 

O carcinoma de mama é a forma mais incidente de câncer em mulheres em todo o 

mundo (WHO, acesso em 05/03/2022). Em 2018, foram relatados 2,1 milhões de novos casos 

com 627.000 mortes relacionadas (WHO; 2019) e em 2020 foram relatados 2,3 milhões, com 

685 mil mortes no mundo e prevalência de 7,8 milhões de casos nos últimos 5 anos (WHO, 

acesso em 05/03/2022). Avanços nos programas de rastreamento de lesões de mama e nos 

diagnósticos em biologia molecular, associados a descobertas de novos fármacos, têm 

contribuído para a recente melhora da taxa de sobrevida em países desenvolvidos (EBCTCG, 

2005; TRUDEAU M, et al 2005; WHO, 2019). Outro grande passo para melhorar a expectativa 

de cura foi o estudo do genoma do câncer, que explicou os subtipos intrínsecos dos carcinomas 

invasivos da mama, aumentando a chance de sucesso na indicação de terapias mais 

direcionadas, melhorando a qualidade de vida e morbimortalidade das pacientes (AHN SG, et 

al., 2016; WHO, 2019). 

Como o câncer é uma doença multifatorial, existe uma forte relação entre fatores 

genéticos e não genéticos (WHO, 2019). O acúmulo de inúmeras alterações moleculares leva 

às instabilidades genéticas, proliferações de células neoplásicas e aquisições de fenótipos 

resistentes e invasivos (SIMON R, et al., 2003). Quando as alterações nas atividades gênicas 

atingem o ambiente interno e a vizinhança das células tumorais, a combinação de fatores 

exógenos e as variações genéticas inatas do indivíduo são a causa da manifestação do tumor por 

meio de diferentes fenótipos (HANAHAN AND WEINBERG. 2000; HANAHAN AND 

WEINBERG, 2011) 

Um estudo pioneiro utilizou tecnologias aplicadas aos estudos de DNA, RNA e do 

perfil de proteínas para retratar com maior precisão os fenótipos tumorais, caracterizando de 

forma sistemática e detalhada os tumores nas escalas genômicas e proteomicas, correlacionando 

com informações clínicas e melhorando a compreensão das causas e da progressão do 

carcinoma (SORLIE T. 2004). 

Um ponto muito importante a destacar foram as descobertas e a implementação de 

novos marcadores moleculares que vem trazendo melhorias nas intervenções terapêuticas, o que 

torna o tratamento mais individualizado e preciso (SORLIE T. 2004; PRAT A AND PEROU 

CM, 2011). 

Inicialmente, cinco subgrupos intrínsecos de carcinoma de mama foram considerados 

pela avaliação do perfil de expressão gênica baseado em microarranjos (PEROU CM, et al. 
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2000). Posteriormente esses perfis gênicos foram validados pela imuno-histoquímica (IHQ) pela 

análise da expressão de proteínas (SORLIE T. 2004; BERTUCCI F, et al. 2006; PRAT A AND 

PEROU CM, 2011; VUONG D, et al. 2014). Muitos anticorpos utilizados na IHQ têm um papel 

estabelecido ou presumido e representam proteínas das quais a transcrição foi discriminada em 

estudos de perfil genético (PEROU, 2000; SORLIE T, 2004, BERTUCCI, 2006). A IHQ 

permanece como um dos principais métodos para determinar o perfil deexpressão proteica em 

laboratórios de anatomia patológica (MARQUEZ, 2004; AMIN, et al., 2017; PU, et al., 2019). 

Dessa forma a caracterização dessas proteínas pela IHQ contribui para o diagnóstico e 

monitoramento do carcinoma de mama invasivo, o que auxilia no desenvolvimento de novos 

alvos diagnósticos e terapêuticos (BERTUCCI, 2006; GOLDHIRSCH et al., 2013; AMIN, et 

al., 2017). 

É evidente que muito se tem a estudar em câncer, mas a caracterização de proteínas 

pode fornecer marcadores úteis para análise, diagnóstico ou monitoramento desta entidade tão 

específica (BERTUCCI F, et al. 2006). Nesse contexto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a 

expressão de alguns biomarcadores por citometria de fluxo para detectar células tumorais 

circulantes no sangue periférico e avaliar a resposta imune no microambiente tumoral em 

pacientes com nódulos de mama que realizaram biópsia por core guiada por ultrassonografia no 

Hospital Universitário da Universidade Federal de Santa Catarina (HU UFSC). 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

 

2.1. A MAMA 

 
 

A glândula mamária é um anexo epidérmico especializado, que sofre ação hormonal 

e tem a função principal de produção de leite (BULL WORLD HEALTH ORGAN, 1989) 

 
2.1.1. Mamogênese 

 
 

O desenvolvimento fisiológico da glândula mamária começa na fase embrionária 

(ROSEN, PP AND OBERMAN, HA, 1993). 

As glândulas mamárias têm origem ectodérmica e são um tipo modificado de glândula 

sudorípara altamente especializada que se desenvolvem de forma similar tanto em embriões 

femininos quanto em embriões masculinos. A primeira evidência da glândula mamária é na fase 

embrionária, em torno da quarta semana gestacional, com o desenvolvimento das cristas 

mamárias na superfície ventral do embrião. Essas cristas que se localizam desde a região axilar 

até a região inguinal (Figura 1 Painel A), geralmente desaparecem com exceção daquelas que 

se localizam na região das futuras mamas (Figura 1 Painel B). Nesse local surgem como brotos 

mamários primários, em torno da quinta semana (MOORE, KL, 2016). 

Os brotos mamários primários são invaginações da epiderme, que sofrem influência do 

mesênquima subjacente (Figura 1 Painel C). Cada broto dá origem a diversos brotos, que com 

o desenvolvimento evolutivo dão origem a ductos lactíferos ramificados. O tecido conjuntivo 

e o tecido adioposo peri glândular se desenvolvem a partir do mesênquima (figura 1 Painel D 

e Painel E) (LEE, K, et al. 2011, MCDERMOTTT, KM, et al. 2010). 

Ao nascimento (Figura 1 Painel F) as glândulas mamárias femininas e masculinas 

são idênticas (ROSEN, PP AND OBERMAN, HA, 1993; MOORE, KL, 2016). 

Transitoriamente podem apresentar pouco aumentadas e por vezes secretoras, por ação de 

hormônio materno transplacentário que atinge a circulação fetal. (OSBORNE, M. P., 

BOOLBOL, S. K. 2010; MOORE, KL, 2016). Microscopicamente os ductos lactíferos estão 

dilatados, mas não há formação de ácinos. (ROSEN, PP AND OBERMAN, HA, 1993; MOORE, 

KL, 2016) 

Nas meninas a mama aumenta rapidamente na puberdade, geralmente entre 9 e 13 anos 

de idade (MOORE, KL, 2016) Neste período há o desenvolvimento das glândulas, que reflete 

o crescimento do componente epitelial duco-lobular, do estroma e do tecido adiposo. A 
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maturação total ocorre em torno dos 19 anos (em média entre 18 e 20 anos). Nos meninos os 

ductos lactíferos permanecem rudimentares ao longo da vida (MOORE, KL, et al. 2014; 

MOORE, KL, 2016). 

 

Figura 1. Desenvolvimento das glândulas mamárias. 
 
 

Painel A mostra a vista ventral de um embrião de aproximadamente 28 dias mostrando as cristas mamárias. 

Painel B, Vista similar com 6 semanas mostrando os remanescentes dessas cristas. Painel C, Secção transversal 

de uma crista mamária no ponto de desenvolvimento de uma glândula mamária. Painel D a F, Secções similares 

mostrando estágios sucessivos de desenvolvimento das mamas entre 12 semanas e o nascimento. Fonte: 

MOORE, KL. Embriologia clínica. 10. ed. - Rio de Janeiro: Elsevier, 2016 
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2.1.2. Desenvolvimento da Mama Adulta 

 
 

O desenvolvimento da mama feminina (telarca) ocorre na puberdade, principalmente 

por ação do estrogênio (STINGL J. 2011). A telarca é a primeira característica secundária sexual 

a se desenvolver, e precede o pelos pubianos (pubarca) em até 6 meses (SUSMAN EJ, et al. 

2010; SIMMONS PS. 1992). 

Variações no desenvolvimento da glândula mamária ocorrem em indivíduos da mesma 

faixa etária, e podem ser atribuídas em nível de maturação puberal, grupo étnico e concentrações 

hormonais (SUSMAN EJ, et al. 2010). 

Junto com a remodelação macroscópica da glândula mamária puberal, células tronco 

multipotentes e células progenitoras são expostas a alterações hormonais (VAN KEYMEULEN 

A, et al. 2011; LEE H J AND ORMANDY C J. 2012; SHACKLETON M 

VF, et al. 2006; STINGL J RA, et al 2005). A partir dessa exposição, ocorre o aumento do 

estroma fibro adiposo e do componente epitelial. Nesse último há alongamento dos ductos com 

ramificações dicotômicas sob a influência estrogênica (HOWARD B A AND GUSTERSON B 

A. 2000; RUSSO J AND RUSSO I H. 1987). Simultaneamente o epitélio se divide em duas 

camadas distintas, uma mais externa denominada camada de células mioepiteliais e uma mais 

interna denominada camada de células luminais. Tais células revestem os ductos e as estruturas 

alveolares em maturação (Figura 2 Painel A, Painel B e Painel C) (TIEDE AND KANG, 2011). 

Com o desenvolvimento dos ácinos a partir de um ducto terminal (Figura 3 Painel A), 

há o desenvolvimento do componente de estroma especializado que circunda essas estruturas, 

formando a unidade lobular do ducto terminal (Figura 3 Painel B) (UDLT), que é a unidade 

funcional da mama (HOWARD AND GUSTERSON, 2000). 

O estrogênio e a progesterona são respectivamente os grandes responsáveis poralongar 

e ramificar lateralmente os ductos (BRISKEN, et al. 1998). Alguns reguladores, comoo receptor 

do fator de crescimento epidérmico (ErbB2) podem influenciar na morfologia dos ductos e na 

sua ramificação (JACKSON-FISHER AJBG, et al. 2004). 
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Figura 2. Fotomicrografia de cortes histológicos de estrutura ducto lobular da mama. 

 

Painel A mostra fotomicrografia de cortes histológicos de estrutura ducto lobular da mama feminina adulta, 

Painel B Apresentação dos ácinos e Painel C, do ducto, com detalhe da dupla população celular, a mais interna 

corresponde às células Luminais de coloração mais acidofilica e a mais extena corresponde a camiada de células 

mioepiteliais, com citoplasma mais claro. Desenvolvimento da dupla população epitelial/mioepitelial da unidade 

ductal. Fonte: o Autor: HE 40X, 400X, 200X 

 

Figura 3. Fotomicrografia da unidade ducto-lobular. 
 

Painel A apresenta a unidade lobular do ducto terminal (UDLT), Painel B o detalhe do estroma especializado da 

unidade ducto lobular. Fonte: o Autor: HE 40X 200X. 

 

As células-tronco mamárias e progenitores não expressam receptores para hormônios. 

Quando expressam os receptores hormonais geralmente não proliferam. (SHACKLETON, et 

al. 2006). Entretanto, os hormônios induzem mudanças morfológicas agindo em uma rede 

regulatória complexa de sinais parácrinos e fatores de transcrição que modulam a atividade das 

células-tronco mamárias (ASSELIN-LABAT, et al 2010. JOSHI, JACKSON H W, et al. 2010; 

JAVED AND LTEIF, 2013). 

À medida que a mama evolui no estágio de maturação, há uma proliferação do 

parênquima interlobular, que é composto por tecido adiposo, fibroblastos, vasos sanguíneos e 

células imunológicas. O conjunto desses elementos compõe o microambiente da mama 

(WISEMAN AND WERB, 2002). 

A B C 

A B 
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Interações entre o microambiente da mama (epitelio e estroma) são os grandes 

responsáveis pelo desenvolvimento da glândula, desde o período embrionário até o período 

puberal (SAKAKURA T, 1987; CUNHA, et al., 1995; ROBINSON, et al., 1999). 

O desenvolvimento da mama humana é complexo, devido à ampla remodelação sofrida 

desde a fase embrionária até a idade adulta. Os vários estágios de diferenciação sofrem 

influência de múltiplos sinais hormonais. O estudo do desenvolvimento da mama humana é 

essencial para a compreensão de doenças, particularmente base na maturação hormonal 

(JAVEDAND L, 2013). 

No desenvolvimento lobular da mama adulta são descritos quatro estágios de 

maturação. O estágio 1 é composto por grupamento de células secretoras formando alvéolos. 

Os tipos 2, 3 e 4 são compostos por ductos terminais que se ramificam em vários ductulos e 

com aumento do número de alvéolos (Figura 4 Painel B, Painel C e Painel D) (HOWARD AND 

GUSTERSON, 2000). O 4º estágio é o nível máximo da maturação mamária, caracterizado pela 

mama gestacional e lactacional (Figura 5) (RUSSO AND RUSSO, 2004; RUSSO J, et al., 

2006). 

A mama nulípara, completa o desenvolvimento com maturação parenquimatosa e 

estromal entre a idade de 18 e 20 anos, e a principal composição são de lóbulos composto por 

grupamento de células secretoras (estágio 1). São mamas maduras, mas inativas até o estímulo 

hormonal da gestação que transforma o microambiente em mama lactacional conforme 

observado na Figura 5 (JAVED AND LTEIF, 2013). 



34 
 

 

 

 

Figura 4. Desenvolvimento fisiológico dos ductos mamários. 
 

Representação do desenvolvimento dos ductos mamários e controle hormonal do desenvolvimento e função da 

glândula mamária. A: ao nascimento. B: adulto jovem. C: adulto. D: Adulto em lactação. E, Adulto após 

lactação. Fonte: (https://basicmedicalkey.com/integumentary-skeletal-and-muscular-systems). Adaptado pelo 

Autor. 

 

Influências hormonais entre o mesênquima e o parênquima existem em todos osestágios 

de desenvolvimento da mama, mas no estágio 4, o desenvolvimento de ductoslactíferos ocorre 

pelos hormônios placentários, progesterona, hormônios do crescimento, fatores do crescimento 

semelhante a insulina, estrógeno, prolactina, hormônios corticosteroides e triiodotironina 

(CERIANI R L, 1970;(I) CERIANI R L, 1970;(II); FLINT, et al., 2008). 

Após a menopausa, a glândula mamária sofre um processo de involução gradual e 

progressiva, com atrofia lobular, perda do tecido conjuntivo intralobular e aumento do tecido 

adiposo do estroma interlobular (ROSEN AND OBERMAN, 1993). 

2.1.3. Lactogênese 

 
 

A lactogênese está relacionada com a fisiologia dos processos reprodutivos da mulher. 

Na gestação ocorre a maior parte do desenvolvimento estrutural da mama, com intensas 

transformações metabólicas e fisiológicas (ORFÃO AND GOUVEIA, 2009). 

Ao final da gestação, a lactogênese se manifesta, com o início da função secretora da 

mama, que transcende o período do parto e evolui até o período puerperal, quando estímulos 

fetais de sucção estimulam a produção de leite. Com a glândula mamária preparada durante a 

https://basicmedicalkey.com/integumentary-skeletal-and-muscular-systems
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gestação, a prolactina (de origem hipofisária), tem sua síntese aumentada e ativa as células 

luminais da mama, estimulando a produção de leite (VINAGRE AND DINIZ, 2001). De forma 

sinérgica, outros hormônios participam do processo da lactogênese (HURLEY, 2002).A 

ocitocina, sintetizada no hipotálamo e armazenada na hipófise, age sobre a musculatura lisa e 

sobre as células mioepiteliais dos ácinos mamários, facilitando a ejeção do leite. O estrogênio, 

a progesterona, o hormônio do crescimento e hormônios tiroidianos tambémdesempenham 

papeis no processo lactacional (Figura 5 Painel C) (GALVÃO, 2006). 

 
Figura 5. Desenho da macro e microestrutura da glândula mamária humana. 

 

Mostra a macro e microestrutura da glândula mamária humana. Identifica-se a relação da pele e mamilo com os 

ductos galactóforos (ductos excretores). Representação de controle hormonal e o desenvolvimento e função das 

unidades ductolobulares da glândula mamária. Painel A: pré púbere – glândula mamária rudimentar; Painel B: 

glândula mamária adulta não gestante; Painel C: glândula mamária adulta gestante e lactante. 

Fonte: o Autor: Aquarela sobre papel canson, 21x29,7 cm, 300g/m². 
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2.1.4. Estrutura da Glândula Mamária Humana Adulta 

 
 

A representação da glândula mamária feminina humana segue padrões de configuração 

morfofuncional variável, mas de forma esquemática pode ser visualizado na Figura 6. 

 
Figura 6. Desenho esquemático e a relação ducto-lobular. 

 
 

 
Representa esquematicamente a macro e microestrutura da glândula mamária humana. Identifica-se a relação da 

pele e mamilo com os ductos galactóforos (ductos excretores). Pode-se observar a ramificação de ductos 

interlobulares a partir de ductos galactóforos e a estrutura de lóbulos mamários na porção superior da imagem. 

Em detalhe há uma estrutura sacular de acino mamário, com visualização bidimensional. Pode-se identificar a 

dupla população de células colunares ou cuboidais, representadas pela coloração rósea e dispostas na luz do 

acino, chamadas de células luminais e as de coloração azul, mais achatadas e perifericas, chamadas de células 

mioepiteliais. As células mioepiteliais repousam sobre a membrana basal. 
Fonte: o Autor: caneta stabilo e lápis de cor sobre papel A4. 
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2.1.4.1. Macroestrutura da Glândula Mamária Humana Adulta 

 
 

A glândula mamária é recoberta por pele e contém na porção central mamilo 

circundado por aréola. É um órgão par, localizado na parede anterior do tórax sobre omúsculo 

peitoral maior. Normalmente se estende da segunda até a sexta costela, verticalmente, e da borda 

do esterno até a linha axilar média no eixo horizontal. A glândula pode ainda se projetar para a 

axila, com extensão para o músculo serrátil anterior e inferiormente ao musculo obliquo externo 

e bainha do reto supeior (Figura 7) (OSBORNE MP, 2010). 

 
Figura 7. Relações anatômicas do tórax anterior. 

 

Exibe desenho esquemático da porção anterior do tórax, com relação anatômica de linfonodos axilares musculo 

peitoral, vasos da região mamaria interna e complexo areolomamilar. 

Fonte: o Autor: Aquarela sobre papel canson, 21x29,7 cm, 300g/m². 

 

O principal suprimento sanguíneo é pela artéria mamária interna e toráxica lateral. 

Outros ramos arteriais como: intercostais, toraco-acromial, toraco-dorsal e subescapular, 

participam da irrigação. A drenagem venosa segue o sistema arterial. A drenagem mais 

importante dos vasos linfáticos é para a região axilar. Os linfonodos axilares recebem mais de 

90% da linfa drenada. Uma pequena proporção é drenada dos vasos linfáticos intercostais 
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posteriores e torácicos internos para os linfonodos intercostais posteriores e mamários 

internos, respectivamente (OSBORNE MP, 2010). 

 
2.1.4.2. Microestrutura da Glândula Mamária Humana Adulta 

 
 

O sistema de ductos e lóbulos, não é um sistema anatomicamente bem definido. 

Apresenta uma importante variação individual em relação a sua distribuição (SCHNITT AND 

COLLINS, 2018). 

O tecido glândular, também denominado parênquima mamário, contém ductos e 

lóbulos mamários, em meio a tecido conjuntivo especializado. O parênquima mamário está 

imerso em estroma que contêm quantidades variáveis de tecido fibroso e tecido adiposo 

(GOING AND MOFFAT, 2004) Na mama não lactante há predomínio do estroma, com 

proporções relativamente variáveis de tecido fibroso e adiposo, que modificam com a idade e 

as condições individuais de cada mulher (SCHNITT AND COLLINS, 2018). 

 

2.1.4.3. Ductos Mamários 

 
Os ductos mamários são elementos do parênquima que conduzem os produtos de 

lactogênese. Na mama normal pode haver entre 15 e 20 orificios ductais que começam no 

mamilo (Figura 8) e se ramificam para formar as unidades ducto-lobulares ou ductos 

interlobulares (Figura 9) (PAGE AND ANDERSON, 1987; TAVASSOLI FA, 1999; LOVE 

AND BARRSKY, 2004; ROSEN, PP 2009; SCHNITT AND COLLINS. 2018). 
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Figura 8. Figura esquemática mamilo e ductos principais. 
 

 
Apresentação macro e microestrutura do mamilo e ductos mamários. 

Fonte: o Autor: caneta stabilo e lápis de cor sobre papel A4. 

 

Figura 9. Figura ilustrativa do ducto interlobular. 
 

Mostra a apresentação histológica de um ducto mamário interlobulares cortado transversamente, em meio a 

estroma fibroso denso. Fonte: o Autor HE 100 X. 

 

2.1.4.4. Unidades Ductos Lobulares 

 
As unidades ducto lobulares, são um conjunto de ácinos que tem uma estrutura 

comparada a árvore florida (Figura 10 Painel B), sendo os lóbulos a representação das flores, 

que drenam para os ductulos e ductos, que são representados pelos galhos e ramos maiores. Os 

ductos se projetam em ductos coletores (tronco da árvore) (Figura 10 Painel A) que terminam 

nos ductos galactóforos (Figura 8) junto aos seios lactíferos que terminam na superfície do 

mamilo (SCHNITT AND COLLINS, 2018). 



40 
 

 

 

 

Figura 10. Imagem histológica de Unidade Ducto Lobular. 
 
 

 
Representação histológica da unidade ductolobular, com configuração arboriforme evidenciando os ductos 

coletores (tronco da árvore). Fonte: o Autor HE 40X e 100 X. 

 

O lóbulo e seu ducto terminal (ductulos) são denominados de “unidade ducto lobular 

terminal” (UDLT) e representam a unidade funcional da mama. Essas estruturas sofrem 

mudanças morfológicas, tanto epiteliais quanto estromais, por ação hormonal, (como 

representado na Figura 5 Painel A e Painel B). As alterações morfológicas não são uniformes, 

e variam entre os indivíduos. Na lactação as células luminais da desta região sofrem alterações 

secretoras (Figura 5 Painel C) (SCHNITT AND COLLINS, 2018). 

Autores sugerem que a maioria dos carcinomas “in situ” e invasivo da mama surgem 

no epitélio da unidade lobular de ducto terminal (WELLINGS SR, ET AL. 1975; JENSEN HM, 

1982; WHO, 2019) 

 

2.1.4.5. Componentes Epiteliais de Ductos e Lóbulos 

 
Ductos e lóbulos são revestidos por duas camadas celulares. Uma mais interna 

denominada camada luminal, e uma mais externa denominada camada de células mioepiteliais 

(Figura 6 Painel A) (SCHNITT SJ, et al. 2004). 

As celulas epiteliais luminais expressam citoqueratinas (CK) de baixo peso molecular 

(CK 7, 8, 18 e 19), e a camada de células mioepiteliais podem ser evidenciadas através da 

imunomarcação a qual inclui proteína S100, actina, calponina, miosina musculo liso de cadeia 

pesada, p63 e CD10, mas também expressam CK de alto peso molecular 
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(CK5/6, 14 e 17). As células mioepiteliais têm aparência variável, podendo ser quase 

imperceptíveis ou apresentar citoplasma claro e abundante, tendo por vezes aparência mióide 

(Figura 11 Painéis A, B, C e D) (GOING JJ. 2006). 

A expressão do ERα pode ser identificada nos núcleos das células epiteliais luminais 

dos ductos e dos lóbulos. Entretanto a imunorreatividade nas células normais da mama não é 

forte nem homogênea, apresentam um padrão irregular e com variações de intensidade 

(SHOKER BS, et al. 1999). 

Células mioepiteliais não expressam imunorreação para ERα. A expressão do PR 

também é observada com padrão heterogêneo no epitélio luminal ducto-lobular (SHAW JA, 

et al. 2002). 

 
Figura 11. Representação de ductos e lóbulos mamários. 

 

 
No detalhe da imagem de fotomicrografia mostra (Painel A) estrutura de ducto mamário e (Painel C) 

estrutura de lóbulo mamário, HE 600X, podem ser observados uma camada periférica de células mioepiteliais 

(dispostas continuamente, com citoplasma mais claro e núcleo central) e uma camada mais interna, de células 

luminias, de padrão colunar ou cuboidal. Nas figuras aquareladas (Painel B) estrutura de ducto mamário e 

(Painel D) estrutura de lóbulo mamário, identifica-se a representação das duas camadas celulares, uma mais 

interna (Luminal) e uma mais externa (mioepitelial) 

Fonte: o Autor: A e C HE 600X. B e D: Aquarela sobre papel canson, 21x29,7 cm, 300g/m²;. 

Estroma interlobular 

  A     B 

Estroma intralobular 

  C    D 
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Além dessas, há um terceiro tipo celular, que está presente de forma dispersa e irregular 

ao longo da estrutura ducto lobular e expressa CK5 e CK14. Essas células secaracterizam pela 

ausência de expressão de proteínas, as quais são normalmente expressas nascélulas epiteliais 

luminais e mioepiteliais (BOECKER, et al. 2006; SCHMITT et al, 2012). Presume-se que tais 

células representam as células progenitoras da mama, que são capazes de se diferenciar em 

células maduras da dupla população ducto-lobular (luminal e mioepitelial) (SCHMITT et al, 

2012). 

Esse grupo específico de células, ilustrados na Figura 12, tem características de células 

tronco (stem cell), pois apresentam capacidade de auto renovação e de diferenciação entre duas 

linhagens celulares maduras distintas no parênquima mamário. A importância dessas células no 

desenvolvimento e na carcinogênese mamária já está estabelecida por alguns autores 

(BOECKER, et al., 2006; SHACKLETON, et al., 2006; CARIATI AND PURUSHOTHAM, 

2008; MORIMOTO, et al. 2009; ZHOU, et al. 2010; SCHMITT, et al, 2012). 

O imunofenótipo das células tronco mamárias é caracterizado pela ausência de 

expressão de receptores hormonais (estrógeno e progesterona), pela baixa ou ausente expressão 

de CD24, expressão de aldeído desidrogenase (ALDH1) e pela alta expressão de CD44 (AL- 

HAJJ, et al, 2003; ZHOU, et al. 2010) 

 
Figura 12. Representação da célula tronco mamária. 

 
 

 
A figura representa o terceiro componente célular dos ductos e lóbulos, disposta entre as células luminais que 

estão coradas em azul. Fonte: modificado de Schmitt et al, 2012. Adaptado pelo Autor. 
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2.1.4.6. Componentes Do Estroma Mamário Interlobular E Intralobular 

 
 

O tecido interlobular é composto por tecido conjuntivo mais denso e por tecido adiposo 

maduro que permeia o parênquima mamário, e é denominado estroma mamário. O estroma 

preenche os espaços entre o tecido glândular (ducto-lobular) e o estroma fibroso interlobular 

(Figura 13 Painel A.). O volume da mama é determinado pela quantidade de tecido adiposo 

(ROSEN AND OBERMAN, 1993; ROSEN PP, 2009; SCHNITT AND COLLINS, 2018). 

O estroma intralobular (Figura 13 Painel B) é um tecido especializado, hormonalmente 

responsivo, e mais delicado. É constituido por tecido conjuntivo frouxo, com quantidades 

variáveis de linfócitos, células plasmáticas, macrófagos e mastócitos (SCHNITT AND 

COLLINS, 2018). 

 
Figura 13. Figura ilustrativa de um corte histológico de ductos e lóbulos. 

 

Fotomicrogafia mostra em (Painel A) estrutura de ducto mamário em meio a estroma fibroso interlobular e 

(Painel B) estrutura de lóbulo mamário com estroma intralobular especializado. Fonte: o Autor HE 40X e 400X. 

  A  

ESTROMA INTERLOBULAR 

B 

ESTROMA INTRALOBULAR 
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2.1.4.7. Relações do Parênquima e Estroma Mamário com Doenças Benignas e Malignas da 

Mama 

 
As diversas apresentações da doença que comprometam a mama incluem condições 

inflamatórias, infecciosas, hiperplasias, neoplasias tanto benignas quanto malignas e tumores 

metastáticos. Na Figura 14 podem-se observar as diversas entidades benignas e malignas que 

compõem o grupo de doenças que podem comprometer o parênquiam ou o estroma mamário. 

As lesões epiteliais benignas incluem papilomas intraductais e hiperplasia epitelial. As lesões 

epiteliais malignas são principalmente carcinomas de mama, que podem permanecer “in situ” 

ou apresentar um padrão invasivo. Além disso, podem-se observar células especializadas do 

estroma intralobular onde são originados os fibroadenomas e os tumores filóides, e o estroma 

interlobular que podem dar origem a uma variedade de tumores estromais benignos e malignos 

raros (WHO, 2019; ROBINS 10 edição). 

 
Figura 14. Desenho esquemático das lesões benignas e malignas com o parênquima mamário. 

 

 

 
A imagem representa a origem das lesões da mama, tanto benignas quanto malignas (epiteliais e não epiteliais). 

Fonte: Robins 10 edição. Adaptado pelo Autor. 



45 
 

 

 

 

2.2. CARCINOMA DE MAMA 

 
 

2.2.1. Doença Epitelial Maligna da Mama 

 
 

O carcinoma invasivo de mama é definido como um grupo de tumores epiteliais 

malignos caracterizados por invadir o tecido adjacente a partir do rompimento da membrana 

basal das unidades ducto-lobulares de onde se originaram e ter marcada tendência à metástase 

a distância (WHO, 2019). A grande maioria destes tumores é derivado das células da unidade 

ducto terminal do lóbulo mamário, que são as células cuboidais luminais secretoras e as células 

mioepiteliais e/ou basais (BOCKER, et al. 2002; BIRNBAUM, et al. 2004; WHO, 2019). 

Os tumores caracterizam-se como neoplasias heterogêneas, com vários subtipos 

patológicos, diferentes aspectos histológicos, apresentações clínicas diferentes e diversas 

variações de respostas ao tratamento (PAGE, DL, et al. 1998; VANT VEER, et al., 2002; 

SORLIE T. 2004; VIEIRA, et al. 2006; WHO, 2019). 

 
2.2.2. Epidemiologia do Carcinoma de Mama 

 
 

O carcinoma de mama é a segunda neoplasia maligna mais comumente diagnosticada 

em todo o mundo, sem considerar os tumores de pele não melanoma, com incidência de 2,3 

milhões de casos no ano de 2020 (WHO, acesso em 05/03/2022). 

Estima-se que uma em cada oito mulheres durante o seu tempo de vida possa 

desenvolver essa neoplasia (JEMAL, et. al., 2011; SIEGEL; NAISHADHAM; JEMAL, 2013; 

WHO 2019). 

Dados da Organização Mundial da Saúde (OMS) descrevem que o carcinoma de mama 

representou 627.000 mortes relacionadas ao câncer no mundo (WHO 2019). No Brasil, o 

panorama não é diferente, pois segundo os dados do INCA, para o ano de 2020 foram previstos 

66.280 casos novos (29.7%), com maior prevalência nas mulheres das regiõesSudeste, Sul, 

Centro-Oeste e Nordeste (INCA, acesso em 08/03/2022). 

A partir dos 35 anos de idade a incidência tende a crescer progressivamente econforme 

as projeções do IBGE espera-se um incremento na parcela da população com maior faixa etária 

devido à melhora da expectativa de vida no país (IBGE, 2017; INCA, 2021). 
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2.2.3. Fatores de Risco para o Carcinoma de Mama 

 

O carcinoma de mama é uma doença multifatorial. Há diferentes fatores relacionados 

ao aumento do risco de desenvolver a doença. Os principais são a idade, fatores 

endócrinos/história reprodutiva, fatores comportamentais/ambientais e fatores 

genéticos/hereditários (ADAMI et al., 2008), porém, o fator de risco mais importante está 

relacionado ao sexo feminino, pois 99% dos casos de carcinoma de mama ocorrem em mulheres 

(WHO, 2019). 

O aumento da idade, a exposição ao estrogênio, a herança genética relacionada a 

mutações da linha germinativa de alta penetrância e a história familiar com no mínimo um 

parente de primeiro grau com carcinoma de mama ou ovário (em especial em jovens) ou história 

de carcinoma de mama masculino, tem peso superior em relação a fatores ambientaise ao estilo 

de vida (ROBBINS, 10 edicão). Mulheres acima de 50 anos têm maior risco de desenvolver 

carcinoma de mama, principalmente pelas alterações biológicas relacionadas a senescência 

(SILVA AND SILVA, 2005; WHO, 2019). 

Os fatores endócrinos e a história reprodutiva estão relacionados principalmente ao 

estímulo estrogênico aumentado, seja endógeno ou exógeno, pelo aumento do risco relacionado 

a maior tempo de exposição. Esses fatores incluem: história de menarca precoce (idade da 

primeira menstruação menor que 12 anos), menopausa tardia (após os 55 anos), primeira 

gravidez após os 30 anos, nuliparidade, uso de contraceptivos orais (estrogênio- progesterona) 

e terapia de reposição hormonal pós-menopausa (estrogênio-progesterona) (SILVA E SILVA, 

2005; WHO, 2019; IARC, 2021). 

Os fatores comportamentais/ambientais já estão bem estabelecidos e incluem a ingesta 

de bebida alcoólica, sobrepeso, obesidade, inatividade física e exposição à radiação ionizante 

(INUMARU et al., 2011; ANOTHAISINTAWEE et al., 2013; WCRF/AICR, 2018; WHO, 

2019; INCA, 2021, IARC, 2021a e b). 

O tabagismo é um fator estudado ao longo dos anos com resultados contraditórios. 

Atualmente está classificado pela International Agency for Research on Cancer (IARC) como 

agente carcinogênico com limitada evidência para carcinoma de mama em humanos (IARC, 

2021). Essas evidências são sugestivas, mas não conclusivas, de que o tabagismopossivelmente 

aumenta o risco desse tipo de carcinoma (DROPE et al., 2018; JEMAL et al., 2019). 

Outros fatores associados ao desenvolvimento do carcinoma de mama são exposições 

a determinadas substâncias como agrotóxicos, benzeno e compostos orgânicos 
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voláteis presentes em diversos tipos de materiais sintéticos ou naturais, além de hormônios e 

dioxinas (poluentes orgânicos altamente tóxicos ao ambiente e que demoram muitos anos para 

serem eliminados, oriundos de subprodutos de processos industriais e de combustão) 

(PESATORI, 2011; RATHOURE, 2018). 

Alguns ambientes específicos com campos eletromagnéticos de baixa frequência e 

campos magnéticos, também podem estar associados. Os profissionais que apresentam risco 

aumentado de desenvolvimento da doença são os cabeleireiros, operadores de rádio e telefone, 

enfermeiros e auxiliares de enfermagem, comissários de bordo e trabalhadores noturnos. As 

atividades econômicas que mais se relacionam ao desenvolvimento da doençasão as da indústria 

da borracha e plástico, química e refinaria de petróleo. O risco de carcinoma de mama devido à 

radiação ionizante é proporcional à dose e à frequência (ADAMI et al., 2008). Doses altas ou 

moderadas de radiação ionizante, como as que ocorrem nas mulheres expostas a tratamento de 

radioterapia no tórax em idade jovem, aumentam o risco de desenvolvimento do carcinoma de 

mama (ADAMI et al., 2008). 

2.2.3.1. Risco Genômico 

 
 

Os fatores genéticos/hereditários foram relacionados à presença de mutações em 

determinados genes. Essas mutações são mais comumente encontradas nos genes BRCA1 e 

BRCA2, mas também são frequentes em outros genes como: PALB2, CHEK2, BARD1, ATM, 

RAD51C, RAD51D e TP53 (GARBER et al., 1991; BREAST CANCER ASSOCIATION 

CONSORTIUM, 2021). 

Mulheres que possuem vários casos de carcinoma de mama e/ou pelo menos um caso 

de carcinoma de ovário em parentes consanguíneos, sobretudo em idade jovem, ou carcinoma 

de mama em homem parente consanguíneo, podem ter predisposição hereditária e são 

consideradas de risco elevado para a doença. O carcinoma de mama de caráter hereditário 

corresponde apenas de 5% a 10% do total de casos (ADAMI et al., 2008). 

Embora o câncer seja uma doença multifatorial, com uma forte relação entre fatores 

genéticos e não genéticos, o acúmulo de numerosas alterações moleculares levam à proliferação 

celular descontrolada, instabilidade genética e aquisição de fenótipos resistentes einvasivos 

(SIMON et al., 2003). 

As alterações dinâmicas no genoma são os fatores responsáveis pelodesenvolvimento 

de vários tipos de neoplasias e várias linhas de pesquisa indicam que o processo de tumorigênese 

em humanos tem múltiplos estágios que remetem a alterações 
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genéticas, as quais conduzem ao processo de transformação de uma célula normal em uma 

célula maligna (HANAHAN; WEINBERG, 2000; HANAHAN; WEINBERG, 2011; PRAT, 

2011; SCHMITT et al., 2012). Recentemente foi apresentada a diversidade genética e biológia 

tanto celular quanto tecidual patológica de resposta à terapia utilizando poderosas ferramentas 

e tecnologias experimentais e computacionais que forneceram informações sobre as inúmeras 

manifestações das doenças que o câncer engloba. O conceito integrador incorporado aos tipos 

de cancer ajudou a analisar a complexidade e a melhorar o entendimento dos mecanismos de 

desenvolvimento e progressão do cancer, com aplicação na prática oncológica (HANAHAN, 

2022). 

Quando mudanças nas atividades dos genes alcançam o ambiente interno e a 

vizinhança das células tumorais, a combinação entre os fatores exógenos com variações 

genéticas inatas do indivíduo constituem a causa para a manifestação tumoral por diferentes 

fenótipos (HANAHAN; WEINBERG, 2000; HANAHAN; WEINBERG, 2011; SCHMITT et 

al., 2012). 

Indubitavelmente o carcinoma de mama é uma doença complexa com padrões 

histopatológicos diversos, desfechos clínicos diferentes e variações de respostas ao tratamento 

(SORLIE T, 2004; MATOS, 2005). E o objetivo no campo oncogenômico é tentar responder 

questões clinicamente relevantes, como: quais tumores permanecerão inativos, quais pacientes 

necessitarão, ou não, de terapias sistêmicas e quais drogas deverão ser utilizadas (SORLIE T, 

2004; SORLIE T, 2016). 

Das lesões precursoras e o risco para carcinoma de mama estudos preliminares de 

acompanhamento indicaram a associação entre lesões intraductais proliferaticas com diferentes 

níveis de risco para o desenvolvimento do carcinoma de mama invasivo. Os níveis de risco 

variam de aproximadamente 1,5 vezes mais na Hiperplasia Ductal Usual (HDU), 4 a5 vezes 

mais na Hiperplasia Ductal Atípica (HDA) e 8 a 10 vezes para o Carcinoma Ductal“in situ” 

(CDIS) do que na população sem as lesões (FITZGIBBONS, et al., 1998). 

Estudos por imunofenotipagem e em genética molecular forneceram novo espectro das 

lesões, que inicialmente foram descritas como uma progressão linear muito simplista entreo 

epitélio normal para a hiperplasia com evolução de HDA/CDIS para CDI. Nestes estudos relata- 

se que a inter-relação entre as lesões proliferativas intraductais e o CDI é muito mais complexa 

(WHO, 2019). 

A HDU não apresenta um fator de risco substancial para o carcinoma invasivo da 

mama, e possivelmente trata-se de uma improvável representação de lesão precursora. Pois, no 

conhecimento atual, esta entidade apresenta poucas semelhanças com a a maioria dos 
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casos de HDA, CDIS e CDI (WHO, 2019). Apesar disso, alguns dados genômicos sugerem que 

uma pequena proporção de HDU possa abrigar populações clonais de células, indicando que 

lesões clonais como o HDA podem ocasionalmente surgir a partir desta entidade (GONG,et al., 

2001; KHOURY, et al., 2014; WHO, 2019). 

Também se observou que a HDA compartilha muitas semelhanças com o CDIS de 

baixo grau; e que o CDIS de baixo grau e CDIS de alto grau, na maioria dos casos, representam 

doenças geneticamente distintas produzindo formas distintas de carcinoma invasivo da mama 

(WHO, 2019). 

Ainda dentro deste novo panorama de correlações entre as lesões intraductais, a atipia 

epitelial plana (AEP) está categorizada como uma lesão clonal de natureza neoplásica, com 

características morfológicas, imunohistoquimicas e moleculares compartilhadas com a HDA e 

com o CDIS. Apesar de alguns estudos epidemiológicos sugerirem que lesão de células 

colunares (LCC) e AEP estão associados a um risco muito baixo de progressão para lBC 

(BOULOS, et al., 2008; ARONER, et al., 2010; SAID, et al., 2015), há descrição de associação 

entre LCC e AEP e a evolução para HDA e CDIS baixo grau (SIMPSON, et al, 2005). 

Estes dados são embasados na característica genética das lesões de baixo grau (HDA 

e CDIS baixo grau), que apresentam perda do 16q. Essa é a alteração recorrente detectada com 

mais frequência na LCC e na AEP, o que mostra um grau de sobreposição no perfil molecular 

destas entidades histológicas aparentemente distintas (SIMPSON, et al, 2005; MOINFAR, et al. 

2000). 

Outro fator importante envolve a metilação do promotor e alteração do número de 

copias de genes relacionados ao carcinoma de mama, que incluem CCND1, ESR1 e CDH1. 

