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RESUMO 

Introdução: O câncer de mama é o tumor mais comum entre as mulheres, com exceção dos 

tumores de pele não melanoma, e uma doença muito heterogênea. Na última década foram 

identificados basicamente 5 subtipos moleculares intrínsecos: Luminal A, Luminal B, HER2, 

Basal, Claudina-low, e o subgrupo Normal breast-like. A teoria das células-tronco cancerosas 

considera que o tumor se origina a partir de uma pequena população de células-tronco que 

perdem o mecanismo de auto-regulação, e passam a se diferenciar e proliferar indefinidamente. 

Muitos estudos têm demonstrado que células com o fenótipo CD44
+
/CD24

-
 tem propriedades 

tumorigênicas e podem ser utilizadas como marcadores de células-tronco nas neoplasias de 

mama. O objetivo deste estudo é avaliar a correlação entre o fenótipo CD44
+
/CD24

-
 e os 

diferentes subtipos moleculares em amostras de carcinoma ductal invasor. Material e Métodos: 

Foram selecionados 133 casos de carcinomas ductais mamários submetidos a cirurgia na Unidade 

da Mama do Hospital Nossa Senhora das Graças,  no período de janeiro de 1998 a julho de 2009. 

Os casos foram selecionados se maneira não consecutiva, de modo a representar de maneira 

significativa os quatro subtipos moleculares intrínsecos com base nos critérios 

imunoistoquímicos (Luminal A, Luminal B, HER2, e Triplo negativo). As amostras foram 

distribuídas em doze microarranjos de tecidos (TMAs). Foi pesquisada a expressão 

imunoistoquímica dos marcadores CD44, CD44v6 e CD24. O fenótipo CD44
+
/CD24

-
 e os 

marcadores imunoistoquímicos isolados foram correlacionados com os subtipos moleculares 

intrínsecos e com os fatores prognósticos clássicos como idade, grau histológico, tamanho do 

tumor, e envolvimento linfonodal. Resultados: A partir da amostra final (n=133) obtivemos 42 

(31,6%) casos Luminais A, 31 (23,3%) Luminais B, 21 (15,8%) HER2, e 39 (29,3%) Triplo 

negativos. Houve 50% de positividade para o marcador CD44 e 68,2% para o marcador CD44v6. 

A frequência do marcador CD24 foi 79,8%. Dezoito (14%) casos expressaram o fenótipo 

CD44
+
/CD24

-
 (CD44

+
/CD24

-
 ou CD44v6

+
/CD24

-
), dos quais 11,1% foram Luminal A, 27,8% 

Luminal B, 38,9% HER2, e 22,2% Triplo negativos. Na comparação entre o fenótipo 

CD44
+
/CD24

-
 e os subtipos moleculares houve diferença estatisticamente significativa entre os 

grupos (p=0,02), sendo que o subtipo HER2 foi o que apresentou a maior frequência deste 

fenótipo. Foi observado também que o subtipo HER2 apresentou menor positividade do marcador 

CD24 em relação aos outros subtipos com significância estatística: Luminal A (p=0,018), 

Luminal B (p= 0,044), e Triplo negativo (p=0,031). Conclusões: Este estudo demonstrou uma 

correlação entre o fenótipo CD44
+
/CD24

- 
e o subgrupo HER2. Ao contrário do que era esperado 

foi encontrado uma frequência maior do marcador CD44v6 (68,2%) em relação ao CD44 (50%), 

demonstrando uma maior sensibilidade da isoforma variante em relação à principal. A falta de 

expressão do CD24 esteve mais bem correlacionada aos subtipos moleculares do que a expressão 

isolada do CD44 ou CD44v6. 

  

Palavras chave: Câncer de mama, fenótipo CD44
+
/CD24

-
, subtipos moleculares, células-tronco. 
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ABSTRACT 

Introduction: Breast cancer is the most frequent tumor in women, except skin tumors non 

melanoma, and is a very heterogeneous disease. In the last decade there were identified basically 

5 intrinsic molecular subtypes: Luminal A, Luminal B, HER2, Basal, Claudin-low and a Normal 

breast-like group. The cancer stem cells model assumes that the tumor originates from a 

small population of stem cells that lose the regulation of the self-renewal process leading to 

differentiation and proliferation. Many studies has shown that cells with the phenotype 

CD44
+
/CD24

-
 have tumor-initiating properties and can be used as a stem cells marker in breast 

cancer. The aim of this study was to investigate the correlation of the phenotype CD44
+
/CD24

-
 

and the different molecular subtypes in ductal invasive breast cancer. Methods: We selected 133 

non-consecutive samples of invasive ductal carcinoma, who underwent surgery at Breast Unit of 

the Hospital Nossa Senhora das Graças, in the period of January 1998 to July 2009. Cases were 

selected in a non-consecutive manner, in order to represent the four intrinsic molecular subtypes 

by immunohistochemical criteria (Luminal A, Luminal B, HER2, and Triple Negative) and 

distribute them in twelve tissue microarrays (TMAs). We tested by immunohistochemical 

staining the expression of CD44, CD44v6, and CD24. The phenotype CD44
+
/CD24

-
 and the 

immunohistochemical markers were correlated with the intrinsic molecular subtypes, and the 

classic prognostic factors as age, histological grade, tumor size and lymph node. Results: From 

our sample (n=133), 42 (31,6%) cases were Luminal A, 31 (23,3%) Luminal B, 21 (15,8%) 

HER2, and 39 (29,3%) triple negative. There were 50% positivity for CD44, and 68,2% positivity 

for CD44v6. The frequency of CD24 was 79,8%. Eighteen (14%) cases present with the 

phenotype CD44
+
/CD24

-
 (CD44

+
/CD24

-
 or CD44v6

+
/CD24

-
), of which 11,1% were Luminal A, 

27,8% were Luminal B, 38,9% were HER2 and 22,2% were triple negative. There was a 

difference statistically significant between the phenotype CD44
+
/CD24

-
 and the molecular 

subtypes (p=0,02), being this phenotype more common in the HER2 subgroup. It was also 

observed that HER2 subtype was related to less CD24 expression in comparison to the other 

molecular subtypes: Luminal A (p=0,018), Luminal B (p= 0,044), and Triple negative (p=0,031). 

Conclusions: This is the first study that demonstrated a correlation between the phenotype 

CD44
+
/CD24

-
 and the subgroup HER2. On the contrary of what was expected we found a higher 

frequency of CD44v6 (68,2%) in spite of the CD44 (50%), demonstrating a major sensibility of 

the variant isoform instead of the principal. The lack of CD24 expression was better correlated to 

the molecular subtypes than the CD44 or CD44v6 isolated expression.   

 

Key words: Breast cancer, phenotype CD44
+
/CD24

-
, molecular subtypes, stem cells.



 

1. INTRODUÇÃO 

 

O câncer de mama é o segundo câncer mais frequente no mundo, e o tumor mais comum 

entre as mulheres
1, 2

, com exceção dos tumores de pele não melanoma. As taxas de incidência e 

mortalidade mundial da doença são bastante variáveis. Em muitos países desenvolvidos como 

EUA e alguns países da Europa, a mortalidade vem decrescendo nos últimos anos, provavelmente 

fruto de uma política ativa nos meios de detecção precoce da doença, assim como no tratamento 

adequado. Entretanto em outros países, como o Brasil, por exemplo, a incidência vem 

aumentando, e a mortalidade também. As taxas de mortalidade por câncer de mama no Brasil 

aumentaram em aproximadamente 20% entre 1995 e 2005.
3
 

  Segundo o Instituto Nacional do Câncer
3 

(INCA), o câncer de mama é a sétima causa de 

morte em mulheres brasileiras e a primeira entre as neoplasias malignas, com taxa bruta de 

mortalidade de 11,49 a cada 100 mil, em 2007. O número de casos novos de câncer de mama no 

Brasil, estimados para o ano de 2010, foi de 49.240, com um risco estimado de 49 casos a cada 

100 mil mulheres. Na região Sul, sem considerar os tumores de pele não melanoma, o câncer de 

mama é o mais incidente entre as mulheres com um risco estimado de 64 casos novos por 100 mil 

mulheres. Sua incidência é mais que o dobro do que a segunda neoplasia (colo do útero). Isto 

pode ser decorrente das falhas que ainda existem no sistema de rastreamento mamográfico 

recomendado e adotado no nosso país. Por isso grandes esforços têm sido feitos para melhorar 

esta situação. Entretanto, nos deparamos com grandes dificuldades por estarmos lidando com 

uma doença extremamente heterogênea 
4
.  

Hoje, busca-se na pesquisa genética do tumor a identificação de diferenças que possam 

justificar esse comportamento heterogêneo do câncer de mama. O surgimento de novas técnicas 

de hibridização com microarranjos de cDNA ou oligonucleotídeos permitiram a avaliação do 

perfil da expressão de milhares de genes ao mesmo tempo, provendo uma ferramenta poderosa 

para a caracterização das atividades transcricionais da célula 
5,6

. O estudo da atividade 

transcricional da célula permite identificar assinaturas de expressão gênica que irão predizer o 

comportamento clínico de cada tumor 
7
. 