Esses genes foram identificados nas LCC, o que forneceu evidências para embasar o potencial 

papel na carcinogênese da mama (SIMPSON, et al., 2005; DABBS, et al. 2006,VERSCHUUR- 

MAES, et al., 2012; VERSCHUUR-MAES, et al., 2014). Além disso, estudos pioneiros 

identificaram alterações genéticas nos tecidos mamários normais (Deng, et al., 1996; 

LAKHANY, et al., 1999). Essas alterações foram observadas tanto nas células luminais, quanto 

nas mioepiteliais de forma independente (LAKHANY, et al., 1999), sugerindo que tais 

mudanças podem ter ocorrido no início do desenvolvimento do carcinoma de mama. 

Alterações genéticas no estroma mamário de pacientes com malignidade também 

foram descritos, com atual interesse na compreensão da relação do estroma e de sua resposta 
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inflamatória com o epitélio na tumorigênese e a progressão do carcinoma de mama (MOINFAR, 

et al., 2000; MA, et al., 2009). 

O significado das alterações nos tecidos normais da mama não está claro no momento, 

mas investigações futuras da possivwel relação entre o desenvolvimento do carcinoma e seu 

potencial preventivo pode ser uma estratégia no futuro (WHO, 2019). 

2.2.3.2. Recomendações para Acompanhamento de Paciente de Risco 

 
 

Fatores de risco para carcinoma de mama são múltiplos e podem variar em uma escala 

de risco relativo. Assim a depender das condições abaixo relacionadas de (a) a (e) de acordo 

com: bcrisktool.cancer.gov/ e http://www.ems-trials.org/riskevaluator: 

(1.a) Pacientes com mutações nos genes BRCA1 ou BRCA2 ou com parentes de primeiro 

grau com uma mutação comprovada, 

(1.b) Pacientes com risco ≥20% calculado segundo um dos modelos matemáticos** 

baseados na história da família, 

(1.c) Pacientes com história de irradiação torácica entre 10 e 30 anos de idade, 

(1.d) Pacientes com diagnóstico de síndromes genéticas que aumentam o risco de 

carcinoma de mama, como a síndrome de Li-Fraumeni e a síndrome de Cowden, ou com 

familiares de primeiro grau com essas doenças, 

(1.e) Pacientes com história pessoal de hiperplasia lobular atípica, carcinoma lobular “in 

situ”, hiperplasia ductal atípica, carcinoma ductal “in situ” ou carcinoma invasivo de 

mama. 

**O início do rastreio vai depender de cada situação individual de cada paciente de acordo 

com as correlações de (1.a) a (1.e): 

(2.a) Rastreio a partir dos 25-30 anos, 

(2.b) Rastreio dez anos antes da idade em que o parente mais jovem foi diagnosticado, 

(2.c) Rastreio a partir do oitavo ano após a radioterapia, 

(2.d) Rastreio a partir do diagnóstico, 

(2.e) Rastreio a partir do diagnóstico. 

Abaixo, seguem os exames indicados para os pacientes de alto risco: 

(3.a) Realização de exame de mamografia anual a partir dos 30 anos e ressonância 

magnética (RM) anual a partir dos 25 anos, 

(3.b, 3.c, 3.d) Realização de mamografia e RM anuais. Não é recomendado que a 

mamografia seja feita antes dos 30 anos ou a RM antes dos 25 anos de idade, 

(3.e) Realização de mamografia e RM anuais. 

http://www.ems-trials.org/riskevaluator
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*Em todas as situações, realizar ultrassonografia de mamas somente se a RM não puder 

ser feita, por qualquer razão 

**Existem diferentes modelos matemáticos para cálculo de risco, como os de Gail, 

Tyrer-Cuzick, BRCAPRO, BOADICEA, entre outros, sendo alguns mais específicos para 

pacientes que apresentam condições clínicas. Mais informações estão disponíveis em: 

https://bcrisktool.carcinoma .gov/ e http://www.ems-trials.org/riskevaluator/. 

 
2.2.4. Diagnóstico do Carcinoma de Mama 

 
 

O diagnóstico do CDI deve estar ancorado em um tripé determinado pelo exame 

clínico, exame de imagem e análise histopatológica (INCA acesso em 16/02/2022). A 

sensibilidade da associação pode chegar a 99.6% e a especificidade a 93%, fornecendo um 

diagnóstico definitivo e, quando possível, possibilitando o tratamento rápido de casos malignos 

(ELLIS, et al., 1991; LAYFIELD AND LESTER, 1995). 

 
2.2.4.1. Característica Clínicas 

 
 

Há dois grupos de pacientes que podem ser diagnosticadas com carcinoma de mama. 

O primeiro grupo é o de mulheres que não fazem parte do rastreio mamográfico, que é 

constituído por mulheres com idade inferior a 50 anos, e o grupo de mulheres com 70 anos ou 

mais. O segundo grupo, seleciona mulheres com idade entre 50 e 69 anos, e é constituído pela 

população de mulheres de rastreio mamográfico, de acordo com a OMS (WHO, 2019). A 

Sociedade Brasileira de Geriatria e Gerontologia adotou as recomendações do Instituto 

Nacional do Câncer e do Ministério da Saúde, que orientam a realização de mamografia a cada 

dois anos por mulheres entre 50 e 69 anos, mas não abaixo dos 50 anos porque alegam que os 

danos da exposição a radiação superam os possíveis benefícios (INCA, 2020). 

Cerca de 90% dos carcinomas de mama tem apresentação unifocal e a localização mais 

frequente é no quadrante superior externo (QSE), mas podem surgir em qualquer quadrante da 

mama (BRIGHT, et al., 2016). Em 2% das pacientes, pode ser diagnosticado um tumor 

sincrônico na mama contralateral e em 0,1% das pacientes com carcinoma de mama, a presença 

de metástase axilar pode ser identificada, com sítio primário oculto na mama (WALKER, et al., 

2010). 

http://www.ems-trials.org/riskevaluator/
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CARACTERÍSTICAS CLÍNICAS DA POPULAÇÃO NÃO RASTREADA 

 
 

A população não rastreada (grupo de mulheres com idade abaixo de 50 anos e acima 

de 70 anos) com CDI, apresenta como simal clinico mais comum nódulo ou massa palpável. O 

aumento do parênquima, por nódulo ou massa, incluem sinais visuais como alterações cutâneas, 

projeçoes exofiticas (Figura 15 Painel A e 15 Painel.B), retração de pele, inversão de mamilo, 

descarga mamilar ou alterações de tamanho, formato, cor e textura da pele da mama. Nos casos 

extremos, pode haver ulceração da pele (Figua 15 Painel C) ou eritema difuso de 1/3 ou mais 

da pele da mama, caracteristico do tipo clínico mais agressivo de CDI, chamado “Carcinoma 

Inflamatório” (Figura 15 Painel D) (WHO, 2019). 

Figura 15. Imagem de exame fisico e inpeção das mamas na população não rastreio. 

Apresenta a inspeção durante o exame fisico da mama, de duas pacientes da população não rastrada. A figura A 

e B representa mulher com idade acima de 70 anos, com massa protusa no quadrante inferior interno da mama 

direita (QII MD), associada a distorção e retração cutânea. A Figura C apresentação de comprometimento 

cutaneo com ulceração, no mesmo grupo idade da Figura A. Na Figura D, representa paciente do grupo idade 

inferior a 50 anos, com comprometimento de toda a mama por massa que ocupa os quatro quadrantes da mama 

direita, apresentando alterações de tamanho, formato, cor e textura da pele da mama, com eritema difuso de toda 

a mama, com diagnóstico clínico de “Carcinoma Inflamatório”. 

Fonte: o Autor 
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CARACTERÍSTICAS CLÍNICAS DA POPULAÇÃO DE RASTREIO 

 
Na população de rastreio (idade entre 50 e 69 anos) a aparência clássica do carcinoma 

de mama é o nódulo espiculado ao exame mamográfico (Figura 16 Painel A). Entretanto 

nódulos circunscritos, áreas de distorção arquitetural, calcificação isolada ou assimetria podem 

ser identificados (WHO, 2019). 

 

Figura 16. Imagem de exame fisico e inpeção das mamas na população de rastreio. 

 

Painel A. apresenta nódulo espiculado na mamografia, e na imagem B exame de USG de paciente da população 

rastrada, que não apresenta alterações ao exame físico na inspeção mamária. O Painel A e Painel B representam 

mulheres com idade entre 50 e 69 anos. Fonte: o Autor 

 

2.2.4.2. Características Radiológicas 

 
 

A detecção precoce do carcinoma de mama é um fator importante na taxa da 

mortalidade da doença (TABÁR, et al, 1995; WHO 2019). Discussões sobre o rastreamento 

para carcinoma de mama demonstraram que a redução na mortalidade pode chegar a 20% em 

um programa de 20 anos de screening (MARMOT, et al., 2012). Programas efetivos de 

rastreamento, com cobertura da população-alvo, com exames de qualidade e tratamento 

adequado, podem reduzir a mortalidade por carcinoma de mama (INCA, 2021). 

O exame de escolha para rastreamento das mulheres com risco populacional usual é a 

mamografia, por ser o único método de rastreio associado com diminuição da mortalidade pelo 

carcinoma, e sua indicação para a avaliação da população geral está bem documentada (LEE, et 

al, 2010; URBAN, et al 2012; INCA, 2021). 

De acordo com dados do INCA, em 2022 houve estimativa de 29,7% de casos novos 

de câncer de mama no sexo feminino, que estão associadas a alta taxa de mortalidade no país. 
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Para reduzir esses números, a estratégia permanece sendo o diagnóstico precoce. E para realizar 

o diagnóstico precoce, são necessárias medidas aplicáveis a população visando rastreamento de 

nódulos pequenos em mulheres assintomáticas, com o objetivo principal de diminuir a 

mortalidade pela doença (FLEURY, 2021; INCA, acesso em 08/03/2022). 

A ultrassonografia (US) e a ressonância magnética (RM) são capazes de detectar 

pequenas lesões de mama assintomáticas, muitas vezes ocultas na mamografia. Contudo, por 

não haver estudos que mostrem que esses métodos se associam com a redução da mortalidade 

pelo carcinoma de mama, tais exames estão especialmente indicados nos subgrupos de mulheres 

consideradas como população de alto risco (URBAN, et al 2012). O exame de ultrasson pode 

ser adicionado a investigação de nódulos mamários para melhorar a sensibilidade no diagnóstico 

de mulheres com mama mamograficamente densa, e é o método de escolha para mulheres com 

idade menor que 40 anos. A combinação entre US e Mamografia apresenta baixa taxa de falso 

negativo, que varia de 0% a 3% (MOY, et al., 2002;SOO, et al., 2001). 

A RM é o método mais sensível para detecção do carcinoma de mama, mas não o mais 

específico. A recomendação deste método é para uso combinado e no rastreio de mulheres que 

apresentam risco muito alto para desenvolver o carcinoma da mama, tais como as pacientes com 

mutação de genes BRCA1 e BRCA2 (URBAN, et al., 2012). 

Evidências no impacto e no custo efetivo do rastreamento nas taxas de mortalidades 

pelo carcinoma de mama justificam a adoção da mamografia como política de saúde pública, 

tal como recomendado pela Organização Mundial da Saúde (WHO, 2019). 

Um importante avanço ocorreu com a criação de uma ferramente que uniformiza 

interpretação radiológica de lesões da mama. 

A categoria “Breast Imaging Reporting and Data Syste” também conhecida como BI- 

RADS®, criada em 1993 pelo Colégio Americano de Radiologia, é uma ferramenta essencial 

para comunicação entre clínicos, radiologistas, patologistas e cirurgiões (MILANI, et al., 2007). 

O sistema constitui o preditor mais poderoso de carcinoma de mama, sendo ferramenta essencial 

para manejo das pacientes (FRANKEL et al, 2011). Há muito tempo descreve-se que a clareza 

na comunicação e o treinamento com esse sistema pode diminuir erros em amostragem na biópsia 

e diminuir a detecção tardia do cãncer (MILANI et al, 2007; FEBRASGO, acesso em fevereiro 

de 2022). 

O diagnósticopor imagem, um dos tripés para o diagnóstico do carcinoma de mama é 

uma ferramenta de screening, e a associação com as categorias BI-RADS®, permitiu 
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comparar a incidência da doença entre diferentes populações, contribuindo significativamente 

para programas de prevenção e planejamento de recursos (PRADO AND GUERRA, 2010) 

A classificação das mamografias segundo o BI-RADS®, varia de 0 a 6, sendoavaliada 

conforme Tabela 1 (FEBRASGO, acesso em fevereiro de 2022; BURNSIDE, et al., 2009). 

Tabela 1. Tabela de categoria BI-RADS®, interpretação, risco de malignosidade e conduta. 
 
 

Categoria Interpretação Risco de 

malignidade 

Conduta 

0 Exame incompleto Não avaliável 
Reconvocação e exame adicionais e/ou comparação com exames 

anteriores 

I Exame normal 0% Controle anual 

II Achados benignos 0% Controle anual 

 
III 

Provavelmente 

benigno 

 
> 0% mas ≤ 2% 

Seguimento a curto prazo, até 6 meses ou acompanhamento 

individualizado 

IV a 

IV b 

IV c 

Suspeito leve 

Suspeito moderado 

Suspeito forte 

> 2% a ≤ 10 % 
 

> 10% a ≤ 50% 
 

> 50% a < 95% 

Biópsia 

Biópsia 

Biópsia 

V Altamente suspeito ≥ 95% Biópsia 

VI CDI diagnosticado Não avaliável Excisão se clinicamente indicado 

 

Tabela adaptada do ACR BI-RADS®® Fonte: ATLAS — Concordancia entre BI-RADS®, recomendações 

acesso a categoria e manejo / www.acr.org. 

 

 

2.2.4.3. Características da Amostra Histopatológica 

 
 

A punção aspirativa da mama é recomendada nas mamografias com BI-RADS® 4 e 5, 

engloba duas técnicas minimamente invasivas, a punção aspirativa por agulha fina (PAAF)e a 

punção por Agulha Gorssa (PAG ou do inglês “Core-Needle Biopsy”) KOCAAY, et al, 2016). 

A PAAF da mama é um método diagnóstico minimamente invasivo, que comumente 

evita a biópsia aberta e é utilizada na avaliação citológica. Na PAG são obtidos fragmentos para 

a avaliação histopatológica que detecta morfologicamente o CDI e possibilita a realização de 

testes complementares como a imuno-histoquímica (TSE, et al., 2010; GONCALVES, et al., 

2011; WILLEMS, et al., 2012; KOCAAY, et al., 2016). 

http://www.acr.org/
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Na PAG a agulha está acoplada a um dispositivo (Figura 17 Painel A) que permite a 

retirada de pequenos cilindros de tecido (Figura 17 Painel B), porém pode causar desconforto 

e maior probabilidade de hematoma (LAYFIELD, 1995; SINGHAL, 2013). Por outro lado, tem 

maior sensibilidade que a PAAF (sensibilidade PAG é melhor do que a da PAAF 87% (95% 

CI, 84%-88%, I2 = 88,5%) versus 74% (95% CI, 72%-77%, I2 = 88,3%) e a 

especificidade do PAG é semelhante à da PAAF, 98% (IC 95%, 96%-99%, I2 = 76,2%) versus 

96% (IC 95%, 94%-98%, I2 = 39,0%) estando associada a menor índice de amostras 

insatisfatórias (TSE, et al, 2010; WILLEMS, et al, 2012; WANG, et al, 2017). 

 
Figura 17. Imagem de preparo do dispositivo com agulha para coleta de material por core biópsia. 

 

 

 
(Painel A) Agulha acoplada ao dispositivo para PAG. Painel B mostra fragmentos cilindricoss de tecido 

provenientes da biópsia do nódulo de mama. 
Fonte: o Autor. 

 

2.2.5. Classificação Histopatológica do Carcinoma de Mama 

 
 

A classificação histopatológica do carcinoma de mama estratifica os tumores baseados 

no grau tumoral (AJCC, 2018), no estádio (TNM) e no tipo histológico (WHO, 2019). 

Entretanto, mesmo correlacionando com a sobrevida global, esta classificação tem pobre valor 

preditivo, pois tumores com grau histológico e estádios idênticos podem ter desfechos 

contrastantes (CALLAGY, 2003, WHO, 2019) com diferentes respostas terapêuticas e 

diferentes prognósticos (DUFLOTH RM, 2004, SORLIE T, 2016). 

O exame anatomo-patológico é o ponto de partida para o estudo molecular, pois, por 

meio do material recebido, pode-se determinar o perfil de expressão proteica e o retrato 

imunofenotipico dos tumores de mama (VIEIRA, et al., 2008; SORLIE T, 2004). 
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2.2.5.1. Tamanho 

 
 

A avaliação do tamanho do componente invasivo do carcinoma da mama tem um 

importante papel na avaliação do valor prognóstico. Embora a medida macroscópica possa ser 

realizada, a medida microscópica é preferível, pois é capaz de distinguir áreas de fibrose e 

componentes não invasivos do componente invaso do CDI. Na avaliação TNM, a categoria 

patológica (pT) tem mais acurácia que a clínica (cT). O estabelecimento da avaliação do volume 

tumoral é fundamental para o estadiamento das pacientes (AJCC, 2018). 

 
2.2.5.2. Graduação Histológica 

 
 

A graduação histológica Scarff-Bloom-Richardson modificado por Elston-Ellis, 

também conhecida como Sistema de Classificação de Nottingham (ELSTON AND ELLIS, 

1991), é o sistema de gradação recomendado para todos os CDI pela Organização Mundial de 

Saúde (WHO, 2019) e pelo Colégio Americano de Patologista (AJCC, 2018). A relevância 

prognóstica foi demonstrada em 1991 (ELSTON AND ELLIS, 1991), e as correlações foram 

descritas pelo nosso grupo em um estudo posterior (VIEIRA et al., 2021, 1). 

Para avaliar graduação histológica pelo Sistema de Classificação de Nottingham ou 

também denominado grau histológico combinado de Nothingham para carcinoma invasivo de 

mama aplica-se um sistema de pontuação numérica de 1 a 3 para determinar escores de 

formação tubular, grau nuclear e contagem mitótica, cujo somatório final pode resultar valores 

entre 3 e 9 pontos. A graduação final é apresentada em graus de diferenciação (Grau 1: bem 

diferenciado quando a soma dos escores for entre 3 a 5 pontos; Grau 2: moderadamente 

diferenciado quando a soma dos escores for entre 6 e 7 pontos e Grau 3: pouco diferenciado 

quando a soma dos escores for 8 e 9 pontos) (Tabela 2) (ELSTON AND ELLIS, 1991). 
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  Tabela 2. Sistema de Classificação de Nottingham  
 

 Diferenciação tubular  

Grau 1 Grau 2 Grau 3 

 Grau nuclear  

Grau 1 Grau 2 Grau 3 

 Índice mitótico  

Grau 1 Grau 2 Grau 3 

 
Apresentação da graduação histológica do tumor de mama, que leva em conta: Diferenciação tubular com a 

formação de túbulos proporcional a: Grau 1: >que 75%, Grau 2: entre 10 a 75% e Grau 3: menos que 10 %; Grau 

nuclear: pleomorfismo nuclear, com em relação complexidade nuclear pela morfologia de tamanho, cromatina, 

vesiculação e nucléolos, e o índice mitótico, com a contagem de mitoses bem definidas em 10 campos de grande 

aumento (ELSTON and ELLIS, 1991). 

 

 
2.2.6. Exame Imunohistoquimico 

 
 

A avaliação imuno-histoquímica (IHQ) possibilita investigar a presença de expressão 

de proteínas por meio de reações entre antígeno e anticorpo (Vuong, et al., 2014). É possivel 

subclassificar os imunofenótipos do carcinoma de mama por IHQ utilizando biomarcadores 

tumorais através da expressão do receptor de estrogênio (RE), receptor de progesterona (RP), 

do receptor 2 do fator de crescimento epidérmico humano (HER2) e do marcador de 

proliferação Ki67 (Gobbi H, 2012; GOLDHIRSCH et al., 2013; WHO, 2019). A avaliação da 

presença ou ausência desses marcadores é fundamental para definir a classificação tumoral e 

avaliar os preditores de resposta e prognóstico da doença. Pelo consenso Internacional de St. 

Gallen, os tumores podem ser definidos em quatro subtipos: Luminal A - like, Luminal B like, 

Superexpressor de HER2 e Triplo Negativo (TNBC) (CURIGLIANO, et al., 2018). 

 
2.2.6.1. Receptores Hormonais (RH) 

 
 

São proteínas que se ligam aos hormônios circulantes, e mediam os seus efeitos 

celulares (ROSEN, 1997). Os receptores hormonais (RH) mais estudados no carcinoma de 

mama são os RE e RP (ROSEN, 1997; GOLDHIRSCH et al., 2013; SHEFFIELD, 2016; YAO 

et al., 2017; WHO, 2019). 
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A análise do RE deve ser realizada em todos os tumores primários da mama, 

preferencialmente por IHQ, por ser um fator prognóstico e preditivo importante, com benefício 

ao tratamento adjuvante (PAIK et al., 2004; PRAT AND PEROU, 2010; AMIM et al., 2017; 

WHO, 2019). Tumores com RE positivo, sofrem inibição do seu crescimento com uso de 

terapias antiestrogênicas (PAYNE et al., 2008). 

O status do RP tem maior associação com a sobrevida global, em contrapartida os casos 

com baixa expressão estão relacionados com piores prognósticos (JIANG, et al., 2012, REGAN 

et al, 2016; WHO,2019). 

Os critérios IHC para o status dos RH (tanto RE quanto RP) consideram 

imunomarcações positivas se pelo menos 1% dos núcleos das células tumorais expressarem a 

imunomarcação (AMIN, et al., 2017); 

 
2.2.6.2. HER2 

 
 

O gene HER2 está localizado no cromossomo 17q21, é homólogo, porém distinto do 

receptor do fator do crescimento epidérmico (EGFR), e, é codificado por uma proteína 

transmembrana que possui atividade tirosina-kinase intracelular (SLAMON, et al., 1987; 

CARR, et al., 2000; TANNER, et al., 2001; RIOU, et al., 2001; YAMAUCHI, et al., 2001; 

VOGEL, et al., 2002). A amplificação e a superexpressão do HER2 ocorrem em 20 a 30 % dos 

tumores de mama, e esta associada a tumores de pior prognóstico (OWENS; HORTEN; DA 

SILVA, 2004; FOULKES et al., 2010; NG et al., 2015; WOLFF AC et al., 2018; WHO 

2019). A amplificação do gene é usada como fator preditivo e prognóstico de resposta a terapia 

alvo trastuzumabe (SHAK, 1999; PRAT AND PEROU, 2010; AMIM et al., 2017; WHO, 2019). 

Para considerar amplificação da oncoproteina para o status HER2+, pelo menos 10% 

das células tumorais devem apresentar um escore de coloração da membrana celular de 3+ (forte 

e contínua). Se a marcação fraco/moderado for > 10% consideram-se os resultados 

indeterminados (2+) ou negativo sem esses critérios (AMIN, et al., 2017; WOLFF, et al., 2018; 

WHO, 2019). 
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2.2.6.3. Ki67 

 
 

O antígeno Ki67 é uma proteína nuclear associada à transcrição do RNA ribossomal 

(BULLWINKEL, et al., 2006). Essa proteína está presente em todas as fases ativas do ciclo 

celular e é um marcador de proliferação celular (YERUSHALMI, et al., 2010). Descrito em 

1983 por GERDES, et al., 1984, tem sido amplamente utilizado em reações de IHC com valor 

prognóstico reconhecido para diferentes tipos de carcinoma. 

No carcinoma de mama é um marcador preditivo e prognóstico (GERDES, et al., 1983; 

DOMAGALA, et al., 1996; TRIHIA, et al., 2003; VIALE, et al., 2008; 

ALESKANDARANY, et al., 2010; MUFTAH, et al., 2017). Particularmente nos tumores em 

que mais de 15% das células expressam essa proteina, considera-se valor de alto índice 

proliferativo, e o caso é associado ao comportamento biológico de tumores de pior prognóstico 

(BROWN, et al., 2014; JUHASZ-BÖSS, et al., 2014; SOLIMAN, et al., 2016). 

Na prática clínica, os pacientes com carcinoma de mama podem ser estratificados em 

dois grupos de risco (alto e baixo) com base nesse antígeno (GOLDHIRSCH, et al., 2013). No 

entanto, não existe um consenso universal, tanto clínico quanto de pesquisa, sobre o ponto de 

corte ideal para analisar essa proteína e a sua associação com fatores prognósticos e preditivos 

para cada grupo (CHEANG, et al., 2009; AHN, et al., 2015; SOLIMAN, et al., 2016). 

Em contrapartida, muitos grupos têm trabalhado para garantir a uniformidade nesta 

avaliação (GOLDHIRSCH, et al., 2013; BRAUN, et al., 2013; BROWN, et al., 2014; 

NIELSEN, et al., 2021). Recentemente nosso grupo investigou a expressão de Ki67 em células 

neoplásicas de mama por CF e avaliou a concordância entre os exames de IHQ e CF, provando 

que a CF é um método promissor na determinação do índice proliferativo em pacientes com 

carcinoma de mama, com concordância perfeita entre os testes estatísticos (VIEIRA, et al., 

2021, 2). 

Para avaliar o índice de proliferação celular pelo Ki-67 por IHQ consideram-se dois 

pontos de corte: i) baixo índice se expressão nuclear quando menos de 15% das células 

neoplásicas expressam imunomarcação; ii) alto índice se expressão nuclear quando 15% ou 

mais expressam a imunomarcação (CHEANG, et al., 2009; SOLIMAN and YUSSIF, 2016; 

AMIN, et al., 2017; WHO, 2019). 



61 
 

 

 

 

OUTRAS PROTEÍNAS IDENTIFICADAS NO CARCINOMA DE MAMA 

 
2.2.6.4.E-Caderina 

 
As caderinas são uma superfamília de moléculas de adesão dependentes de cálcio, e 

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

celular e na disseminação tumoral (PAREDES, et al., 2002). As duas caderinas clássicas, E- 

(epitelial) e P-(placentária), encontram-se preferencialmente localizadas nas junções 

intercelulares, são do tipo aderente e têm uma estrutura básica comum, todavia com diferentes 

pesos moleculares, especificidade de ligação e distribuição tecidual (PAREDES, et al., 2002). 

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

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

mioepiteliais/basais e nas luminais (PAREDES, et al., 2002, LEMOS, et al., 2019). 

 

Estudos prévios sugeriram identificaram a expressão de P-caderina num grupo de 

carcinomas de mama predominantemente de alto grau (GIII), receptor de estrógeno negativo, 

com níveis de proliferação mais elevados e com um comportamento mais agressivo 

(PAREDES, et al., 2002; ORLANDINI, et al., 2018). 

 
2.2.6.5. Citoqueratinas (CK) 

 
 

As citoqueratinas (CK) foram amplamente descritas como ferramentas de diagnóstico 

nos tumores de mama (PUJOL et al., 1993; WEBER, 1994; COULOMBE AND OMARY, 

2002; CHU; WEISS, 2002; ALIX-PANABIÈRES et al., 2009; OHI et al., 2012; NABAIS et 

al., 2017). Trata-se de uma família multigênica, subdividida em peptídeos ácidos tipo I (CK 9 

- CK20) e básico tipo II (CK1- CK8), é considerado o maior subgrupo de proteínas de filamento 

intermediário (FUCHS; WEBER, 1994). As células epiteliais normais secretam pelo menos um 

tipo da CK ácida e um tipo da básica (ALIX-PANABIÈRES et al., 2009). Essas proteínas 

formam o citoesqueleto das células epiteliais e têm como função principal a manutenção da 

integridade dessas células, na sinalização celular, nas respostas ao estresse e apoptose 

(COULOMBE AND OMARY, 2002). 

Entre as citoqueratinas descritas, a CK19 é expressa em epitélios simples, estratificados 

e em alguns tumores, como no carcinoma de mama (CHU; WEISS, 2002). Essa proteína é 

clivada pela caspase 3, e os fragmentos solúveis são liberados e detectados no sangue periférico 

de pacientes com carcinomas (PUJOL et al., 1993). Nos tumores de mama 
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seu estudo é relevante, pois se relaciona com a progressão metastática, e é descrita como um 

marcador utilizado na detecção de células disseminadas em linfonodos ou em órgãos a distância, 

em pacientes clinicamente livres de metástase (cM0), porém com detecção de células por meio 

de estudos de expressão proteica (pM1) (OHI et al., 2012). 

 
2.2.6.6. CK19 

 
 

Classicamente, a expressão de CK19 já está estabelecida como o marcador maiscomum 

para revelar células neoplásicas disseminadas na medula óssea de pacientes com diagnóstico de 

carcinoma de mama, e a sua expressão está associado a prognósticos desfavoráveis (PANTEL 

et al., 2008). Consequentemente, a sua positividade pode ser um indicador de comportamento 

agressivo das células do carcinoma de mama disseminado (ALIX-PANABIÈRES et al., 2009). 

Existem evidências da relação entre o fenótipo de células tronco do carcinoma de mama com o 

subtipo TNBC e o aumento da frequência de expressão da CK19 nesses tumores (RAKHA; 

ELLIS, 2009). Há indícios que células tumorais que expressam CK19 podem ser relacionadas 

a um possível subgrupo de carcinoma da mama (PAREDES et al., 2005). Tumores de 

comportamento biológico mais agressivo apresentam uma relação entre a detecção de 

determinadas proteínas, como as Citoqueratinas 19 (CK19) (ALIX-PANABIÈRES et al., 2009; 

NABAIS et al., 2017) e o ligante da morte programada 1 (PD-L1) (MUENST et al., 2014; WU 

et al., 2015; QIN et al., 2015; LI et al., 2016), sendo 

possivel detectar estes potenciais biomarcadores por IHQ (SOUSA, et al., 2010). 

 
2.2.7. Marcadores Prognósticos e Preditivos do Carcinoma de Mama 

 
Fatores de prognóstico são determinados pelas características clínicas das pacientes e 

pelos aspectos patológicos/biológicos dos tumores, que permitem prever a evolução clínica da 

doença ou a sobrevida da paciente no momento do diagnóstico inicial, por outro lado, os fatores 

preditivos são as características clínicas, patológicas e biológicas utilizadas para estimar a 

probabilidade de resposta do tumor a um tipo específico de terapia adjuvante (CLARK GM, 

1996; PHAROAH , et al., 1997; FITZGIBBONS et al., 2000). 
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Na Tabela 3 descreve-se a relação dos fatores prognósticos e seus respectivos 

níveis de evidência. Os fatores preditivos e prognósticos norteiam as decisões terapêuticas 

das mulheres com CDI. Alguns fatores têm dupla função, tanto prognóstico quanto 

preditivo na determinação de terapias específicas para o tratamento do carcinoma de 

mama (BUITRAGO, et al., 2011). 

 
Tabela 3. Fatores Prognósticos em carcinoma de mama –nível de evidência AJCC 

 

 

Nivel de evidência 1 

EXPRESSÃO DE RECEPTOR DE ESTRÓGENO 

EXPRESSÃO DE RECEPTOR DE PROGESTERONA 

EXPRESSÃO DA ONCOPROTEINA HER-2 

GRADUAÇÃO HISTOLÓGICA DE NOTTINGHAM 

ONCOTYPE DX® 

 

 

 

 
 

Nivel de evidência 2 

 
CÉLULAS TUMORAIS CIRCULANTES E MÉTODOS DE DETECÇÃO 

CÉLULAS TUMORAIS DISSEMINADAS E MÉTODOS DE DETECÇÃO 

PESQUISA DO KI67 

ESCORE DE ASSINATURA MULTIGENICA (RE, RP, HER2, KI67) 

MAMAPRINT® teste genomico 

PAM50 (PROSIGNA) 

BREAST CANCER INDEX: categorias de alto e baixo risco 

ENDOPREDICT: medida de score de alto e baixo risco 

 

Tabela de nível de evidência: No nível de evidência 1, as evidências são provenientes de revisão sistemática ou 

metanálise de todos relevantes ensaios clínicos randomizados controlados ou oriundas de diretrizes clínicas 

baseadas em revisões sistemáticas de ensaios clínicos randomizados controlados; nível de evidência 2, 

evidências derivadas de pelo menos um ensaio clínico randomizado controlado bem delineado (MELNYK AND 

FINEOUT-OVERHOLT, 2005). Fonte AJCC, 8 edicção. 

 
2.2.8. Carcinogênese Mamária 

 
 

Um dos maiores desafios para o estudo da carcinogênese em pacientes com carcinoma 

de mama é identificar marcadores específicos que possam predizer quais os tumores 

apresentarão pior prognóstico (SORLIE T et al., 2001; VIEIRA et al., 2008; WHO, 2019). A 

classificação morfológica é insuficiente para predizer quais tumores responderão ou não às 

terapias preconizadas, pois os tumores com o mesmo grau, estadio ou tipo histológico podem 

apresentar diferentes prognósticos e respostas terapêuticas (ELSTON AND ELLIS, 1991; 

REIS-FILHO, et al., 2006; VIEIRA, et al., 2008; WHO, 2019). Os diferentes fenótipos 

observados no carcinoma de mama o caracterizam como uma doença heterogênea com 

comportamentos biológicos diversos (PEROU, et al., 2000; VIEIRA, et al, 2008., PRAT AND 

PEROU, 2010). 
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2.2.8.1. Modelo de Diferenciação Celular e a Relação com o Carcinoma de Mama 

 
 

O modelo descrito por Böcker et al, 2002, Figura 18, mostra células progenitoras CK5, 

que se diferenciam em células luminais (Ck8 / CK18/19) e em células mioepiteliais (SMA 

positivas). Podem-se observar células intermediárias que co-expressam CK 5 / 6 associado ao 

marcador especifico de ambas as linhagnes (CK8 / 18/19 ou SMA). 

 
Figura 18. Modelo de diferenciação celular e o carcinoma de mama. 

 

Este modelo representa um dos conceitos de biologia celular baseado em resultados de fluorescência 

imunológica e Western blot, complementados por estudos de expressão gênica. Este modelo descreve as 

diferenças celulares fundamentais entre lesões proliferativas da mama e a maioria dos tipos de carcinoma de 

mama.Fonte Böcker et al, 2002. Modificado pelo Autor. 
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2.2.8.2. Representação dos Componentes Celulares da Mama com Células Tronco Normais e 

a Relação com as Células Tronco Neoplásicas 

 
SCHMITT et al., 2012, descreveram um modelo representando o ducto mamário com 

a dupla população (luminal e mioepitelial) e a presença de uma terceira célula, ladeada por 

células luminais (Figura 19), que representa uma célula-tronco ou stem cell da glândula mamária 

normal. 

Esta célula tronco normal possui a capacidade de auto-renovação e de se diferenciar nas 

duas linhagens mamarias (células luminais e células mioepiteliais). A célula-tronco maligna, 

que surgiriam devido ao acúmulo de alterações genéticas (ou epigenéticas), além de possuír as 

mesmas ccaracteristicas de autorenovação e de diferenciação das células-tronco normais, 

apresentaria como características associadas à capacidade de sobrevivência, invasão e 

resistência terapêutica (SCHMITT et al, 2012). 

 

Figura 19. A figura representa o desenho esquemático dos componentes celulares de um ducto normal 

da glândula mamária. 
 

Na camada externa observam-se as células mioepiteliais em vermelho, circundando uma camada celular colunar 

chamadas de células epiteliais luminais, representadas em azul. 

Fonte: Schmitt et al., 2012. Modificado pelo Autor. 
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2.2.9. Hierarquia da Diferenciação celular Correlação com Subtipos Intrínsecos 

 
 

A via de diferenciação do carcinoma de mama mais frequente é a via dos carcinomas 

luminais, que representa os tumores receptores de estrógeno positivo e HER2 negativo, 

independente do índice proliferativo. Nessa via também se incluem lesões benignas 

reconhecidas como lesões precursoras do carcinoma de mama luminal (atipia epitelial plana, 

hiperplasia ductal atípica e carcinoma ductal “in situ”). Todas as alterações compartilham 

eventos genômicos com o subtipo de tumores RE positivos (ganhos de cromossomo 1q, perdas 

do cromossomo 16q e mutações de PIK3CA) (WHO, 2019). 

Os tumores que apresentam superexpressão do oncogene HER2 (com ou sem 

positividade para receptores hormonais), estão associados a mutações na linha germinativa de 

TP53, e tem uma possivel associação com o carcinoma ductal in situ apócrino (WHO, 2019), 

como pode ser observado na Figura 20. 

O subtipo triplo negativo tem associação com mutações e com perda da função BRCA1 

e TP53 e são genomicamente instáveis. A maioria é classificada como "tipo basal" por perfis de 

expressão gênica (WHO, 2019). 

 
Figura 20. Vias de diferenciação do carcinoma de mama. 

 

 
A figura representa as três principais vias de diferenciação do carcinoma de mama (via Luminal, via HER2 e a 

via TNBC). Fonte: Robins 9 edição. 
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2.2.10. Heterogeneidade Tumoral 

 
 

O carcinoma de mama é um grupo heterogenio de tumor, com subtipos tumorais 

apresentando características patológicas aparentemente semelhantes (Figura 21), 

imunofenótipos distintos (Figura 22) com assinaturas moleculares e desfechos clínicos 

diferentes (WEIGEL, et al, 2010; SCHMITT et al., 2012). Em nível de transcrição, foram 

estratificados em cinco subtipos intrínsecos principais: luminal A, luminal B, HER2 positivo, 

claudin-low e basal-like (NIELSEN, et al., 2004; PRAT, et al, 2010; GOLDHIRSCH, et al, 

2011). 

A classificação de tumores em um dos subtipos do carcinoma de mama tem implicações 

importantes para a adaptação dos tratamentos e a previsão dos desfechos dos pacientes; no 

entanto, a resposta do paciente à terapia direcionada ou quimioterapia permanece altamente 

variável (LEHMANN, et al.; 2016). Além disso, o microambiente que abrange células imunes 

e fibroblastos desempenha um papel fundamental na influência da histopatologia e 

comportamento tumoral (MAKDISSI. FBA, 2013). A comparação das assinaturas moleculares 

estabelecidas das subpopulações epiteliais normais da mama com as dos diferentes subtipos de 

carcinoma de mama forneceu um quadro importante para compreender as origens celulares do 

câncer de mama, tanto no câncer esporádico quanto no hereditário (Figura 20). 

 
Figura 21. Imagem do carcinoma invasivo da mama Grau 1, Bem Diferenciado. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
A fotomicrografia mostra a histologia do carcinoma invasivo da mama de duas pacientes diferentes (Painel A e 

Painel B) com formação tubular escore 1 e grau nuclear escore 2. Apesar de o mesmo padrão morfológico, em 

relação a graduação tubular e nuclear, apresentam prognósticos diferentes, devido as assinaturas genicas distintas 

Fonte o autor (HE 400X, Figura A e B). 
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Figura 22. Imagem de representa imunofenótipo de duas pacientes diferentes. 

A imagem mostra heterogeneidade tumoral representada por dois tumores com o mesmo grau (G1) e estádio 

anatomopatológico (pT2) apresentam imunofenótipos diferentes e comportamentos biológicos distintos 

identificados através expressão de imunomarcação pela intensidade dos receptores hormonais RE (Figura 22 

Painel A. e E.) e RP (Figura 22 Painel B. e F.), expressão da oncoproteina HER2 (Figura 22 Painel C e G.) e do 

índice de proliferação celular KI-67 (Figura 22 Painel D. e H.). As representações dos imunofenotipos são: 

Painel A, B, C, D representação do subtipo Luminal A; e Painel E, F, G, H representação do subtipo Luminal 

HER2+). 

Fonte o Autor IHQ RE 400X, RP: 400X, HER2 400X e KI67: 400X. 

 
 

2.2.11. Padrões Moleculares do Carcinoma de Mama 

 
 

Tecnologias aplicadas nos estudos do DNA, do RNA, do perfil das proteínas e da 

distribuição do genoma (Figura 23) foram usadas para retratar com maior precisão os fenótipos 

dos tumores (SORLIE T, 2004). Nesse contexto, a caracterização sistemática e detalhada dos 

tumores em uma escala genômica pode ser correlacionada com informações clínicas, e, dessa 

forma, contribuir com o aumento do entendimento das causas e da progressão do carcinoma, 

assim como permitir e implementar a descoberta de novos marcadores moleculares, melhorando 

as intervenções terapêuticas (SORLIE T, 2004). Estudos do perfil de expressão gênica foram 

validados em exames de imuno-histoquímica (IHQ) (SORLIE T, 2004; BERTUCCI, 2006; 

PRAT E PEROU, 2011; VUONG, 2014). 
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Figura 23. Representação da classificação molecular do carcinoma de mama. 
 
 

A figura representa a classificação molecular do carcinoma de mama (CDI). Três grupos principais de carcinoma 

de mama são distinguidos por mudanças características no DNA, mRNA, proteína e morfologia. As 

anormalidades genômicas são mostradas em gráficos circulares (Figura 23 Painel A) e apresentam todas as 

anormalidades genômicas dentro de um tumor específico, mapeadas nos cromossomos exibidos na periferia dos 

círculos. As alças verdes mostram rearranjos intracromossômicos, as alças vermelhas mostram rearranjos 

intercromossômicos. O perfil de expressão gênica (mRNA) (Figura 23 Painel B) mede os níveis relativos de 

expressão de mRNA. Vermelho indica aumento relativo; verde, diminuição relativa; e preto, sem alteração nos 

níveis. Os genes são organizados de cima para baixo e os tumores da esquerda para a direita. Os estudos imuno- 

histoquímicos (Figura 23 Painel C) detectam as expressões das proteínas usando anticorpos específicos 

visualizados com um cromógeno marrom. Fonte: Robins 9 edição. 

 

Na Figura 23 representam desde as alterações do DNA (Figura 23 Painel A) à 

morfologia tumoral (Figura 23 Painel D). Os subtipos luminais (RE-positivo / HER2- negativo), 

são os predominantes e variam de tumores bem diferenciados com baixas taxas de proliferação 

e poucas alterações cromossômicas a tumores pouco diferenciados com alta taxa proliferativa e 

grande número de rearranjos cromossômicos. Todos expressam RE que é um fator de 

transcrição dependente de estrogênio. A proliferação é estimada pela contagem de 
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mitoses ou por coloração para proteínas específicas do ciclo celular, através do Ki-67. Tumores 

HER2-positivos podem ser RE-positivos ou RE-negativos, mas quando RE está presente (nos 

luminais B HER2+) os níveis são tipicamente baixos. A positividade de HER2 pode ser 

detectada como um aumento no número de cópias do gene HER2, um aumento no mRNA de 

HER2 ou um aumento na proteína HER2, como mostrado na Figura 23 Painel C. Os TNBC 

(RE-negativos / HER2-negativos sobrepõem amplamente aos carcinomas "basal like" definidos 

pela expressão de mRNA) e são caracterizados por instabilidade genômica com inúmeras 

alterações cromossômicas, uma alta taxa proliferativa e expressão de muitas proteínas típicas 

de células mioepiteliais (como por exemplo, queratinas basais) (ROBINS, 9 edição). 

 

2.2.12. Imunofenótipos Baseados no Retrato Molecular do Carcinoma de Mama 

 
 

Estudos do perfil molecular do câncer de mama mostraram importantes avanços a partir 

do estudo pioneiro de Perou et al, 2000, com a identificação dos perfis de expressão gênica 

baseados em estudos com cDNA microarrays, em mais de 8.000 genes humanos, pela análise 

de receptores hormonais (RH) representados pelo receptor de estrogeno (RE) e receptor de 

progesterona (RP), além do receptor tipo 2 do fator de crescimento epidérmico humano (HER2) 

(PEROU et al, 2000) (Figura 24). 
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Figura 24. Gráfico dos perfis de expressão gênica. 
 
 

Descrição de uma plataforma de 8,102 genes de 42 pacientes, através da técnica cDNA microarrays, mostrando a 

diversidade fenotípica. Esse modelo tornou-se a chavev inicial para a classificação moleculare mostrou a 

heterogeneidade tumoral, onde tumores mosfologicamente parecidos apresentavam comportamentos biológicos 

diferentes. Fonte: Perou, et al. Molecular portraits of human breast tumours. Fonte: Nature. 2000; 406:747-52. 
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Posteriormente esses estudos foram validados em amostras de tecido que avaliaram 

produtos de expressão das proteínas por IHQ (SORLIE T et al., 2001). Na prática diária o RE, 

o RP e o HER2 são universalmente usados como fatores preditivos e prognósticos no 

diagnóstico do carcinoma invasivo da mama (VUONG et al., 2014; EIERMANN et al., 2013; 

AHN et al., 2015; WHO, 2019) pois são relacionados a terapêuticas específicas e são 

importantes ferramentas no tratamento desses tumores (WHO, 2019, AJCC, 2018; PAYNE et 

al., 2008). Recentemente, o nosso grupo avaliou esses mesmos marcadores em amostras de 

tecido mamário de mulheres com diagnóstico de câncer de mama por CF. Essa análise foi capaz 

de distinguir os subtipos tumorais pelos imunofenótipos (WOPEREIS, 2021). Também 

avaliamos a expressão do índice proliferativo pelo Ki67 em amostras de tumores de mama 

através da CF, e identificamos que a CF é eficaz e isenta de viés observacional (VIEIRA, 2021, 

2). 

 

Os carcinomas de mama foram inicialmente subdivididos em cinco grupos: luminal A, 

luminal B, superexpressão do HER2, basal e normal breast-like (PEROU et al., 2000). 

Atualmente, os critérios foram revisados pela 13ª Conferência de St. Gallen (GOLDHIRSCH et 

al., 2013), e a avaliação IHQ de quatro biomarcadores (ER, PR, HER2 e o marcador de 

proliferação Ki67) estratificou o carcinoma de mama em cinco subtipos IHQ distintos (luminal 

A, luminal B/HER2-, luminal B/HER2+, HER2+ e triplo negativo/TNBC) conforme descrito 

na Tabela 4 (GOLDHIRSCH et al., 2013; AHN et al., 2015, INWALD et al., 2013, WHO, 

2019). 

 

Tabela 4. Distribuição dos biomarcadores baseado na conferência de St. Gallen 

 

Subtipos IHC 
RE RP HER2 Ki67 

Luminal A + +/- - baixo 

Luminal B/HER2- + +/- - alto 

Luminal B/HER2+ + +/- +(3+) qualquer 

HER2+ - - +(3+) qualquer 

TNBC - - - qualquer 

IHC: imuno-histoquímicos; ER: receptor de estrogênio; PR: receptor de progesterona; HER2: receptor do fator 

de crescimento epidérmico humano 2; Ki67: Marcador de Proliferação; TNBC: carcinoma de mama triplo 

negativo; +: positivo; -: negativo; +/-: positivo ou negativo; +(3+): positivo se pelo menos 10% das células 

tumorais apresentaram um escore de coloração da membrana celular de 3+ (forte e contínuo). Fonte: 

GOLDHIRSCH et al., 2013, modificado pelo Autor. 
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2.2.13. Classificação Imuno-Histoquímicado Carcinoma de Mama com Base no 

Padrão Molecular 

 
A IHQ permanece como um dos principais métodos para determinar através dos 

imunofenótipos (Figura 25), o perfil de expressão proteica em laboratórios de anatomia 

patológica (MARQUEZ, 2004; AMIN, et al., 2017). Muitos anticorpos utilizados na IHC tem 

um papel estabelecido ou presumido e representam proteínas das quais a transcrição foi 

discriminada em estudos de perfil genético (PEROU, 2000; SORLIE T, 2004, BERTUCCI, 

2006). 

A caracterização dessas proteínas contribui para o diagnóstico e para o monitoramento 

do câncer de mama invasivo, e ajuda a desenvolver novos alvos diagnósticose terapêuticos 

(BERTUCCI, 2006; GOLDHIRSCH et al., 2013; AMIN, et al., 2017). 

Todos os carcinomas de mama invasivos podem ser agrupados dentro de uma 

sequência de subtipos definidos pelos biomarcadores (WILLIANS et al., 2006; ALMEIDA et 

al., 2012; WHO, 2019). Nesse contexto a IHQ é um dos principais métodos para determinar o 

perfil de expressão dessas proteínas (MARQUEZ et al., 2004; FOULKES et al., 2010; YUAN 

et al., 2019). 

 

Figura 25. Imunofenótipos do carcinoma de mama. 
 
 

A figura representa quatro padrões distintos e individuais da morfologia do CDI, na coloração de hematoxilina e 

eosina (HE), e a relação direta com os imunofenótipos do com base da imunexpressão do RE, RP HER2 e Ki67. 
Fonte o autor (HE 200X; IHQ 200X). 
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2.2.14. Rearranjo dos Imunofenótipos e Relação com Marcadores Prognósticos 

 
 

A partir do rearranjo estabelecido pela 13ª Conferência de St. Gallen (GOLDHIRSCH 

et al., 2013), o subtipo luminal A foi posicionado no grupo de tumores indolentes, de melhor 

prognóstico e mais sensíveis a terapia endócrina. Enquanto os tumores do subtipo luminal B, 

(tanto HER2- quanto o HER2+) foram redistribuídos em uma categoria de tumores mais 

agressivos, com índice proliferativo alto, pior prognóstico e com menor sensibilidade a terapia 

endócrina (GOLDHIRSCH et al., 2013; AHN et al., 2015). 

Uma grande diferença biológica entre os luminais A e B é a assinatura de proliferação, 

que se traduz em uma maior expressão nos tumores luminais B comparado aos tumores luminais 

A (GOLDHIRSCH et al., 2013; AHN et al., 2015). 

Dentro desse conceito de subdivisão dos subtipos, destaca-se que o índice do Ki67 é 

importante para definir e estratificar tumores luminais A e B, especialmente o luminal B/HER2- 

, demonstrando que o uso da IHQ para o Ki67 é útil para predizer o prognóstico, a resposta a 

resistência ao tratamento quimioterápico ou à terapia endócrina, além de estimar risco residual 

na neoadjuvância (FAN et al., 2006; PARKER et al., 2009; GOLDHIRSCH et al., 2013;, 

INWALD et al., 2013, AHN et al., 2015; WHO, 2019). 

Apesar dessa importante função, há controvérsias mundiais na utilização do Ki67, 

principalmente pela falta de padronização (PAIK et al., 2004; INWALD et al., 2013; AMIN et 

al., 2017; MUFTAH et al., 2017). Estudos mostram que a expressão de genes relacionados à 

proliferação do gene MKI67 (que codifica Ki67) é um componente robusto no cálculo de 

pontuação de recorrência tumoral no ensaio OncoType DX ® (PAIK et al., 2004). Por outro 

lado, destaca-se ainda a importância em detectar pacientes com baixo risco de recidiva, que são 

encontrados quase exclusivamente no subtipo luminal A (PARKER et al., 2009; FAN et al., 

2006). 

De fato, a taxa de proliferação é um dos principais fatores determinantes da maioria dos 

preditores genômicos projetados para separar tumores em subgrupos prognósticos (SOTIRIOU 

et al., 2006; GOLDHIRSCH et al., 2013; INWALD et al., 2013; AHN et al., 2015; WHO, 2019). 
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2.2.15. Imunofenótipos de Carcinoma de Mama e Comportamento Biológico 

Tumoral 

 
O subtipo luminal A caracteriza-se pela expressão dos RH, ausência de HER2 e baixa 

taxa de proliferação, com Ki67 inferior a 15% (INWALD et al., 2013; AHN et al., 2015, AMIM 

et al., 2017; WHO, 2019). Nesse subgrupo observa-se elevada expressão dos genes expressos 

pelas células epiteliais luminais e associação com prognóstico clinicamente mais favorável, 

além de boa resposta à terapia antiestrogênica (SORLIE, et al., 2001; CIRQUEIRA et al., 2011; 

BARROS; LEITE, 2015). 

O subtipo luminal B, apresenta o fenótipo RE positivo, RP positivo ou negativo, HER2 

negativo ou positivo e alta atividade mitótica representada pela expressão da proteína Ki67 

maior que 15% nas células neoplásicas (AHN et al., 2015). Além disso, está associado a piores 

prognósticos, particularmente com recidivas tumorais e possíveis similaridades com os tumores 

RE negativos, os quais são os subtipos superexpressão do HER2 e TNBC (SORLIE et al., 2001; 

SORLIE et al., 2003; SORLIE T, 2004; GOLDHIRSCH et al., 2013; AHN et al., 2015). 

O subtipo HER2+ cujo fenótipo apresenta RH negativo e HER2 positivo (NG et al., 

2015; GOLDHIRSCH et al., 2013) apresenta boas respostas a fármacos que bloqueiam a 

atividade do HER2 (BERTUCCI et al., 2006; NIELSEN et al., 2004; ROSS; FLETCHER, 

1999). Tumores com superexpressão do HER2 estão relacionados com piores prognósticos, 

grau histológico mais alto, aumento da agressividade tumoral, redução da sobrevida, aumento 

da recorrência e da mortalidade, e, estão associados com resistência a fármacos citotóxicos 

(FOULKES et al., 2010; NG et al., 2015; WOLFF AC et al., 2018). 

Finalmente, o subtipo TNBC que apresenta imunofenótipos determinados pela 

negatividade de RH e HER2, além de expressão de genes evidenciados nas células progenitoras 

ou células basais/mioepiteliais que estão ligados a mutações no BRCA1 e BRCA2 (SORLIE T, 

2004; PAREDES et al., 2007). Esse subtipo, 15 a 20% dos casos, são clinicamente mais 

agressivos, mais incidêntes em pacientes jovens, apresentam graus histológicos mais elevados, 

metástases linfonodais mais frequentes e, por isso, são considerados de mau prognóstico 

(NIELSEN et al., 2004; HÁ, et al., 2006; MORRIS et al., 2007; FOULKES, et al., 2010; 

LEHMANN et al., 2011). Esse é um dos mais intrigantes subtipos tumorais pois não possui alvo 

terapêutico definido como os outros subtipos, portanto, não responde ao tratamento 

antiestrogênico nem ao anticorpo monoclonal anti-HER2 (SHAK,1999; TANNER et al., 2000; 

MATOS et al., 2005; BERTUCCI et al., 2006; TURNER; REIS- 
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FILHO, 2006; DUNKLER et al., 2007; BURSTEIN et al., 2015; JÉZÉQUEL et al., 2015; AHN 

et al., 2016). 

Pacientes com TNBC tendem a apresentar maior probabilidade de metástase à distância 

e a recidivas tumorais mais precoces, em 2 a 3 anos, se comparado aos outros subtipos, além de 

menor sobrevida (NIELSEN et al., 2004; FOULKES et al., 2010; HA Y et al., 2006). Por se 

tratar de um subgrupo tumoral molecularmente heterogêneo há dificuldades no 

desenvolvimento de terapias direcionadas a esse tipo de carcinoma (KREIKE et al., 2007; 

LEHMANN et al., 2011; BURSTEIN et al., 2015; JÉZÉQUEL et al., 2015; AHN et al., 2016). 

 
2.3. IMUNIDADE ANTI-TUMORAL 

 
 

O sistema imunológico humano desempenha um papel importante tanto na progressão 

do câncer quanto na resposta ao tratamento (DENARDO AND COUSSENS, 2007; BINDEA 

et al.,2011;). Esclarecimentos sobre a associação entre as proteínas imunológicas e o infiltrado 

inflamatório peritumoral tem importância clínica (CHUNG et al., 2017). 

O valor prognóstico dos linfócitos intratumorais tem sido comprovado no carcinoma 

de mama (DENKERT et al., 2010; LOI et al., 2013). Estudos indicam que o aumento do 

infiltrado inflamatório intra tumoral está relacionado com taxas de resposta patológica completa 

(pCR) e com a melhora na sobrevida (DENKERT et al., 2010; MAHMOUD et al., 2011; 

MOHAMMED et al., 2012; LEE et al., 2013), especialmente nos casos de TNBC (LOI et al., 

2014; IBRAHIM et al., 2014). 

Sabe-se que o complexo de histocompatibilidade (MHC1) na superfície da célula 

tumoral é essencial para o reconhecimento por células T citotóxicas. Moléculas do MHC1 são 

codificadas por antígenos de leucócitos humanos (HLA), e a expressão elevada do HLA tem 

sido relatada como um marcador de melhora da sobrevida dos pacientes com câncer (POWELL 

et al., 2012). Há um consenso que relaciona as células CD4+ (Th1) e CD8+ como auxiliares na 

atividade antitumoral (BATES, et al., 2006; MAHMOUD et al., 2011; GU- TRANTIEN et al., 

2013). 

Apesar de todos os avanços, ainda são necessários mais estudos para elucidar qual o 

subgrupo de linfócitos intratumorais poderia apresentar um potencial prognóstico mais 

significativo, principalmente porque a imunoterapia vem se tornando uma das opções 
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terapêuticas no tratamento do carcinoma de mama (MILANI et al., 2013; MAZEL, et al., 2015; 

BUISSERET et al., 2017; WHO, 2019). 

 
2.3.1. Expressão do PDL-1 e o Carcinoma da Mama 

 
 

A proteína transmembrana ligante de morte programada-1 PD-L1 desempenha 

importantes funções na supressão do sistema imunológico em condições normais, atua na 

manutenção da homeostase imune, e, em tumores, como o de pulmão e o melanoma, é 

superexpressa pelas células tumorais e pelas células imunes intratumorais, como os macrófagos 

e as células dendríticas (CHEMNITZ et al., 2004; CHEN et al., 2012; CHEN; MELLMAN, 

2013). 

A superexpressão da proteína PD-L1 esta relacionada a um mecanismo de evasão do 

sistema imune do hospedeiro pelas células tumorais de diversos tipos de cânceres, inclusive no 

de mama (CHEN AND MELLMAN, 2013; QIN et al., 2015; MINGHUI et al., 2017). O 

PD-L1, presente nas células tumorais, se liga receptor de morte programado-1 (PD-1) nas 

células T citotóxicas ativadas, e, dessa forma, inibe a resposta imune antitumoral (Figura 26) 

(KEIR, et al., 2008; CHEN, et al., 2012; CHEN AND MELLMAN, 2013). 

 
Figura 26. Via de ativação do PDL-1. 

 
 

 
Via PD-1/PD-L1. Há dois caminhos utilizados pelas células neoplasicas para upregular o receptor de morte 

programado-1 (PD-1) evitar a imunidade. O primeiro normalmente envolve uma resposta imune inata. A 

regulação do ligante de morte programada-1 (PD-L1) pode ser causada pela sinalização oncogênica ativa, como 

pela via proteína quinase B (AKT), que é independente da resposta inflamatória. A alternativa é vista 

principalmente em respostas imunológicas adaptativas. A regulação do PD-L1 é induzida pela resposta 

inflamatória, como via interferon (IFN). Abreviaturas: MHC, maior complexo de histocompatibilidade; PI3K, 

fosfoinositida 3-quinase; STAT, transdutor de sinal e ativador de transcrição. Fonte: Guan et al., 

2017.Modificado pelo Autor. 
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A associação entre o PD-L1 e os prognósticos mais agressivos nos carcinomas da 

mama é um importante tema de investigação na área da pesquisa clínica (WU et al., 2015; QIN 

et al., 2015; MUENST et al., 2014; LI et al., 2016, MAZEL et al., 2015; SALMANINEJAD et 

al., 2019; SCHÜTZ et al., 2017). 

Embora haja relatos em trabalhos prévios que questionam o valor prognóstico do PD- 

L1 no carcinoma de mama (BAPTISTA et al., 2016; PARK et al., 2016), há evidências que o 

PD-L1 possa ser um biomarcador significativo nos carcinomas de mama de pior prognóstico 

(MINGHUI et al., 2017), pois a presença da superexpressão dessa proteína está associada a 

casos com metástases linfonodais, alto grau histológico, negatividade para RE, imunofenótipo 

TNBC e diminuição da sobrevida (ALI et al., 2015, MAZEL et al., 2015; SCHÜTZ et al., 2017; 

SALMANINEJAD et al., 2019). 

A diferença entre os aspectos prognósticos ocorre principalmente quando a 

superexpressão dessa proteína é comparada com as amostras de pacientes RE positivos, com 

linfonodos negativos e características morfológicas de baixo grau histológico (MINGHUI et al., 

2017). Como visto, o PD-L1 pode ser um promissor biomarcador de prognóstico do carcinoma 

de mama e um indicador de prognóstico relacionado a redução de sobrevida global (MINGHUI 

et al., 2017). O reconhecimento do papel fisiológico do PD-L1 em se ligar a receptores de morte 

programada 1 (PD-1), expressos na superfície de células T citotóxicas ativadas foi revelado 

(KAFL et al., 2004). 

Informações adicionais sobre as propriedades das células tumorais que estão 

associadas à expressão de PD-L1, por IHQ, podem trazer repostas sobre o bloqueio da via PD- 

1/ PD-L1 (SOLIMAN et al., 2014). 

Pesquisas que investigam os produtos da expressão proteica podem ser úteis na 

tentativa de selecionar casos responsivos à imunoterapia, o que possibilita a identificação de 

candidatos a terapia anti-PD-1/PD-L1, especialmente para pacientes com o subtipo TNBC 

(MINGHUI et al., 2017). 

O tratamento relacionado a imunoterapia contra o carcinoma de mama trouxe a 

necessidade de se compreender as respostas imunes antitumorais dentro dos microambientes 

dos tumores. Um microambiente imunológico em equilíbrio é fundamental para respostas 

positivas (BUISSERET et al., 2017). 
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2.3.2. Expressões de PD1 e CTLA-4 e o Carcinoma da Mama 

 
 

O linfócito T é a célula mais importante na defesa antitumoral e as expressões das 

proteinas PD-1 e as moléculas coestimuladoras negativas CTLA-4 (do inglês cytotoxic T- 

lymphocyte-associated protein 4), presentes na sua superfície dos linfócitos T, são reguladores 

críticos de sua função em diversos processos que vão desde autoimunidade, tolerância a 

transplantes, infecções virais crônicas e imunidade tumoral. O CTLA-4 limita a atividade das 

células T jovens durante as respostas imunológicas e o PD-1 reduz a atividade das células T em 

tecidos periféricos (FIFE and BLUESTONE, 2008). 

A possibilidade de investigar alvos que seletivamente possam bloquear células T 

destrutivas ou que melhorem as repostas imunes dos pacientes para equilibrar a homeostase 

imunológica representa um grande desafio. A família de moléculas da superfície celular da 

proteína 4 do linfócito T citotóxico (CTLA-4), também conhecida como CD152, regula 

caminhos de sinalização complexos que afetam profundamente as respostas celulares da 

imunidade (FIFE and BLUESTONE, 2008). 

O CTLA-4, é uma proteína expressa na superfície dos linfócitos T e a identificação e 

caracterização de membros adicionais dessa família, incluindo o PD-1, o PD-L1 e o ligante da 

morte programada 2 (PD-L2), adicionaram complexidade na análise de como as moléculas de 

superfície controlam a ativação de células T e a tolerância periférica (FIFE and BLUESTONE, 

2008). 

Algumas interações co-estimulam e melhoram significativamente as respostas 

periféricas das células T, e, em contraste, o CTLA-4 interage com moléculas resultando na 

diminuição da atividade dos linfócitos T, bloqueando-os, da mesma forma que as interações do 

PD-1 com PD-L1 e PD-L2 reduzem a resposta imune de células T (FIFE and BLUESTONE, 

2008). 

Apesar dessas semelhanças, os papéis regulatórios das vias CTLA-4 e PD-1 são 

distintos e possuem padrões de expressão dos ligantes do CTLA-4 e PD-1 individualizados, 

tanto temporalmente quanto espacialmente, como pode ser observado na Figura 27 (FIFE and 

BLUESTONE, 2008). 
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Figura 27. Vias CTLA-4 e PD-1. 
 
 

Mostra o esquema de bloqueio PD-1/CTLA-4. Esquema detalhando passos básicos envolvidos na geração de 

células T específicas do tumor. Mostrado é um esquema de uma célula tumoral, célula T efetor CD8, e uma 

célula apresentadora de antígeno (APC), com interações células-células associadas via PD-1/PD-L1 e CTLA- 

4/B7. Antígenos ou neoantígenos associados ao tumor são apresentados pelo complexo de histocompatibilidade 

principal (MHC) em APCs ou células tumorais para células T com receptor de células T (TCR) apropriados. O 

receptor de co-ativação CD28 em células T liga B7 em APCs. Os anticorpos anti-PD-(L)1 e anti-CTLA-4 são 

mostrados.Fonte: Guan et al., 2017. Modificado pelo Autor. 

 

2.4. DOENÇA METASTÁTICA 

 
 

A presença de metástase linfonodal é um fator prognostico relevante no carcinoma de 

mama, pois é o indicador mais importante de tempo livre de doença e sobrevida global (ROSEN, 

et al., 1993; SLOANE JP, 1994; LEITNER, et al., 1995; CADY B, 1997; AJCC, 

2018). A grande maioria das pacientes com metástase linfonodal são candidatas a terapia 

sistêmica. Mas, o maior desafio é determinar quais pacientes com linfonodos negativos devem 

receber terapia adjuvante, na associação ao tratamento cirúrgico. O risco e o benefício são 

estimados através de vários critérios relacionados aos fatores prognósticos e preditivos 

(BUITRAGO et al., 2011). 

As metástases à distância ocorrem quando as células do tumor primário se espalham 

para outros locais no corpo. Os principais locais de metástase do carcinoma de mama são o 

cérebro, o fígado, os ossos e os pulmões (Hess, et al., 2006; KENNECKE, et al. 2010). A doença 

metastática é a principal causa de morte relacionada ao carcinoma (KIMBUNG, et al., 2015). 

   Célula tumoral  
Célula 

apresentadora 

de antigeno 
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O processo metastático requer uma complexa condição para sobrevivência das células 

tumorais circulantes (CTC), pois existem barreiras que limitam a sobrevivência das CTC fora 

do ambiente de origem. Além disso é necessário que as células dormentes reiniciem a sua 

atividade proliferativa para desenvolver as macrometástases (VANHARANTA AND 

MASSAGUE, 2013; KIMBUNG, et al., 2015). 

Outra questão importante são os diferentes subtipos tumorais e a relação com os sítios 

metastáticos. Tumores do tipo Luminal, que são RE positivos, tem períodos de latência 

prolongados para o desenvolvimento de metástases, e os principais locais de comprometimento 

são os ossos. Em contrapartida, tumores RE negativos apresentam um período de latência mais 

curto para o desenvolvimento de metástases, e as metástases são mais frequentemente nas 

vísceras. (SMID, et al., 2008; LARGILLIER, et al., 2008; KENNECKE, et al., 2010; SONI, et 

al, 2015). Há indícios que as células tumorais REnegativas possam adquirir um fenótipo 

precocemente mais agressivo durante a progressão da doença (VANHARANTA AND 

MASSAGUE, 2013). 

A história natural do carcinoma de mama varia de paciente para paciente e dependem 

de fatores clínicos, mecanismos imunológicos, hormonais e nutricionais dos indivíduos e do 

potencial biológico e metastático tumoral (CLARK GM, 1996). 

 

2.4.1. Células Dormentes 

 
Células dormentes ou êmbolos são “clusters” de células tumorais que podem 

permanecer em estado de "dormência ou latência" até que retornam a um estágio ativo e iniciam 

as metástases, mesmo décadas após o primeiro diagnóstico (FEHM et al., 2008). 

A investigação dessas células “dormentes ou latentes” in vivo é difícil. Há relatos da 

utilização de RT-PCR ou métodos baseados em anticorpos que detectaram essas células na 

medula óssea em 30 a 40% de mulheres com carcinoma da mama primário ( COTE et al., 1991; 

DIEL et al., 1996; BRAUN et al., 2000; GEBAUER et al., 2001; WIEDSWANG et al., 

2003). 

A população de células dormentes, que permanecem ocultas, assintomáticas e 

indetectáveis durante um período prolongado, é a principal causa das metástases. Tais células 

possivelmente sobrevivem às repostas de defesa dos organismos por mecanismos de reparação 

de DNA, e, em dado momento, entram em atividade proliferativa levando às recorrências 

tumorais ou metástases (EVANS AND LIN, 2015). Pelo fato de as células tumorais 

disseminadas estarem associadas com mau prognóstico há indícios que as 



82 
 

 

 

 

subpopulações dessas células residuais desenvolvam mecanismos para evitar a resposta imune 

do hospedeiro (FEHM et al., 2008; AZOURY, STRAUGHAN E SHUKLA, 2015). 

Essas populações residuais na corrente sanguínea caracterizam um prognóstico 

desfavorável, pois as pacientes com tumores originalmente RE+ e HER2-, por exemplo, podem 

expressar as proteínas de comprovado valor preditivo, de tal modo que esta ferramentapoderia 

ser usada na triagem para estratificar e monitorar pacientes com câncer de mama (MAZEL et 

al., 2015). 

 

2.4.2. Células Circulantes 

 
A despeito dos progressos terapêuticos, um grande problema no carcinoma de mama é a 

recidiva tumoral, pois tumores primários, mesmo em pequenas dimensões, podem recidivar 

após a exérese, pela disseminação de êmbolos tumorais na circulação sanguínea (Figura 28) 

(BUTLER; GULLINO, 1975; FIDLER, 1970; FEHM et al., 2008; MAZEL, et al., 2015; 

BUISSERET et al., 2017). 

 
Figura 28. Representação de células tumorais circulantes. 

 

 

O desenho esquemático mostra diferentes estágios das células tumorais circulantes intravasculares e sua relação 

com as metástases. Fonte: Al-Mahmood et al., 2018. Modificado pelo Autor. 
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A presença de células positivas para CK na medula óssea da maioria dos pacientes com 

neoplasias malignas sólidas, mesmo assintomáticas, podem corresponder a células tumorais 

disseminadas com potencial para desenvolver metástases a distância (VESELLA et al., 2007; 

MAZEL et al., 2015). 

Tais células podem impulsionar a imunidade, induzindo memória antitumoral nascélulas 

T. Já foi estabelecido que células T de memória CD4 e CD8 têm aumento proporcionalmente 

mais alto em pacientes com carcinoma de mama quando comparados a pacientes controle 

saudáveis, e que os pacientes com células “dormentes positivas” na medula óssea também 

apresentam aumento do número de linfócitos T CD4+, células CD56 + e CD8 

+ quando comparados aos pacientes sem células dormentes (FEUERER et al., 2001). 

 
2.5. JUSTIFICATIVA 

 
O carcinoma de mama é um problema de saúde pública mundial, por ser uma doença 

com alta prevalência na população feminina e que apresenta incidência e mortalidade 

crescentes. A necessidade da criação e desenvolvimento de novas ferramentas para o screening 

do diagnóstico desses tumores e a possível utilização na prática clínica é de fundamental 

importância. 

Neste sentido, o estudo da utilização de ferramentas que possam abreviar os resultados 

para o diagnóstico de tumores sólidos através da caracterização das expressões proteicas, como 

por exemplo a utilização CF integrada aos métodos anatomopatológicos e de IHQ, que já esta 

amplamente padronizados, poderão contribuir para fornecer conclusões diagnósticas mais 

rápidas e aumentar a cobertura na investigação do carcinoma de mama. 

O CK19, CD4, CD8, CD45, CTLA4, PD1 e PD-L1 têm sido estudados como parâmetros 

únicos ou em outras associações nos estudos de carcinoma de mama. O estudo em conjunto 

desses produtos de expressão proteica e suas possíveis associações com dados clínicos, 

morfológicos e subtipos moleculares dos tumores de mama e as relações com valores 

prognósticos, bem como a possibilidade de utilização desses biomarcadores em metodologias 

como a citometria de fluxo para a avaliação do risco de metástase ainda não foram investigados. 

Para tanto, compreender as associações entre as variaveis deste estudo e as 

características imunofenotípicas relacionadas aos produtos de expressão proteica são 

determinantes para organizar e estabelecer protocolos que auxiliem mais rapidamente no 

direcionamento da avaliação do carcinoma de mama. 
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Antes do desenvolvimento do estudo dos biomarcadores CK19, CD4, CD8, CD45, 

CTLA4, PD1 e PD-L1 para o estudo, houve a necessidade de conhecer a prevalência do 

carcinoma de mama na população a ser estudada e de padronizar titulações e metodologias a 

serem aplicadas nas amostras do estudo prospectivo. 

Assim, foi realizada a busca de informações com base no perfil epidemiológico dos 

pacientes com diagnóstico de carcinoma invasivo da mama atendidos no HospitalUniverstario 

da Universidade Federal de Santa Catarina, durante o período de janeiro de 1994 a dezembro 

de 2018, para estabelecer as frequências dos subtipos imuno-histoquímicos e as associações de 

carcinoma de mama com a idade, características morfológicas estabelecendo correlações entre 

biomarcadores imunohistoquímicos. 

Por isso, este trabalho foi dividido em estudo retrospectivo e estudo prospectivo. 
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3. OBJETIVOS 

 

 

3.1. OBJETIVO GERAL 

 
 

Avaliar a importância da análise conjunta dos biomarcadores RE, RP, HER2, Ki-67, 

CK19, CD8, CD4, CD45, CTLA4, PD1 e PD-L1 para o diagnóstico, prognóstico e avaliação do 

risco de metástase em pacientes com carcinoma invasivo da mama (CDI). 

 
3.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 
 

3.2.1. Estudo Retrospectivo 

• Investigar a frequência de CDI em mulheres atendidas no HU/EBSERH/UFSC 

entre os anos de 1994 a 2018; 

• Avaliar a frequência dos subtipos imunohistoquímicos do CDI no período de 

24 anos; 

• Analisar a prevalência de subtipos de CDI de acordo com a faixa etária e 

características morfológicas de grau histológico e grau nuclear no período de 

24 anos; 

 
3.2.2. Estudo Prospectivo 

 
 

• Validar a imunofenotipagem por citometria de fluxo para a investigação dos 

biomarcadores CK19, PDL-1, PD1 e CTLA4 

• Estabelecer um painel de anticorpos para a investigação conjunta dos 

biomarcadores CD4, CD8, CD45, PDL-1, PD1 e CTLA4 por CF e por IHQ nas 

amostras de tecido (biópsia) e amostras de sangue periférico. 

• Investigar a presença da expressão do PD1 e CTLA-4 nos linfócitos TCD4 e 

TCD8 por CF 

• Estabelecer critérios imuno-histoquímicos para biomarcadores (RE, RP, Her2 

e Ki67); 

• Relacionar a presença da expressão do PDL-1 por IHQ com os subtipos 

baseados pelos imunofenótipos (RE, RP, HER2 e Ki-67); 
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• Avaliar se há associação entre a expressão de PDL-1 por IHQ e os subtipos 

de pior prognóstico 

• Investigar os leucócitos e subtipos de linfócitos infiltrados (células TCD4 e 

TCD8, células NK e NKT) no tecido tumoral e sangue periférico por CF das 

pacientes com CDI e associar com os subtipos imunofenotípicos 

• Analisar se a relação CD4/CD8 no sangue periférico e no tecido mamário 

tumoral por citometria de fluxo servem como um biomarcador de 

imunovigilância nos subtipos de pior prognostico; 

• Padronizar e validar a metodologia para a identificação das células CK19 

circulantes no sangue periférico por citometria de fluxo; 

• Investigar a presença de células tumorais circulantes (CTC) no sangue 

periférico venoso pela expressão da CK19 por CF; 

• Verificar se a detecção em células CK19 no sangue periférico por CF pode 

diminuir o tempo de detecção de metástase na paciente clinicamente sem 

metástase (cM0). 
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4. ESTUDO RETROSPECTIVO: 

 

 

4.1. METODOLOGIA 

 
 

4.1.1. Caracterização da população de estudo 

 
 

4.1.1.1. Seleção dos pacientes 

Foi realizada uma busca retrospectiva no arquivo de laudos do Serviço de Anatomia 

Patológica do Hospital Universitário da Universidade Federal de Santa Catarina 

(SAP/HU/UFSC), Florianópolis, Brasil, que compreendeu os períodos entre janeiro de 1994 e 

dezembro de 2018. Foram selecionados 1.335 casos de carcinoma de mama invasivos em 

mulheres, consecutivamente. Todas as pacientes tiveram diagnóstico de carcinoma de mama 

invasivo e seguiram seus tratamentos de acordo com os protocolos dos serviços especializados. 

 
4.1.1.2. Critérios de inclusão e de exclusão 

Os critérios de inclusão deste estudo foram: i) sexo feminino; ii) diagnóstico 

histológico de carcinoma mamário invasivo. Os critérios de exclusão foram: i) material não 

encontrado no arquivo; ii) material sem análise do IHC; iii) ausência de dados clínicos no 

prontuário; iv) casos de pacientes masculinos. 

 
4.1.1.3. Aspectos éticos 

O estudo foi aprovado pela pesquisa com seres humanos da UFSC (Parecer 

comprovado Projeto 141/2005 e Comitê de Ética e Pesquisa do Ser Humano da UFSC CAAE 

52861715.0.0000.0121). 

 
4.1.2. Características clínicas e morfológicas 

4.1.2.1. Coleta de dados 

Os dados foram coletados a partir dos laudos anátomo patológicos de 1.335 carcinomas 

invasivos de mama. Dos registros foram obtidas informações referentes à idade, tipo 

histológico, grau histológico, grau nuclear, biomarcadores RE, RP, HER2 e índice proliferativo. 

As amostras referentes aos anos entre 1994 e 2004 foram encaminhadas para o Instituto de 

Patologia Molecular e Imunologia da Universidade do Porto, Portugal(IPATIMUP) de forma 

experimental, por não haver rotineiramente IHQ para tumores de 
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mama no SAP/HU/UFSC, e do banco de dados foram coletados os resultados. O estudo do IHQ 

das amostras de 2005 a 2018 ocorreu no SAP/HU/UFSC. Os critérios adotados no momento do 

diagnóstico foram revisados por um patologista sênior, de fevereiro a novembro de 2019. 

 
4.1.2.2. Critérios clínicos e morfológicos 

 
 

A idade foi referida em anos completos no diagnóstico e dividida em três faixas etárias: 

Grupo 1: < 50 anos, Grupo 2: 50-69 anos, Grupo 3: ≥ 70 anos. A população de screening foi 

determinada neste estudo como grupo 2 (idade entre 50-69 anos) (WHO, 2019). Para avaliação 

do tipo histológico, os tumores foram avaliados em carcinoma de mamainvasivo não tipo 

especial (CDI NST) e carcinoma lobular invasivo (CLI), nos casos com negatividade para e- 

caderina ao exame de IHC (WHO, 2019). Para avaliação do grau histológico três características 

foram analisadas: formação de túbulo, pleomorfismo nuclear e contagem mitótica. Cada variável 

foi avaliada independentemente com base no grau histológico combinado de Nothingham para 

carcinoma invasivo de mama (ELSTON and ELLIS, 1991). Um sistema de pontuação numérica 

de 1 a 3 foi utilizado para determinar os escores (Grau 1: bem diferenciado; Grau 2: 

moderadamente diferenciado; Grau 3: pouco diferenciado). O grau nuclear foi avaliado por 

tamanho e pleomorfismo, divididos em 3 escores (Grau 1: baixo grau; Grau 2: grau 

intermediário; Grau 3: alto grau (ELSTON and ELLIS, 1991). 

 
4.1.3. Critérios Imuno-Histoquímicos 

 
 

Os critérios utilizados para avaliação IHC para o status dos receptores hormonais (RH) 

(RE e PR) foram consideradas imunomarcações positivas se pelo menos 1% dos núcleosdas 

células tumorais fossem marcados (AMIN, et al., 2017); para o status HER2, foram 

considerados positivos se pelo menos 10% das células tumorais apresentassem um escore de 

coloração da membrana celular de 3+ (forte e contínua). Se a marcação fraco/moderado fosse 

> 10% foram considerados resultados equívocos (2+) ou foram considerados negativos sem 

esses critérios (AMIN, et al., 2017; WOLFF, et al., 2018; WHO, 2019). Para o índice de 

proliferação celular (Ki-67), neste estudo o percentual médio de positividade nuclear foi 

avaliado em dois pontos de corte: i) baixo índice se expressão nuclear menor que 15%; ii) alto 

índicese expressão nuclear maior ou igual a 15%. Nos casos discordantes foi correlacionado 
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com contagem mitótica. (CHEANG, et al., 2009; AMIN, et al., 2017; SOLIMAN and 

YUSSIF, 2016; WHO, 2019). 

 
4.1.4. Definição de Subtipos do Carcinoma de Mama por Imuno-Histoquímica 

 
Foram definidos dois grupos com base na avaliação da IHQ dos biomarcadores ER, 

PR, HER2, Ki67. O primeiro grupo, rotulado como “Grupo 1”, os critérios foram baseados na 

13ª Conferência de St. Gallen, através da análise de quatro biomarcadores IHQ mencionados 

acima. A classificação dos biomarcadores agrupados resultou em cinco subtipos, como 

apresentado na Tabela 5 (GOLDHIRSCH, et al., 2013). O segundo grupo, rotulado como 

“Grupo 2” neste estudo adotou dois biomarcadores com base no status RE e HER2 e definiu 

quatro subtipos, conforme Tabela 6 (WHO, 2019). 

 

Tabela 5. Distribuição de quatro biomarcadores para caracterização de subtipos IHQ com base na 

Conferência de St. Gallen. 

 
Subtypes IHC - Grupo 1 

RE PR HER2+ Ki67 

Luminal A + +/- - baixo 

Luminal B/HER2- + +/- - alto 

Luminal B/HER2+ + +/- +(3+) qualquer 

HER2+ - - +(3+) qualquer 

TNBC - - - qualquer 

IHQ: subtipos imuno-histoquímicos; RE: receptor de estrogênio; RP: receptor de progesterona; HER2: receptor 

do fator de crescimento epidérmico humano 2; Ki67: Marcador de Proliferação; TNBC: carcinoma de mama 

triplo negativo; +: positivo; -: negativo; +/-: positivo ou negativo; +(3+): positivo se pelo menos 10% das células 

tumorais apresentaram um escore de coloração da membrana celular de 3+. 

 
Tabela 6. Distribuição de Subtipos com base no status do RE e HER2. 

Subtipos IHC – Grupo 2 RE HER2+ 

ER +/HER2- + - 

ER +/HER2+ + +(3+) 

ER -/HER2+ - +(3+) 

ER -/HER2- - - 

IHC: subtipos imuno-histoquímicos; RE: receptor de estrogênio; HER2: receptor do fator de crescimento 

epidérmico humano 2; +: positivo; -: negativo; +(3+): positivo se pelo menos 10% das células tumorais 

apresentaram um escore de coloração da membrana celular de 3+. 
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4.1.5. Análise Estatística 

 
 

As frequências e os respectivos percentuais foram estimados para cada variável de 

interesse. Associações univariadas foram estimadas por meio de testes qui-quadrado. Foram 

estimados índices de chances e intervalos de confiança de 95%. A concordância entre o Grupo 

1 e o Grupo 2 foi testada utilizando-se os coeficientes kappa de Cohen. Os cálculos foram 

realizados no STATA/SE v.14.0 (Stata Soft, College Station, TX, USA). A significância 

estatística foi definida em alfa < 5% (p < 0,05). 