Perou e colaboradores
8
 (2000) propuseram a classificação molecular do câncer de mama 

baseada na identificação de basicamente quatro padrões de expressão gênica: Luminal; ERBB2, 

Basal e Normal breast-like. Vários estudos posteriores validaram esta classificação 
9-11

. 
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Atualmente têm sido reconhecidos cinco subtipos moleculares intrínsecos: Luminal A; Luminal 

B; HER2; Basal; Claudina-low e o subgrupo Normal breast-like
11, 12

. O subtipo Luminal A é 

caracterizado pela alta expressão de genes de células luminais e de receptores hormonais, sendo o 

subtipo que apresenta o melhor prognóstico. O subgrupo Luminal B se diferencia do Luminal A 

pela alta expressão de genes proliferativos, apresentando, portanto um prognóstico pior em 

relação ao Luminal A. Os subtipos HER2 e Basal são considerados os subtipos de pior 

prognóstico em termos de sobrevida global e sobrevida livre de doença.
9-11

 O subgrupo Claudina-

low é o subtipo mais recente e se caracteriza pela baixa expressão de genes envolvidos nas 

junções celulares e na adesão célula-célula (claudinas-3, 4 e 7 e E-caderina) e alta expressão de 

genes da matriz extracelular e do mesênquima.
12

 Em relação a prognóstico, parece ser semelhante 

aos dos subgrupos HER2 e Basal. O subtipo Normal breast-like tem características de tecido 

mamário normal, apresentando alta expressão de genes de células adiposas e não epiteliais.
8
 

Na linha de desenvolvimento mamário, cada subtipo molecular origina-se de uma célula 

em diferente fase de diferenciação. O subtipo Claudina-low, por ser rico em fatores 

mesênquimais, parece estar associado ao tipo celular mais primitivo, que seria a própria célula-

tronco. Em seguida viria o subtipo basal, que seria originado das células progenitoras.
13

 A 

classificação molecular é baseada, portanto, nos diferentes padrões de expressão gênica de cada 

tumor. Estes padrões irão se refletir por sua vez, em diferentes padrões de expressão 

imunoistoquímica. A análise imunoistoquímica pode refletir na grande maioria dos casos, porém 

não em todos, os padrões de expressão gênicos já descritos 
14,15

 (Tabela 1). 
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A identificação dos diferentes perfis de expressão gênica foi um grande avanço para a 

compreensão desta doença. Atualmente o tratamento leva em consideração aspectos da biologia 

tumoral e novas drogas estão sendo desenvolvidas para atuar em vias de sinalização intracelular 

específicas. Hoje é fundamental que o tratamento de cada paciente seja individualizado e baseado 

nas características moleculares de cada doença, e para isso, é importante que tenhamos 

marcadores na prática clínica que identifiquem adequadamente esse perfil a um custo acessível. 

A identificação dos diferentes subtipos intrínsecos é realizada através da avaliação do perfil de 

expressão gênica de cada tumor com a técnica de microarranjos de cDNA, porém na prática 
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clínica, esta técnica não é acessível devido ao alto custo. Outra dificuldade com essa técnica é a 

necessidade de utilização de material tumoral fresco. A técnica mais utilizada na atualidade por 

sua facilidade e custo acessível é a imunoistoquímica. Esta técnica é aplicada atualmente a todas 

as pacientes com diagnóstico de câncer de mama para a dosagem de receptores hormonais 

(receptor de estrogênio e receptor de progesterona) e a avaliação do HER2. Após esta avaliação 

são tomadas as decisões terapêuticas: a expressão de receptores hormonais indica a sensibilidade 

do tumor ao tratamento hormonal e a superexpressão do HER2 a sensibilidade ao tratamento com 

trastuzumab, um anticorpo monoclonal que se liga diretamente à proteína do fator de crescimento 

epidérmico humano 2 (HER2). Além disso, a avaliação desses três marcadores 

imunoistoquímicos (RE, RP, e HER2) permite estabelecer uma correlação com os subtipos 

intrínsecos do câncer de mama,
16

 que apesar de não corresponder em todos os casos à avaliação 

do perfil de expressão gênica realizada com a técnica de microarranjos de cDNA, pode auxiliar 

na compreensão da biologia tumoral de cada paciente. 