 
4.2. RESULTADOS 

 
 

4.2.1. Descrição da Amostra 

Como pode ser observado na Tabela 7, a maioria dos casos ocorreu em mulheres com 

idade entre 50 e 69 anos (Grupo 2), com frequência de 48,8% (n = 652) da amostra. 

 
Tabela 7. Dados demográficos da amostra. 

 Casos Idade (anos) 

  

% (N) 

 

Média ± DP 
Mediana 

(menor idade e maior idade) 

Grupo 1 idade 35.0(467) 42.4 ± 5,5 44 (24 – 49) 

Grupo 2 idade 48.8(652) 58.9 ± 5,5 59 (50 – 74) 

Grupo 3 idade 16.2(216) 77.4 ± 5,8 77 (70 – 96) 

Total 100(1335) 56.1 ± 13,2 55 (24 – 96) 

N: número de casos; faixa etária variável em anos: G1= Grupo 1 <50 anos, G2= Grupo 2: 50-69 anos, G3= 

Grupo 3: ≥70 anos. 

 

O tipo histológico predominante foi o CDI NST com prevalência de 92,5% (n = 1235) 

seguido pelo CLI, presente em 7,5% (n = 100) dos casos. 

Através da Tabela 8 pode-se observar que as variáveis morfológicas mais prevalentes 

foram grau histológico 2 (G2) e grau nuclear 2 (G2) com frequência de 46,2% e 50,8% 

respectivamente. 
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Tabela 8. Frequência de características morfológicas 

 Grau Histológico 

% (N) 

Grau Nuclear 

% (N) 

G1 24.3 (325) 13.4 (179) 

G2 46.2 (617) 50.8 (678) 

G3 29.5 (393) 35.8 (478) 

Total 100 (1335) 100 (1335) 

N: número de casos; variável grau histológico (G1= Grau 1/ bem diferenciado; G2= Grau 2/moderadamente 

diferenciado; G3= Grau 3/mal diferenciado) e variável grau nuclear (G1= Grau 1/baixo grau; G2= Grau 2/grau 

intermediário; G3 Grau 3/ alto grau). 

 

A expressão dos biomarcadores demonstrada na Tabela 9 revela que 75,3 % dos casos 

dos CDI NST foi postivo para RE e que 16,6% (n= 221) dos casos apresentou superexpressão 

da oncoproteína HER2. 

 
Tabela 9. Frequência dos biomarcadores nas amostras de carcinoma invasivo da mama 

 RE RP HER2 

 % (N) % (N) % (N) 

Positive 75.3 (1005) 62.0 (828) 16.6 (221) 

Negative 24.7 (330) 38.0 (507) 70.7 (944) 

Equivocal - - 12.7 (170) 

Total 100 (1335) 100 (1335) 100 (1335) 

Grupo variável Biomarcadores RE: receptor de estrogênio; RP: receptor de progesterona; HER2: receptor do 

fator de crescimento epidérmico humano 2; com base em resultados imuno-histoquímicos. 

 

De acordo com os critérios da conferência de St Gallen, o subtipo luminal foi o de 

maior prevalência (65,3%) quando comparado aos outros subtipos (Tabela 10). Desses, 32,0% 

(n= 427) foram do tipo luminal B/HER2-, seguidos pelo luminal A com 23.4% (n= 313). O 

TNBC foi o segundo subtipo mais prevalente, com 14,1% (n= 188) dos casos, seguido pelo 

HER2+ com 6,7% (n= 89) dos casos. 
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Tabela 10. Prevalência dos subtipos IHQ de acordo com a Conferência de St Gallen 

(Grupo 1). 
 

Subtipos RE RP HER2+ Ki-67 % (N) 

Luminal A + +/- - Low 23.4 (313) 

Luminal 

B/HER2- 

 
+ 

 
+/- 

 
- 

 
High 

 
32.0 (427) 

Luminal 

B/HER2+ 

 
+ 

 
+/- 

 
+(3+) 

 
Any 

 
9.9 (132) 

HER2+ - - +(3+) Any 6.7 (89) 

TNBC - - - Any 14.1 (188) 

Indeterminado +/- +/- +(2+) Any 12.7 (170) 

Não classificado - + Any Any 1.2 (16) 

Total 
    

100 (1335) 

IHC: subtipos imuno-histoquímicos; RE: receptor de estrogênio; RP: receptor de progesterona; HER2: receptor 

do fator de crescimento epidérmico humano 2; Ki67: Marcador de Proliferação; TNBC: carcinoma de mama 

triplo negativo; +: positivo; -: negativo; +/-: positivo ou negativo; +(3+): positivo se pelo menos 10% das células 

tumorais apresentaram um escore de coloração da membrana celular de 3+; N: número de casos. 

 

Como pode ser observado na Tabela 11, que mostra a distribuição dos subtipos 

utilizando biomarcadores RE/HER2, os imunofenótipos RE+/HER2- e RE-/HER2- foram as 

mais frequentes nas pacientes incluídas neste estudo como percentual de 55,4% e 15.3 %, 

respectivamente. 

 

Tabela 11. Distribuição dos Subtipos IHQ pelos biomarcadores RE/HER2 (Grupo 2). 

Subtypes RE/HER2 RE HER2+ % (N) 

RE+/HER2- + - 55.4 (740) 

RE+/HER2+ + +(3+) 9.4 (125) 

RE-/HER2+ - +(3+) 7.2 (96) 

RE-/HER2- - - 15.3 (204) 

Equivocal +/- +(2+) 12.7 (170) 

Total 
  

100 (1335) 

IHC: subtipos imuno-histoquímicos; RE: receptor de estrogênio; HER2: receptor do fator de crescimento 

epidérmico humano 2; por análises no: +: positivo; -: negativo; +(3+): positivo se pelo menos 10% das células 

tumorais apresentaram um escore de coloração da membrana celular de 3+; N: número de casos. 
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Na Tabela 12 percebe-se que 100% dos casos de HER2+ foi de CDI NST. Em relação 

aos grupos etários, no grupo 1 (<50 anos) o subtipo mais prevalente foi luminal B/HER2+ 

(50,8%), no grupo 2 (50-69) o subtipo HER2+ (57,3%) e no grupo 3 (≥ 70 anos) o subtipo 

luminal A (21,1%). Os subtipos luminais A, luminal B/HER2-, HER2+ e TNBC foram mais 

prevalentes nas mulheres do grupo 2 com 48,2% e 52,5%, 57,3% e 42,6, respectivamente; ao 

passo que luminal B/ HER2+ foi mais prevalente nas mulheres do grupo 

1. Alem destes achados, 51,8% dos subtipos denominados luminais A corresponderam ao grau 

histológico 1, 53,9% dos luminal B/HER2- foram grau histológico 2 e 71,8% dos TNBC foram 

grau histológico 3. Em relação ao grau nuclear, destaca-se que mais de 2/3 dos tumores com 

grau nuclear 3 (69.1%) corresponderam ao TNBC. 
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Tabela 12. Frequência de subtipos do Grupo 1 e os tipo histológico, faixas etárias e 

características morfológicas. 
 Luminal A 

% (N) 

Luminal 

B/HER2- 

% (N) 

Luminal 

B/HER2+ 

% (N) 

HER2+ 

% (N) 

TNBC 

% (N) 

TIPO 

HISTOLÓGICO 

     

CDI NST 86.9 (272) 91.8 (392) 96.2 (127) 100 (89) 96.8 (182) 

CLI 13.1 (41) 8.2 (35) 3.8 (5) 0.0 (0) 3.2 (6) 

Total 100 (313) 100 (427) 100 (132) 100 (89) 100 (188) 

GRUPO IDADE 
     

G1 30.7 (96) 33.7 (144) 50.8 (67) 24.7 (22) 38.8 (73) 

G2 48.2 (151) 52.5 (224) 40.9 (54) 57.3 (51) 42.6 (80) 

G3 21.1 (66) 13.8 (59) 8.3 (11) 18.0 (16) 18.6 (35) 

Total 100 (313) 100 (427) 100 (132) 100 (89) 100 (188) 

GRAU 

HISTOLÓGICO 

     

G1 51.7 (162) 22.2 (95) 12.9 (17) 7.9 (7) 5.3 (10) 

G2 46.3 (145) 53.9 (230) 53.0 (70) 42.7 (38) 22.9 (43) 

G3 1.9 (6) 23.9 (102) 34.1 (45) 49.4 (44) 71.8(135) 

Total 100 (313) 100 (427) 100 (132) 100 (89) 100 (188) 

GRAU 

NUCLEAR 

     

G1 29.1 (91) 11.9 (51) 4.6 (6) 3.4 (3) 3.2 (3) 

G2 60.1 (188) 60.9 (260) 44.7 (59) 37.1 (33) 27.7 (52) 

G3 10.8 (34) 27.2 (116) 50.7 (67) 59.5 (53) 69.1 (130) 

Total 100 (313) 100 (427) 100 (132) 100 (89) 100 (188) 

N: número de casos; HER2: receptor do fator de crescimento epidérmico humano 2; TNBC: carcinoma de 

mama triplo negativo; grupo variável: tipo histológico: CDI NST= carcinoma mamário invasivo sem tipo 

especial e CLI = carcinoma lobular invasivo; grupo variável: faixa etária (faixa etária em anos: G1= Grupo 1 <50 

anos, G2= Grupo 2: 50-69 anos, G3= Grupo 3: ≥70 anos) grupo variável: grau histológico (G1= Grau 1/ bem 

diferenciado; G2= Grau 2/moderadamente diferenciado; G3= Grau 3/mal diferenciado) e grau nuclear variável 

(G1= Grau 1/baixo grau; G2= Grau 2/grau intermediário; G3 Grau 3/Alto Grau) e os cinco subtipos moleculares. 

 

Na Tabela 13 apresenta que 99% dos subtipos RE-/HER2+ foram CDI NST. Em 

relação a frequência entre as categorias idade, mulheres do grupo etário 1 apresentaram o 

subtipo RE+/HER2+ (52,0%), como o mais prevalente, enquanto nas do grupo 2, o subtipo 
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mais prevalente foi o RE-/HER2+ (58,3%) e no grupo 3 foi o RE-/HER2- (17,6%). Em relação 

a variável grau de diferenciação, tumores pouco diferenciados (G3), foram predominantemente 

dos subtipos RE-/HER2- (70,6%), enquanto para a variável grau nuclear, o fenótipo RE-/HER2- 

foi o mais frequente nos tumores de grau nuclear 3 (69,6%). 

 
Tabela 13. Frequência dos biomarcadores RE e HER2 nos CDI NST e CLI, nos grupos etários 

e nas características morfológicas relacionadas ao grau histológico e ao grau nuclear 
 

 RE+/HER2- 

% (N) 

RE+/HER2+ 

% (N) 

RE-/HER2+ 

% (N) 

RE-/HER2- 

% (N) 

TIPO HISTOLÓGICO     

 
CDI NST 

 
89.7 (664) 

 
96.8 (121) 

 
99.0 (95) 

 
97.1 (198) 

CLI 10.3 (76) 3.2 (4) 1.0 (1) 2.9 (6) 

Total 100 (740) 100 (125) 100 (96) 100 (204) 

GRUPO IDADE 
    

G1 32.4 (240) 52.0 (65) 25.0 (24) 38.2 (78) 

G2 50.7 (375) 39.2 (49) 58.3 (56) 44.1 (90) 

G3 16.9 (125) 8.8 (11) 16.7 (16) 17.7 (36) 

Total 100 (740) 100 (125) 100 (96) 100 (204) 

GRAU HISTOLÓGICO 
    

 

G1 

 

34.7 (257) 
 

13.6 (17) 
 

7.3 (7) 
 

5.4 (11) 

 

G2 

 

50.7 (375) 
 

52.8 (66) 
 

43.7 (42) 
 

24.0 (49) 

 

G3 

 

14.6 (108) 
 

33.6 (42) 
 

49.0 (47) 
 

70.6 (144) 

 

Total 

 

100 (740) 
 

100 (125) 
 

100 (96) 
 

100 (204) 

GRAU NUCLEAR 
    

 

G1 19.2 (142) 4.8 (6) 3.1 (3) 2.9 (6) 

G2 60.5 (448) 44.8 (56) 37.5 (36) 27.5 (56) 

 

G3 20.3 (150) 50.4 (63) 59.4 (57) 69.6 (142) 

Total 100 (740) 100 (125) 100 (96) 100 (204) 

N: número de casos; HER2: receptor do fator de crescimento epidérmico humano 2; TNBC: carcinoma de 

mama triplo negativo; grupo variável: tipo histológico: CDI NST= carcinoma mamário invasivo sem tipo 

especial e CLI = carcinoma lobular invasivo; grupo variável: faixa etária (faixa etária em anos: G1= Grupo 1 <50 

anos, G2= Grupo 2: 50-69 anos, G3= Grupo 3: ≥70 anos) grupo variável: grau histológico (G1= Grau 1/ bem 

diferenciado; G2= Grau 2/moderadamente diferenciado; G3= Grau 3/pouco diferenciado) e grau nuclear variável 

(G1= Grau 1/baixo grau; G2= Grau 2/grau intermediário; G3 Grau 3/Alto Grau) e os quatro subtipos 

moleculares. 
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4.2.2. Associações Univariadas 

 
 

Na Tabela 14 pode-se identificar que a chance de ser não luminal A (subtipos: luminal 

B/HER2-, luminal B/HER2+, HER2+ e TNBC), na faixa etária do grupo 3 (≥70 anos)foi 1,56 

vezes menor que nos casos controle. Na comparação entre os biomarcadores RE/HER2 

observou-se no grupo etário 1 (idade < 50 years) que a chance de ser não RE+/HER2- foi 1,28 

vezes maior que nos casos controle. As demais comparações com a idade e os subtipos descritos 

na Tabela 14, não apresentaram associações estatisticamente significantes. 

 
Tabela 14. Padrão de associação entre a prevalência de subtipos pelo Consenso de St Gallen e 

os biomarcadores RE/HER2 por faixas etárias. 
Grupo idade   OR 95% CI *p 

 não luminal A luminal A    

G1 
371 96 

1.29 0.98 – 1.70 0.0680 651 217 

G2 
500 151 

1.02 0.80 – 1.32 0.8330 522 162 
 151 66    

G3 
871 247 

0.64 0.47 – 0.90 *0.0084 

 TNBC não TNBC    

G1 
73 394 

1.21 0.88 – 1.66 0.2331 115 753 

G2 
80 571 

0.74 0.54 – 1.02 0.0667 108 576 
 35 182    

G3 153 965 1.21 0.81 – 1.81 0.3442 

não RE+/HER2- RE+/HER2-    

G1 
227 240 

1.28 1.02 – 1.61 *0.0296 368 500 

G2 
276 375 

0.84 0.68 – 1.04 0.1193 319 365 
 92 125    

G3 503 615 0.90 0.67 – 1.20 0.4817 

 RE-HER2- Não RE-HER2-    

G1 
78 389 

1.18 0.87 – 1.60 0.2901 126 742 

G2 
90 561 

0.80 0.59 – 1.08 0.1497 
114 570 

G3 
36 

168 

181 

950 
1.12 0.75 – 1.66 0.5583 

OR: odds ratios; IC 95%: intervalos de confiança de 95%; A significância estatística foi definida em alfa <5% (p 

< 0,05). Variável (faixa etária em anos: G1= Grupo 1 <50 anos, G2= Grupo 2: 50-69 anos, G3= Grupo 3: ≥70 

anos) subtipos IHQ (Não Luminal A, TNBC: carcinoma de mama triplo negativo, Não-RE+/HER2-, RE-/HER2- 

: RE: receptor de estrogênio; RP: receptor de progesterona; HER2: receptor do fator de crescimento epidérmico 

humano 2, por análises em: +: positivo; -: negativo;). 

 

Nas Tabelas 15 e 16 descreve-se as razões de chance e seus respectivos intervalos de 

de confiança (95%), entre grau histológico e grau nuclear. Associação foi encontrada entre o 

G3 histológico e os piores subtipos prognósticos: Não luminal A (OR = 31,18; IC 95 % = 
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13,76 – 70,64), TNBC (OR = 8,77; IC 95% = 6,20 – 12,41), não-ER+/HER2- (OR = 5,37; IC 

95% = 4,11 – 7,04) e ER-/HER2- (OR = 8,50; 95% IC = 6,10 – 11,85). Além disso, verificou- 

se correlação semelhante para o grau 3 nuclear (G3): não luminal A (OR = 6,3; IC 95 % = 

4,29 – 9,47), TNBC (OR = 5,14; IC 95% = 3,64 – 7,31), não-ER+/HER2- (OR = 4,83; IC 

95% = 3,80 – 6,15) e ER-/HER2- (OR = 5,41; IC 95% = 3,92 – 7,50). 

 
 

Tabela 15. Padrão de associação entre a prevalência de subtipos pelo Consenso de St Gallen e 

os biomarcadores ER/HER2 pelo grau histológico. 

Grau 

histológico 

  
OR 95% CI *p 

 não luminal A luminal A    

 163 162    

G1 
859 151 

0.17 0.13 to 0.23 *<0.001 

 472 145    

G2 
550 168 

1.0 0.77 to 1.28 0.9649 

 387 6    

G3 
635 307 

31.18 13.76 to 70.64 *<0.001 

 TNBC não TNBC    

G1 
10 315 

0.14 0.07 to 0.28 *<0.001 
178 832 

 43 574    

G2 
145 573 

0.30 0.20 to 0.42 *<0.001 

 135 258    

G3 
53 889 

8.77 6.20 to 12.41 *<0.001 

 nãoRE+/HER2- ER+/HER2-    
 68 527    

G1 
  0.24 0.17 to 0.32 *<0.001 

257 483    

 242 353    

G2 375 365 
0.66 0.53 to 0.83 *0.0003 

 285 310    

G3 108 632 
5.37 4.11 to 7.04 *<0.001 

 ER-HER2- nãoRE-HER2-    

G1 
11 314 0.14 0.08 to0.27 *<0.001 

193 817    

G2 
49 568 

0.31 0.22 to 0.44 *<0.001 
155 563 

G3 144 

168 

249 

950 
8.50 6.10 to 11.85 *<0.001 

OR: odds ratios; IC 95%: intervalos de confiança de 95%; A significância estatística foi definida em alfa <5% (p 

< 0,05). Grupo variável: categoria de grau histológico (Histológico: G1- Grau 1/bem diferenciado; G2= Grau 

2/moderadamente diferenciado; G3= Grau 3/pouco diferenciado) subtipos IHQ (Não Luminal A, TNBC: 

carcinoma de mama triplo negativo, Não-ER+/HER2-, ER-/HER2-: RE: receptor de estrogênio; RP: receptor de 

progesterona; HER2: receptor do fator de crescimento epidérmico humano 2, por análises em: +: positivo; -: 

negativo;). 
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Tabela 16. Padrão de associação entre a prevalência de subtipos pelo Consenso de St Gallen e 

os biomarcadores ER/HER2 com o grau nuclear. 

 

Grau nuclear 
 

OR 95% CI *p 

 
não luminal A luminal A 

  

G1 88 934   

  0.22 0.16 to0.32 *<0.001 

 91 222   

G2 490 532   

  0.61 0.47 to 0.80 *0.0002 

 188 125   

G3 444 578   

  6.3 4.29 to 9.47 *<0.001 

 34 279   

 TNBC não TNBC   

G1 6 182   

  0.18 0.07 to 0.42 *<0.001 

 173 974   

G2 52 136   

  0.31 0.22 to 0.45 *<0.001 

 626 521   

G3 130 58   

  5.14 3.64 to 7.31 *<0.001 

 348 799   

 nãoRE+/HER2- RE+/HER2-   

G1 37 142   

  0.27 0.19 to 0.40 *<0.001 

 558 598   

G2 230 448   

  0.41 0.32 to 0.51 *<0.001 

 365 292   

G3 328 150   

  4.83 3.80 to 6.15 *<0.001 

 267 590   

 ER-HER2- não ER-HER2-   

G1 6 173   

  0.16 0.07 to 0.38 *<0.001 

 198 958   

G2 56 622   

  0.31 0.22 to 0.43 *<0.001 

 148 509   

G3 142 336   

  5.41 3.92 to 7.50 *<0.001 

 62 795   

OR: odds ratios; IC 95%: intervalos de confiança de 95%; A significância estatística foi definida em alfa <5% (p 

< 0,05). Grupo variável: categoria de grau nuclear (G1= Grau 1/baixo grau; G2= Grau 2/grau intermediário; G3 

Grau 3/ alto grau); subtipos IHQ (Não Luminal A, TNBC: carcinoma de mama triplo negativo, Não-RE+/HER2- 

, RE-/HER2-: RE: receptor de estrogênio; RP: receptor de progesterona; HER2: receptor do fator de crescimento 

epidérmico humano 2, por análises em: +: positivo; -: negativo). 
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4.2.3. Concordância entre as Classificações 

 
 

Como pode ser visualizado na Tabela 17, o percentual de concordância entre os 

subtipos luminal A e luminal B/HER2- agrupados, comparados aos biomarcadores RE+/HER2- 

foi igual a 100%, o que corresponde a um coeficiente de concordância kappa de Cohen igual a 

1 (Std. Err. (SE) =0,03; p<0,001). Entre o subtipo luminal B/HER2+ e os biomarcadores 

RE+/HER2+ foi igual a 99,48%, o que corresponde a um coeficiente de concordância kappa de 

Cohen igual a 0,97 (SE=0,02; p<0,001). Entre o subtipo HER2+ e os biomarcadores RE- 

/HER2+, foi igual a 99,48%, com um coeficiente de concordância kappa de Cohen igual a 0,96 

(SE=0,03; p<0,001) e finalmente o percentual de concordância entre os subtipos TNBC e os 

biomarcadores RE-/HER2- foi igual a 100%, correspondendo a um coeficiente de concordância 

kappa de Cohen igual a 1 (SE=0,03; p<0,001). 

 
Tabela 17. Concordância entre os subtipos do Grupo 1 e os subtipos do Grupo 2 pelo Kappa 

de Cohen. 
 

 
GRUPO 1 

 
GRUPO 2 

 
CONCORDÂNCIA 

KAPPA DE 

COHEN 

STANDARD 

ERROR 

 
P 

Luminal A e luminal 

B/HER2- 

RE+/HER2- 100% 1 0,03 p<0,001 

 

Luminal B/HER2+ 
 

RE+/HER2+ 
 

99,48% 
 

0,97 
 

0,02 
 

p<0,001 

 
HER2+ 

 
RE-/HER2+ 

 
99,48% 

 
1 

 
0,03 

 
p<0,001 

 
TNBC 

 
RE-/HER2- 

 
100% 

 
0,96 

 
0,03 

 
p<0,001 

 

 
 

O grupo 1 representa os subtipos descritos no Consenso de St Gallen (luminal A e luminal B/HER2- agrupados; 

luminal B/HER2+; Her2+ e TNBC/triplo negativo) e grupo 2 os biomarcadores RE/HER2, RE receptores de 

estrogeno e oncoproteína HER2: receptor do fator de crescimento epidérmico humano 2, por análises em: +: 

positivo; -: negativo). 
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4.3. DISCUSSÃO 

 
 

O carcinoma de mama é um dos principais problemas de saúde pública e é o câncer 

mais comum entre as mulheres no mundo. Mas, apesar de muitos programas de rastreamento 

com técnicas de imagem, o diagnóstico laboratorial utilizando biomarcadores é parte essencial 

para descrever o subtipo que define tratamento, prognóstico e vigilância da doença após o 

tratamento (WHO, 2019). 

Neste estudo foram analisados 1335 casos de mulheres com diagnóstico de carcinoma 

de mama, atendidas em um hospital público no Brasil entre 1994 e 2018, para investigar o perfil 

epidemiológico e estabelecer uma correlação entre dois modelos de análise imunohistoquímica, 

que são importantes para a decisão do melhor tratamento das pacientes portadoras dessa 

neoplasia. No presente estudo o carcinoma de mama foi mais frequentemente observado em 

mulheres do grupo etário 2, com idade entre 50 e 69 anos (48.8%), e o tipo histológico 

predominante foi o CDI NST (92.5%) seguido pelo CLI (7,5%). Em relação ao grau 

morfológico, o G2, tanto histológico quanto o nuclear, foi o mais frequente, presente 

respectivamente em 46.2% e 50.8% da amostra (Tabela 8). Esses resultados corroboram com 

os dados da literatura, que descrevem essa faixa etária como a de maior incidência, além do grau 

e do tipo histológico mais prevalente como o G2 e o CDI NST, respectivamente (WHO, 2019). 

Importante ressaltar que essa é a faixa etária de screening para o rastreio da doença e 

que os tumores desse grupo são predominantemente RH positivos, seguida pelos duplos 

negativos (ER-/HER2-) em 13 a 17% e HER2+ (10 – 15%). Fora dessa faixa etária, os casos 

são mais frequentes são o ER-/HER2- (20-40%) e o HER2+ (15-25%) (WILLIANS, et al., 

2006; AHN, et al., 2015; WHO, 2019; INCA, 2020). No presente estudo, a análise dos 

grupos etários mostrou dois resultados relevantes, o primeiro foi que mulheres acima de 70 

anos tiveram 1,56 vezes menos chance de desenvolver tumor não luminal A, e o segundo, 

mulheres com idade menor que 50 anos tiveram 1,28 vezes mais chance de desenvolverem 

tumores ER+/HER2+, ER-/HER2+ e ER-/HER2-, que são tumores de pior prognóstico 

(PRAT and PEROU, 2010). Entretanto, não houve diferenças entre as idades e a razão de 

chance de ter tumores de pior prognóstico nas outras faixas etárias descriminadas (Tabela 14). 

A graduação histológica dos tumores é um fator prognóstico consistente para orientar 

a terapia adjuvante nos carcinomas invasivos (WHO, 2019). Os critérios anátomo patológicos 

tradicionalmente são utilizados para determinar o prognóstico de carcinoma de mama, com 

possíveis associações dos perfis de expressão gênica observados pela IHC (VIEIRA, et al., 



101 
 

 

 

 

2008; AMIN, et al., 2017; WHO, 2019). O grau histológico 3 é associado com a indiferenciação 

nuclear e maior agressividade da doença, por isso, é considerado um fator de mau prognóstico 

(VIEIRA, et al., 2008; DING, et al., 2019; WHO, 2019). Ao verificar a relação dos resultados 

entre os subtipos e as características morfologias, foi identificado que tumores de grau 

histológico bem diferenciado foram mais frequentes no subtipo luminal A, enquanto os tumores 

pouco diferenciados foram identificados com maior frequência nossubtipos HER2+ e TNBC 

(Tabela 12). 

Na rotina laboratorial, os biomarcadores RE, PR e HER2 são universalmente usados 

em CDI (BERTUCCI, et al., 2006; EIERMANN, et al., 2012; AHN, ta al., 2015; WHO, 

2019). Destaca-se que todos os CDI podem ser agrupados dentro de uma sequência desubtipos 

definidos pelos biomarcadores RE e HER2 (WILLIANS, et al., 2006; ALMEIDA, et al., 2012; 

WHO, 2019). Esses biomarcadores estão relacionados com terapêuticas específicase são 

importantes no tratamento do carcinoma de mama (PAYNE, et al., 2008). No presente estudo 

os resultados dos biomarcadores por IHC foram positivos para RE em 75,3%, RP em 62% e 

HER2 em 16,6% das amostras (Tabela 9). O RE pode estar presente em 60 a 75% dos 

carcinomas invasivos da mama (SORLIE T, 2004; BRAUN, et al., 2013), por isso, a sua análise 

deve ser realizada em todos os tumores primários da mama, preferencialmente por IHC, pois 

são um fator prognóstico e preditivo importante, com benefício ao tratamento adjuvante (PRAT 

e PEROU, 2010; AHN, et al., 2015). Tumores com RE positivo, sofrem inibição do crescimento 

tumoral com terapias antiestrogênicas (PAYNE, et al., 2008; BURSTEIN, et al., 2014). O RP, 

presente em até 65% dos casos de carcinoma de mama tem maior associação com a sobrevida 

global, mas as estimativas ainda não estão bem estabelecidas (BRAUN, et al., 2013; 

BURSTEIN, et al., 2014). O gene Her-2/neu amplificado ou a superexpressão da sua 

oncoproteína está presente em 20 a 30 % dos tumores de mama e é associado a tumores de pior 

prognóstico (PRAT and PEROU, 2010; NG, et al., 2015; WHO, 2019). A sua amplificação tem 

sido usada como fator preditivo e prognóstico de resposta a terapia alvo trastuzumabe (SHAK 

S., 1999; PRAT e PEROU, 2010). 

Uma das questões importantes abordadas foi neste trabalho foi a associação entre os 

tumores de alto grau (G3 histológico e G3 nuclear) com os subtipos de pior prognóstico (Tabelas 

15 e 16). Através da análise univariada, tumores G3 histológico apresentaram 31,18 vezes mais 

chance de serem o subtipo não luminal A, 8,77 vezes mais chance de serem do subtipo TNBC, 

5,37 vezes mais chance de serem subtipo não RE+/HER2- e 8,50 vezes mais chance de terem o 

subtipo RE-/HER2-, em relação aos casos controle. Os casos de G3 nucleartiveram 6,3 vezes 

mais chance de serem do subtipo não luminal A, 5,14 vezes mais chance de 
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serem do subtipo TNBC, 4,83 vezes mais chance de serem do subtipo não RE+/HER2- e 5,41 

vezes mais chance de serem do subtipo RE-/HER2- em relação aos controles. Essa evidência 

revelou uma associação dos casos que apresentaram características morfológicas de 

agressividade (G3 nuclear e histológico) com os subtipos IHQ mais agressivos. Os resultados 

das razões de chance (OR) descritos nas Tabelas 15 e 16, vem de encontro aos caracterizados 

pela literatura como os subtipos de pior prognóstico, que descrevem os imunofenótiposluminal 

B, TNBC e HER2+, como tumores de alto grau morfológico e com alto risco de recorrência 

(FAN, et al., 2006; PRAT and PEROU, 2010). 

Pela análise da frequência dos subtipos IHQ de acordo com o St Gallen Consensus 

2013 (GOLDHIRSCH, et al., 2013), a distribuição dos subtipos deste estudo foi de 23.4% de 

casos luminal A, 32.0% de luminal B/HER2-, 9.9% luminal B/HER2+, 6,7% HER2+ e 14,1% 

TNBC (Tabela 10). Da mesma forma, a análise de frequência utilizando os dois biomarcadores 

agrupados, ER e HER2, revelou 55,4% de ER+/HER2-, 9,4% de ER+/HER2+,7,2% de ER- 

/HER2+ e 15,3% de ER-/HER2- (Tabela 11). De acordo com a literatura, o luminal A 

inicialmente era o subtipo mais comum, porém, com a aplicação dos critérios do consenso de St 

Gallen (GOLDHIRSCH, et al., 2013), atualmente, o subtipo mais comum passou a ser o luminal 

B (GOLDHIRSCH, et al., 2013; AHN, et al., 2015). A partir desse rearranjo, o tipo luminal A 

foi posicionado no grupo de tumores indolentes, de melhorprognóstico e mais sensível à terapia 

endócrina e os subtipos luminal B (tanto HER2- quantoo HER2+) são mais agressivos, 

apresentam índice proliferativo alto, tem pior prognóstico esão menos sensíveis a terapia 

endócrina (AHN, ta al., 2015; FOULKES, SMITH, REIS- FILHO, 2010). É importante ressaltar 

que embora tenha sido observada a associação entre os casos luminal A e luminal B/HER2- 

(Tabela 10) com o grupo ER+/HER2- (Tabela 11), nãohá possibilidade de distinguiir os subtipos 

(luminal A e luminal B/HER2- ) no uso dessa metodologia pela falta de avaliação do índice 

proliferativo (AHN, ta al., 2015). Assim, é necessário encontrar biomarcadores que possam 

diferenciar entre um ou outro subtipo (PRAT and PEROU, 2010). Uma grande diferença 

biológica entre os luminais A e B é a expressão de marcadores de proliferação, os quais se 

apresentam mais altos nos tumores luminais B do que nos tumores luminais A (CHEANG, et 

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

O grau histológico também reflete essa diferença de proliferação (Tabela 15). Dentro 

desses conceitos de subdivisão de subtipos, destaca-se que o índice do Ki-67 é importante para 

definir e estratificar tumores entre os subtipos luminal A e B, especialmente o luminal B/HER2- 

, o que torna a metodologia útil para predizer o prognóstico, resposta a quimioterapiaou à terapia 

endócrina, além de estimar risco residual na neoadjuvancia (AHN, et al., 2015). 
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Destaca-se ainda a importância em detectar pacientes com baixo risco de recidiva, os quais são 

encontrados quase exclusivamente no subtipo luminal A (PAIK, et al., 2004; BURSTEIN,et al., 

2014). De fato, a proliferação é um dos principais fatores determinantes da maioria dos 

preditores genômicos projetados para separar tumores em subgrupos prognósticos 

(BURSTEIN, et al., 2014). Destaca-se nos resultados que mesmo com as limitações pela falta 

de avaliação de biomarcadores de proliferação, uma possível avaliação criteriosa utilizando 

aspectos do exame morfológico clássico de graduação de Nottingham (ELSTON and ELLIS, 

1991) possa auxiliar na divisão entre os casos de melhor e pior resposta a terapia adjuvante, pois 

os resultados deste trabalho demostraram que houve equivalência entre as análises de 

associações univariadas e a análise de concordância entre as classificações (Tabela 15, Tabela 

16 e item 3.4.3 (concordância entre a classificações). 

Neste trabalho, os casos HER2+ foram separados em luminal B/HER2+ e HER2+, de 

acordo com o os critérios da conferência de St Gallen (GOLDHIRSCH, et al., 2013) (Tabela 5). 

Na Tabela 9, pode-se observar que a superexpressão dessa oncoproteína está presente em 16,6% 

dos casos estudados, e quando analisada em relação aos subtipos como descritos na Tabela 5, 

representam 9,9% e 6,7% dos casos de luminal B/HER2+ e HER2+, respectivamente (Tabela 

10). A frequência do subtipo HER2+ em relação ao grau histológico2 e 3 foi de 42,7% e 49,4%, 

respectivamente (Tabela 12). De acordo com o descrito na literatura, CDI de subtipo HER2+ 

estão relacionados com piores prognósticos, grau histológicos mais alto, aumento da 

agressividade tumoral e redução da sobrevida, com consequente aumento da recorrência e da 

mortalidade e resistência a drogas citotóxicas (FOULKES, SMITH e REIS-FILHO, 2010; NG, 

et al., 2015; WOLFF, et al., 2018), conforme 

identificado nas Tabelas 15 e 16 nas análises de OR entre alto grau histológico e nuclear (G3). 

Em relação aos casos TNBC, é importante sempre destacar  que são tumores 

histologicamente mais agressivos, de alto grau histológico e nuclear, estágios avançados e que 

desenvolvem recorrência precocemente (FOULKES, SMITH e REIS-FILHO, 2010, DING et 

al. 2019). Apesar de ser mais sensível a quimioterapia, as repostas têm curta duração, com 

média de sobrevida para paciente com doença metastática de 12 meses (FOULKES, SMITH 

and REIS-FILHO, 2010; WHO, 2019). Por isso, apresentam pior prognóstico comparado a 

todos os outros subtipos (VIEIRA, et al., 2010; PRAT and PEROU, 2010; AHN, ta al., 2015, 

WHO, 2019). A frequência desse subtipo varia entre 10 a 25% (FOULKES, SMITH e REIS- 

FILHO, 2010; EIERMANN, et al., 2012). Neste estudo a frequência foi de 14,1% dos casos 

(Tabela 10) e o subtipo duplo negativo (ER-/HER2-) foi identificado em 15,3% das pacientes 

(Tabela 11). Esses resultados estão concordantes com a literatura (PRAT and PEROU, 2010; 
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FOULKES, SMITH e REIS-FILHO, 2010; EIERMANN, et al., 2012; YUAN, et al., 2019, 

WHO, 2019). Ainda nos TNBC, mutações do Gene BRCA1 são mais frequentemente nesse 

subtipo, nos tumores com imunofenótipo ER/HER2 negativos e nos pouco diferenciados 

(LAKHANI, et al., 1988; SIMON, MIRLACHER, SAUTER, 2003; SHEFFIELD, et al., 

2016; WHO, 2019,). Neste trabalho, os resultados apresentados, mostraram uma razão de 

chance (OR) de 8.50 e 5,41, respectivamente, na análise de associação entre alto grau 

histológico e nuclear (G3) com o subtipo duplo negativo, o que determina maior chance do 

conjunto dessas características morfológicas em apresentar associação com esse imunofenótipo 

de pior prognóstico. Pela análise univariada pode-se identificar tambem a importância do estudo 

morfológico através da identificação de uma menor associação entre tumores de baixo grau 

histológico e nuclear (G1) com OR menores que 1 e o inverso também pode ser observado, 

através da maior associação de risco para tumores de pior prognóstico com valores de OR acima 

de 1 (Tabela 15 e 16). 

Como visto anteriormente, o presente estudo apresentou dois grupos de classifcação 

IHQ para carcinoma de mama, o Grupo 1 foi definido a partir dos critérios da conferência de 

St. Gallen (GOLDHIRSCH, et al., 2013) e se baseou na expressão dos quatro biomarcadores 

RE, RP, HER2 e Ki67, e assim categorizou cinco subtipos imuno-histoquímicos distintos 

(luminal A, luminal B/HER2-, luminal B/HER2+, HER2+ e TNBC). O Grupo 2 foi baseado em 

subtipos agrupados pelos biomarcadores RE e HER2 (WHO, 2019) e identificou quatro subtipos 

diferentes (RE+/HER2-, RE+/HER2+, RE-/HER2+, RE-/HER2-). Neste trabalho, foiavaliada a 

concordância entre os dois grupos de classificações e os resultados mostraram uma 

concordância que variou entre 99,48% a e 100%. 

A utilização dessas duas classificações permitiu verificar que há possibilidade de 

selecionar carcinomas de mama de prognósticos distintos e correlacionar com os reconhecidos 

fatores preditivos e prognósticos. 

Esse dado foi particularmente importante pelo resultado da concordância estatística 

absoluta. Mas, apesar dos resultados quase perfeitos entre os dados, autores sugerem que os 

marcadores imuno-histoquímicos clássicos, usados na clínica para classificação de tumores 

(ER, PR e HER2) não recapitulam totalmente os subtipos intrínsecos, demostrando que a 

graduação dos ER, PR e HER2 isoladamente ou em combinação não são substitutos precisos do 

verdadeiro status de subtipo molecular intrínseco (PRAT and PEROU, 2010; PARKER, et al., 

2009b). 

Uma das limitações do presente estudo foi a avaliação do HER2, baseada 

exclusivamente no exame de IHQ, pois a complementação da pesquisa de amplificação 
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genética por metodologias ISH não foi realizada, devido a impossibilidade técnica. Neste estudo 

obtivemos 12.7% dos casos indeterminados (Tabela 10), um viés que leva a erros de análise. 

Outra limitação foi a não correlação dos resultados da IHQ com testes moleculares, para 

verificar subpopulações intrínsecas e a heterogeneidade tumoral. Por fim, considerou-se mais 

uma limitação à falta de história familiar, produzindo um viés de seleção, particularmente para 

os casos com risco de doença familiar que não foram estratificados no presente estudo. 

A prevalência de subtipos em nossa população foi semelhante à observada nos países 

desenvolvidos. O carcinoma de mama tem mostrado alta prevalência na população feminina, 

com incidência e mortalidade crescentes. Assim, é um problema de saúde pública mundial e há 

necessidade do desenvolvimento de novas ferramentas para o diagnóstico desses tumores e o 

possível uso na prática clínica é de fundamental importância. Além disso, a compreensãodas 

correlações entre os parâmetros clínicos clássicos, radiológicos e anatomopatológicos comas 

características imunofenotípicas associadas aos produtos de expressão proteica são 

determinantes para unificar e estabelecer protocolos que ajudem a direcionar mais rapidamente 

o diagnóstico, com resultados mais precisos e tratamentos individualizados. O conhecimento 

dos mecanismos básicos envolvidos no crescimento tumoral é fundamental para o 

desenvolvimento de novas estratégias diagnósticas e terapêuticas, especialmente para as formas 

da doença para as quais as opções terapêuticas atuais têm progressão de impacto e prognóstico. 

É notória a associação direta entre um diagnóstico rápido e preciso e o sucesso terapêutico no 

tratamento desses tumores, o que traz benefícios tanto na taxa de sobrevivência global quanto 

no tempo livre da doença, o que resulta em melhora da qualidade de vida dos pacientes. 

Nos resultados observados, o carcinoma de mama pode ser agrupado dentro de uma 

sequência de subtipos definidos por, pelo menos, dois biomarcadores (ER e HER2). A 

combinação de características morfológicas com o uso desses biomarcadores pode ajudar a 

determinar subtipos com diferentes desfechos clínicos e respostas às terapias. Entretanto, as 

características morfológicas podem variar consideravelmente tanto entre grupos de mulheres 

como entre populações celulares da mesma paciente, pois o carcinoma de mama é um grupo 

de doenças distintas com grande e reconhecida heterogeneidade tumoral. Os esforços mundiais 

para melhorar a compreensão da heterogeneidade dos tumores em relação ao padrão histológico 

e genômico são fundamentais para a detecção de potenciais ferramentas para aplicação clínica. 
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Nesta fase do estudo, observou-se alta concordância ao agrupar casos utilizando dois 

ou quatro biomarcadores, mostrando que na rotina laboratorial é possível aplicar ferramentas 

economicamente acessíveis, como o IHC. 