O modelo clássico de carcinogênese, ou modelo estocástico, considera que qualquer 

célula de um órgão pode sofrer mutações e dar início a um clone de células malignas.
17

 Neste 

caso, todas ou quase todas as células de um câncer seriam igualmente malignas, e deveriam, 

portanto, ser combatidas de maneira igual no tratamento.
18

 A hipótese das células-tronco implica 

em uma mudança completa no pensamento clássico da oncogênese.
19

 Neste modelo, o tumor se 

origina a partir de uma pequena população de células-tronco e/ou progenitoras, que perdem o 

mecanismo de regulação da auto-renovação,
18,20

 levando à expansão dessa população, associada a 

alterações genéticas e epigenéticas. Esta pequena população de células-tronco é então chamada 

de células-tronco cancerosas. A natureza dessas mudanças genéticas e epigenéticas e o tipo de 

progenitor em que ocorrem, provavelmente contribuem para a heterogeneidade celular 

encontrada nos tumores.
21

 Como consequência, os tumores apresentam um pequeno núcleo 

celular com propriedades de células-tronco, e capacidade de auto-renovação que faz com que elas 

possam se manter indefinidamente.
19

 Neste caso nenhum tratamento alcançará a cura do câncer, 

se não for capaz de destruir essa pequena população de células, uma vez que estas costumam ser 

resistentes à quimioterapia e à radioterapia.
22

 

Uma das grandes dificuldades de se estudar a teoria das células-tronco no câncer de mama 

foi a falta de métodos práticos e efetivos que identificassem e isolassem as células-tronco 

normais e malignas. Al-Hajj e colaboradores
23

 foram os primeiros a diferenciar células 
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cancerosas tumorigênicas de não tumorigênicas através dos marcadores de superfície celular 

CD44 e CD24. Eles identificaram que o fenótipo CD44
+
/CD24

-
 estava associado às células-

tronco cancerosas, pois a inoculação de apenas 100 células tumorais com esse fenótipo foi capaz 

de formar tumor em ratos imunodeficientes, enquanto que outros fenótipos de CD44 e CD24 não 

demonstraram essa capacidade, mesmo quando a inoculação de células era de um número muito 

maior. Desde então, vários estudos demonstraram que as células que apresentavam este fenótipo 

teriam características de células-tronco.
24-27

 Por outro lado, o significado clínico da prevalência 

de células CD44
+
/CD24

-
 no tumor ainda não é definido. Outro marcador de célula tronco descrito 

na literatura é a expressão da enzima aldeído desidrogenase 1 (ALDH1). Esta enzima 

detoxificante é responsável pela oxidação dos aldeídos intracelulares.
28

  

Seguindo o raciocínio da hipótese de células-tronco cancerosas podemos presumir que 

esse grupo de células irá se expandir e se diferenciar em linhagens diferentes e aberrantes, o que 

irá de alguma forma se traduzir nos subtipos moleculares do câncer de mama.
10

 Além disso, 

como já citado anteriormente, cada subtipo molecular possivelmente deve ser originado de uma 

célula mamária em um diferente estadio de diferenciação. Neste caso, o subtipo molecular 

claudina-low seria o mais próximo da célula-tronco indiferenciada e o luminal o que seria 

originado de células luminais diferenciadas. Mudanças epigenéticas também devem influenciar 

essa diferenciação tumoral através do nicho onde as células crescem. A diferenciação tumoral 

também pode ser influenciada pelo evento oncogênico que ocorreu, isto é, a mutação que iniciou 

a transformação e os eventos adicionais que se seguiram a este evento inicial. Ao considerar o 

fenótipo CD44
+
/CD24

-
 como um marcador de célula tronco, poderíamos supor que ele seria mais 

frequentemente associado aos subtipos intrínsecos do câncer de mama de origem celular mais 

primitiva como o subtipo basal e o claudina-low.  De fato alguns estudos têm sugerido essa 

associação.
29-31

 

 Neste momento, as pesquisas se voltam ao entendimento de como a hipótese da célula-

tronco cancerosa poderia ser integrada na nova taxonomia molecular do câncer de mama e como 

ela poderia ao menos explicar parcialmente a heterogeneidade deste tipo de tumor.
4
 Motivados 

por esses avanços na biologia molecular do câncer de mama, e considerando que o fenótipo 

CD44
+
/CD24

-
 é um marcador imunoistoquímico de células de tronco no câncer de mama, este 

estudo busca responder se existe uma relação entre o fenótipo CD44
+
/CD24

-
 e os diferentes 

subtipos moleculares do câncer de mama.   
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2. OBJETIVOS 

 

2.1.Objetivo Geral 

 

Estudar a expressão do fenótipo CD44
+
/CD24

-
 em amostras de carcinomas ductais 

mamários utilizando a técnica de microarranjo de tecidos (TMA) e correlacionar a expressão 

deste fenótipo com os diferentes subtipos moleculares do câncer de mama.  

 

2.2.Objetivos específicos 

 

 Estudar a frequência de expressão do fenótipo CD44
+
/CD24

-
. 