Acredita-se que mesmo com extensas pesquisas sobre técnicas avançadas de biologia 

molecular, os resultados apresentados neste estudo podem contribuir para que médicos 

assistentes, em regiões com poucos recursos, possam categorizar pacientes com carcinoma 

invasivo da mama seguindo subtipos definidos por biomarcadores para fins de tratamento com 

base no status HER2 e do RE, conforme previsto pela OMS, e, como consequência, pode trazer 

benefícios socioeconômicos globais. 
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5. ESTUDO PROSPECTIVO 

 
5.1. MATERIAIS E MÉTODOS 

 
5.1.1. Delineamento do estudo 

 

 

Foi realizado um estudo prospectivo do tipo analítico longitudinal e transversal em 

pacientes com nódulos de mama. 

 
5.1.2. Cultura Celular e Validação de Anticorpos 

 
 

Para determinar a concentração mais adequada de anticorpos a serem utilizados nas 

etapas subsequentes do trabalho, houve a necessidade de titular os anticorpos que não estavam 

validados. Para isso foram utilizadas células de linhagens derivadas de tumores de mama MDA- 

MB231 (linhagem de células de carcinoma de mama triplo negativo) e MCF-7 (linhagem de 

células de carcinoma de mama com fenótipo luminal A) além das células SiHa (linhagem celular 

de carcinoma cervical) (ATCC, Manassas, EUA). Como as linhagens celulares utilizadas 

possuem um fenótipo conhecido, considerou-se mais seguro realizar a titulação com essas 

células, uma vez que o perfil de expressão das células oriundas das biópsias era desconhecido. 

Para validar o anti-PDL1, foi utilizado como controle positivo as células MDA-MD- 

231, pois possuem o fenótipo “triplo-negativo”, o qual está altamente relacionado com a 

expressão de PDL-1 pelas células tumorais. A padronização da marcação com o anti-CK19 

foi realizada com as células de linhagem MCF-7, que reconhecidamente expressa o antígeno 

CK19, e as células SiHa foram utilizadas como controle negativo. 

Todas as células foram mantidas em garrafas para cultura celular contendo meio de 

cultura Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) suplementado com 10% de soro bovino 

fetal (SBF, Gibco®), 100 U/ml de penicilina (Gibco®), 100 μg/ml de estreptomicina (Gibco®) 

e 10 mM de tampão HEPES (Gibco®) em pH 7,2. As células foram mantidas em incubadora 

com atmosfera úmida de 5 % de CO2 à 37 ºC e o meio trocado a cada 2 ou 3 dias para 

manutenção da viabilidade celular. 

Antes dos experimentos de titulação dos anticorpos as células (1 x 105 células) foram 

tratadas com tripsina (0,25%) durante 5 a 15 minutos com o objetivo de desagregá-las. 

Posteriormente, a suspensão celular obtida foi transferida a um tubo tipo falco com meio de 
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cultura para de evitar perda da viabilidade celular pela tripsina, pois a mesma dissolve a matriz 

extracelular. Depois da centrifugação para remover o meio de cultura contendo tripsina, o pellet 

celular foi ressuspendido com tampão salina-fosfato (PBS) e essa suspensão foi utilizada a 

marcação dos anticorpos. 

Cada uma das suspensões celulares obtidas foi marcada com anticorpos monoclonais 

específicos, dependendo do padrão de expressão das linhagens. As células MDA-MD-231 

foram marcadas com 20 µl de anticorpo anti-PDL-1 (Clone MiH1BD Pharmingen) e as células 

MCF-7 e SiHa foram marcadas com 2,5 e 5 μL de anticorpo anti-CK19 (Clone A53 B/A2 

Invitrogen). Como o antígeno CK19 está localizado no citoplasma, e, assim inacessíveisà 

técnicas de marcação direta, foi utilizado protocolo de fixação e permeabilização da membrana 

celular, conforme estabelecido pela utilização de kit FIX&PERM (BD). 

Em geral, para células de linhagem de carcinoma de mama e amostras de sangue 

periférico ou tecido mamário, a marcação foi realizada de acordo com o protocolo experimental, 

utilizando-se 100 µl de suspensão celular marcadas com os anticorpos contra osantígenos de 

superfície das células, homogeneizados em vortex e incubados por 15 minutos. Depois, 

acrescentou-se 1 ml de solução lisante (nos tubos com marcadores direcionados apenas a 

antígenos da membrana celular) ou 100 µl de reagente de fixação (tubos para análise de 

antígenos intracitoplasmáticos) seguido de nova incubação por 15 minutos. Posteriormente, à 

suspensão, foi acrescentado 4 ml de PBS e os tubos foram centrifugados por5 minutos a 2.000 

RPM para separação do pellet celular e remoção dos resíduos de reagente de fixação e lisante. 

Após essa etapa, os tubos marcados apenas para antígenos localizados na superfície celular 

foram ressuspendidos com 300 µl de PBS, homogeneizados para aquisição no citômetro de 

fluxo. Para os tubos para marcação intracelular (anti-CK19), após a remoção do PBS contendo 

reagente de fixação, foi adicionado 100 µl do reagente de permeabilização, seguido dos 

anticorpos contra os antígenos intracitoplasmáticos e em seguida foram incubados novamente 

por 15 minutos. Após este período, adicionou-se aos tubos 4 ml de PBS e os mesmos foram 

centrifugados novamente por 5 minutos a 2.000 RPM. Finalmente, a solução PBS (contendo os 

resíduos de reagente de permeabilização) foi removida e o pellet decélulas foi ressuspenso com 

300 µl de PBS para aquisição no citômetro de fluxo FACS Canto II com o software FACS Diva 

(Becton Dickinson (BD), San Jose, Ca, USA). A análise dos dados foi realizada no software de 

análise Infinicyt 1.7 (Cytognos, Espanha). 

Abaixo observa-se o fluxograma da metodologia do experimento, desde a fase se 

seleção dos pacientes, entrevista com coleta das variáveis clinicas, preparo das amostras, 
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sequência de análises, analise estatística, finalizando com a conclusao da fase prospectiva do 

estudo em amostras humanas. 

 
 

5.1.3. Caracterização da população do estudo 

 
 

As pacientes foram divididas em dois grupos segundo o diagnóstico radiológico de BI- 

RADS®. O grupo controle compreendeu as pacientes com BI-RADS® 3 e 4a por ter uma chance 

de risco de malignidade ≤ 10 %, e o grupo de interesse foi composto por pacientescom BI- 

RADS® 4b, 4c e 5, pela chance de risco de malignidade > 10% a ≥ 95%. 
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5.1.4. Seleção das pacientes 

 
 

Foram convidados para participar do estudo pacientes com indicação de realização 

de core biópsia de nódulo de mama, que estavam nos Serviços de Radiologia e Mastologia do 

Hospital Universitário (HU/EBSERH/UFSC), entre os dias 10 de fevereiro de 2020 e 29 de 

novembro de 2021. 

Utilizando os critérios de inclusão que compreendeu mulheres com idade igual ou 

superior a 18 anos, com diagnóstico radiológico de BI-RADS®3, 4a, 4b, 4c e 5, encaminhadas 

para o procedimento de core biopsy de nódulos mamários, foram selecionados somente 

pacientes que concordaram em participar do estudo, e após entrevista e explicação sobre os 

objetivos, todos assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Comitê de Ética e 

Pesquisa em Seres Humanos da UFSC sob o CAAE 52861715.0.0000.0121,APÊNDICE A). 

As entrevistas foram realizadas individualmente, entre a pesquisadora (DSCV) e 

as pacientes, durante a permanência das mesmas nas salas de espera dos serviços onde seriam 

realizadas as coletas na instituição HU/EBSERH/UFSC. 

As informações clínicas foram obtidas por meio de questionario elaborado pela 

pesquisadora e validado em entrevistas piloto, com voluntários (APÊNDICE B). 

Todas as informações coletadas após as entrevistas foram transcritas em fichas 

numeradas consecutivamente. 

Para o cálculo amostral, adotou-se um nível de confiança de 95% e um erro absoluto 

de 5%. Considerou-se que 5% das pacientes apresentariam alterações compatíveis com 

carcinoma de mama. Dessa forma, o tamanho amostral calculado foi de 80 pacientes. As 

pacientes serão divididas em dois grupos segundo o diagnóstico radiológico de Birads. O grupo 

controle compreenderá as pacientes com Birads 3 e 4a, e o grupo de interesse será composto 

por pacientes com Birads 4b, 4c e 5. 

 
5.1.4.1. Variáveis 

 
 

As variáveis clínicas obtidas foram coletados durante as entrevistas e no exame físico 

na sala de utrassonografia e as variáveis das análises histopatológica, imuno-histoquímica e por 

citometria de fluxo foram coletadas após leitura e interpretação dos resultados. 
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VARIÁVEIS CLÍNICAS 

• Idade em anos completos 

• Número de gestações 

• História familiar para carcinoma de mama, ovário ou carcinoma de mama em 

familiar do sexo masculino 

• Tempo de evolução do nódulo em meses 

• Inspeção das mamas 

• BI-RADS®, pelo ultrasson (US) 

• Tamanho do nódulo, pelo US 

• Localização do nódulo, pelo US 

• Comprometimento axilar ao US 

• Diagnóstico clínico de metástase a distância, por exames de imagem 

• Multicentricidade tumoral: presente ou ausente, pelo US. 

VARIÁVEIS DA ANÁLISE HISTOPATOLÓGICA: 

• Metástases de linfonodo: presente ou ausente pela citologia; 

• Grau histólogico e nuclear: grau I, II e III; 

• Linfócitos contados na área intratumoral e estromal; 

• Invasão vascular (sanguínea e linfática): presente ou ausente; 

• Subtipo histológico: carcinoma invasivo da mama sem outras especificações 

(CDI) x carcinoma lobular invasivo (CLI); 

 
VARIÁVEIS DA ANÁLISE POR IMUNOHISTOQUÍMICA: 

 
 

• Ki 67: abaixo de 15% e acima 15%; 

• PD-L1 (IHQ) presente > 1% ou ausente< 1%; 

• PD1(IHQ) presente ou ausente; 

• CTLA-4 (IHQ) presente ou ausente; 

• CK 19 (IHQ) presente ou ausente; 

• PAN CK (IHQ) presente ou ausente; 

• CD 8 (IHQ) presente (2+ a 3+) ou ausente (0 a 1+); 

• CD4 (IHQ) presente (2+ a 3+) ou ausente (0 a 1+); 

• CD45 (IHQ) presente (2+ a 3+) ou ausente (0 a 1+); 
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• RE (IHQ) presente ou ausente / escore Allred 1 a 8; 

• RP (IHQ/) presente ou ausente/ escore de Allred 1 a 8; 

• HER 2 (IHQ) presente: escore 3+: indeterminado: escore 2+ e ausente: escore 

0, 1+; 

• Amplificação do HER presente ou ausente (SISH); quando escore HER2+ 

indeterminado: escore 2+. 

• Classificação dos Subtipos por Imunofenótipos: Luminal A, Luminal B HER2 

negativo (-), Luminal B HER 2 positivo (+, HER2+); TNBC; 

 
VARIÁVEIS DA ANÁLISE POR CITOMETRIA DE FLUXO 

 
 

• PD-L1 (citometria de fluxo) números absolutos e relativos; 

• PD1 (citometria de fluxo) números absolutos e relativos; 

• CTLA-4 (citometria de fluxo) números absolutos e relativos; 

• CK 19 (citometria de fluxo) presente ou ausente; 

• PAN CK (citometria de fluxo) presente ou ausente; 

• CD 8 (citometria de fluxo) números absolutos e relativos; 

• CD4 (citometria de fluxo) números absolutos e relativos; 

• CD45 (citometria de fluxo) números absolutos e relativos; 

 
 

5.1.5. Coleta da amostra de tecido e de sangue para análise em citômetro de fluxo 

 
 

Considerando que o diagnóstico anatomopatológico é prioridade acima de qualquer 

investigação, os seguintes critérios de seleção das amostras foram estabelecidos: a coleta de 

amostra para citometria fluxo foi ser realizada somente quando o paciente apresentava ao US 

um nódulo sólido ≥ 1 cm, e os três primeiros disparos de core foram destinados ao diagnostico 

histológico, com amostra acondicionada em formol tamponado a 10%, como pode ser 

observado na Figura 29. 
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Figura 29. Amostra de tecido mamário em formol a 10% tamponado. 
 
 

Representa frasco com três fragmentos de amostra do nódulo de mama, imersas em formol tamponado a 10% 

que pode permanecer por no mínimo 7 horas até 72 horas.Fonte: O Autor. 

 
Após a seleção de amostras para o exame histológico, dois fragmentos da amostra 

foram retirados da paciente por core biópsia. Desses preparou-se o “imprint” para controle de 

amostra (Figura Painéis 30A e 30B). Imediatamente após a lâmina foi inserida em tubo com 

álcool a 70% para fixação da lâmina (Figura Painel 30C). Os fragmenots foram colocados em 

tubo com soro fisiológico a 0.9% (Figura Painel 30D) e acondicionados em uma caixa de isopor 

refrigerada. Imediatamente após esses procedimentos, as amostras foram encaminhadasaos 

laboratórios ULAP/HU/EBSERH e LOEH/CCS/UFSC. A Figura 31 representa de forma 

ilustrativa os meios de armazenamento e encaminhamento das amostras para exame histológico 

e para citometria de fluxo. 
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Figura 30. Preparo da amostra de tecido para citometria de fluxo. 
 
 

Painel A e B representam a recepção a amostra tecidual e realização do “imprint” do fragmento de core biópsia. 

Na imagem C, o momento de colocação da lâmina em tubete com álcool a 70°, e em D a amostra de dois 

fragmentos de biópsia de agulha grossa em soro fisiológico.Fonte: O Autor. 
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Figura 31. Armazenamento da amostra tecidual de nódulos de mama. 
 

Painel 31 A representa tubete com álcool, para armazenamento e fixação das lâminas de do “imprint” citológico. 

No Painel B, identifica-se o tubete de citometria com soro fisiológico e material de biópsia de nódulo de mama a 

fresco e no Painel C o frasco com amostra em formol a 10 % tamponado, para análise histológica. 
Fonte: O Autor. 

 
As amostras de sangue periférico foram coletadas em dois tubos contendo o 

anticoagulante EDTA/K3, conforme Figura 32. O primeiro tubo coletado (T1), teve a função de 

diminuir o risco de contaminação acidental por celulas epiteliais cutâneas durante a 

venopunção, e também foi utilizado para a realização do hemograma e dos tubos de análise por 

citometria de fluxo (TS1 E TS2) conforme exemplificados no Painel C da figura 33. O tubo 2 

(T2) foi destinado para os experimentos que envolvia a citometria de fluxo para pesquisa de 

CTC no sangue periferico, denominado Tubo 3 Bulki Lysis (T3BK) (Figura 33 Painel D). 
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Figura 32. Tubos de venopunção. 
 

Tubos de coleta sangue periférico, K2 EDTA “BD vacutainer®. Fonte o Autor. 

 

 

 
Figura 33. Descreve os passos para coleta da amostra de sangue. 

 
 

Painel A observa-se o posicionamento do braço para coleta de sangue venoso, no Painel B, há a representação 

dos dois tubos K2 EDTA, no Painel C o fluxo para o tubo 1 (TS1) e no Painel D o fluxo para o tubo 2 

(TS2).Fonte: o Autor: Aquarela sobre papel canson, 21x29,7 cm, 300g/m². 
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5.1.6. Maceração e preparo de amostra tecidual para análise em citômetro de fluxo 

 
 

Para a realização da imunofenotipagem do tecido mamário é necessário à preparação da 

amostra a fim de se obter uma suspensão celular. Assim, as amostras de tecido mamário 

refrigeradas foram transferidas para placa de petri dentro de caixa de gelo (Figura 34 Painel A) 

e fragmentadas em pequenos pedaços com o auxílio de um bisturi (Figura 34 Painel B) e 

submetidas a dissociação manual em um tubo de ensaio contendo 100 µL de PBS, utilizando- 

se um bastão de vidro (Figura 34 Painel C). Na Figura 35 Painel B e Painel C, identifica-se o 

processo de transferência com pipeta. Depois todo conteúdo é filtrado com filtro malha de 150 

micrometros (µm) (Figura 36 Paineis A e B) para eliminar partículas do tecido cujo tamanho 

poderia causar entupimento no sistema de fluidos do citômetro de fluxo. 

 

Figura 34. Processo de maceração manual. 
 

 

A figura representa o processo de maceração manual, com uso de lâmina de bisturi e soro fisiológico refrigerado 

emplaca de gelo, para manter o material viável. Fonte: O Autor. 

 

Figura 35. Transferência do material macerado para tubo de citômetro. 
 

Painel A, B e C mostra o processo de transferência do material a fresco pos maceração om bisturi. Figura 35 

Fonte: O Autor. 
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Figura 36. Processos de maceração e filtragem. 
 
 

A figura representa a sequência de maceração (Painel A) e trasferencia de tubo com uso de filtro (Painel B). 

Fonte: O Autor. 

 

 

Após esse processo, três tubos de citômetro foram preparados e identificados conforme 

sequência a seguir de acordo com a metodologia padronizada para o estudo: Tubo célula (TC), 

Tubo 1 - biópsia (BX1) e Tubo 2 - biópsia (BX2) (Figura 37). O esboço da metodologia para 

amostras de biópsias de mama estão representadas na Figura 38. O TC foi incluído em todas as 

amostras analisadas, para verificação de viabilidade e detecção de células mortas pela marcação 

do 7AAD. O 7AAD é um ligante de DNA que penetra nas células danificadas, ligando-se ao 

DNA das células mortas, e, assim, pode ser utilizado como um indicador de viabilidade. Nos 

tubos BX1 e BX2, procedeu-se a marcação com anticorpos de interesse da suspensão celular, 

descritos na Tabela 18. 
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Figura 37. Sequência dos três tubos da análise do tecido para citometria de fluxo 

A figura retrada os três tubos de preparo para a análise das variáveis na amostra tecidual por citometria de fluxo. 

Tubo célula (TC), Tubo 1 - biópsia (BX1) e Tubo 2 - biópsia (BX2). Fonte o Autor. 

 

 

Figura 38. Figura esquemática da metodologia desenvolvida para amostras de mama para 

citometria de fluxo. 
 
 

 
 

No desenho 38 observa-se a sequência de eventos metodológicos relacionados ao preparo da amostra tecidual do 

nódulo de mama, para citometria de fluxo, passando dos estágios de maceração, com dissociação celular, 

filtragem até a distribuição nos tubos de análise. Aquarela sobre papel canson, 21x29,7 cm, 300g/m². Fonte: o 

Autor. 
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5.1.7. Preparo de amostra sangue para análise de CTC em citômetro de fluxo 

 
 

Para a investigação das CTC, inicialmente foi utilizado apenas 2ml da amostra de 

sangue periférico, mas a partir da 12º coleta, para melhorar a sensibilidade do método, optou- 

se pela utilização de 2 tubos tipo Falcon (4 ml) por paciente (Figura 39). Em cada tubo tipo 

Falcon de 50mL, foi preparado a solução lisante PharmLyse (BD) (1:10), com 45 ml de água 

destilada e 5 ml volume de lisante concentrado, com adição de 2 ml de sangue periférico (TS2), 

totalizando 4 ml para os dois tubos tipo Falcon. Depois o procedimento foi realizado conforme 

descrito no APÊNDICE C, item: Metodologia “BULK LYSIS” – sangue periférico para Tubo 

3 “BULK LYSIS” (T3BL): método doença residual mínima (DRM). 

A marcação do T3BL para a investigação das CTC foi realizada de acordo com o painel 

previamente definido (Tabela 19). Como controle positivo do Tubo 3 “Bulk Lysis”, para a 

investigação de CTC CK19 positivas também foi utilizado o anticorpo anti-PAN CK na 

metodologia e o anticorpo anti-CD45 como controle negativo. 

 
Figura 39. Preparo do Bulki Lysis (BL). 

 
Painel A observa-se a sequência de quatro tubos que contém as soluções para preparo do BL, composto por água 

destilada e solução lisante BD Pharma Lyse ™, no Painel C, os 4 tubos prontos, com solução de 50 ml de 

solução do BL e 2 ml de sangue em cada tubo. Fonte: o Autor. 

 

5.1.8. Definição dos painéis de anticorpos para investigação dos biomarcadores por 

citometria de fluxo 

 
Depois de titular e validar os anticorpos de interesse nas metodologias descritas acima 

e de padronizar os processos de preparo das amostras teciduais e de sangue periférico, os painéis 

de anticorpos foram organizados para responder os objetivos da pesquisa. 

Para a avaliação da resposta imune no sangue periférico, o painel foi criado com base 

na pesquisa dos linfócitos B e T (TCD4 e TCD8), de acordo com o tubo LST (de lymphoid 

screening tube) modificado, estabelecido pelo Consórcio Euroflow (Tubo 1, Tabela 19). Os 
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marcadores de clonalidade B (Kappa e Lambda) não foram incluídos, pois não eram de 

interesse. Para investir a expressão das proteínas PD1 e CTLA-4, os anticorpos que reconhecem 

esses antígenos foram incluídos no Tubo 2 (Tabela 19), respeitando a ordem de fluorescência 

dos marcadores do Tubo 1. Essa decisão foi tomada para que não houvesse variação na 

intensidade de fluorescência dos marcadores T que poderia interferir na análise daexpressão da 

PD1 e CTLA-4. Dessa forma, o painel ficou determinado, conforme mostra a Tabela 19. 

Para a avaliação das células neoplásicas circulantes, o painel foi definido utilizando- 

se como parâmetro a expressão do CD45, um antígeno pan-leucocitário e não expresso em 

células mamárias (PAULA et al., 2017) acrescido de dois marcadores presentes somente nas 

células metastáticas circulantes, e, não nos leucócitos, o CK19 e Pan CK (Tabela 19). Nos Tubos 

sangue 1 e 2 (TS1 e TS2), a marcação foi de acordo com o protocolo de marcação de anticorpos 

de membrana e foram adquiros 200.000 eventos, e no Tubo sangue 3 (T3BL), foi utilizado o 

método para concentração de células Bulk lysis (BD®), e o protocolo de marcação adotado foi o 

de anticorpos intracelulares, com até 10 milhões de eventos adquiridos. 

Como mencionado anteriormente, para as análises por citometria de fluxo é 

imprescindível que as células estejam viáveis, por isso, na investigação de marcadores em 

biópsias, um marcador de viabilidade celular, o 7-aminoactinomicina D (7-AAD) BD®), foi 

incluído no painel. Além disso, no painel para avaliação dos marcadores PD1 (CD279, clone 

EH 12.2H7), PDL-1 (CD 274, clone MiH1) e CTLA-4 (CD152, clone LD3 D10) dessas 

amostras, foi mantido a avaliação do CD45(clone Hi30) para identificar os leucócitos; o CD3, 

CD4 e CD8 para linfócitos T, CD16 para neutrófilos. O ajuste dos fluorocromos dos anticorpos 

foi realizado de acordo com a disponibilidade comercial dos anticorpos anti- PD1, anti-PDL-1 

e anti-CTLA-4 e dos reagentes disponíveis no laboratório. Na avaliação do Tubo1 tecido (BX1) 

foi utilizado exclusivamente marcação de anticorpos de membrana e no Tubo2 tecido (BX2) 

aplicou-se o protocolo de marcação de anticorpos intracelulares, e foram adquiridos até 

200.000 eventos. 
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Tabela 18. Painel de anticorpos com clones e concentração para amostras de tecido por 

Citometria de Fluxo: 
 

 
Amostra tecido 

 
FITC 

 
PE 

PERCP 
PC5.5 

 
PC7 

 
APC 

 
APCH 7 

 
PB 

 
PO V500 

TUBO CÉLULA (7AAD + CD45) 50 µL de amostra + 50 µL de PBS (proceder marcação anticorpos de membrana) 

 
 

Tubo biópsia 1 

 

CD16 
3 µL 

 

PD1 (CD279) 
20 µL 

 

 
X 

 

CTLA4 
5 µL 

 

CD3 
5 µL 

 

CD8 
2 µL 

 

CD4 
1 µL 

CD45 
 

1 µL 

 
 

Tubo biópsia 2 

 

CK19 
2.5 µL 

 
 

PDL1 
(CD274) 

20 µL 

 

 
X 

 

CTLA4 
5 µL 

 

PAN CK 
0,5 µL 

 

 
X 

 

CD3 
1 µL 

CD45 
 

1 µL 

As descrições são FITC: Fluorescein isothiocyanate; PE phycoerythrin; PerCP: Peridini Chlorophyll; Protein 

Complex; PC7: Phycoerythrin Cyanin 7 (PC7); APC: allophycocyanin; PB: Pacific Blue; PO: Pacific Orange; 

Tubo célula (TC), Tubo 1 - biópsia (BX1) e Tubo 2 - biópsia (BX2). 

 
Tabela 19. Painel de anticorpos com clones e concentração para amostras de sangue periférico por 

citometria de fluxo: 

 
Amostra sangue 

 
FITC 

 
PE 

PERCP 

PC5.5 

 
PC7 

 
APC 

APCH 

7 

 
PB 

 
PO/V500 

 
Tubo sangue 1 

 

CD8 

3 µL 

 

CD56 

5µL 

 

CD5 

2 µL 

 

CD19/GD 

1 µL/2 µL 

CD3 
5 µL 

 

CD38 

2 µL 

CD20/CD4 

3 µL/1 µL 

 

CD45 

1 µL 

 
tubo sangue 2 

 

CD8 

3 µL 

 

PD1 (CD279) 
20 µL 

  

CTLA4 (CD152) 

5 µL 

 

CD3 

5 µL 

 
CD14 

 

CD4 

1 µL 

 

CD45 

1 µL 

 
tubo bulki lysis 

CK19 
 

2.5 µL 

   PAMCK 

0,5 µL 

  
CD45 

1 µL 

As descrições são FITC: Fluorescein isothiocyanate; PE phycoerythrin; PerCP: Peridini Chlorophyll Protein 

Complex; PC7: Phycoerythrin Cyanin 7 (PC7); APC: allophycocyanin; PB: Pacfic Blue; PO: Pacific Orange; 

Tubos sangue 1 e 2 (TS1 e TS2) e Tubo sangue 3 (T3BL). 

 

A Figura 40, ilustra o mapa de anticorpos monoclonais utilizados na investigação dos tubos 

TS1, TS2 e T3BL, para amostras de sangue periférico. 
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Figura 40. Mapa de anticorpos monoclonais das amostras sangue. 
 
 

A imagem 40 mostra a disposição do mapeamento de anticospos monoclonais selecionados para a 

amostra sangue. Fonte: o Autor 

 

Depois das marcações de todas as amostras de tecido e de sangue, a aquisição das 

amostras (até 200.000 eventos para os TC, BX1, BX2, T1S e T2S, e pelo menos 10 milhões de 

eventos para o T3BL) foi realizada no citômetro de fluxo FacsCanto II (Becton Dickinson (BD), 

San Jose, Ca, USA) e as análises foram realizadas utilizando-se o software Infinicyt (Cytognos, 

Salamanca, Espanha). 

Os dados foram armazenados em arquivo e as variáveis numéricas foram transcritas 

para tabela Excel®. 

 
5.1.9. Estratégia de identificação de leucócitos nas amostras teciduais e de sangue 

periférico 

 
Para a identificação dos leucócitos presentes no material de biópsia por core, as 

amostras adquiridas no citômetro de fluxo foram analisadas no software Infinicyt 2.0 (Cytognos, 

Espanha) (Figura 41). Primeiramente, foram retirados os doublets (FSC-A x FSC- H) e os debris 

(SSC-A x FSC-A) (dados não mostrados). Os linfócitos foram selecionados devido a sua baixa 

complexidade interna (SSC-A) e alta expressão de CD45 (CD45++) (Figura 41, Painel A), e, 

posteriormente, os linfócitos foram separados em T (CD3+) (Figura 41, Painel B), células natural 

killer (NK), de acordo com a expressão de CD16 (CD16+) (Figura 41, Painel C). Pela expressão 

do CD16, também foram identificados os neutrófilos, que expressam CD16 de forma forte (++) 

e alta complexidade interna (SSC) (Figura 41, Painel C). A população de linfócitos T foi 

subdividida, primeiro, em células NKT (CD3+ CD16+) (Figura 41, Painel D). Os demais 

linfócitos T foram subdivididos de acordo com a 
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expressão de CD4 e CD8 em linfócitos TCD4 (CD4+), linfócitos TCD8 (CD8+), duplo- 

negativos (DN, CD8- CD4-) e duplo-positivos (DP, CD8+ CD4+) (Figura 41, Painel E). 

 
Figura 41. Identificação dos leucócitos presentes na biópsia core. 

 

Primeiramente, os linfócitos foram separados de acordo com a expressão de CD45 (Painel A) e então 

subdivididos em linfócitos T (Painel B). Os demais linfócitos foram subdivididos em células NK de acordo com 

a expressão de CD16, que também permitiu a identificação dos neutrófilos (Painel C). Os linfócitos T foram 

subdivididos em NKT (Painel D) e de acordo com a expressão de CD4 e CD8 (Painel E). Fonte: o Autor 

 

Os linfócitos teciduais TCD4+ e TCD8+ também foram avaliados de acordo com a 

expressão de CD279 (PD1) e CD152 (CTLA4), como demonstrado na Figura 42 (Painéis A e 

B). 

 
Figura 42. Expressão de CD152 e CD279 nos linfócitos intra tumorais 

 

 
 

Expressão de CD152 nos linfócitos TCD4+ (Painel A) e CD279 nos linfócitos TCD8+ (Painel B) em amostras 

de biópsia core de mama. Em verde, encontram-se células negativas para esses marcadores (neutrófilos). Fonte: 

o Autor 
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A expressão do CD279 (PD1) e CD152 (CTLA4) também foi avaliada nos linfócitos 

TCD4+ e TCD8+ do sangue periférico, conforme demonstrado na Figura 43 (Painéis A e B), 

cujo ponto de corte é semelhante ao da Figura 41. 

 
Figura 43. Expressão de CD279 e CD152 nos linfócitos do sangue periférico 

 

 

 

 
 

Expressão de CD279 nos linfócitos TCD8+ (Painel A) e CD152 nos linfócitos TCD4+ (Painel B) em amostras 

de sangue periférico. Em verde, encontram-se células negativas para esses marcadores (neutrófilos). Fonte: o 

Autor 

 

Para identificação de CTC no sangue periférico, as amostras adquiridas no citômetro 

de fluxo foram analisadas no software Infinicyt 2.0 (Cytognos, Espanha) (Figura 44). 

Inicialmente, foram retirados os doublets (FSC-A x FSC-H) e os debris (SSC-A x FSC-A) 

(Figura 44, Painéis A e B)). Foram consideradas como CTC, as células com alta complexidade 

interna (SSC-A) e tamanho (FSC-A) e que apresentaram expressão de PAN-CK e CK-19, 

negativas para CD45, conforme descrito na Figura 44 (Painéis C, D e E). 



126 
 

 

 

 

Figura 44. Identificação de células CK19 circulantes no sangue periférico. 
 

 

 
 

As células de mama circulantes (rosa) encontradas apresentaram alta complexidade interna (SSC-A) e tamanho 

(FSC-A, Painel A) e foram identificadas pela expressão de PAN-CK (Painel C) e CK-19 (Painel D), além da 

ausência da expressão de CD45 (Painel E). Fonte: O autor. 

 

 

 
5.1.10. Avaliação dos biomarcadores por imuno-histoquímica 

 
 

A IHQ é o padrão ouro para o diagnóstico do carcinoma de mama com protocolos bem 

definidos e utilizados rotineiramente. No entanto, para este estudo, foram padronizados a 

marcação dos tecidos mamários com anti-PDL-1, anti-PD1 e anti-CTLA4. 

Inicialmente, para validar e titular os anticorpos anti-PDL-1, anti-PD1 e anti-CTLA4, 

blocos doadores do arquivo da Unidade de Laboratório de Anatomia Patológica do Hospital 

Universitário (ULAP-HU/UFSC/EBSERH) foram utilizados como escolha dos casos de 

controle positivo. Conforme ilustrado na Figura 45, a marcação positiva na amostra placenta foi 

utilizada para avaliar a expressão do PDL-1, e para PD-1 e CTLA4 foram utilizados cortes de 

linfonodos. 



127 
 

 

 

 

Figura 45. Fotomicrografia dos Biomarcadores PDL1; PD1 e CTLA4. 
 

A Figura apresenta as expressões positivas dos biomarcadores PDL1; PD1 e CTLA4, com cromógeno 

acastanhado sinalizando a imunomarcação positiva e na segunda fila a ausência de imunomarcação. Fonte: o 
Autor IHQ 600X. Fonte: o Autor 

 

Para avaliação do PDL-1 (Clone 28.8, Abcam) adotou-se o escore positivo combinado 

(CPS) “modificado”, excluindo as células tumorais. Consideraram-se positivas expressões 

membrana acima de 1%, independente do grau de intensidade (https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov 

e Pereira, et al., 2021). 

Foram utilizados para controle negativo os blocos de casos doadores com diagnóstico 

de carcinoma de mama. 

Os protocolos com os demais anticorpos utilizados CD4; CD8; CD45, CK-19, CTLA4, 

PD-1 e PAN CK encontram-se descritos no apêndice F, e, já são usados na rotina da ULAP- 

HU/UFSC/EBSERH, e as validações e titulações estão padronizadas. 

Para fins desta pesquisa considerou-se expressão positiva ou negativa para a detecção 

dos anticorpos CTLA4, PD-1, e-caderina, CD4, CD8, CD45, CK19 e CKpool. 

Os critérios IHQ para biomarcadores RE, RP, HER2 e Ki67, foram estabelecidos e 

mostrados na Figura 46. Para avaliação do RE e PR considerou-se positivo quando mais de 1% 

dos núcleos das células neoplásicas apresentassem marcação, e, negativo quando menos de 1% 

dos núcleos das células neoplásicas estivessem marcadas ou sem expressão (AMIN, et al., 

2017). Para o HER2 foi considerado positivo (3+) quando 10% ou mais das células neoplásicas 

apresentassem com marcação forte e contínua da membrana celular; Indeterminado (2+) quando 

marcação fraco/moderado++ em mais de 10% das células neoplásicas, e, negativo quando 

apresentasse marcação fraca em menos de 10% ou ausência de expressão (AMIN, et al., 2017; 

WOLFF, et al., 2018; WHO, 2019). Para o Ki-67 considerou-se baixo índice de proliferação 

quando menos de 15% das células expressassem o 



128 
 

 

 

 

marcador, independente da intensidade, e alto índice, quando 15% ou mais células 

expressassem marcação nuclear (CHEANG, et al., 2009; AMIN, et al., 2017; SOLIMAN e 

YUSSIF, 2016; WHO, 2019). 

 
Figura 46. Fotomicrografia dos Biomarcadores RH, HER2 e KI67 

 

Em coloração acastanhada identificam-se as expressões positivas dos biomarcadores RH, HER2 e baixo Ki67. O 

cromógeno acastanhado sinalizando a imunomarcação positiva e na coluna a direita a ausência de 

imunomarcação dos biomarcadores RH, HER2 e alto Ki67. Fonte: o Autor IHQ 200X e 400X. 
 

Com base nos objetivos estabelecidos e para determinar o padrão ouro do estudo, o 

painel da IHQ completou os padrões de investigação da CF, e o painel está descrito na Tabela 

20. 
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Tabela 20. Painel de anticorpos com clones e concentração para amostras de tecido por 

imuno-histoquímica. 
Anticorpo clone fabricante controle diluição protocolo 

RE 6F-11 LEICA Mama 1:50 semiautomatizado 

RP Y85 CELL MARQUE Mama 1:50 semiautomatizado 

HER2 Policlonal DAKO Ca de mama 1:500 semiautomatizado 

KI67 SP6 SPRING Tonsila 1:200 semiautomatizado 

CK19 KS19.1 BIOCARE Ca de cólon 1:50 semiautomatizado 

PAN CK AE1&AE3 CELL MARQUE Pele 1:500 semiautomatizado 

CD8 SP16 CELL MARQUE Tonsila 1:300 semiautomatizado 

CD4 EP204 CELL MARQUE Tonsila 1:100 semiautomatizado 

CD45 2B11&PD7/26 CELL MARQUE Tonsila 1:500 semiautomatizado 

PDL-1 28-8 ABCAM Tonsila 1:400 semiautomatizado 

PD-1 NAT-105 CELL MARQUE Tonsila 1:10 semiautomatizado 

CTLA-4 IHC004 GenomeMe Tonsila 1:50 semiautomatizado 

RE: receptor de estrógeno; RP: receptor de progesterona, HER2: receptor do fator de crescimento epidérmico 

humano 2, KI67: Marcador de Proliferação, CK19: citoqueratina 19, CK7: citoqueratina 7, PDL-1: ligante da 

morte programada-1, PD-1proteina da morte programada 1, CTLA-4: proteina 4 do linfocito T citotóxico. 

 

As metodologias empregadas nas coletas e preparo das amostras histológicas e 

Imuno-histoquímicas da mama estão descritas no APÊNDICE D. 
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5.2. ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 
 

Os dados obtidos após as entrevistas individuais foram transcritos em fichas numeradas 

consecutivamente. Todas as análises das variáveis das medidas de instrumentos e dos resultados 

da análise microscópica foram transcritas em fichas individuais e revisados manualmente, para 

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

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

manual através da listagem dos dados, na ordem em que as pacientes foram incluídas no estudo. 

A revisão da consistência dos dados foi feita mediante tabelas descritivas, e em seguida, o 

arquivo gerado foi transportado para o programa MedCalc Software Ltd Diagnostic test 

evaluation calculator, version 20.027; “https://www.medcalc.org/ calc/diagnostic_test.php” na 

sessão “Diagnostic test evaluation”. Para a realização da análise estatística, os dados foram 

descritos por meio de duas variáveis nominais sumarizadas. A análise descritiva dos dados 

clínicos e laboratoriais foi apresentada em frequências e associações como números absolutos e 

relativos e a idade em média.Calcularam-se medidas de acerto para avaliar o desempenho das 

variáveis em predizer o desfecho pelos cálculos da sensibilidade (S), especificidade (E), razão 

de verossimilhança positiva (RVP), razão de verossimilhança negativa (RVN), valor preditivo 

positivo (VPP) e valor preditivo negativo (VPN), com intervalos de confiança de 95% (IC 95%). 

Para cálculo dos testes os dados foram inseridos em uma tabela 2 x 2. Definiu-se como 

sensibilidade a proporção dos indivíduos com a doença, que têm um teste positivo para a doença, 

a especificidade como a proporção dos indivíduos sem a doença, que têm um teste negativo, o 

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

a probabilidade de não ter a doença com resultado negativo. Para a análise estatísticas dos 

resultados da citometria de fluxo foi avaliado a normalidade da distribuição dos dados pelo teste 

de Shapiro-Wilk. Os resultados foram expressos em mediana (mínimo - máximo). As variáveis 

contínuas foram comparadas por meio de análise de variância com teste post hoc de Bonferroni 

em caso de distribuição paramétrica. As variáveis não paramétricas foram comparadas pelo teste 

de Mann Whitney ou Kruskal-Wallis com teste post hoc de Dunn- Bonferroni. 

http://www.medcalc.org/
http://www.medcalc.org/
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6. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 

Nas últimas décadas houve uma revolução na área de inovação de equipamentos 

laboratoriais, e, com isso, uma sofisticação e aumento da cobertura diagnóstica. Dentre um dos 

equipamentos que vem trazendo inovações nessa área é o citômetro de fluxo, pelo qual é 

possível investigar o imunofenótipo das células envolvidas na resposta imune, das células 

patológicas presentes nas neoplasias hematológicas, e, mais recentemente, na área de oncologia. 

No entanto, para que esses equipamentos emitam resultados confiáveis, há necessidade de 

validação e padronização das metodologias a serem utilizadas. Nesse sentido, como neste 

trabalho uma das propostas era investigar a expressão de CK19, CTLA4, PD1 e PD-L1 em 

sangue periférico e tecido mamário por citometria de fluxo, metodologia inovadora para 

investigação desses biomarcadores, foi necessário a validação e padronização do método.Os 

resultados mostram que essa metodologia pode ser aplicada de forma eficiente após a titulação, 

padronização e validação dos reagentes e do equipamento; além da definição de um painel de 

anticorpos adequado. 

 
6.1. VALIDAÇÃO DOS BIOMARCADORES CK19, PDL-1, PD1 E -CTLA4 PARA 

CITOMETRIA DE FLUXO 

 
A titulação dos anticorpos monoclonais é imprescindível para se obter a concentração 

ideal para separar a população de células positivas, que expressam determinado antígeno, 

daquelas negativas, ou seja, a melhor separação entre o sinal positivo e negativo, utilizando o 

cálculo do índice de marcação (IM), cuja fórmula é intensidade de fluorescência média (IFM) 

da população celular positiva para o marcador em estudo subtraída da IFM da população 

negativa. Assim, para separar a população positiva da negativa, foi comparado a IFM das células 

marcadas com anticorpos de interesse, em diferentes concentrações, com a IFM das células sem 

a marcação. 