 Estabelecer correlação entre a expressão do fenótipo CD44
+
/CD24

-
 e os subtipos moleculares 

do câncer de mama. 

 Estabelecer correlação entre o fenótipo CD44
+
/CD24

-
 e os fatores prognósticos clássicos 

como idade, grau histológico, tamanho do tumor e comprometimento linfonodal. 

 Estudar a frequência de expressão dos marcadores imunoistoquímicos CD44, CD44v6 e 

CD24. 

 Estabelecer correlação entre a expressão dos marcadores imunoistoquímicos CD44, CD44v6 

e CD24 e os subtipos moleculares do câncer de mama. 

 Estabelecer correlação entre os marcadores imunoistoquímicos CD44, CD44v6 e CD24 e os 

fatores prognósticos clássicos como idade, grau histológico, tamanho do tumor e 

comprometimento linfonodal. 
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3. REVISÃO BIBLOGRÁFICA 

 

3.1.Fatores Prognósticos 

 

Fatores prognósticos são fatores clínicos, patológicos ou biológicos do câncer que 

predizem o resultado clínico assim como a sobrevida global ou sobrevida livre de doença, e são 

usados, portanto, para definir a necessidade de tratamento adjuvante.
32, 33

 Fatores preditivos 

determinam a sensibilidade de um determinado tipo de tumor a um tratamento específico, e, 

portanto, definem qual tratamento será estabelecido. Os fatores prognósticos do câncer de mama 

há muito tempo vem sendo estudados. O comprometimento linfonodal é o fator prognóstico 

independente considerado mais importante. Além disso, são considerados fatores prognósticos 

bem estabelecidos: idade da paciente, tipo histológico, grau histológico, tamanho tumoral, 

presença de invasão vascular, expressão de receptores hormonais, e expressão de HER2.
32

   

 

3.2.Idade 

 

A incidência do câncer de mama aumenta rapidamente com a idade durante os anos 

reprodutivos, e depois aumenta em uma velocidade menor ao redor dos 50 anos, que é a idade 

média da menopausa. A incidência cumulativa de câncer de mama em mulheres na Europa e 

América do Norte é em torno de 2,7% aos 55 anos, 5% aos 65 anos, e 7,7% em torno dos 75,2 

anos.
34

   

A maioria dos estudos indica que o diagnóstico de câncer de mama em idade jovem, é um 

fator prognóstico negativo independente. As mulheres jovens também estão associadas a um 

maior risco de terem comprometimento dos linfonodos axilares, tumores com alto grau 

histológico e receptores de estrogênio negativos. Parte da explicação das mulheres jovens terem 

doença mais agressiva e mais avançada no momento do diagnóstico poderia ser a possibilidade 

de um atraso no mesmo. A detecção de tumores em mamas de mulheres jovens e lactantes é 

difícil devido à densidade da glândula mamaria. Além disso, na idade jovem a mulher ainda não 

participa de nenhum programa de rastreamento.
35

  



8 
 

 

  Por outro lado, o critério para determinar o que seria considerado como idade jovem varia 

bastante na literatura e ainda não há uma definição padrão. A maioria dos estudos tem 

considerado como mulheres jovens as mulheres que se encontram na pré-menopausa, com idade 

menor ou igual a 45, 40, ou 35 anos. Muitos estudos têm descrito o grupo “muito jovem” como 

sendo com idade menor que 35 anos ou ainda entre 20-29 anos.
36

 Winchester e colaboradores
37

 

analisaram um total de 508.724 casos de câncer de mama em registros hospitalares, no banco de 

dados Nacional do câncer dos Estados Unidos, no período de 1985 a 1993 e encontraram que as 

mulheres com idade menor que 35 anos apresentavam tumores primários de maior grau 

histológico, estadio patológico ou clínico mais avançado e pior taxa de sobrevida em 5 anos no 

estadio II, do que as mulheres entre 35 e 49 anos. Também encontraram uma maior porcentagem 

de tumores de alto grau nas pacientes abaixo de 35 anos (66,1%) se comparadas com as mulheres 

acima de 50 anos (39,9%). 