Apesar de alguns fabricantes fornecerem o volume de anticorpo recomendado nas 

bulas de seus produtos, a etapa de titulação é imprescindível para a qualidade das análises, pois 

há diferenças consideráveis de expressão antigênica entre as populações celulares. Sendo assim, 

inicialmente, foi avaliado a sensibilidade e especificidades de alguns anticorpos que ainda não 

haviam sido padronizados para utilização em citometria de fluxo, como o anti-PDL-1 e o anti- 

CK19. 
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Como pode ser observado na Figura 47, a marcação de superfície com o anti-PDL-1 

(Clone MiH1, BD Pharmingen) causou aumento de aproximadamente quatro vezes da IFM nas 

celulas MDA-MD-231 marcadas em relação ao controle de células MCF-7 não marcadas 

(controle negativo). Como o aumento de IFM foi de aproximadamente quatro vezes e não 

deslocou muito para separar a população de células positivas das negativas no eixo x do 

histograma, foi decidido utilizar o volume de 20 µL do anticorpo, que foi a concentração, 

recomendada pelo fabricante para os protocolos experimentais. 

 

Figura 47. Validação do anticorpo anti-PDL-1 em células MDA-MB-231 
 
 

Comparação entre as intensidades de fluorescência das células marcadas com anticorpos anti-PDL-1 e não 

marcadas. O histograma demonstra os dados de densidade populacional (eixo y) versus intensidade de 

fluorescência (eixo x). Abaixo os valores de fluorescência média de cada uma das populações. Fonte: O Autor. 

 

O passo seguinte foi realizar a padronização da marcação do anticorpo anti-CK19 nas 

células de linhagem MCF-7, que reconhecidamente expressa o antígeno CK19. 

Assim, como a bula do anticorpo não continha informações sobre o volume de 

anticorpo a ser utilizado, foi realizada a titulação utilizando os volumes de 2,5 e de 5 μL de anti- 

CK19 (Clone A53 B/A2 Invitrogen). Além das células MCF-7, também foram utilizadas as 

células SiHa, como controle negativo do CK19. 

Como pode ser observado na Figura 48, Painel A, não houve aumento da fluorescência 

das células marcadas com anti-CK19 nas células SiHa, o que mostra a 
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especificidade do anticorpo pelo antígeno correspondente. Já na Figura 48, Painel B, pode-se 

observar o aumento da IFM depois da marcação das células MCF-7 com o anti-CK19 em relação 

as células não marcadas (controle negativo). 

Ressalta-se que não houve muita diferença da IFM quando foi utilizado 2,5 ou 5 µL de 

anticorpo, e, em ambos os volumes, a IFM das células positivas para o antígeno CK19 ficaram 

bem acima do controle negativo. Assim, por questões econômicas optou-se pela utilização de 

2,5 µL. 

 
Figura 48. Validação e titulação do anticorpo anti-CK19 nas células SiHa (controle negativo) e MCF- 

7. 

 

 
Comparação entre as intensidades de fluorescência das células marcadas com anticorpos anti-CK19 e não 

marcadas. Histograma com os dados de densidade populacional (eixo y) versus intensidade de fluorescência das 

células marcadas com anti-CK19 (eixo x). Painel A: células SiHa (controle negativo) e Painel B, células MCF-7, 

que expressam CK19. Abaixo os valores de fluorescência média de cada uma das populações. Fonte: O Autor. 

 

 

 
Com as etapas descritas acima foi concluída a validação dos anticorpos e definido o 

painel de anticorpos a ser utilizado com as amostras das pacientes (APÊNDICE E). No entanto, 

ainda houve a necessidade de definir o número de células do sangue periférico a serem 

adquiridas pelo citômetro de fluxo de tal forma que fosse possível detectar células CK19 

positivas, no sangue periférico. 

Para investigar a presença de êmbolos neoplásicos a partir da presença de células 

neoplásicas positivas para citoqueratinas, CK19 (Clone A53 B/A2, Invitrogen) e PAN CK 
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(Clone C-11, Invitrogen), no sangue periférico por citometria de fluxo, inicialmente foi 

necessário padronizar o número de células a serem adquiridas no citômetro de fluxo de tal forma 

que elas fossem detectadas, pois os êmbolos neoplásicos circulam em baixas quantidades. 

Assim, como não existe um controle de células CK19 e PAN CK positivas no sangue 

periférico, foi utilizado o artifício de colocar 500.000 células de linhagem de carcinoma de 

mama (MDA-MB-231) em 3 mL de sangue periférico de doador voluntário, e, em 3 mL de PBS 

0,9%. Os tubos foram marcados com anti-CD45 pan leucocitário (Clone Hi30 BD Biosciences) 

e anti-PDL-1 (Clone MiH1, BD Pharmingen), para os testes iniciais de detecção celular. 

Nesta etapa, o anti-CK19 e o PAN CK não foram analisados, pois ainda não estavam 

disponíveis no laboratório, devido ao atraso no processo de importação pela empresa 

fornecedora. Entretanto, como pode ser observado na Figura 49, foi possível visualizar as 

células PDL-1 positivas no PBS 0,9% (Figura 49 Painéis A e B), e no sangue periférico (Figura 

49 Painéis C e D), porém em baixas quantidades (30.000 eventos). 
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Figura 49. Detecção de Células MDA-MB-231 pela expressão de PDL-1 suspensas em PBS 0,9% e 

Sangue Periférico 

 

Os “Dot Plots” mostram a expressão de PDL1 nas células MDA-MB-231 suspensas em PBS 0,9% (Painel A) e 

em sangue periférico (Painel C). Os histogramas indicam a intensidade de fluorescência da expressão de PDL-1 

nas células MDA-MB-231 suspensas em PBS 0,9% (Painel. B) e em sangue periférico (Painel D). 

Fonte: O Autor. 

 

Depois, o mesmo experimento foi repetido, porém com redução do tempo e da 

velocidade de centrifugação (1.200 rpm por 5 min), e as células foram ressuspendidas num 

volume menor de sangue e PBS 0,9%, de aproximadamente 1 mL, vagarosamente, para evitar 

a formação de grumos. Além disso, mais cuidados foram tomados com a homogeneização. 

Assim, foi possível recuperar 229.000 das 500.000 células adicionadas no tubo com PBS e 

234.000 células no tubo onde as células foram separadas utilizado-se Ficoll-Hypaque (Figura 

50). 

Esse resultado foi bom, porém como a metodologia de separação de células utilizado- 

se Ficoll-Hypaque é muito morosa, com necessidade de muitas lavagens de células, acredita-se 

que ainda há perda de muitas células, o que é importante quando se leva em conta que o número 

de células metastáticas no sangue periférico é muito escasso. 
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Figura 50. Detecção de Células MDA-MB-231 pela expressão de PDL-1 suspensas em PBS 0,9% e 

separadas por Ficoll-Hypaque 
 
 

Os “Dot Plots” mostram a expressão de PDL1 nas células MDA-MB-231 suspensas em PBS 0,9% (Painel A) e 

separadas por Ficoll-Hypaque (Painel C), expressão de PDL-1 nas células MDA-MB-231 suspensas em PBS 

0,9% (Painel B) e separadas por Ficoll-Hypaque (Painel D). Fonte: O Autor. 

 

Numa outra etapa, células de um tumor de mama que foram isoladas de uma paciente 

doadora, foram adicionadas em 2 mL de sangue periférico (da mesma paciente doadora) e a 

outro tubo com PBS 0,9%. Depois separadas por Ficoll-Hypaque e pela metodologia Bulk Lysis 

(EuroFlow Standard Operating Protocol (SOP) for MRD panels, version 1.1.6 de 6 de maio de 

2014). Foi possível concluir que a metodologia Bulk Lysis é mais eficiente em concentrar 

células, e, além disso é padronizada para investigação na clínica de células neoplásicas 

hematológicas de doença residual mínima detectável (dados não mostrados), e, por isso, foi 

selecionada como metodologia a ser utilizada neste estudo. Para uma maior sensibilidade do 

método, foi determinado a aquisição de 5 x 106 células por tubo. 
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6.2. PERFIL CLÍNICO DOS PACIENTES DO ESTUDO 

 
 

Na segunda etapa do estudo, 90 pacientes foram considerados elegíveis por 

apresentarem indicação de realização de core biópsia de nódulo de mama. Do total, uma 

paciente não aceitou participar do estudo, um era do sexo masculino e uma paciente tinha idade 

inferior a 18 anos. Sendo assim, de acordo com os critérios de inclusão, que compreendeu 

mulheres com idade igual ou superior a 18 anos e diagnóstico radiológico de BI-RADS® 3, 4a, 

4b, 4c e 5, encaminhadas para realização de core biopsy, foram selecionados, de forma 

consecutiva, somente pacientes que concordaram em participar do estudo, e que assinaram o 

termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) (APÊNDICE A). 

Do total de 87 mulheres entrevistadas, 25 foram excluídas pelos seguintes motivos: 

quatro amostras foram utilizadas para calibração dos instrumentos na primeira etapa do estudo 

prospectivo, três amostras foram paucicelulares e uma amostra foi excluída por erro de 

pipetagem no início da segunda etapa do estudo prospectivo, dois casos foram excluídos por 

dificuldade técnica de acesso da biópsia por core durante o exame de US, dois pacientes com 

estado demencial, acompanhados pelos seus tutores, não suportaram o exame por referirem dor, 

11 pacientes não apresentaram conformidade entre o exame de imagem pré biópsia e o exame 

de imagem do momento da biópsia e foram excluídas por não terem indicação de core biópsia. 

Com essas exclusões, restaram 62 casos que foram incluídos no estudo, e, desses, 57 eram 

pacientes provenientes de atendimento ambulatorial nos serviços referidos anteriormente, e, 

cinco pacientes estavam internadas no Hospital Universitário. 

Do total das amostras  incluídas (n  = 62), 24,4% (n = 15) não tiveram diagnóstico 

histológico de carcinoma de mama e 75,80% (n = 47) receberam o diagnóstico de carcinoma da 

mama. 

A média de idade da população do estudo foi de 52,9 anos, com variação entre 20 e 94 

anos, conforme dados apresentados na Tabela 21. A paciente mais jovem com diagnóstico de 

câncer de mama tinha 28 anos e a mais velha 94 anos. Quando se avaliou a distribuição das 

doenças malignas e benignas em relação a variável idade, optou-se por dividir as pacientes em 

três 3 grupos distintos, conforme descrito por VIEIRA et al, 2021 (1), que discriminaram o 

Grupo 1 (Grupo ID1) as pacientes com idade inferior a 50 anos, Grupo 2 (Grupo ID2) pacientes 

com idade entre 50 e 69 anos e Grupo 3 (Grupo ID3) as pacientes com idade igualou superior 

a 70 anos. Como pode ser observado na Tabela 21, a maioria dos casos do estudo 
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ocorreu em mulheres dos Grupos ID1 e ID2, com frequência de 45,2% (n = 28) em ambas a 

categorias de idade. No grupo ID3 a frequência foi de 9.6% dos casos estudados. 

O perfil epidemiológico do estudo retrospectivo e do estudo prospectivo, foram 

comparados aos padrões descritos na literatura mundial e nacional. Foi observado que 

carcinoma da mama foi diagnosticado em todas as mulheres do Grupo ID2, conforme Tabela 

22 (100% do Grupo ID2) e em 83.33% nas mulheres do grupo ID3. Quando foi avaliado os 47 

casos (100%) com diagnostico de malignidade, as frequencias de acordo com a faixa etária são 

29.8% no Grupo ID1, 59.5% para o Grupo ID2 e 10.7% para o Grupo ID3, com alta frequência 

dos diagnósticos de malignidade no Grupo ID2. Um resultado semelhante foi observado no 

estudo restrospectivo, que identificou uma maior prevalência da doença entre mulheres dessa 

faixa etária (48.8%) VIEIRA, et al, 2021 (1). Como descrito na literatura, a maioria dos casos 

ainda ocorre em mulheres com idade a partir dos 50 anos (WHO, 2019). Defato, a incidência 

do câncer, de um modo geral, aumenta drasticamente com a idade, pelos riscos relacionados a 

senescência e pela tendência de redução da eficácia nos mecanismos de reparo celular. Além 

disso, no carcinoma da mama uma das consequências da idade elevada ao diagnostico é a 

apresentação de subtipos tumorais mais agressivos (WHO, 2019; NIETO- JIMÉNEZ, et al., 

2016; CABAÑAS, et al., 2021). Das 28 mulheres do Grupo ID 1, 14 (50%) tiveram diagnóstico 

de malignidade (Tabela 22). Apesar do CDI ser descrito como uma doença rara em mulheres 

jovens, a incidência de carcinoma de mama começa e ser mais expressiva a partir dos 40 anos 

de idade (WHO, 2019; INCA, acesso em 10/03/2022). 

Na análise da variável inspeção das mamas, foi verificado que não houve alterações 

nas 15 pacientes com diagnóstico benigno, e, em 33 (70.2%) de 47 casos malignos (Tabela 22). 

Entretanto, em 29.8% (n = 14) dos casos malignos (n= 47) as mulheres apresentaram alterações 

de exame físico no “tempo 0” diagnóstico, independente do grupo idade. As principais 

alterações observadas foram as alterações na pele da mama e mamilo. Quando foi avaliado pelo 

grupo idade, foi identificado que 80% das mulheres do Grupo ID3 apresentaramsinais de 

hiperemia, distorções ou ulcerações cutâneas, que caracterizam o estádio clínico cT4. O câncer 

de mama cT4 é um tumor de qualquer tamanho, que invade a parede do tóraxou a pele, e podem 

ser classificados como do tipo não inflamatório ou do tipo inflamatório, o que representa, muitas 

vezes, um quadro de pior prognóstico (KIM, et al., 2015; CORSO, et al., 2021). É uma condição 

rara, afeta até 5% dos CDI, e é responsável por 7% da mortalidade (VERMEULEN PB, VAN 

GOLEN KL, DIRIX LY, 2010; DAWOOD, et al., 2011; POSTLEWAIT, et al., 2020; LIU, et al., 

2017). 
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A variável história familiar positiva para câncer de mama, questionada em todas as 

pacientes, foi identificada em 38.3% (n = 18) das pacientes com diagnóstico de carcinoma de 

mama (n = 47) (Tabela 22). Quando comparada pelos grupos idade (Grupo ID1, Grupo ID2 e 

Grupo ID3), foi observado que 42.8% (n = 6) das pacientes do Grupo ID 1 e 42.9% (n = 12) 

pacientes do Grupo ID2 tinham história familiar positiva. No Grupo ID3 nenhuma paciente 

referiu história familiar positiva. O histórico familiar de carcinoma de mama é um dos fatores 

de risco, pois a ocorrência da doença pode ser potencializada. Estima-se que 5 a 10% dos casos 

de carcinoma de mama estejam relacionados ao risco genético, tornando importante o 

aconselhamento e mapeamento genético dessas mulheres, com indicação de delineamento 

histórico de até três gerações. As pacientes de risco, deve iniciar os exames preventivos mais 

precocemente, de acordo com as recomendações descritas do item 2.2.3.2 

(RECOMENDAÇÕES PARA ACOMPANHAMENTO DE PACIENTE DE RISCO). 

 
Tabela 21. Dados demográficos da amostra. 

Grupo idade Casos do estudo Idade (anos) 

 % (N) menor idade e maior idade 

Grupo ID1 45.2 (28) 20 - 49 

Grupo ID2 45.2 (28) 50 – 69 

Grupo ID3 9.6 (06) 70 – 94 

Total 100 (62) 20 – 94 

N: número de casos; Grupos foram divididos de acordo com as faixas etárias, em anos. Grupo ID1= Grupo 1 

idade <50 anos; Grupo ID2= Grupo 2 idade: 50-69 anos; Grupo ID3= Grupo 3 idade: ≥70 anos. 

 
 

Para a análise da categoria BI-RADS® (BIRADS), descrita nas Tabelas 22 e 23 e 

coletada de todas as pacientes do estudo, o critério de avaliação foi comparar a categoria 

numérica da variável com o diagnóstico de benignidade e malignidade. Como pode ser 

observado, todas as pacientes com a categoria B3 e B4a (risco de malignidade entre 0 e ≤ 10%) 

tiveram o diagnóstico de benignidade. No outro extremo foi observado que 100% dos casos B5 

(risco de malignidade ≥ 95%) tiveram o diagnóstico de malignidade. Destacam-se osB4b e B4c 

(Tabela 23) com frequência de 80% e 92.3%, respectivamente, nas pacientes do estudo. 

 

O sistema de classificação é uma das ferramentas clínicas mais importantes na 

comunicação entre equipe multidisciplinar no diagnóstico e acompanhamento da doença 

(MILANI, et al., 2007; FRANKEL, et al., 2011 MAGNY, SHIKHMAN AND KEPPKE, 
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2022). Esse sistema proposto pelo Colégio Americano de Radiologia em 1986, foi publicado 

quase uma década depois, em 1993. A principal função foi padronizar a avaliação do risco de 

câncer de mama, que pode variar de 0 até mais que 95%, conforme descrita anteriormente na 

Tabela 1 (MAGNY, SHIKHMAN AND KEPPKE, 2022). 

 

O rastreamento por mamografia para o grupo sem risco é indicado para mulheres com 

idade entre 50 e 69 anos, e, não preconizado para os grupos de mulheres do Grupo ID 1 (com 

idade ≤ 50 anos) e mulheres do Grupo ID3 (≥ 70 anos) de acordo com as políticas públicas 

mundiais (WHO, 2019). Como pode ser observado na Tabela 22, a frequência da doença por 

faixa etária foi de 50.0% no Grupo ID1 e 83.33% no Grupo ID3, o que mostra um panorama 

muito assustador, pois são grupos de mulheres muito vulneráveis, e que apresentam maior 

probabilidade de diagnóstico tardios, com doenças clinicamente mais avançadas ao “tempo 0” 

do diagnóstico pela falta do controle do rastreio mamográfico. Esse panorama foi observado 

na nossa amostra (Figura 15). 

 

Tabela 22. Frequência das variantes clínicas pelos grupos idade entre doença benigna e doença 

maligna 

Doença 
Grupo ID1 

% (N) 

Grupo ID2 

% (N) 

Grupo ID3 

% (N) 

Total 

% (N) 

Benignos 50,00(14) 00,00(00) 16,66(01) 24,19(15) 

Malignos 50,00(14) 100,00(28) 83,33(05) 75,81(47) 

Total 100(28) 100(28) 100(06) 100(62) 

Doença maligna 
Grupo ID1 

% (N) 

Grupo ID2 

% (N) 

Grupo ID3 

% (N) 

Total 

% (N) 

Inspeção + 28.6 (04) 21.4 (06) 80.0 (04) 29.8 (14) 

Inspeção - 71.4 (10) 78.6 (22) 20.0 (01) 70.2 (33) 

Total 100.00 (14) 100.00(28) 100.00(05) 100.00(47) 

Doença maligna 
Grupo ID1 

% (N) 

Grupo ID2 

% (N) 

Grupo ID3 

% (N) 

Total 

% (N) 

História Familiar + 42.8 (06) 42.9 (12) 00.0 (00) 38.3 (18) 

História Familiar - 57.2 (08) 57.1 (16) 100.0 (05) 61.7 (29) 

Total 100.0 (14) 100.0 (28) 100.0 (05) 100.0 (47) 

Doença maligna 
Grupo ID1 

% (N) 

Grupo ID2 

% (N) 

Grupo ID3 

% (N) 

Total 

% (N) 

BI-RADS 3 00.0(00) 00.0(00) 00.0(00) 00.0(00) 

BI-RADS4a 00.0(00) 00.0(00) 00.0(00) 00.0(00) 
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BI-RADS 4b 21.4 (03) 3.6 (01) 00.0(00) 8.0 (04) 

BI-RADS 4c 28.6 (04) 21.4 (06) 40.0(02) 25.0(12) 

BI-RADS 5 50.0 (07) 75.0 (21) 60.0(03) 67.0 (31) 

Total 100.0 (14) 100.0 (28) 100.0 (05) 100.0(47) 

No item Doença: Benignos (não carcinoma invasivo da mama), Maligna (carcinoma invasivo da mama) Grupo 

ID1: mulheres com idade menor que 50 anos; GrupoID2: mulheres com idade entre 50 e 69 anos; Grupo ID3: 

mulheres com idade de 70 anos ou mais. Distribuição da doença maligna com inspeção das mamas: Inspeção +: 

alteração macroscópica da pele da mama e Inspeçã -: ausência de alteração macroscópica da pele da mama, e a 

relação com o grupo idade (Grupo ID 1: mulheres com idade menor que 50 anos; Grupo ID 2: mulheres com 

idade entre 50 e 69 anos; Grupo ID 3: mulheres com idade de 70 anos ou mais.) - Distribuição da doença 

benigna e maligna e a variável história familiar: Grupo HF 1: mulheres com história positiva de familiar com 

carcinoma de mama ou ovário, ou carcinoma de mama em familiar masculino e Grupo HF 2: mulheres com 

história negativa de familiar com carcinoma de mama ou ovário, ou carcinoma de mama em familiar 

masculino) em relação ao grupo idade (Grupo ID 1: mulheres com idade menor que 50 anos; Grupo ID 2: 

mulheres com idade entre 50 e 69 anos; Grupo ID 3: mulheres com idade de 70 anos ou mais.). as categorias BI- 

RADS® com relação ao diagnóstico de benigndade e malignidade e as frequencias das distribuições de 

carcinoma de mama. Através dos grupos de BI-RADS® 3; 4a; 4b; 4c e 5, descritos na Tabela 1. 

 

 

 
Tabela 23. Distribuição da doença benigna e maligna pelo BI-RADS ®: 

 

Diagnósticos 
BI-RADS® 3 

% (N) 

BI-RADS® 4a 

% (N) 

BI-RADS® 

4b % (N) 

BI-RADS® 4c 

% (N) 

BI-RADS® 5 

% (N) 
Total % (N) 

Benignos 100.00 (01) 100.00 (12) 20.00 (01) 7.70 (01) 00.00 (00) 24.20 (15) 

Malignos 00.00 (00) 00.00 (00) 80.00 (04) 92.30 (12) 100.00 (31) 75.80 (47) 

total 100.00 (01) 100.00 (12) 100.00(05) 100.00 (13) 100.00 (31) 100.00(62) 

A Tabela apresenta as categorias BI-RADS® com relação ao diagnósticode benigndade e malignidade e as 

frequencias das distribuições de carcinoma de mama. Através dos grupos de BI-RADS® 3; 4a; 4b; 4c e 5, 

descritos na Tabela 1. 

 

6.3. PERFIL HISTOLÓGICO DAS AMOSTRAS DO ESTUDO 

 
 

Em relação as características histológicas das amostras, identificamos como tipo 

histológico predominante o CDI NST com prevalência de 85% (n = 40) seguido pelo CLI, 

presente em 15% (n = 7) dos casos. As variáveis Grau Histológico combinado de Nottinham e 

Grau Nuclear foram apresentadas conforme Vieira et al, 2021(1), e estão descritas na Tabela 

24. Como exposto, pode-se observar que as variáveis morfológicas mais prevalentes foram grau 

histológico 2 (G2) e grau nuclear 3 (G3) com frequência de 42,5% e 55,4%, respectivamente. 

No estudo retrospectivo, a frequencia dos tipos histológicos foi 92.5% e 7,5% para CDI e CLI, 

respectivamente. O G2 histológico e o G3 nuclear foram os mais incidentes na amostra, 

presentes em 42,55% e 55,31% dos casos, respectivamente. Os resultados do estudo 

prospectivo, com exceção do grau nuclear, corroboram com os dados da 
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literatura que descrevem a faixa etária entre 50 e 69 anos com a de maior incidência para o 

carcinoma de mama, e maior prevalência nas categorias grau histológico 2 e o tipo histológico 

CDI NST (WHO, 2019). Na série histórica de 24 anos, descrito por VIEIRA, et al., 2021, (1) 

a maior frequência foi G2 histologio (46.2%, n = 617) e o G2 nuclear (50.8%, n = 678). A 

graduação histológica dos tumores é um fator prognóstico consistente para orientar a terapia 

adjuvante nos carcinomas invasivos (WHO, 2019). O grau histológico 3 é considerado um fator 

de mau prognóstico, e está associado com a indiferenciação nuclear e maior agressividade da 

doença (VIEIRA, et al., 2008; DING, et al., 2019; WHO, 2019). 

Tabela 24. Frequência entre grau histológico e nuclear 

 Grau Histológico 

% (N) 

Grau Nuclear 

% (N) 

G1 17.0 (8) 12.7 (6) 

G2 42.5 (20) 31.9 (15) 

G3 40.5 (19) 55.4 (26) 

Total 100 (47) 100 (47) 

N: número de casos; variável grau histológico (G1= Grau 1/ bem diferenciado; G2= Grau 2/moderadamente 

diferenciado; G3= Grau 3/mal diferenciado) e variável grau nuclear (G1= Grau 1/baixo grau; G2= Grau 2/grau 

intermediário; G3 Grau 3/ alto grau). 

 
6.4. ANÁLISE CONJUNTA DOS BIOMARCADORES RE, RP, HER2, KI67 E PDL1 

NO TECIDO MAMÁRIO 

 
A expressão dos biomarcadores demonstrada na Tabela 25 revela que 72,3 % dos casos 

estudados foram positivos para RE, 68% para RP e 23,4% (n= 11) apresentou superexpressão 

da oncoproteina HER2. De acordo com a literatura, o RE pode estar presente em 60 a 75% dos 

carcinomas invasivos da mama (SORLIE T, 2004; BRAUN, et al., 2013), e sua análise deve ser 

realizada em todos os tumores primários da mama, por ser um fator prognóstico e preditivo 

importante, para o tratamento adjuvante (PRAT e PEROU, 2010; AHN, et al., 2015, AMIN, et 

al., 2017; WHO, 2019). O RP, presente em até 65% dos casos decarcinoma de mama tem maior 

associação com a sobrevida global (BRAUN, et al., 2013; BURSTEIN, et al., 2014). A 

superexpressão da oncoproteína HER2 está presente em 20 a 30 

% dos tumores de mama, e, está associada a tumores de pior prognóstico, e com o fator preditivo 

a resposta a terapia alvo (PRAT AND PEROU, 2010; NG, et al., 2015; WHO, 2019;SHAK S., 

1999). 

Quando os critérios da conferência de St Gallen foram utilizados, o qual inclui a 

avaliação do índice proliferativo pelo Ki67 aos biomarcadores RE, RP e HER2, foi identificado 

que o subtipo luminal foi o mais incidente, presente em 57.5% (Tabela 26). 
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Quando o subtipo luminal foi estratificado em luminal A e luminal B Her (-), foi constatado que 

47 % (n= 22) da população amostral foi do tipo luminal B/HER2-, e 10.5% (n= 5) foi do subtipo 

luminal A. 

O TNBC foi o segundo subtipo mais prevalente, identificado em 19% (n= 9) dos casos, 

seguido pelo luminal B/HER 2+ com 15 % (n= 7) dos casos. 

A comparação dos resultados atuais com o estudo retrospectivo, que determinou a 

prevalência num intervalo de tempo de 24 anos, foi observado um padrão onde 23.4% de casos 

foram to subtipo luminal A, 32.0% foram luminal B/HER2+, 9.9% luminal B/HER2+, 6,7% 

HER2+ e 14,1%TNBC (Tabela 10). 

De acordo com a literatura, o luminal A, inicialmente era o subtipo mais comum, 

porém, com a aplicação dos critérios do consenso de St Gallen (GOLDHIRSCH, et al., 2013), 

o subtipo mais comum passou a ser o Luminal B (GOLDHIRSCH, et al., 2013; AHN, et al., 

2015). A partir desse rearranjo, o tipo luminal A foi posicionado no grupo de tumoresindolentes, 

de melhor prognóstico e mais sensível à terapia endócrina e os subtipos luminal B (tanto HER2- 

quanto o HER2+) por apresentarem índice proliferativo alto (CHEANG, et al., 2009; NIELSEN, 

et al., 2010), entraram na categoria dos tumores de pior prognóstico, com baixa resposta a 

terapia endócrina (AHN, ta al., 2015; FOULKES, SMITH, REIS-FILHO, 2010). 

 
Tabela 25. Frequência dos biomarcadores RE, RP e HER2 nas amostras de carcinoma invasivo da 

mama 
 RE RP HER2 

 % (N) % (N) % (N) 

Positive 72,3 (34) 68.0 (32) 23.4 (11) 

Negative 27.7 (13) 32.0 (15) 76.6 (36) 

Equivocal 00.0(00) 00.0(00) 00.0 (00) 

Total 100 (47) 100 (47) 100 (47) 

Grupo variável Biomarcadores RE: receptor de estrogênio; RP: receptor de progesterona; HER2: receptor do 

fator de crescimento epidérmico humano 2; com base em resultados imuno-histoquímicos. 
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Tabela 26. Prevalência dos subtipos RE, RP, HER2 e Ki67 nas amostras de carcinoma 

invasivo da mama de acordo com a Conferência de St Gallen 

Subtipos RE RP HER2+ Ki-67 % (N) 

Luminal A + +/- - baixo 10.6 (5) 

Luminal 

B/HER2- 

 
+ 

 
+/- 

 
- 

 
alto 

 
47.0 (22) 

Luminal 

B/HER2+ 

 
+ 

 
+/- 

 
+(3+) 

 
qualquer 

 
19.2 (9) 

HER2+ - - +(3+) qualquer 4.2 (2) 

TNBC - - - qualquer 19.2 (9) 

Indeterminado +/- +/- +(2+) qualquer 0 (0) 

Não classificado - + qualquer qualquer 0 (0) 

Total 
    

100 (47) 

IHC: subtipos imuno-histoquímicos; RE: receptor de estrogênio; RP: receptor de progesterona; HER2: receptor 

do fator de crescimento epidérmico humano 2; Ki67: Marcador de Proliferação; TNBC: carcinoma de mama 

triplo negativo; +: positivo; -: negativo; +/-: positivo ou negativo; +(3+): positivo se pelo menos 10% das células 

tumorais apresentaram um escore de coloração da membrana celular de 3+; N: número de casos. 

 

 
Um dos objetivos do estudo foi a avaliação do PDL-1 por IHQ e a avaliação da sua expressão 

com os imunofenótipos baseados nos critérios da conferência de St Gallen. Como pode ser 

observado na Tabela 27, o anticorpo PDL-1 (clone 28.8, ABCAM) foi avaliado por IHQ em 

todos os 62 casos, entretanto, em um caso maligno (TNBC) não foi possível realizar a análise 

pela escassez de amostra core. Dos 61 casos analisados, todos os benignos não expressaram o 

PDL-1 (n = 14), no entanto, em relação aos casos malignos (n = 46), 21.74% da amostra 

analisada foi positiva com o seguinte padrão de expressão: sete amostras expressaram PDL-1 + 

(1+) e três amostras PDL-1 ++ (2+). 

Quando os imunofenótipos foram associados com a expressão do PDL1, foi observado que 

não há associação entre o subtipo luminal A e a expressão de PDL1. Dos casos positivos, três 

foram luminais B HER-, três casos de luminal B/HER2+ e quatro casos foram TNBC (Tabela 

27). Nossos resultados corroboram aos da literatura, que descrevem os casos positivos para PDL-

1 tumores de pior prognóstico, com alto índice proliferativo, TNBC, HER2 positivo e com 

invasão vascular presente (GHEBEH, et al., 2006; SOLIMAN, et al., 2014; 
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MITTENDORF, et al., 2014; PARK, et al., 2015; SUN, et alI., 2016; BECKERS, et al., 2016; 

KWAPISZ D, 2021). 

A PDL-1  é uma proteína envolvida com a supressão  do sistema imunológico, a sua 

superexpresão pelas células tumorais pode levar a um mecanismo de evasão do sistema imune 

do hospedeiro, o que justifica a sua associação com os subtipos de pior prognóstico (CHEN 

AND MELLMAN, 2013; QIN et al., 2015; MINGHUI et al., 2017). 

Como pode ser observado na Tabela 28, todos os casos positivos para o PDL-1 apresentaram 

o alto índice proliferativo (Ki67). Como citado anteriormente, tumores de mamaque expressam 

PDL-1 são propensos a estarem associados aos índices proliferativos mais elevados, com 

receptores hormonais de estrógeno e de progesterona negativos e subtipo TNBC (KARNIK, et 

al, 2018, KWAPISZ D, 2021). Neste estudo, seis casos apresentaram RH positivo, associados 

ao alto índice proliferativo, e 50 % desses, tiveram associação com superexpressao do HER 2+ 

(luminal B HER21+). Em relação ao subtipo TNBC, os resultadosmostraram uma frequência 

de 40% (Tabela 27). De acordo com a literatura, de 20 a 58% dos casos TNBC expressam PDL1, 

e, a maioria dos estudos mostra expressão geral entre 10 e 20 

% em relação a todos os subtipos (MITTENDORF, et al., 2014; ALI, et al., 2015; HUANG, et 

al., 2019; Dill, et al., 2017; Mori, et al., 2017; QUE. et al., 2017), os nossos resultados mostram 

uma frequência de 21.74% em relação a todos os subtipos (n = 46) (Tabela 27). 

 
Tabela 27. Distribuição do PDL-1 por subtipos tumorais por IHQ. 

 

 
 

 
Subtipos 

PDL-1 positivo 

% (N) 

PDL-1 negativo 

% (N) 

PDL-1 não realizado 

% (N) 

Luminal A 00.0(00) 13.9 (05) 00.0(00) 

Luminal B/HER2- 30.0(03) 52.8 (19) 00.0(00) 

Luminal B/HER2+ 30.0(03) 16.7 (06) 00.0(00) 

HER2+ 00.0(00) 5.5 (02) 00.0(00) 

TNBC 40.0(04) 11.1(04) 100.0(01) 

Total 100.0(10) 100.0 (36) 100.0(01) 

IHC: subtipos imuno-histoquímicos; RE: receptor de estrogênio; RP: receptor de progesterona; HER2: receptor 

do fator de crescimento epidérmico humano 2; Ki67: Marcador de Proliferação; TNBC: carcinoma de mama 

triplo negativo; N: número de casos 



146 
 

 

 

 

Tabela 28. Aspectos clínicos e laboratoriais das pacientes com PDL-1 positivo 
 
 

Identificação, número do caso de acordo com a posição da coleta, CTC, células tumoriais circulantes no sangue 

periférico, Axila += metástase axilar identificada pelo exame US, PDL-1 linfocitos= expressão positiva de PDL- 

1 nos linfócitos, Invasão vascular= detectada pelo exame histológico, Ki-67= marcador do índice proliferativo 

tumoral por imuno-histoquímica, Imunofenotipo; subtipos de acordo com a Conferência de St Gallen. 

 

 
Depois, foram comparados os subtipos tumorais do carcinoma de mama de pior e melhor 

prognosticos, avaliados pelo imunofenótipo (não luminal A, luminal A) com a expressão de 

PDL-1 (Tabela 28) e foi possível constatar que 10 pacientes (21.74 % dos casos malignos) com 

subtipos de pior prognóstico expressavam o marcador. Na avaliação da importância da IHQ para 

comparar os subtipos de pior prognostico não lumial A com o Luminal A com a expressão do 

PDL-1 (Tabela 29), foi observado uma Sensibilidade (S) de 100%, Especificidade (E) de 

13,89%, Razão de Verossimilhança Positiva (RVP) de 1,16; Razão de Verossimilhança 

Negativa (RVN) de 0,00, Valor Preditivo Positivo (VPP) de0,23%, Valor Preditivo Negativo 

(VPN) de 100,00% e Acuracia de 14,06%. Ainda na mesma Tabela, pode-se observar que 

quando foi analisado o desempenho da IHQ para avaliar os subtipos de pior prognóstico de 

forma individual em relação ao luminal A, os resultados mostraram valores de sensibilidade de 

100% em todas as análises, mas a melhor acurácia foi em relação ao resultado TNBC, com valor 

de 55.64% (alta) com RVN 0.00 (acurácia ótima). 
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Tabela 29. Descrição dos grupos de associação de pior prognóstivo e a expressão do PDL1. 

Grupo de associação S E RVP RVN VPP VPN Acurácia 

Grupo 1 100.0% 13.89% 1.16 0.00 0.23% 100.0% 14.6% 

Grupo 2 100.0% 20.83% 1.26 0.00 0,25% 100.0% 20.99% 

Grupo 3 100.0% 38.46% 1,63 0.00 0,32% 100.0% 38.58% 

Grupo 4 100.0% 55.56% 2.25 0.00 0,45% 100.0% 55.64% 

Grupo 1: subtipos doença não lumial A X luminal A; Grupo 2: subtipo doença Luminal B HER2- x luminal A; 

Grupo 3: Subtipo HER2+X luminal A; Grupo 4: Subtipo TNBC X luminal A. Sensibilidade (S), Especificidade 

(E), Razão de Verossimilhança Positiva (RVP); Razão de Verossimilhança Negativa (RVN), Valor Preditivo 

Positivo (VPP), Valor Preditivo Negativo (VPN) e Acuracia (A). 

 

 
6.5. AVALIAÇÃO DOS LEUCÓCITOS EM SANGUE PERIFÉRICO (SP) E EM 

AMOSTRAS DE BIÓPSIA DE PACIENTES COM CDI E SUA RELAÇÃO COM 

OS SUBTIPOS TUMORAIS 

 
Como visto anteriormente, o sistema imune tem um papel importante tanto na 

progressão da doença quanto no tratamento do câncer de mama (CHUNG et al., 2017). O valor 

prognóstico dos linfócitos intratumorais tem sido demonstrado no carcinoma de mama 

(DENKERT et al., 2010; LOI et al., 2013). Além disso, o microambiente tumoral e o aumento 

do infiltrado inflamatório intratumoral está relacionado com taxas de resposta patológica 

completa (pCR) e com a melhora na sobrevida (DENKERT et al., 2010; MAHMOUD et al., 

2011; MOHAMMED et al., 2012; LEE et al., 2013), especialmente nos casos de TNBC (LOI 

et al., 2014; IBRAHIM et al., 2014). Considerando o exposto, neste trabalho, também foi 

avaliado os valores relativos e absolutos dos leucócitos das amostras de sangue periférico (SP) 

e amostras teciduais e a sua relação com a malignidade e subtipos de tumorais. 

A análise relativa e absoluta da população leucocitária e de subtipos de linfócitos foi 

avaliada em SP e no tecido mamário das amostras de core. A Tabela 30 apresenta os resultados 

obtidos para a avaliação das células do sistema imune nas amostras de SP. As pacientes foram 

subdivididas em casos benignos (controle) e malignos (CDI). A partir dessa análise, foi possível 

observar que de todos os tipos de células analisadas somente os linfócitos T gama delta (GD) 

apresentaram redução nos valores relativos (P = 0,011) e absolutos (P = 0,025), nas amostras de 

pacientes com neoplasias malignas quando comparadas às pacientes controle (casos benignos). 

Entre os componentes do microambiente tumoral, pode-se incluir os linfócitos T GD. Essa 

população celular apresenta um potencial único, pois reconhecem as células tumorais de forma 

independente à apresentação do antígeno MHC, e, assim podem 
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iniciar rapidamente a resposta imune, pois possuem a capacidade de ligar a resposta imune inata 

e adaptativa, isso sugere que possam ter um papel promissor na imunoterapia (MORROW, 

ROSEWEIR AND EDWARDS, 2019). No entanto, há trabalhos que mostram que os LT GD 

também podem ter um papel pró-tumorigênico (MA, et al., 2012; REI, et al., 2014; RONG, et 

al., 2016). Em especial, no câncer de mama, há trabalhos que sugerem que a eficácia dos 

linfócitos T GD contra tumores possa estar relacionada aos subtipos moleculares (MORROW, 

ROSEWEIR AND EDWARDS, 2019). Baseado nisso, numa próxima etapa do tabalho foi 

avaliado a associação dos leucócitos com os subtipos de CDI. 

Tabela 30. Leucócitos presentes no sangue periférico das pacientes com CDI, comparados de acordo 

com a malignidade. 
 