 

3.3.Tipos Histológicos 

 

Os tipos histológicos estão divididos basicamente em carcinomas ductais e subtipos 

especiais. A Organização Mundial de Saúde (OMS) reconhece 20 tipos morfológicos diferentes 

de carcinoma invasor da mama, além das chamadas lesões precursoras, que incluem a neoplasia 

lobular, as lesões proliferativas intraductais, o carcinoma microinvasor e as neoplasias 

intraductais papilares.
38

 O carcinoma ductal sem outra especificação (SOE) é o tipo histológico 

mais comum, ocorrendo em aproximadamente 70 a 80% dos casos e engloba os tumores que não 

podem ser classificados em qualquer outro subtipo por não apresentarem características 

específicas em mais de 50% da massa tumoral.
39, 40

 Os outros 19 tipos de carcinoma de mama 

enquadram-se nos chamados tipos especiais de carcinoma mamário. Vinte por cento deles 

correspondem ao carcinoma lobular, seguido pelos carcinomas tubulares e mucinosos, sendo os 

demais tipos vistos em menor frequência. Para estabelecer um diagnóstico de tipo especial de 

carcinoma mamário, o tumor precisa apresentar 90% do seu padrão característico.
38
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3.4.Comprometimento linfonodal 

 

Pacientes com linfonodos positivos tem mortalidade aproximadamente 4 a 8 vezes maior 

se comparado com aqueles sem comprometimento linfonodal.
41, 42

 Quanto maior o número de 

linfonodos comprometidos pior o prognóstico. O prognóstico para pacientes com 10 ou mais 

gânglios comprometidos mostrou mortalidade 70% maior em 10 anos, que aqueles com 1 a 3 

gânglios.
43

 

 

3.5.Tamanho tumor 

 

O tamanho tumoral é um dos indicadores prognósticos mais fortes.
44, 45

 Um tumor maior 

tem sido associado a uma maior quantidade de linfonodos positivos,
43

 e essa interação influencia 

a sobrevida do câncer de mama. Para pacientes com linfonodos negativos e tumores entre 2-5 cm 

a sobrevida global em 10 anos é em torno de 66%, comparado com aqueles com tumores menores 

de 1 cm, cuja sobrevida é de 79%.
46

 

 

3.6.Grau Histológico 

 

O grau histológico também é considerado um dos fatores prognósticos mais importantes 

de avaliação, junto com o tamanho tumoral e o comprometimento de linfonodos. A sobrevida 

cumulativa em pacientes com tumores grau I foi de 90-94% em 10 anos após o diagnóstico, 

dependendo do status nodal e do tamanho do tumor.
47, 48

 Entretanto, os tumores grau 3 têm sido 

consistentemente associados a sobrevidas menores.
42, 44, 49

 

O sistema de graduação utilizado atualmente é o de Nottingham-Bloom-Richardson,
50

 o 

qual tem sido endossado pelo Colégio Americano dos Patologistas e pela OMS. Ele consiste em 

uma pontuação para cada uma das seguintes características: 

a) Formação Tubular: escore 1 (na maior parte do tumor, > 75%), escore 2 (entre 10% e 75%) 

e escore 3 (em menos de 10%). 

b) Grau nuclear (pleomorfismo): escore 1 (núcleos pequenos, com pouco aumento ou variação 

no seu tamanho em comparação com os núcleos das células epiteliais ductais normais, com 

contornos regulares e uniformidade de cromatina nuclear), escore 2 (núcleos maiores do que 
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os núcleos das células ductais normais, aspecto vesiculoso, nucléolos mais visíveis, 

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

acentuada no tamanho e forma nuclear; núcleos volumosos e bizarros, vesiculosos, com 

nucléolos grandes proeminentes, geralmente múltiplos). 

c) Índice mitótico: as figuras de mitose, contadas em dez campos de maior aumento na periferia 

do tumor, onde a atividade proliferativa é mais intensa. 

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

carcinomas de mama invasivos serão classificados em três graus: 

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

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

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

 

3.7.Invasão vascular 

 

Em 2005, na conferência de Saint Gallen, a invasão linfovascular foi incluída 

oficialmente como fator de risco a ser considerado na decisão do tratamento adjuvante. 
51

 

Atualmente, a presença de invasão linfovascular é considerada fator prognóstico independente 

para sobrevida global e sobrevida livre de doença. 
52

 Os vasos linfáticos ao redor do tumor são a 

principal rota para as células tumorais migrarem em direção aos linfonodos axilares.
53

 A presença 

de invasão linfovascular é, portanto, pré-requisito para a disseminação tumoral via sistema 

linfático, e está associada a um maior risco de desenvolver metástases ganglionares.
52

 

 

3.8.Expressão de Receptores Hormonais 

 

Os receptores hormonais (RH) são marcadores prognósticos já bem estabelecidos, porém 

a sua principal vantagem está em determinar a sensibilidade ao tratamento hormonal.  

A expressão de receptores de estrogênio (RE) acredita-se estar presente em dois terços dos 

tumores de mama.
54

 O status do RE é fortemente relacionado ao grau histológico e ao tipo 

histológico.
55

 Nadji e colaboradores
56

 estudaram quase 6000 tumores e demonstraram que quase 

todos os tumores grau 1, os tubulares puros, os colóides e os lobulares clássicos são RE positivos. 
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A expressão dos receptores de progesterona (RP) tem um papel prognóstico independente 

em termos de recidiva de doença e sobrevida global. Os tumores RE
+
/RP

+
, portanto, tem um 

prognóstico melhor que os tumores RE
+
/RP

-
, que por sua vez tem um prognóstico melhor que os 

tumores RE
-
/RP

-
.
57 

 

 

3.9.Expressão de HER2 

 

A proteína-2 do receptor epidérmico humano (c-erb B2/neu protein; HER2) é uma 

glicoproteína transmembrana da família dos receptores de fator de crescimento epidérmico. Ela é 

expressa em níveis baixos, em uma variedade de epitélios normais, incluindo o epitélio ductal da 

mama. Entretanto, em 10-20% dos cânceres de mama ocorre a superexpressão desta proteína, 

decorrente da amplificação do gene do HER2.
58

 A superexpressão HER2 e/ou amplificação 

gênica, é um marcador independente de mau prognóstico, tanto em pacientes com linfonodos 

negativos, como em pacientes com linfonodos positivos.
59-62

 Entretanto, a maior utilidade do 

HER2 vem sendo como fator preditivo. Os tumores que superexpressam o HER2, tem mostrado 

maior sensibilidade a regimes de quimioterapia baseados em antraciclinas.
63-66

 Além disso, esses 

tumores são sensíveis aos mais recentes tratamentos que tem surgido ultimamente: as terapias 

alvo, como por exemplo, o trastuzumab. O trastuzumab é um anticorpo monoclonal, que mostrou 

uma melhora importante na taxa de resposta da doença e nas taxas de sobrevida, tanto quando 

usado como monoterapia ou em conjunto com a quimioterapia.
67-69

 Estudos recentes têm 

mostrado que o uso do trastuzumab no tratamento adjuvante do câncer de mama inicial pode 

reduzir o risco de recorrência pela metade e a mortalidade em um terço.
70, 71

 A avaliação do 

HER2 é, portanto obrigatória hoje, para a definição do tratamento adjuvante. 

 

3.10. Perfis de expressão gênica 

 

 Perou e colaboradores
8
 (2000) propuseram que a diversidade fenotípica dos tumores de 

mama deveria ser acompanhada por uma correspondente diversidade nos padrões de expressão 

gênica. Eles analisaram então, os diferentes padrões de expressão gênica em tecidos mamários 

normais ou malignos em 65 espécimes cirúrgicos de 42 indivíduos; foram analisados um total de 

8.102 genes através de sondas de microarranjo de cDNA. Para isto, foi selecionado um subgrupo 
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de 496 genes, chamados genes intrínsecos, que apresentavam uma variação significativamente 

maior de expressão entre amostras de indivíduos diferentes, do que entre amostras pareadas de 

um mesmo indivíduo. Os padrões de expressão global destes genes intrínsecos mostraram que a 

principal distinção foi entre os tumores que expressavam os genes característicos das células 

epiteliais luminais, incluindo os receptores de estrogênio (RE) e aqueles que eram negativos para 

esses genes. Eles identificaram a princípio quatro grupos com diferentes perfis moleculares de 

expressão gênica, que seriam:  

1) Luminal/RE
+
: apresenta expressão relativamente alta de muitos genes expressos por células 

luminais mamárias e de genes de receptores hormonais, o que foi confirmado por 

imunoistoquímica, que mostra positividade de receptores de estrogênio e de citoqueratinas 

luminais 8/18.  

2) Basal: caracterizado por expressar genes de células mioepiteliais ou basais e não expressar 

genes de receptores hormonais ou HER2. Na imunoistoquímica, isso foi comprovado pela 

negatividade de receptores hormonais e da proteína HER2 e pela positividade de 

citoqueratinas basais como a 5/6 e a 17.  

3) ERBB2
+
: caracterizado por uma superexpressão do oncogene ERBB2 e uma baixa expressão 

dos genes associados aos receptores hormonais. Na imunoistoquímica  consequentemente os  

receptores hormonais foram negativos e a proteína HER2 positiva. 

4) Normal breast-like: este padrão ocorreu em algumas amostras de tumores, no único 

fibroadenoma testado e nas 3 amostras de tecidos normais. Observou-se alta taxa de 

expressão gênica de células adiposas e de outras células não epiteliais e baixa expressão de 

genes de células epiteliais luminais. Porém, não se pode definir ao certo se, se tratava de um 

tecido tumoral pobremente amostrado ou de um grupo clinicamente significativo. 