Variável Benigno Maligno P 

Leucócitos/mm³ 7395 (3350 – 9670) 7230 (4350 – 15830) 0,619 

Neutrófilos (%Leucócitos) 62,31 (45,84 – 88,95) 62,88 (38,36 – 82,17) 0,722 

Neutrófilos/mm³ 
4422,72 (1688,06 – 

8601,46) 
4461,63 (1825,94 – 10555,07) 0,578 

Monócitos (%Leucócitos) 7,53 (3,44 – 14,64) 6,83 (3,33 – 10,73) 0,403 

Monócitos/mm³ 
533,05 (252,49 – 

976,50) 
473,25 (195,47 – 1218,52) 0,767 

Eosinófilos (%Leucócitos) 1,39 (0,44 – 13,65) 1,45 (0 – 9,29) 0,860 

Eosinófilos/mm³ 96,31 (36,04 – 952,77) 90,21 (0 – 1171,47) 0,897 

Basófilos (%Leucócitos) 0,50 (0,15 – 1,39) 0,61 (0,02 – 1,33) 0,668 

Basófilos/mm³ 33,14 (14,50 – 125,10) 45,20 (1,17 – 166,29) 0,404 

Linfócitos totais (%Leucócitos) 26,83 (3,85 – 40,74) 25,62 (7,95 – 51,49) 0,457 

Linfócitos totais/mm³ 
1754,75 (372,29 – 

3666,60) 
1865,39 (584,72 – 3711,46) 0,527 

Linfócitos T (%Leucócitos) 17,91 (2,99 – 27,31) 17,49 (5,24 – 35,64) 0,627 

Linfócitos T/mm³ 
1208,22 (289,13 – 

2457,90) 
1218,36 (375,72 – 2707,36) 0,638 

Linfócitos TCD4 (%Leucócitos) 11,09 (1,61 – 19,18) 11,48 (2,06 – 20,75) 0,407 

Linfócitos TCD4/mm³ 
681,51 (155,69 – 

1726,20) 
744,46 (110,00 – 1852,56) 0,419 

Linfócitos TCD8 (%Leucócitos) 4,57 (1,33 – 12,84) 4,98 (1,43 – 21,34) 0,911 

Linfócitos TCD8/mm³ 
298,33 (105,43 – 

956,58) 
307,86 (91,61 – 1099,64) 0,867 

Linfócitos T GD (%Leucócitos) 0,90 (0,25 – 4,20) 0,59 (0 – 3,61) 0,011* 

Linfócitos T GD/mm³ 64,80 (19,10 – 293,16) 39,98 (0 – 240,83) 0,025* 

Linfócitos T DP (%Leucócitos) 0,12 (0,02 – 0,61) 0,17 (0,02 – 1,60) 0,409 

Linfócitos T DP/mm³ 9,60 (1,93 – 54,90) 14,51 (1,07 – 117,76) 0,354 

Linfócitos T DN (%Leucócitos) 0,14 (0,03 – 0,69) 0,09 (0,01 – 1,45) 0,076 
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Linfócitos T DN /mm³ 10,17 (2,90 – 51,40) 6,77 (0,95 – 77,43) 0,092 

Linfócitos B (%Leucócitos) 2,64 (0,16 – 5,73) 2,56 (0,49 – 6,71) 0,482 

Linfócitos B/mm³ 
180,04 (11,17 – 

399,95) 
191,08 (26,16 – 518,68) 0,570 

Linfócitos B maduros (%Leucócitos) 2,62 (0,11 – 5,66) 2,54 (0,47 – 6,71) 0,455 

Linfócitos B maduros/mm³ 178,85 (7,68 – 395,07) 188,87 (25,10 – 518,68) 0,570 

Plasmablastos (%Leucócitos) 0,04 (0,01 – 0,14) 0,03 (0 – 0,16) 0,135 

Plasmablastos/mm³ 3,15 (0,67 – 15,30) 2,15 (0 – 16,85) 0,103 

NK (%Leucócitos) 3,36 (0,20 – 8,05) 3,72 (1,15 – 11,81) 0,389 

NK /mm³ 
231,83 (19,34 – 

724,50) 
265,59 (54,39 – 692,99) 0,281 

NK 56++ (%Leucócitos) 0,14 (0,02 – 0,20) 0,15 (0,04 – 4,14) 0,310 

NK 56++/mm³ 8,77 (1,93 – 15,30) 11,48 (2,93 – 320,02) 0,364 

NKT (%Leucócitos) 1,57 (0,13 – 5,14) 1,20 (0,19 – 6,84) 0,748 

NKT/mm³ 94,86 (12,57 – 382,93) 84,14 (16,23 – 503,42) 0,583 

Relação TCD4/TCD8 1,81 (0,74 – 3,97) a 2,04 (0,37 – 8,27) 0,643 

Relação N/L 2,40 (1,12 – 23,10) 2,48 (0,74 – 10,18) 0,781 

Monócitos CD56+ (%monócitos) 6,63 (2,14 – 12,68) 8,13 (0 – 21,23) 0,167 

As diferenças foram testadas pelo teste de Mann-Whitney. *P ≤ 0,05 foi considerado significativo. GD: 

gamma/delta; DP: duplo positivo; DN: duplo negativo; NK: natural killer; NKT: natural killer T; relação N/L: 

relação neutrófilo/linfócito; TCD8: linfócitos T CD8+; TCD4: linfócitos T CD4+. 

 

 
Assim, além de subdividir as pacientes em casos benignos e malignos, os leucócitos 

e populações linfocitárias também foram comparados em relação aos subtipos de CDI (luminal 

A, luminal B HER2-, HER2+ agrupando os subtipos luminal B HER2+ e HER2+ e oTBNC). 

Como pode ser observado na Tabela 31, não foram observadas diferenças 

significativas, com excessão dos valores da relação CD4/CD8 das pacientes com CDI do subtipo 

Luminal A quando comparadas tanto aos casos benignos quanto aos demais subtipos tumorais. 

Essas pacientes apresentaram relação CD4/CD8 superior aos demais grupos (P = 0,017). Ao 

analisar a relação CD4/CD8 em comparação aos subtipos tumorais, pode-se 
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observar que os subtipos mais agressivos, apresentaram maior expressão de CD8 na circulação 

periférica em relação ao CD4 (circulatório). Consequêntemente houve uma diminuição da 

relação CD4/CD8 no sangue periférico nos tumores de pior prognóstico. A alta relação do 

CD4/CD8 observada no subtipo luminal A pode estar relacionada a característica de menor 

agressividade desse subtipo. As células CD4+ (Th1) e CD8+ estão relacionadas com a atividade 

antitumoral e explicações sobre a associação entre as proteínas imunológicase o infiltrado 

inflamatório peritumoral tem importância clínica (BATES, et al., 2006; MAHMOUD et al., 

2011; GU-TRANTIEN et al., 2013; CHUNG et al., 2017). Os linfócitos intratumorais, 

principalmente linfócitos T tem um papel muito importante nas repostas imunes tumorais, e em 

geral os CD8+ são um bom indicador prognóstico (NAITO, et al., 1998; SCHUMACHER, et 

al., 2001; FUKUNAGA, et al., 2004; HIRAOKA, et al., 2006; MATSUMOTO, et al., 2016). 

 
Tabela 31. Leucócitos presentes no sangue periférico das pacientes com CDI, comparados de acordo 

com o subtipo de neoplasia. 
 

Variável Benigno Luminal A Luminal B HER2+ TBNC P 

Leucócitos/mm³ 
7395 (3350 

- 9670) 
7850 (5870 – 

10530) 
6830 (4350 - 

13550) 
7270 (5310 

- 12090) 
5680 (4810 

- 15830) 0,924 

 

Neutrófilos (%Leucócitos) 

62,31 
(45,84 – 
88,95) 

62,23 (48,39 

– 82,17) 

63,92 (38,36 

– 80,94) 

61,57 
(51,59 – 
72,31) 

67,84 (54,63 

– 77,44) 

 

0,977 

 

Neutrófilos/mm³ 

4422,72 
(1688,06 - 
8601,46) 

4381,16 
(3640,03 - 
7377,32) 

4449,34 
(1825,94 - 
9796,71) 

4527,92 
(2828,64 – 
8430,36) 

3876,03 
(2736,96 - 
10555,07) 

 

0,997 

Monócitos (%Leucócitos) 
7,53 (3,44 
– 14,64) 

6,87 (3,33 – 
8,97) 

6,84 (4,57 – 
10,71) 

6,80 (4,98 
– 10,73) 

6,74 (4,65 – 
10,71) 0,907 

 

Monócitos/mm³ 

533,05 
(252,49 - 
976,50) 

602,45 
(195,47 - 
665,50) 

484,72 
(216,16 - 
929,53) 

449,61 
(293,54 – 
782,22) 

463,49 
(242,26 - 
1218,52) 

 

0,981 

Eosinófilos (%Leucócitos) 
1,39 (0,44 
– 13,65) 

0,85 (0 – 
2,15) 

1,6 (0,45 – 
9,29) 

1,40 (0,22 
– 5,98) 

1,37 (0,44 – 
3,10) 

0,793 

 

Eosinófilos/mm³ 

96,31 
(36,04 - 
952,77) 

58,59 (0 - 

175,01) 

94,55 (34,72 

- 1171,47) 

93,19 
(15,99 – 
496,94) 

84,04 (24,99 

- 264,42) 

 

0,851 

Basófilos (%Leucócitos) 
0,50 (0,15 

– 1,39) 
0,74 (0,02 – 

0,97) 
0,61 (0,22 – 

1,23) 
0,59 (0,03 

– 1,33) 
0,55 (0,20 – 

1,22) 0,993 

 

Basófilos/mm³ 

33,14 
(14,50 - 
125,10) 

63,23 (1,17 - 

81,08) 

44,20 (13,88 

- 88,93) 

43,79 (1,67 

– 160,80) 

46,80 (17,04 

- 166,29) 

 

0,889 

 

Linfócitos totais (%Leucócitos) 
26,83 (3,85 

– 40,74) 

28,53 (14,48 

- 41,06) 

26,56 (7,95 – 

51,49) 

26,03 
(20,86 – 
41,07) 

23,17 (10,46 

– 37,30) 

 

0,920 

 

Linfócitos totais/mm³ 

1754,75 
(372,29 - 
3666,60) 

2345,65 
(849,98 - 
3342,28) 

1835,67 
(584,72 - 
3711,46) 

1996,92 
(1410,93 – 
2612,05) 

1688,38 
(1114,48 - 
3179,06) 

 

0,651 

 

Linfócitos T (%Leucócitos) 
17,91 (2,99 

– 27,31) 

20,77 (10,32 

– 33,26) 

18,11 (5,24 – 

35,64) 

16,70 
(13,05 – 
29,53) 

16,07 (7,12 

– 26,93) 

 

0,907 

 

Linfócitos T/mm³ 

1208,22 
(289,13 - 
2457,90) 

1729,93 
(605,78 - 
2707,36) 

1202,32 
(375,72 - 
2570,94) 

1336,17 
(918,67 – 
1883,62) 

1123,24 
(657,05 - 
2407,54) 

 

0,638 
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Linfócitos TCD4 (%Leucócitos) 
11,09 (1,61 

– 19,18) 
17,66 (6,68 – 

20,08) 
10,94 (2,06 – 

20,75) 
11,50 (6,94 

– 14,93) 
10,00 (4,53 

– 16,83) 
0,297 

 

Linfócitos TCD4/mm³ 

681,51 
(155,69 - 
1726,20) 

1478,90 
(392,12 - 
1637,41) 

764,63 
(110,00 - 
1852,56) 

764,63 
(110,00 – 
1852,56) 

633,14 
(240,50 - 
1312,39) 

 

0,163 

Linfócitos TCD8 (%Leucócitos) 
4,57 (1,33 

- 12,84) 

3,03 (1,88 - 

11,49) 

5,13 (1,43 - 

21,34) 

4,36 (2,91 

– 17,29) 

5,42 (2,22 - 

10,08) 
0,637 

 

Linfócitos TCD8/mm³ 

298,33 
(105,43 - 
956,58) 

202,01 
(175,51 - 
935,29) 

288,29 
(91,61 - 
1009,38) 

239,26 
(195,51 – 
1099,64) 

349,69 
(239,48 - 
901,15) 

 

0,673 

Linfócitos T GD (%Leucócitos) 
0,90 (0,25 

– 4,20) 

0,50 (0,19 – 

0,80) 

0,60 (0 – 

3,61) 

0,59 (0,01 

– 1,94) 

0,80 (0,24 – 

2,83) 
0,077 

 

Linfócitos T GD/mm³ 

64,80 
(19,10 – 
293,16) 

31,44 (20,01 

– 65,12) 

41,47 (0 – 

171,84) 

40,92 (0,56 

– 161,21) 

40,08 (24,55 

– 240,83) 

 

0,202 

Linfócitos T DP (%Leucócitos) 
0,12 (0,02 

– 0,61) 

0,22 (0,05 – 

0,66) 

0,21 (0,02 – 

1,60) 

0,17 (0,06 

– 1,36) 

0,19 (0,04 – 

0,57) 
0,863 

Linfócitos T DP/mm³ 
9,60 (1,93 

– 54,90) 

14,67 (4,70 – 

53,72) 

18,55 (1,07 – 

117,76) 

13,45 (3,91 

– 72,22) 

9,52 (2,27 – 

46,49) 
0,834 

Linfócitos T DN (%Leucócitos) 
0,14 (0,03 

– 0,69) 

0,08 (0,06 – 

0,23) 

0,09 (0,01 – 

1,45) 

0,08 (0,03 

– 1,25) 

0,13 (0,06 – 

0,61) 
0,203 

Linfócitos T DN /mm³ 
10,17 (2,90 

– 51,40) 

5,83 (4,70 – 

18,72) 

7,47 (0,95 – 

77,43) 

5,25 (2,32 

– 69,62) 

9,54 (5,36 – 

34,65) 
0,241 

Linfócitos B (%Leucócitos) 
2,64 (0,16 

– 5,73) 

2,85 (1,69 – 

3,46) 

2,52 (0,49 – 

6,71) 

3,09 (1,30 

– 6,04) 

2,48 (1,63 – 

4,81) 
0,785 

 

Linfócitos B/mm³ 

180,04 
(11,17 – 
399,95) 

213,42 
(99,20 – 
347,49) 

162,10 
(26,17 – 
518,68) 

233,92 
(94,51 – 
384,14) 

197,39 
(92,58 – 
231,36) 

 

0,616 

Linfócitos B maduros (%Leucócitos) 
2,62 (0,11 

– 5,66) 

2,76 (1,58 – 

3,41) 

2,48 (0,47 – 

6,71) 

2,76 (1,58 

– 3,41) 

2,47 (1,63 – 

4,80) 
0,766 

 

Linfócitos B maduros/mm³ 

178,85 
(7,68 – 
395,07) 

210,93 
(92,75 – 
330,64) 

160,20 
(25,10 – 
518,68) 

230,83 
(93,06 – 
384,14) 

196,39 
(92,58 – 
230,88) 

 

0,613 

Plasmablastos (%Leucócitos) 
0,04 (0,01 

– 0,14) 

0,08 (0,02 – 

0,16) 

0,03 (0 – 

0,15) 

0,04 (0,01 

– 0,05) 

0,01 (0 – 

0,13) 
0,093 

Plasmablastos/mm³ 
3,15 (0,67 

– 15,30) 

4,90 (1,63 – 

16,85) 

2,05 (0 – 

12,54) 

2,61 (0,73 

– 3,32) 

1,00 (0 – 

6,77) 
0,102 

NK (%Leucócitos) 
3,36 (0,20 

– 8,05) 

1,92 (1,53 – 

3,97) 

3,66 (1,15 – 

11,81) 

3,99 (1,97 

– 6,42) 

3,79 (1,49 – 

9,33) 
0,425 

 

NK /mm³ 

231,83 
(19,34 – 
724,50) 

170,09 
(96,27 – 
265,59) 

280,68 
(54,39 – 
692,99) 

285,42 
(170,17 – 
468,02) 

241,97 
(134,46 – 
486,09) 

 

0,490 

NK 56++ (%Leucócitos) 
0,14 (0,02 

– 0,20) 

0,14 (0,05 – 

0,31) 

0,15 (0,04 – 

4,14) 

0,14 (0,05 

– 0,31) 

0,15 (0,13 – 

0,25) 
0,780 

NK 56++/mm³ 
8,77 (1,93 

– 15,30) 

12,44 (2,93 – 

25,23) 

9,30 (3,37 – 

320,02) 

9,78 (3,09 

– 36,89) 

9,66 (6,25 – 

34,07) 
0,922 

NKT (%Leucócitos) 
1,57 (0,13 

– 5,14) 

1,86 (0,20 – 

3,20) 

0,96 (0,21 – 

6,84) 

1,77 (0,56 

– 6,27) 

1,69 (0,13 – 

5,14) 
0,894 

 

NKT/mm³ 

94,86 
(12,57 – 
382,93) 

122,02 
(21,06 – 
260,48) 

72,42 (16,23 

– 503,42) 

122,02 
(21,06 – 
260,48) 

83,21 (25,90 

– 210,98) 

 

0,718 

Relação TCD4/TCD8 
1,81 (0,74 

– 3,97) a 

4,33 (1,74 – 

8,27) b 

2,04 (0,37 – 

5,91) a 

2,84 (0,65 

– 4,25) a 

1,47 (0,69 – 

3,52) a 
0,017* 

Relação N/L 
2,40 (1,12 

– 23,10) 

2,33 (1,18 – 

5,67) 

2,40 (0,74 – 

10,18) 

2,46 (1,26 

– 3,47) 

2,98 (1,49 – 

7,40) 
0,971 

Monócitos CD56+ (%monócitos) 
6,63 (2,14 

– 12,68) 

6,54 (4,87 – 

15,80) 

7,02 (1,25 – 

21,23) 

9,89 (0 – 

12,01) 

8,34 (2,14 – 

12,68) 
0,347 
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As diferenças foram testadas pelo teste de Kruskal-Wallis, com o teste post-hoc de Dunn-Bonferroni. *P ≤ 0,05 

foi considerado significativo. Letras diferentes indicam valores que são significativamente diferentes entre si. 

GD: gamma/delta; DP: duplo positivo; DN: duplo negativo; NK: natural killer; NKT: natural killer T; relação 

N/L: relação neutrófilo/linfócito; TCD8: linfócitos T CD8+; TCD4: linfócitos T CD4+. 

As mesmas análises foram realizadas nas amostras de tecido, descritas na Tabela 32. 

No entanto, nem todas as populações leucocitárias foram observadas nessas amostras, pois nem 

todos os leucócitos estão presentes no infiltrado intratumoral. Como é possível observar na 

Tabela 32, as amostras malignas (CDI) apresentaram menores valores relativos de células NKT 

(P = 0,028) e maiores valores da relação CD4/CD8 (P = 0,009) quando comparadas às amostras 

benignas (controle). Em relação ao aumento tecidual do NKT, a principal associaçãoé com o 

aumento de estímulo da resposta inata, de forma rápida e inespecífica, com uma provável 

associação relação com prognóstico, que deve ser investigada em estudos futuros. 

Em relação ao aumento individual da concentração tecidual do CD4 e CD8, não houve 

diferenças estatísticas (conforme Tabela 32). Porém na avaliação da relação CD4/CD8 o 

resultado foi significante. Esse resultado esta associado a existencia de uma possível 

mobilização e estímulo aumentados para a produção de CD8, para recrutar linfócitos T CD8 

teciduais. Como consequência há diminuição da resposta T citotóxica (CD8) na destruição 

celular no ambiente tumoral. Como citado anteriormente, o valor prognóstico dos linfócitos 

intratumorais tem sido comprovado no carcinoma de mama (DENKERT et al., 2010; LOI et al., 

2013; BYRNE, et al., 2020). Estudos indicam que o aumento do infiltrado inflamatório intra 

tumoral está relacionado com taxas de resposta patológica completa (pCR) e com a melhora na 

sobrevida (DENKERT et al., 2010; MAHMOUD et al., 2011; MOHAMMED et al., 2012; LEE 

et al., 2013), especialmente nos casos de TNBC (LOI et al., 2014; IBRAHIMet al., 2014). Nos 

resultados do presente estudo, a diminuição de Linfócitos TCD8+ tecidual e o aumento 

significante da relação CD4/CD8, podem estar relacionados com um panorama nãofavorável 

em relação à resposta preditiva e prognóstica das pacientes do estudo. 

 
 

Tabela 32. Leucócitos presentes nas amostras de tecido das pacientes com nódulos de mama, 

comparados de acordo com a malignidade. 
 

Variável Benigno Maligno P 

Neutrófilos (% leucócitos) 9,72 (0,79 – 43,85) 12,73 (0,50 – 64,70) 0,754 

Linfócitos totais (% leucócitos) 90,27 (56,15 – 99,21) 85,38 (35,30 – 99,50) 0,710 

Linfócitos T (% leucócitos) 55,04 (23,89 – 78,57) 61,58 (23,74 – 92,91) 0,389 
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Linfócitos TCD4 (% leucócitos) 19,67 (10,40 – 39,90) 30,55 (1,80 – 63,50) 0,104 

Linfócitos TCD8 (% leucócitos) 32,35 (9,80 – 43,76) 24,33 (10,16 – 72,10) 0,291 

Linfócitos T DP (% leucócitos) 0,00 (0 – 2,87) 0,32 (0 – 15,46) 0,628 

Linfócitos T DN (% leucócitos) 1,21 (0 – 5,43) 1,32 (0 – 9,75) 0,610 

NK (% leucócitos) 10,11 (2,17 – 24,01) 4,63 (0,31 – 29,64) 0,299 

NKT (% leucócitos) 1,55 (0,33 – 36,17) 1,33 (0 – 17,26) 0,028* 

Relação TCD4/TCD8 0,72 (0,48 – 1,32) 1,15 (0,42 – 3,36) 0,009* 

As diferenças foram testadas pelo teste de Mann-Whitney. *P ≤ 0,05 foi considerado significativo. GD: 

gamma/delta; DP: duplo positivo; DN: duplo negativo; NK: natural killer; NKT: natural killer T; relação N/L: 

relação neutrófilo/linfócito; TCD8: linfócitos T CD8+; TCD4: linfócitos T CD4+. 

 

 
Ao comparar as mesmas variáveis em relação ao subtipo de neoplasia, a única diferença 

observada foi na porcentagem de linfócitos T DN, onde as pacientes com CDI luminal B 

apresentaram menores valores de linfócitos T DN quando comparadas às pacientes com o 

subtipo TBNC (P = 0,042, Tabela 33). O restante dos grupos não apresentou diferença 

significativa entre si quando comparadas as subpopulações leucocitárias. 

As células T DN (CD45+, CD3+ e CD4 -, CD8-, pro-T ou timócito), são um tipo de 

linfócito imaturo presente no córtex do timo, em processo de maturação e diferenciação para 

linfócitos T CD4+ e CD8+ (GARCÍA RODRÍGUEZ MC, 1984). Essa população foi descrita 

na análise imunológica do microambiente tumoral de amostras de câncer de pulmão, e foi 

detectada em 1,4% da população (STANKOVIC, et al., 2019). Não foram encontrados dados 

na literatura associando as células T DN em câncer de mama nas bases de dados pesquisadas, 

o que torna a descoberta de difícil interpretação dos resultados no contexto da investigação do 

presente estudo. 
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Tabela 33. Leucócitos presentes nas amostras de teciduais das pacientes com CDI, comparados de 

acordo com o subtipo de neoplasia. 
 

Variável Benigno Luminal A Luminal B HER2 TBNC P 

 
Neutrófilos (% leucócitos) 

 

9,72 (0,79 

– 43,85) 

 

17,74 (4,6 

- 39,58) 

 

16,85 (1,66 

– 64,70) 

 

3,54 (0,50 – 

42,89) 

11,49 

(6,71 
– 

37,95) 

 
0,243 

 
Linfócitos totais (% leucócitos) 

90,27 

(56,15 – 

99,21) 

82,26 

(60,42 – 

95,36) 

83,15 

(35,30 – 

98,34) 

 

96,46 (57,11 

– 99,50) 

88,51 

(62,05 
– 

93,29) 

 
0,372 

 
Linfócitos T (% leucócitos) 

55,04 
(23,89 – 

78,57) 

73,13 
(47,63 – 

79,32) 

47,85 
(23,74 – 

84,30) 

 

73,00 (34,83 

– 92,91) 

61,58 
(38,17 

– 

77,09) 

 
0,110 

 
Linfócitos TCD4 (% leucócitos) 

19,67 

(10,40 – 

39,90) 

 

34,01 (31,2 

– 39,8) 

 

24,89 (1,80 

– 58,70) 

 

33,56 (19,20 

– 63,50) 

25,21 

(15,20 
– 

53,60) 

 
0,236 

 
Linfócitos TCD8 (% leucócitos) 

 

32,35 (9,80 

– 43,76) 

33,77 
(11,83 – 

46,41) 

22,27 
(10,16 – 

72,10) 

 

35,46 (14,06 

– 47,08) 

21,81 
(15,44 

– 

34,08) 

 
0,254 

 

Linfócitos T DP (% leucócitos) 
0,00 (0 – 

2,87) 

0,40 (0 – 

1,02) 

0,32 (0 – 

3,80) 

0,33 (0 – 

15,46) 

0,14 
(0 – 

1,87) 

 

0,914 

 
 

Linfócitos T DN (% leucócitos) 

 
1,21 (0 – 

5,43) a, b 

 
1,57 (0,31 

– 8,62) a, b 

 
0,81 (0 – 

3,57) a 

 
1,34 (0,15 – 

9,75) a, b 

2,76 

(0,68 

– 

5,63) 
b 

 
 

0,042* 

 
NK (% leucócitos) 

 

10,11 (2,17 

– 24,01) 

 

4,88 (0,85 

– 8,02) 

 

5,77 (0,53 – 

27,53) 

 

2,67 (0,31 – 

29,64) 

5,97 

(2,60 

– 

29,17) 

 
0,753 

 
NKT (% leucócitos) 

 

1,55 (0,33 

– 36,17) 

 

1,97 (0,56 

– 3,88) 

 

1,15 (0 – 

17,26) 

 

0,89 (0,15 – 

7,12) 

2,09 
(0,37 

– 

6,74) 

 
0,083 

 
Relação TCD4/TCD8 

 

0,72 (0,48 

– 1,32) 

 

1,15 (0,67 

– 3,36) 

 

1,16 (0,04 – 

2,53) 

 

0,90 (0,41 – 

2,43) 

1,18 

(0,79 

– 

3,12) 

 
0,093 

As diferenças foram testadas pelo teste de Kruskal-Wallis, com o teste post-hoc de Dunn-Bonferroni. *P ≤ 0,05 

foi considerado significativo. Letras diferentes indicam valores que são significativamente diferentes entre si. 

GD: gamma/delta; DP: duplo positivo; DN: duplo negativo; NK: natural killer; NKT: natural killer T; relação 

N/L: relação neutrófilo/linfócito; TCD8: linfócitos T CD8+; TCD4: linfócitos T CD4+. 

 

6.6. AVALIAÇÃO DA EXPRESSÃO DE PD1 E CTLA-4 NOS LINFÓCITOS T 

Além da quantificação dos subtipos linfocitários, nas amostras de SP e das amostras 

teciduais, os linfócitos TCD4 e TCD8 também foram avaliados de acordo com a expressão dos 

marcadores CD279 (PD1) e CD152 (CTLA-4). 
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A Tabela 34 mostra os resultados obtidos na avaliação da expressão de PD1 eCTLA- 

4 nos linfócitos T das amostras de SP. Com base nisso, é possível observar que as amostras 

malignas apresentam uma redução na expressão de CTLA-4 tanto em linfócitos TCD4 (P = 

0,045) quanto linfócitos TCD8 (P = 0,016) quando comparadas às amostras benignas. Em 

relação à expressão de PD1, também foi observada uma redução na expressão desse marcador 

nas amostras provenientes de neoplasias malignas, tanto em linfócitos TCD4 (P = 0,001) quanto 

TCD8 (P = 0,024). 

 
Tabela 34. Expressão de PD1 e CTLA-4 nos linfócitos T do sangue periférico das pacientes com CDI, 

comparadas de acordo com a malignidade. 
 

Variável Benigno Maligno P 

T CD4 CTLA-4 (%TCD4) 3,08 (0,52 – 7,69) 1,75 (0,22 – 8,86) 0,045* 

T CD4 PD1 (%TCD4) 32,51 (14,82 – 43,74) 19,59 (4,69 – 59,13) 0,001* 

T CD8 PD1 (%TCD8) 25,18 (10,86 – 54,67) 15,81 (4,73 – 76,67) 0,016* 

T CD8 CTLA-4 (%TCD8) 3,62 (1,23 – 88,90) 2,00 (0 – 14,53) 0,024* 

As diferenças foram testadas pelo teste de Mann-Whitney. *P ≤ 0,05 foi considerado significativo. TCD8: 

linfócitos T CD8+; TCD4: linfócitos T CD4+. 

Na sequência, também foi avaliado se as alterações nas expressões de CTLA-4 e PD1 

variavam de acordo com o subtipo de neoplasia. Como é possível observar na Tabela 35 e 

Figura 51, as pacientes com CDI subtipo luminal A apresentaram menor expressão de PD1 

tanto em linfócitos TCD4 (Figura 51 Painel A; P = 0,032) quanto linfócitos TCD8 (Figura 51 

Painel B; P = 0,002), quando comparadas às amostras benignas. Além disso, as pacientes com 

CDI HER2+ apresentaram redução na expressão de CTLA-4 em linfócitos TCD8 quando 

comparadas às amostras benignas (Figura 51 Painel C; P = 0,021). Os demais subtipos 

tumorais não apresentaram diferença significativa em relação ao controle (amostras benignas). 

O linfócito T é a célula mais importante na defesa antitumoral e as expressões das 

proteinas PD-1 e as moléculas coestimuladoras negativas CTLA- 4, que estão na sua 

superfície, são reguladores da imunidade tumoral. O CTLA-4 limita a atividade das células T 

jovens durante as respostas imunológicas e o PD-1 reduz a atividade das células T em tecidos 

periféricos (FIFE and BLUESTONE, 2008). A interação esperada do CTLA-4 com moleculas 

ligantes, resulta na diminuição da atividade dos linfócitos T, bloqueando-os, da mesma forma 

que as interações do PD-1 com PD-L1 e PD-L2 reduzem a resposta imune de células T (FIFE 

and BLUESTONE, 2008). A relação diminuída da molécula CTLA-4 não seria esperado em 
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amostra onde 89.3% (n total = 47) são tumores não luminal A (subtipos de pior prognóstico). O 

sistema imunológico pode atacar células normais e células anormais do corpo e usando os 

pontos de verificação que podem ser ativados ou inibidos. Muitas vezes os tumores usam esses 

pontos, para se protegerem do sistema imunológico, evitando que a resposta imunológica atue 

sobre as células tumorais. A imunoterapia tem como alvo esses pontos de controle, 

reestabelecendo as ligações das células do sistema imune no combate às células tumorais 

(KENAN AND TOLANEY, 2020). 

A ligação do PD-1 ao PDL-1 (presente nas células imunes e em algumas células 

tumorais) impede o ataque das células T a outras células do corpo, e inibe a resposta imune 

antitumoral, causando uma evasão da resposta imune. Em contrapartida, a alta expressão dessas 

proteínas, indica uma grande resposta à imunoterapia pelos anticorpos monoclonais que têm 

como alvo PD1 e PDL1, pelo bloqueio das ligações entre essas duas proteínas. Esse estímulo 

da resposta imunológica antitumoral útil é um mecanismos util no controle dos tumores imuno 

responsivos (KENAN AND TOLANEY, 2020; BASSEZ, et al., 2021). 

 
 

Tabela 35. Expressão de PD1 e CTLA-4 nos linfócitos T sangue periférico das pacientes com CDI, 

comparada de acordo com o subtipo de neoplasia. 
 

Variável Benigno Luminal A Luminal B HER2+ TBNC P 

T CD4 CTLA4 (%TCD4) 
3,08 (0,52 

– 7,69) 

1,06 (0,22 – 

4,64) 

1,54 (0,68 – 

6,43) 

1,32 (0,67 

– 3,68) 

2,78 (1,03 

– 8,86) 
0,063 

 
T CD4 PD1 (%TCD4) 

32,51 

(14,82 – 

43,74) a 

 

19,77 (16,17 – 

24,46) a, b 

 

11,59 (5,08 – 

59,13) b 

25,59 (4,69 

– 44,27) 

a,b 

23,00 

(4,71 – 

31,42) a, 

b 

 
0,032* 

 
T CD8 PD1 (%TCD8) 

25,18 

(10,86 – 

54,67) a 

 

20,05 (9,61 – 

38,33) a, b 

 

11,39 (4,73 – 

35,34) b 

 

29,69 (8,96 

– 76,67) a 

15,97 

(8,49 – 

35,53) a, 

b 

 
0,002* 

 

T CD8 CTLA4 (%TCD8) 
3,62 (1,23 

– 88,90) a 

2,14 (0,33 – 

6,17) a, b 

2,14 (0,71 – 

14,53) a, b 

1,07 (0 – 

4,10) b 

2,73 (0,91 
– 5,09) a, 

b 

 

0,021* 

As diferenças foram testadas pelo teste de Kruskal-Wallis, com o teste post-hoc de Dunn-Bonferroni. *P ≤ 0,05 

foi considerado significativo. Letras diferentes indicam valores que são significativamente diferentes entre si. 
TCD8: linfócitos T CD8+; TCD4: linfócitos T CD4+. 
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Figura 51. Expressão de PD1 e CTLA-4 nos linfócitos T sangue periférico das pacientes com 

CDI, comparada de acordo com o subtipo de neoplasia. 
 
 

 
Painel A: Expressão de PD1 em linfócitos TCD4 de acordo com o subtipo de CDI. Painel B: 

Expressão de PD1 em linfócitos TCD8 de acordo com o subtipo de CDI. Painel C: Expressão de 

CTLA-4 em linfócitos TCD8 de acordo com o subtipo de CDI. As variáveis foram analisadas pelo 

teste de Kruskal-Wallis. *P < 0,05. Elementos dos gráficos de caixas: whisker: valores mínimos e 

máximos; linha base da caixa: primeiro quartil; linha superior da caixa: terceiro quartil; linha central 

da caixa: mediana ou segundo quartil. Fonte: O autor. 

 

 

Os mesmos parâmetros da Tabela 34 foram avaliados nos linfócitos T infiltrados no tecido 

tumoral. A Tabela 36 demonstra a expressão de PD1 e CTLA-4 nos linfócitos T encontrados 

nas amostras teciduais das pacientes do estudo, e avaliados de acordo com a malignidade. No 

entanto, não houve diferença significativa na expressão desses marcadores quando comparadas 

as amostras benignas e malignas. 
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Tabela 36. Expressão de PD1 e CTLA-4 nos linfócitos T infiltrados no tecido tumoral das pacientes 

com CDI, comparada de acordo com a malignidade. 
 

Variável Benigno Maligno P 

T CD4 CTLA4 (%TCD4) 2,75 (0 – 6,76) 2,09 (0 – 27,42) 0,699 

T CD4 PD1 (%TCD4) 35,00 (7,69 – 66,08) 29,68 (0,14 – 74,12) 0,261 

T CD8 CTLA4 (%TCD8) 2,29 (0 – 45,01) 2,73 (0 – 44,21) 0,814 

T CD8 PD1 (%TCD8) 31,02 (1,91 – 72,37) 21,01 (0 – 63,57) 0,190 

As diferenças foram testadas pelo teste de Mann-Whitney. *P ≤ 0,05 foi considerado significativo. TCD8: 

linfócitos T CD8+; TCD4: linfócitos T CD4+. 

 

 

Além disso, também não foram encontradas diferenças significativas nesses marcadores 

ao subdividir as pacientes de acordo com o subtipo de CDI (Tabela 37). 

Tabela 37. Expressão de PD1 e CTLA-4 nos linfócitos T infiltrados no tecido tumoral das pacientes 

com CDI, comparada de acordo com o subtipo de neoplasia. 
 

Variável Benigno Luminal A Luminal B HER2 TBNC P 

T CD4 CTLA4 (%TCD4) 
2,75 (0 – 

6,76) 
7,73 (0,50 – 

18,86) 
1,97 (0 – 

7,48) 
2,06 (0 – 

12,00) 
3,74 (0 – 
27,42) 

0,516 

T CD4 PD1 (%TCD4) 
35,00 (7,69 

– 66,08) 
34,00 (19,63 – 

40,58) 
23,68 (0,14 – 

59,84) 
40,00 (1,03 

– 63,07) 
28,29 (3,09 

– 74,12) 
0,531 

T CD8 CTLA4 (%TCD8) 
2,29 (0 – 

45,01) 
5,18 (4,25 – 

15,85) 
1,26 (0 – 

39,10) 
3,45 (0 – 

43,83) 
2,86 (0 – 
44,21) 

0,266 

T CD8 PD1 (%TCD8) 
31,02 (1,91 

– 72,37) 
28,68 (13,45 – 

42,88) 
15,71 (0 – 

55,44) 
25,61 (3,50 

– 63,57) 
21,29 (1,17 

– 40,63) 
0,488 

As diferenças foram testadas pelo teste de Kruskal-Wallis, com o teste post-hoc de Dunn-Bonferroni. *P ≤ 0,05 

foi considerado significativo. Letras diferentes indicam valores que são significativamente diferentes entre si. 
TCD8: linfócitos T CD8+; TCD4: linfócitos T CD4+. 

 

6.7. AVALIAÇÃO DA EXPRESSÃO DE PDL-1 NOS LINFÓCITOS EM 

AMOSTRAS TECIDUAIS 

 
 

A expressão de PDL-1 foi avaliada nos linfócitos infiltrados na amostra tumoral. A 

avaliação de PDL-1 nos linfócitos foi um desafio, devido a autofluorescência da amostra para 

esse marcador. Na Figura 52 é possível observar o resultado de uma paciente com resultado 

falso positivo para a expressão de PDL-1 (Figura 52 Painel A) e um caso verdadeiramente 

positivo (Figura 52 Painel B). Na Figura 52 Painel A, apesar das células PDL1+ (em verde) 

apresentarem a expressão para o marcador de interesse (CD274), as mesmas células 

apresentaram autofluorescência em canais não marcados com anticorpo, como o representado 

pelo PerCP-Cy5, o que indica um resultado falso positivo. Já na Figura 52 Painel B, as células 
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PDL1+ não apresentam autofluorescência em canais não marcados, o que indica um verdadeiro 

positivo. 

Figura 52. Avaliação da expressão de PDL-1 em linfócitos totais infiltrados no tecido tumoral. 
 

Em amarelo estão representados os linfócitos totais. As células destacadas em verde apresentam expressão para o 

marcador PDL1. O painel A representa a amostra de uma paciente que apresentou resultado falso positivo, uma 

vez que as células PDL1+ também se encontram positivas no canal PerCP-Cy5, onde não foi adicionado nenhum 

anticorpo. Já no Painel B, é possível observar um caso verdadeiramente positivo, onde os linfócitos em verde, 

que apresentam expressão de PDL1, não apresentam autofluorescência em PerCP-Cy5. 

 

 
Como comentado acima, das duas pacientes que apresentaram expressão de PDL-1 em 

linfócitos, um dos casos se tratava de uma paciente com amostra benigna, onde 12,90%dos 

linfócitos totais infiltrados apresentaram a expressão de PDL1. O segundo caso positivo foi de 

uma paciente com CDI TBNC, onde 20,30% dos linfócitos expressaram PDL1. Os resultados 

obtidos não são suficientes para conclusões, possivelmente por relação ao tamanho amostral 

para essa variável, ou por baixa sensibilidade do clone estudado por CF (Clone MiH1, BD). 

Entretanto a associação entre o PD-L1 e os subtipos mais agressivos do carcinoma de mama é 

um importante tema de investigação na área da pesquisa clínica (WU et al., 2015; QIN et al., 

2015; MUENST et al., 2014; LI et al., 2016, MAZEL et al., 2015; 

SALMANINEJAD et al., 2019; SCHÜTZ et al., 2017). Com evidências de que essa proteína 
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possa ser um biomarcador significativo nos carcinomas de mama de pior prognóstico 

(MINGHUI et al., 2017). A presença da superexpressão está associada aos casos mais 

agressivos, com imunofenótipo TNBC e com a diminuição da sobrevida (ALI et al., 2015, 

MAZEL et al., 2015; SCHÜTZ et al., 2017; SALMANINEJAD et al., 2019). 

 
6.8. CÉLULAS TUMORAIS CIRCULANTES (CTC) NO SANGUE 

PERIFÉRICO VENOSO PELA EXPRESSÃO DA CK19 POR CF 

 

A pesquisa de CTC por CF foi realizada em 62 amostras do estudo (mulheres com CDI, n 

= 47 e mulheres sem CDI n = 15. Foram detectadas CTC (CK19+) em três casos com doença 

maligna, o que representa 6.38% dos casos com CDI analisados. Ao observamos os resultados, 

na Tabela 38, identificam-se dados robustos, na avaliação da CTC e as variáveis aplicadas. 

 

Na avaliação de presença de malignidade e pesquisa de CTC, a análise de desempenho da 

CF para detecção dessas células mostrou S de 100,00%, E de 12,00%, RVP de 1,14, RVN de 

0,00, VPP,23%, VPN 100,00% com Acurácia de 12,18%. Quando foi avaliado a variável 

histológica de invasão vascular nos casos com diagnóstico CDI, e comparadas a investigação 

das CTC por CF, foi observado que duas pacientes com invasão vascular positiva apresentaram 

CTC detectadas por CF. A análise da variável “metástase a distância” (cM1) no “tempo 0” 

diagnóstico, independente do tamanho do tumor primário comparada ao teste, foi o resultado 

mais impactante do estudo. Nessa avaliação, três de quatro pacientes foram detectadas as CTC 

por CF. Os valores obtidos para a análise dessa variável foram Sensibilidade (S) de 100,00%, 

Especificidade (E) de: 97,73%, Razão de Verossimilhança Positiva (RV+): 44,00; Razão de 

Verossimilhança Negativa (RV-): 0,00, Valor Preditivo Positivo (VPP) de 8,09%, Valor 

Preditivo Negativo (VPN) de 100,00%, com Acurácia de 97,73%. Na análise dos 

imunofenótipos de pior prognostico (não luminal A) com os de melhor prognóstico (luminal A) 

comparado a detecção de CTC, foi constatado que as três pacientes com presença dessas células 

estavam agrupadas no subtipo não luminal A, com S de100,00% E: 11,36% RV+: 1,13; RV-: 

0,00; VPP: 0,23% VPN: 100,00% e Acurácia de 

11,54%. E na análise do desfecho mais grave do paciente com câncer, óbito, em relaçao a análise 

de CTC, mostrou S de 100,00%, E 90,00%, RVP de 10,00, RVN de 0,00, VPP de 1,96%, VPN de 

100,00% e acuracia de 90,02% 
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Os resultados descritos acima mostram valores de acúracia considerados ótimos na análise 

estatistica para a detecção de CTC por CF em três de quatro pacientes com metástase a distância 

(cM1) no diagnóstico “tempo 0”. Com base nos achados pode-se afirmar que a detecção de 

células tumorais circulantes (CTC) no sangue periférico por CF não dimunui o tempo de 

detecção de metástase em paciente clinicamente sem metástase (pacientes cM0). Mas pode ser 

usada como um possível instrumento de acompanhamento prognostico das pacientes com 

resultado negativo de CTC pela CF, para controle oncológico de acompanhamento de mulheres 

cM0, com alta Especificidade e Acurácia. 

Umas das principais causas de metástases são as células dormentes, que ficam na circulação, 

escondidas, silenciosas, assintomáticas e indetectáveis. Quando elas reentram no ciclo celular, 

elas adquirem a capacidade de proliferar e de desenvolver recorrência da doença (EVANS AND 

LIN, 2015). As células dormentes ou êmbolos podem permanecer em estadode "dormência 

ou latência" num estágio G0 do ciclo celular por muitos anos (FEHM et al., 2008). Ainda que 

o uso de tecnologias de biologia molecular e pesquisas de anticorpos possam detectar células 

na medula óssea em até 40% das mulheres com diagnóstico de carcinoma de mama 

(WIEDSWANG et al., 2003; DIEL et al., 1996; BRAUN et al., 2000; GEBAUER et al., 2001; 

COTE et al., 1991), permanece um grande desafio clínico o tratamento eficaz de doenças 

malignas devido à incapacidade de detectar células neoplásicas dormentes na corrente 

sanguínea (SOSA, et al., 2014). Como exposto, conforme descrito por EVANS AND LIN, 2015, 

o método proposto não detectou a população de células dormentes na fase G0, porém foi possível 

detectar células circulantes CK19+ (CTC) em fases proliferativas do ciclo celular no sangue 

periferico, como mostra a Figura 53. 

Figura 53. Êmbolos vasculares e o ciclo celular. 
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Figura esquemática relacionada a detecção de células CTC no sangue periferico pelo método CF e a possível 

relação com a fase proliferativa do ciclo celular e a população de células dormentes da fase G0. Fonte: o Autor. 

A detecção e a relevância prognóstica CTCs em pacientes com carcinoma de mama 

metastático ou em pacientes com doença em estágio inicial fornece evidências adicionais de 

progressão que podem ocorrer (KIMBUNG, et al., 2015; ZHANG, et al., 2012). Como citado 

anteriormente, a metástase tumoral é um grande desafio clínico, responsável pela grande 

maioria das mortes relacionadas ao carcinoma. Embora apenas 5-10% dos pacientes com 

carcinoma de mama recém-diagnosticados apresentem carcinoma que metastatizou para partes 

distantes do corpo (CARDOSO, et al., 2012 GUPTA AND MASSAGUE, 2006; KIMBUNG, 

et al., 2015), no nosso estudo 8,51% das pacientes apresentaram metástase ao recém-diagnóstico 

ou “tempo 0” diagnóstico. 

A maioria das metástases são detectadas anos ou décadas após o diagnóstico e o 

tratamento do tumor primário, as CTCs, células tumorais disseminadas na medula óssea ou 

mesmo DNA de tumor livre de células circulantes (ctDNA) podem ser mais relevantes para fins 

de previsão da progressão da doença e monitoramento da resposta ao tratamento (DAWSON, 

et al., 2013; BIDARD, et al, 2014). Estima-se que até 30% das pacientes com carcinoma de 

mama com linfonodo negativo e uma fração ainda maior de pacientes com doença com 

linfonodo positivo desenvolverão doença metastática apesar de receberem tratamento padrão 

(CARDOSO, et al., 2012; PETO, et al., 2012). Essas estimativas associadas ao fato de que a 

doença recorrente à distância deve geralmente ser vista como uma doença “incurável” indica 

alta carga clínica do carcinoma de mama metastático e ressaltam a demanda urgente por 

melhores estratégias de intervenção clínica para mais de meio milhão de mulheres em todo o 

mundo que ainda morre desta doença anualmente (IARC, 2014, WHO, 2019). 

Há algum tempo já se reconhece que a disseminação do carcinoma de mama é um 

processo organotrópico não aleatório (PAGET, 1989). E a carga tumoral metastática é um 

importante fator prognostico, avaliado pelo número de lesões metastáticas e pela localização 

anatômica. Pacientes com lesões únicas tem maior sobrevida que as pacientes com múltiplas 

lesões (LARGILLIER, et al., 2008). Das 47 pacientes do estudo com diagnostico de CDI, quatro 

apresentaram metástase a distância, sendo um deles com metástase múltiplas, e todas tiveram 

desfecho óbito em menos de seis meses. Dessas, duas pacientes eram do Grupo ID1, abaixo de 

50 anos, portanto fora do grupo de screnning para diagnóstico de carcinoma de mama pela OMS, 

e duas do Grupo ID2 (entre 50 e 69 anos). 
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Tabela 38. Desempenho do teste de avaliação de CTC com variaveis clínicas e anatomopatológicas. 

Variáveis do Teste S E RVP RVN VPP VPN ACURÁCIA 

CTC x CDI 100.0% 12.0% 1.14 0.00 0.23% 100.0% 12.18% 

CTC x invasão vascular 66.67% 70.45% 2.26 0.47 0.45% 99.91% 70.45% 

CTC x cT/cM1 100.0% 97.73% 44.00 0.00 8.09% 100.0% 97.73% 

CTC x não luminal A 100.0% 11.36% 1.13 0.00 0.23% 100.0% 11.54% 

CTC X mcT 100.0% 89.36% 7.33 0.00 1.45% 100.0% 86.39% 

CTC X Óbito 100.0% 90.0% 10.0 0.00 1.96% 100.0% 90.02% 

Tabela de analise de desempenho: CTC (celulas tumorais circulantes, no sangue periferico por citometria de 

fluxo); CDI (carcinoma invasivo da mama); invasão vascular (achado histologico de embolus vasculares); cM1 

(estadio clinico para metástase a distância); não Luminal A subtipos de pior prognsotico pela Conferência de St 

Gallen; mcT (variável clínica de multicentricidade tumoral); óbito (morte ate 6 meses do diagnostico da doença 

primaria); Sensibilidade (S), Especificidade (E), Razão de Verossimilhança Positiva (RVP); Razão de 

Verossimilhança Negativa (RVN), Valor Preditivo Positivo (VPP), Valor Preditivo Negativo (VPN) e Acuracia 

(A). 

 

A variável “desfecho óbito”, foi incluído neste estudo, a partir da informação de quatro 

óbitos em decorrência da doença, durante o período de coleta de dados, e registradosaté 29 

de novembro de 2021. As quatro pacientes do estudo que foram a óbito tinhammetástase 

a distância no “tempo 0” do diagnóstico da doença primária. Os óbitos ocorreram em menos de 

6 meses do diagnóstico. 

Finalmente, o conjunto de resultados obtidos com essa investigação mostra a 

importância da avaliação conjunta dos bimarcadores RE, RP, HER2, Ki-67, CK19, CD8, CD4, 

CD45, CTLA4, PD1 e PD-L1 para o diagnóstico, prognóstico e avaliação do risco de metástase 

em pacientes com carcinoma invasivo da mama foi realizada e os resultados mostraram que é 

possível, após titulação, validação e padronização, empregar as metodologias propostas nos 

pacientes com carcinoma da mama. 

Como principal resultado podemos citar a pesquisa de células tumorais circulantes 

(CTC) no sangue periférico por citometria de fluxo identificou CTC em 3 pacientes com doença 

maligna metastática. O desfecho final dessas pacientes, óbito em menos de 6 meses do 

diagnostico, indica um panorama de doença com progressão extremamente rápida e de 

comprometimento sistêmico ao diagnostico. Esse resultado difere da hipótese inicial, de possivel 

detecção de células dormentes em pacientes clinicamente sem metástase (cM0), mas por outro 

lado a Especificidade e alta Acúracia permitem defender que o resultado negativo é 
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um indicador de bom prognostico. E um excelente método de acompanhamento de doença 

metastática negativa, com alta Especificidade e alta Sensibilidade. 

Pelo fato da maioria das metástases serem detectadas anos ou décadas após o 

diagnóstico da doença primaria, a metodologia de coleta sanguínea para a pesquisa de CTC, 

proposta nesse estudo, poderia ajudar no monitoramento e acompanhamento clínico de 

pacientes com câncer de mama. Entretanto são necessários mais resultados para responder 

questões a respeito da evolução das pacientes. Uma das propostas é realizar um estudo de coorte 

prospectiva, como perspectivas futuras. 

Nosso grupo acredita que a CF possa ser uma importante ferramenta para o diagnostico 

do carcinoma de mama quando utilizada em associação com outros métodos já estabelecidos na 

prática oncológica. E com base nos resultados observados nesse estudo, reconhecemos a 

possibilidade da utilização como instrumento complementar à clínica no acompanhamento das 

pacientes com câncer de mama como um possível papel de marcador deprognóstico de doença 

sistêmica. 

Através da análise dos dados encontrados, identificamos a necessidade de expandir 

estratégias públicas de atenção à saúde para triagem de casos de carcinoma de mama em 

mulheres que atualmente não preenchem os critérios para rastreamento estabelecidos. 

Assim é possível concluir que o desenvolvimento e padronização de exames por 

citometria de fluxo podem trazer resultados mais rápidos, sensíveis e precisos que auxiliam no 

diagnóstico e acompanhamento das pacientes com carcinoma de mama como ferramenta 

complementar, no seguimento de metástase e na avaliação de prognóstico das neoplasias da 

mama. E quando associado às técnicas já estabelecidas por métodos imuno-histoquímicas, pode 

ser de grande importância para o aumento da cobertura diagnóstica, com benefício para as 

pacientes. 
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7. CONCLUSÕES 

 

 

7.1. CONCLUSÕES DO ESTUDO RETROSPECTIVO 

 
• A frequência de CDI em mulheres atendidas no HU/EBSERH/UFSC entre os 

anos de 1994 a 2018 foi de 1335 casos. 

 
• A frequência dos subtipos imunohistoquímicos do CDI no período de 24 anos 

de acordo com a Conferência de St Gallen foi: 

o Luminal A 23.4% 

o Luminal B HER2 (-) 32.0% 

o Luminal B HER2 (+) 9.9% 

o HER2 (+) 6.7% 

o TNBC14.1% 

 

• As prevalências de subtipos de CDI de acordo com a faixa etária no período 

de 24 anos foram: 

 
o Grupo idade 1: 30.7 % (Luminal A); 33.7 % (Luminal B/HER2-); 50.8 % 

Luminal B/HER2+, 24.7% (Luminal B/HER2+) e 38.8 % (TNBC) 

o Grupo idade 2: 48.2 % (Luminal A); 52.5 % (Luminal B/HER2-); 40.9 % 

Luminal B/HER2+, 57.3 % (Luminal B/HER2+) e 42.6 % (TNBC) 

o Grupo idade 3: 21.1% (Luminal A); 13.8 % (Luminal B/HER2-); 8.3 % 

Luminal B/HER2+, 18.0 % (Luminal B/HER2+) e 18.6% (TNBC) 

 

• As prevalências de subtipos de CDI de acordo com as características 

morfológicas de grau histológico no período de 24 anos foram: 

o Grau histológico 1: 51.7 % (Luminal A); 22.2 % (Luminal B/HER2-); 12.9 

% Luminal B/HER2+, 7.9% (Luminal B/HER2+) e 5.3 % (TNBC) 

o Grau histológico 2: 46.3 % (Luminal A); 53.9 % (Luminal B/HER2-); 53.0 

% Luminal B/HER2+, 42.7 % (Luminal B/HER2+) e 22.9 % (TNBC) 

o Grau histológico 3: 1.9 % (Luminal A); 23.9 % (Luminal B/HER2-); 34.1% 

Luminal B/HER2+, 49.4 % (Luminal B/HER2+) e 71.8 % (TNBC) 
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• As prevalências de subtipos de CDI de acordo com a faixa etária e 

características morfológicas de grau nuclear no período de 24 anos foram: 

o Grau nuclear 1: 29.1 % (Luminal A); 11.9 % (Luminal B/HER2-); 4.6 % 

Luminal B/HER2+, 3.4 % (Luminal B/HER2+) e 3.2 % (TNBC) 

o Grau nuclear 2: 60.1 % (Luminal A); 60.9% (Luminal B/HER2-); 44.7 % 

Luminal B/HER2+, 37.1 % (Luminal B/HER2+) e 27.7 % (TNBC) 

o Grau nuclear 3: 10.8 % (Luminal A); 27.2 % (Luminal B/HER2-); 50.7 % 

Luminal B/HER2+, 59.5 % (Luminal B/HER2+) e 69.1% (TNBC) 

 

 
7.2. CONCLUSÕES DO ESTUDO PROSPECTIVO 

 
• A expressão do PDL1 por IHQ está associada a subtipos de pior prognóstico e 

ao alto índice de proliferação tumoral; 

• A avaliação do PDL1 por IHQ apresenta alta sensibilidade, porém baixa 

especificidade; 

• De todos os leucócitos presentes no sangue periférico, somente a população de 

linfócitos T GD apresentaram-se reduzidos nas amostras de pacientes com CDI; 

• Nas amostras de tecido mamário (amostra tecidual) foi observada diminuição 

das células NKT e aumento da relação de linfócitos TCD4/CD8; 

• A população de linfócitos T DN está ligeiramente aumentada no subtipo de CDI 

de bom prognóstico (Luminal A), aumentado nos subtipos de tumores de pior 

prognóstico (HER2+ e TBNC) e diminuído no subtipo Luminal B HER2-; 

• Os linfócitos TCD4 e TCD8 no sangue periférico de pacientes com CDI 

apresentaram variável expressão (aumento e diminuição) dos biomarcadores 

CTLA4 e PD1 quando comparadas ao controle normal, entretanto, essas 

diferenças não foram semelhantes no tecido mamário; 

• As células CTC foram detectadas em 6.38 % dos casos com CDI analisados e 

em 100% dos casos com metástase a distância (cM1). 
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APÊNDICE A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE) 

 
 

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA 

Centro de Ciências da Saúde 

Departamento de Análises Clínicas 

Campus Universitário - Florianópolis, SC, 88049-000, Brasil 

Tel: (48) 3721 8146 

 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE) – 
 

TÍTULO DA PESQUISA: “Importância dos Biomarcadores RE, RP, HER2, Ki67, CK19, CK7/8, CD8 

CTLA-4, PD1 e PD-L1 para o Diagnóstico, Prognóstico e Avaliação do Risco de Metástase em 

Pacientes com Carcinoma de Mama”; que faz parte da pesquisa: Investigação de Novos Alvos 

Imunofenotípicos Aplicados ao Diagnóstico e ao Prognóstico de Neoplasias Hematológicas e Não 

Hematológicas 

 

O(a) Senhor(a) está sendo convidado a participar de uma pesquisa. Antes de decidir se deseja 

participar, é importante que o(a) Senhor(a) entenda por que esta pesquisa será feita. Por favor, leia 

com atenção e cuidado as informações a seguir para que a decisão sobre a sua participação possa ser 

uma decisão bem-informada. Este termo de consentimento livre e esclarecido cumpre as exigências 

contidas nos itens IV. 3 da Resolução CNS nº466/12. 

QUAL OBJETIVO DESTE ESTUDO? O estudo acima refere-se a uma pesquisa que visa investigar 

novos marcadores que sirvam como alvos para o diagnóstico e para o prognóstico de neoplasias não 

hematológicas (carcinoma de mama). Após a coleta do material biológico e realização dos exames 

laboratoriais solicitados pelo médico do senhor(a), a amostra biológica restante será encaminhada para 

a pesquisa. Dessa forma, seus exames não serão alterados ou prejudicados pela realização da 

pesquisa. 

 

EU TENHO QUE PARTICIPAR? Cabe ao senhor(a) decidir se irá ou não participar. Isso não irá afetar 

de maneira nenhuma, o padrão de cuidados que o(a) senhor(a) irá receber. Caso decida participar, 

o(a)senhor(a) irá receber este Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para assinar. Mesmo que 

decida participar, o(a) senhor(a) ainda será livre para sair do estudo a qualquer momento, bastando 

para isso informar a sua desistência. Isso não irá afetar de maneira nenhuma, o padrão de cuidados 

que o(a) senhor(a) irá receber. 

 

EXISTEM RISCOS OU DESCONFORTOS ASSOCIADOS COM A PARTICIPAÇÃO? Não, pois não 

haverá duas coletas, aproveitaremos o mesmo material biológico colhido para os exames laboratoriais, 

dessa forma não há nenhum desconforto adicional. Entretanto, existe um pequeno risco de que o 

senhor(a) possa sentir algum mal-estar durante ou logo após a coleta, porém, caso o senhor 

(a) sinta algo estará bem assistido pelos funcionários do setor de coleta. 

 
QUAIS SÃO OS BENEFÍCIOS ESPERADOS COM A PESQUISA PARA O PARTICIPANTE? Mesmo 

que o(a) senhor(a) não se beneficie diretamente dos resultados da pesquisa informo-lhe que estes 

resultados poderão contribuir futuramente para melhorar o diagnóstico laboratorial de inúmeros 

pacientes. 

TEREI CUSTOS SE PARTICIPAR? TENHO DIREITO A RESSARCIMENTO? Não, por ser voluntário 

e sem interesse financeiro, o(a) senhor(a) não terá nenhum gasto extra e não terá direito a nenhuma 

remuneração ou ressarcimento. A participação na pesquisa não gerará despesas pessoais, nem danos 

porque a participação do(a) senhor(a) será apenas com a doação da amostra biológica colhida para a 

realização dos exames laboratoriais. 
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EU POSSUO ALGUM DIREITO À INDENIZAÇÃO? Caso o senhor(a) tenha algum prejuízo material ou 

imaterial em decorrência da pesquisa poderá solicitar indenização, de acordo com a legislação vigente 

e amplamente consubstanciada em juízo. 

 

MEUS DADOS SERÃO DIVULGADOS? Informamos que não haverá nenhuma avaliação física ou 

entrevistas efetuadas pelos pesquisadores, sendo assim, os dados do seu prontuário serão consultados 

e essas informações serão mantidas sob sigilo absoluto e privado. Os pesquisadores serão os únicos 

a ter acesso aos dados e tomarão todas as providências necessárias para amanutenção do sigilo, no 

entanto, existe a remota possibilidade da quebra do sigilo involuntário e não intencional, cujas 

consequências serão tratadas nos termos da lei. A divulgação dos resultados visaráapenas mostrar os 

possíveis benefícios obtidos na pesquisa em questão e as informações divulgadasno meio científico 

serão anônimas e em conjunto com as informações de todos os participantes da pesquisa. O(a) 

Senhor(a) poderá solicitar informações durante todas as fases da pesquisa, inclusive após a publicação, 

pelos contatos informados no final deste documento. 

COM QUEM DEVO ENTRAR EM CONTATO SE NECESSITAR DE MAIS INFORMAÇÕES? Em 

caso de qualquer dano relacionado ao estudo, ou sempre que o(a) senhor(a) tiver qualquer dúvida 

sobre o estudo, por favor entre em contato com: 

 

Coordenadora do Projeto: 
 

Professora: Maria Cláudia Santos da Silva 

Fone: (048) 3721-8146 

Laboratório de Oncologia Experimental e Hemopatias 

E-mail: maria.claudia.silva@ufsc.br 

Pesquisadores: 
 

Aluna: Daniella Serafin Couto Vieira 

Fone: (048) 3721-9142 

Serviço de Anatomia Patológica, SAP HU UFSC 

E-mail: daniellavieira.hu@gmail.com 

Comitê de Ética em Pesquisa (local): 

 
Eu, confirmo que: 

 

1. Recebi informações sobre o estudo acima, além disso, li e entendi todas as 

informações fornecidas sobre minha participação nesta pesquisa; 

2. Tive a oportunidade de discuti-las e fazer perguntas. Todas as minhas dúvidas foram esclarecidas 

satisfatoriamente e eu voluntariamente concordo em participar deste estudo; 

5. Entendo que receberei uma cópia assinada deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. 

 
6. Concordo em participar deste estudo. 

 
 

Assinatura do participante Nome do participante 
 

Data: / /  

mailto:maria.claudia.silva@ufsc.br
mailto:daniellavieira.hu@gmail.com
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APÊNDICE B – QUESTIONÁRIO DA PESQUISA 
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APÊNDICE C - TÉCNICA PARA REALIZAÇÃO DE CITOMETRIA DE FLUXO 

NO SANGUE E TECIDO 

 

Técnica para realização de citometria de fluxo no sangue e tecido: 

PREPARO DE AMOSTRAS DE MAMA: MATERIAIS E REAGENTES: 

o Placa de Petri 

o Bisturi 

o Pinça 

o Bastão de vidro 

o Filtro 

o 2 tubos de citômetro 

o PBS 

ETAPAS: 

o Cortar a amostra com bisturi numa placa de Petri 
o Transferir a amostra para um tubo de citômetro, adicionar PBS de acordo com 
a quantidade de tubos a serem marcados – 100 microlitros por tubo e 100 microlitros 
a mais como margem de erro. – Exemplo 4 tubos 400 microlitros + 100 microlitros. 
Macerar com o bastão de vidro 
o Em um tubo novo, filtrar a suspensão obtida, deve ajudar a retirada da amostra 
com a ponteira e devolver a biópsia para o primeiro tubo. 
o Prosseguir a marcação de anticorpos (membrana ou intracito) 

MARCAÇÃO DE ANTICORPOS DA MEMBRANA 

• No tubo 1 e tubo 2 tubo, adicionar 100 microlitros de sangue 
• Adicionar os anticorpos de membrana 

• Homogeneizar em vortex 

• Incubar por 15 minutos na ausência de luz 

• Adicionar 2 ml de lisante (no sangue) e se for biópsia, 1 ml. 

• Incubar por 15 minutos na ausência da luz 

• Centrifugar por 5 minutos a 1500rpm 

• Retirar o sobrenadante 

• Retirar o lisante com seringa aspirando todo o líquido. 

• Suspender em 200 microlitros de PBS (vortex) para as biópsias e 400 

microlitros de PBS (vortex) para amostra de sangue 

• Proceder com a aquisição no citômetro 

 

MARCAÇÃO DE ANTICORPOS INTRACITOPLASMATICOS 

 

• Em 1 tubo, adicionar 100 microlitros de amostra 

• Adicionar os anticorpos de membrana 

• Homogeneizar em vortex 

• Incubar por 15 minutos na ausência de luz 

• Adicionar 100 microlitros do reagente A (fixação) 

• Incubar por 15 minutos na ausência da luz 

• Adicionar 4 ml de PBS 

• Centrifugar por 5 minutos a 1500 rpm 

• Retirar o sobrenadante 
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• Ressuspender o pellet em vortex VIGOROSAMENTE 

• Adicionar 100 microlitros de Reagente B (forma os poros) 

• Adicionar os anticorpos intracito 

• Homogeneizar em vortex em baixa rotação 

• Incubar 15 minutos na ausência da luz 

• Adicionar 4 ml de PBS 

• Centrifugar por 5 minutos a 15000rpm 

• Retirar o sobrenadante 

• Ressuspender em 200 microlitros de PBS (vortex) para as biópsias e 400 

microlitros de PBS (vortex) para amostra de sangue 

• Aquisição em citômetro 

 
 

METODOLOGIA “BULK LYSIS” – SANGUE PARA TUBO 3: MÉTODO DOENÇA 

RESIDUAL MÍNIMA (DRM) 

 

• Em um tubo Falcon de 50mL, colocar a solução lisante (geladeira) e água 
destilada, conforme tabela abaixo: 

Tabela de diluição do lisante Excellyse Live (Exbio) ou PharmLyse (BD) (1:10) 45 ml 

Volume de água destilada (ml) 5 ml Volume de lisante concentrado (ml) 

• Adicionar ao tubo Falcon com solução lisante diluída o volume 2 ml de sangue. 

• Lavar bem a pipeta Pasteur, ou ponteira, e tubo (caso não sobre mais amostra), 

a fim de coletar todas as células. 

• Homogeneizar por 15 minutos em agitador automático; 

• Centrifugar por 10 minutos a 2300 rpm (Utilizar o programa 11); 

• Retirar o sobrenadante com pipeta Pasteur. Deixar cerca de 300 uL de suspensão 

(com o pellet de leucócitos) no tubo; 

• Adicionar 2 ml de PBS BSA 0,2% com uma pipeta Pasteur bem devagar, 

aspirando e soltando o volume, para ressuspender a amostra desfazendo os grumos 
de células; 

• Completar o volume com PBS BSA 0,2% e homogeneizar por inversão; 

• Centrifugar por 5 minutos a 2300 rpm (Utilizar o programa 11, parar quando der 
5 minutos); 

• Retirar o sobrenadante, com pipeta Pasteur; 

• Adicionar 2 ml de PBS BSA 0,2% com uma pipeta Pasteur bem devagar, 
aspirando e soltando o volume, para ressuspender a amostra desfazendo os grumos 

de células; 

• Transferir o volume para um tubo de 5mL (tubo de citômetro); 

• Lavar o tubo Falcon de 50 ml original com mais 2 ml de PBS BSA 0,2% a fim 

de coletar as células que permaneceram (passar no vortex para coletar as células da 

parede do tubo Falcon) e adicionar esse volume ao mesmo tubo de 5mL; 

• Homogeneizar por inversão e centrifugar por 5 minutos a 2000 rpm; 

• Retirar o sobrenadante e acrescentar o volume de PBS necessário para a 

quantidade de tubos da marcação (100uL de amostra por tubo) e mais um volume 
reserva para futuras análises (por segurança) (50uL); 

• No tubo de marcação da DRM, AMOSTRA DE SANGUE, pipetar 100uL de 
amostra, adicionar os anticorpos monoclonais e prosseguir a técnica de marcação 

(membrana ou citoplasmática). 
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• Quando há mais tubos de DRM, em um dos tubos adicionar todo o volume de 

amostra necessário para a marcação (ex: 200uL) e adicionar os anticorpos comuns 
(backbones). 

• Distribuir 100 uL de amostra marcada com os anticorpos comuns para os outros 

tubos e prosseguir a técnica de marcação (membrana ou citoplasmática). 

• No tubo 3, bulk lises e depois faz as marcações de membrana e intracito 

• Tubo célula 4: 10 microlitros de sangue+ 90 microlitros de PBS + Lisante 

 
MARCAÇÃO DE ANTICORPOS DO MEMBRANA 

• No tubo 1 e tubo 2 tubo, adicionar 100 microlitros de sangue 

• Adicionar os anticorpos de membrana 

• Homogeneizar em vortex 

• Incubar por 15 minutos na ausência de luz 

• Adicionar 2 ml de lisante (no sangue) e se for biópsia, 1 ml. 
• Incubar por 15 minutos na ausência da luz 

• Centrifugar por 5 minutos a 1500rpm 

• Retirar o sobrenadante 

• Retirar o lisante com seringa aspirando todo o líquido. 

• Suspender em 200 microlitros de PBS (vortex) para as biópsias e 400 

microlitros de PBS (vortex) para amostra de sangue 

• Proceder com a aquisição no citômetro 

 

MARCAÇÃO DE ANTICORPOS INTRACITOPLASMATICOS 

 

• Em 1 tubo, adicionar 100 microlitros de amostra 

• Adicionar os anticorpos de membrana 

• Homogeneizar em vortex 

• Incubar por 15 minutos na ausência de luz 

• Adicionar 100 microlitros do reagente A (fixação) 

• Incubar por 15 minutos na ausência da luz 

• Adicionar 4 ml de PBS 

• Centrifugar por 5 minutos a 1500 rpm 

• Retirar o sobrenadante 

• Ressuspender o pellet em vortex VIGOROSAMENTE 

• Adicionar 100 microlitros de Reagente B (forma os poros) 

• Adicionar os anticorpos intracito 

• Homogeneizar em vortex em baixa rotação 

• Incubar 15 minutos na ausência da luz 

• Adicionar 4 ml de PBS 

• Centrifugar por 5 minutos a 15000rpm 

• Retirar o sobrenadante 

• Ressuspender em 200 microlitros de PBS (vortex) para as biópsias e 400 

microlitros de PBS (vortex) para amostra de sangue 

• Aquisição em citômetro 
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APÊNDICE D - DESCRIÇÃO DO MÉTODO DE COLETA DE AMOSTRAS 

HUMANAS 

 

Par coletar a core biópsia guiada por USG, coloca-se a paciente em decubito dorsal 

com os membros superiores elevados para tras (Figura 45). Inicia-se a inspeção das mamas 

seguida da palpação localizar o nódulo. Após identificar o nódulo com o transdutor do US 

(Figura 45), verificam-se as medidas, a localização,a densidade mamográfica e os contornos 

do nódulo. Em seguida avalia-se com o transdutor a axila, se presença ou não de linfonodos 

suspeitos. 

 

Figura – 4.1 – Posicionamento da paciente durante o exame de US de mama. 
 

A Figura 4.1 mostra o posicionamento da paciente em decubito dorsal,com braços elevados e o posicionamento 

do transdutor do US para identificação do nódulo suspeito. Fonte: o Autor: Aquarela sobre papel canson, 

21x29,7 cm, 300g/m². 

 

 
 

Após marcar a pele e assepsia, executa-se a anestesia seguida de uma pequenaincisao 

cutânea com o bisturi. No local da incisão insere-se a agulha de biópsia seguindo o trajeto já 

realizado na anestesia (Figura 4.2). Orienta-se a agulha paralelamente ao nódulo 
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(Figura 4.3 Painel A). Retiram-se três fragmentos para o exame anatomo patológico de rotina 

e na sequência dois fragmentos para a investigação na pesquisa. 

 

Figura – 4.2 Posicionamento da agulha de coleta de core biópsia em relação ao nódulo. 
 

A imagem mostra o posicionamento da agulha em relação ao nódulo suspeito. Fonte: o Autor: 

Aquarela sobre papel canson, 21x29,7 cm, 300g/m². 

 
Imediatamente após a seleção da amostra para o exame anátomo patológico, inicia-se 

a seleção de amostra para o CF. Conforme exemplificado na Figura 38 que representa o esquema 

da metodologia desenvolvida para amostras de mama para citometria de fluxo. 
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Figura – 4.3 Desenho representa posicionamento e distribuição das amostras teciduais para as 

análises. 
 

No Painel A mostra o posicionamento da paciente em decubito dorsal, o posicionamento do transdutor do US e 

da agulha para coleta da amostra. No B observa-se a distribuição dos fragmentos de core de mama e a relação 

com os exames histológico e Citometria de fluxo. Fonte: o Autor: Aquarela sobre papel canson, 21x29,7 cm, 

300g/m². 

 

 

Processamento do tecido para CF 

 
 

As amostras de tecido mamário em 1 ml de soro fisiológico a 0.9%, imerso em caixa 

refrigerada, foram processadas em no máximo 2 horas aps a coleta. 

Antes da marcação, a amostra foi desagregada para obtenção de suspensões 

celulares, conforme metodologia padronizada no item 5.2.7 

Apos a maceração e preparo dos “tubo célula” (TC), “tubo 1 biópsia” (T1B), “tubo 2 

biópsia” (T2B). 

Prosseguiu-se a marcação dos anticorpos de membrana e intracito, conforme descrito 

na Tabela 18 e no item APÊNDICE C. 

 

As amostras de tecido e sangue foram incubadas com os anticorpos monoclonais 

específicos, descritos na Tabelas 18 e 19, e a metodologia seguiu as orientaçãoe expressas no 

Apêndice C. Todas os tempos fotram controlados conforme Figura 56. 
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Figura 4.4 – Controle do período de incubação. 

 

Mostra o controle de tempo dos períodos de incubação, de forma simultânea. 

 

AMOSTRA DE SANGUE PERIFERICO PARA CF 

 
 

Após a coleta da amostra tecidual, foram coletados dos 2 tubos K2 EDTA “BD 

vacutainer® com 4 ml de sangue periferico em cada. 

 
PROCESSAMENTO DO TECIDO PARA EXAME ANÁTOMO PATOLOGICO 

 
 

As amostras teciduais encaminhadas ao estudo anatomopatológico foram preparadas 

de acordo com os procedimento da ULAP/HU/EBSERH/UFSC. Após o registro da amostra e 

conferência de informações clinicas, as amostras foram encaminhadas para exame 

macroscópico, para descrição do número de fragmentos, da forma e dimensões em cm, a cor e 

consistência (Figura 48 A e B). Os fragmentos são dispostos paralelamente em cassetes 

identificados pelo número de registro do caso e enviados para o processador de tecidos (Figura 

48 C). 
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Figura 4.5 – Procedimentos na sala de macroscopia. 
 

Observam-se as etapas do exame de macroscopia para o preparo fragmento da biópsia de mama. 

Fonte: o Autor. 

 

As biópsias de mama foram processadas em processador de tecidos automatizado 

Excelsior AS (marca Thermo Scientific) Figura 4.6, passando pelos estágios de desidratação, 

clarificaçao e impregnação em parafina a 60⁰C. Conforme recomendação do fabricante 

(https://assets.thermofisher.com) e especificação de procedimento da 

ULAP/HU/EBSERH/UFSC. 

 

Figura 4.6 –Processador de tecidos com funções especificas. 
 

Configurações do aparelho utilizado na ULAP, as funções para iniciar os programas e lavagens e a avaliação do 

estado dos reagentes e dos filtros. Fonte: o Autor. 

https://assets.thermofisher.com/
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Após o processamento dos tecidos, os cassetes são acondicionados na central de 

inclusão CI2014 (marca LupeTec) e a metodologia segue o manual de intruções do fornecedor 

https://lupetec.com.br/. 

Com o auxílio de uma pinça previamente aquecida, os tecidos são posicionados em 

parafina, no interior de um molde com parafina líquida com a superfície a ser seccionada para 

baixo. Após o resfriamento da parafina, os blocos de parafina com o material incluído são 

numerados (Figura 4.7). 

 

Figura 4.7 – Finalização da inclusão em bloco de parafina com cassete. 

 

Processo final da produção do bloco de parafina com amostra de mama, no detalhe a colocação do 

número. Fonte: o Autor. 

 

 
Com o bloco numerado e pronto, (Figura 4.8 Painel A) as amostras de mama são 

posicionadas no micrótomo semiautomático (LEICA RM 2245) seccionadas com espessura de 

3µm, como uma fita (Figura 4.8 Painel B), e dispostas em banho frio para selecionar o melhor 

corte (Figura 4.8 Painel C). No banho frio realiza-se a “pesca” da amostra em lâmina de vidro. 

Em seguida passa para um banho-maria quente (pré-aquecido a 60ºC) (veja seta na Figura 4.8 

Painel D) para que o tecido ou células dilatem na lâmina permitindo uma melhor visualização 

da amostra nas etapas seguintes. Após a identificação da lâmina com os dados dorespectivo 

cassete, a lâmina é colocada em estufa para desparafinar e a temperatura para o derretimento da 

parafina é entre 70ªC a 80ª. 

https://lupetec.com.br/
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Figura 4.8 – Etapas do corte histológico. 

 
Processo de produçaõ do corte histológico das amostras de mama, no detalhe (C) a escolha do melhor corte para 

preparo da lâmina. Fonte: o Autor. 

 

 
Após no mínimo 30 minutos de desparafinação das lâminas na estufa (tempo 

necessário para que o material fixe no vidro), as lâminas são colocadas em cesta de inox (Figura 

4.9) e seguem o processo de coloração pela Hematoxilina e Eosina (HE) e montagem, conforme 

POP.ULAP – TEC.005.2020 – página 3/13. Disponível em POP.ULAP.TEC.005.2020 - 

COLORAÇÃO E MONTAGEM.pdf, acesso 31/08/2021. 
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Figura 4.9 -Cesta de inox para coloração manual em HE. 

 

Lâminas histológicas dispostas paralelamente nos intervalos da cesta de inox pós coloração em HE. 

Fonte: o Autor. 

 

Figura 4.10 – Bandeja com sequência de lâminas coradas em HE 
 

Sequência de casos em ordem cronológica para análise das características morfológicas em HE. 

 
PROCESSAMENTO IMUNOHISTOQUÍMICO (IHQ) 

 
 

Os exames de Imuno-histoquímicaforam feitos através do método semi-automatizado 

utilizando o equipamento VENTANA - modelo Benchmark XT (Figura 4.11) seguindo as 

orientações do POP.ULAP.TEC.0010.1.2020 - IMUNOISTOQUÍMICA SEMI- 

AUTOMATIZADA (VENTANA BENCHMARK XT).pdf e descritas no APÊNDICE E, e os 

anticorpos estudados foram utilizados conforme Tabela 20. 

Para as 62 amostras foram realizadas reações para os anticorpos CK POOL, CK19, 

CD8, CD4, CD45, PD-L1, PD1 e CTLA4, com 3 micra de espessura, em lâminas silanizadas. 

Em todos os 47 casos malignos foram avaliados os biomarcadores RE, RP, HER2 e 

Ki67 na rotina diagnóstica e os resultados foram incluídos na investigação, conforme descrito 
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nos objetivos. Para além, todos os casos malignos com suspeita de carcinoma lobular ou 

fenótipo sugestivo de carcinoma lobular foram realizados e-caderina. 

Controles externos positivos foram usados em todas as reações de todos os casos. 

 
 

Figura 4.11- Equipamento VENTANA - modelo Benchmark XT 
 

Equipamento VENTANA - modelo Benchmark XT, para realização de imuno-histoquimica semiautomatizada. 

Fonte: o Autor. 

 

 
 

As lâminas em HE e as do estudo IHQ foram analisadas pela pesquisadora em 

microscópio Optacm (O500R) com aumento de 40X e 100X para as os cortes corados em HE 

e imunorreações de RE, RP, CK POOL, CK19, CD8, CD4, CD45, e aumento de 100X e 200X 

para a avaliação das imunorreações do HER2, KI67, PD-L1, PD1 e CTLA4, com marcações 

das variáveis de interesse seguiram recomendação do AJCC 2018, WHO 2019 e fabricantes 

específicos de cada anticorpo, APÊNDICE F. 

Todos os dados foram transcritos e armazenados em um arquivo com a pesquisadora 

principal e as variáveis numéricas foram transcritas em tabela Excel ®. 
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APÊNDICE E - PAINEL DE ANTICORPOS PARA EXAME POR CITOMETRIA DE 

FLUXO 

 

Painel de anticorpos estudados nos tubos sangue e tecido (8° revisão, janeiro 2021). 

• Fazer: 7AAD + CD54, para verificar viabilidade cellular antes de rodar os tubos. 

Fazer “FMO” nos tubos “FITC” e “PE”, 

• 7AAd é um ligante do DNA, entra na celula rompida, ligando no DNA das celulas 

mortas, marcando celulas lisadas 

 

Sangue FITC PE 
PERCP 

PC5.5 
PC7 APC APCH7 PB 

PO 

V500 

 

 

 

Tubo 1 

 

 
CD8 

3 µl 

 

 

Belkman 

Coulter 

 

 
CD56 

5µl 

 

 

Belkman 

Coulter 

 

 
CD5 

2 µl 

 

 

Belkman 

Coulter 

 
CD19/GD 

1 µl 

Belkman 

Coulter 

2 µl 

ExBio 

 

 
CD3 

5 µl 

 

 

Belkman 

Coulter 

 

 
 

CD38 

2 µl 

 

 

BD 

CD20/CD4 

3 µl 

Belkman 

Coulter 

1 µl 

Clone RPA-T4 

BD 

biosciences 

 
CD45 

1 µl 

 

 

Clone Hi30 

BD 

biosciences 

 

 

 
Tubo 2 

CD8 

3 µl 

PD1 (CD279) 

3 µl 

 

 

 

 
X 

CTLA4 

(CD152) 

5 µl 

 
CD3 

5 µl 

 

 

 

 
CD 14 

CD4 

1 µl 

CD45 

1 µl 

 

 

Belkman 

Coulter 

Clone EH 

12.2H7 

Biolegend 

 
Clone LD 3 

D10 

Biolegend 

 
Belkman 

Coulter 

Clone RPA-T4 

BD 

biosciences 

Clone Hi30 

BD 

biosciences 

 
Tubo 3 

CK19 

2,5 µl 

  

 

 

X 

 

 

 

 

 
X 

PAN CK 

0,5 µl 

  CD45 

1 µl 

Bulki 

Lysis 

 
Clone A53 

B/A2 

Invitrogen 

 
Clone Can 5.2 

BD 

Pharmingen 

 
Clone Hi30 

BD 

biosciences 

 

 

Tecido FITC PE PERC 

P 

PC7 APC APCH7 PB PO 

Tubo 

1 

CD16 PD1 (CD279) 

3 µl 

 CTLA4 

5 µl 

CD3 

5 µl 

CD8 

2 µl 

CD4 

1 µl 

CD45 

1 µl 

 

Clone EH 

12.2H7 

Biolegend 

 

Clone LD 3 

D10 

Biolegend 

 

Belkman 

Coulter 

 

Clone SK1 

BD 

biosciences 

 

Clone RPA- 

T4 

BD 

biosciences 

 

Clone Hi30 

BD 

biosciences 

Tubo 

2 

CK19 

5 µl 

PDL-1 (CD274) 

20 µl 

 CTLA4 

5 µl 

PAN CK 

0,5 µl 

X CD3 CD45 

1 µl 

 

Clone A53 

B/A2 

Invitrogen 

 

Clone MiH1 

BD Pharmingen 

 

Clone LD 3 

D10 

Biolegend 

 

Clone Can 5.2 

BD Pharmingen 

 

Clone Hi30 

BD 

biosciences 
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APÊNDICE F – INFORMAÇÕES DE PADRONIZAÇÃO 
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