Em outro estudo, Sorlie & Perou
9
 (2001) ampliaram o tamanho da amostra do estudo 

anterior 
8
 e exploraram a importância clínica dos diferentes grupos propostos. Eles encontraram 

inicialmente, diferenças entre 5 ou 6 subgrupos, porque observaram uma divisão do grupo 

Luminal em: Luminal A, Luminal B, e Luminal C. O grupo Luminal A era o que possuía uma 

alta expressão dos genes dos receptores de Estrogênio e os grupos Luminal B e C possuíam uma 

baixa ou moderada expressão desses genes. O grupo Luminal C se distinguia por expressar um 

novo grupo de genes cuja função é desconhecida, mas que também se encontrava presente nos 

grupos Basal e HER2. Os autores analisaram a sobrevida global e a sobrevida livre de doença, 
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para comprovar se realmente existiria um papel prognóstico diferente nos diferentes grupos. As 

curvas de Kaplan-Meyer mostraram uma diferença estatisticamente significativa em termos de 

sobrevida global e sobrevida livre de doença entre os grupos, sendo que o grupo basal e o ERBB2 

foram associados com os menores intervalos de sobrevida e com o pior prognóstico. 

Sorlie e colaboradores
10

 (2003) analisaram usando sondas de microarranjos de cDNA, 

amostras de tumores provenientes de dois estudos independentes de resposta a quimioterapia em 

pacientes com câncer de mama localmente avançado. Foram analisadas 122 amostras de tecidos, 

sendo 115 carcinomas e 7 tecidos não malignos. Neste estudo, apesar de ser uma amostra 

diferente, foram identificados os mesmos 5 subgrupos moleculares de expressão gênica descritos 

anteriormente (Luminal A; Luminal B; Basal; HER2; e normal breast-like). A maior distinção foi 

observada entre os tumores que mostraram uma alta expressão de genes específicos do epitélio 

luminal (Luminal A) e todos os outros tumores que mostraram expressão baixa ou ausente destes 

genes. Foi analisado também neste estudo o tempo para o desenvolvimento de metástase e os 

autores encontraram resultados similares ao estudo anterior, com intervalos livres de doença mais 

curtos para os subtipos basal e HER2, mais longo para o Luminal A e intermediário para o 

Luminal B.      

Assim, ao longo dos últimos dez anos muitos estudos validaram e consolidaram a 

classificação molecular do câncer de mama 
8-11

 e basicamente identificaram 4 subtipos 

moleculares intrínsecos: LUMINAL A, LUMINAL B, HER2, E BASAL. Como a análise 

molecular com microarranjo só pode ser realizada em material tumoral fresco, não permite a 

análise retrospectiva de grandes séries, então para tentar estabelecer um perfil epidemiológico dos 

subtipos moleculares propostos, alguns estudos realizaram a análise imunoistoquímica em blocos 

de parafina. 

Ihemelandu e colaboradores
14 

(2007) consideraram os grupos: 1) Luminal A: RE e/ou 

RP
+
 e HER2

-
; 2) Luminal B: RE e/ou RP 

+
 e HER2 

+
; 3) HER2: RE 

-
, RP 

-
, e HER2

+
; e 4) 

Basal: RE 
-
, RP

-
, HER2 

-
. O grupo Luminal A foi o mais prevalente (55,4%), comparado com 

Luminal B (11,8%), basal (21,2%) e HER2 (11,6%). Não houve diferença em relação ao status de 

menopausa, mas quando os grupos foram estratificados por idade, o subtipo basal foi o mais 

prevalente (57,1%) no grupo abaixo de 35 anos, comparado com o luminal A (25%), luminal B 

(14,3%) e HER2 (3,6%). Os autores observaram também uma diferença significativa de 

sobrevida (p<0,04) em relação aos subtipos moleculares, sendo os subtipos: basal e HER2 os que 
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apresentaram o pior prognóstico. Outro estudo de marcação imunoistoquímica de 1424 casos de 

carcinoma invasor e in situ, de um estudo caso-controle populacional na Carolina do Norte,
15

 foi 

realizado para avaliar o perfil epidemiológico dos subtipos moleculares de câncer de mama. 

Neste trabalho, os autores consideraram: 1) Luminal A: RE e/ou RP 
+
, HER2 

-
; 2) Luminal B: 

RE e/ou RP
+
, HER2

+
; 3) HER2: RE

-
, RP

-
, HER2

+
; e 4) Basal: RE

-
, RP

-
, HER2

-
, EGFR

+
 e/ou CK 

5/6
+
 e 5) Não classificado: quando apresentava todos os marcadores negativos. A frequência dos 

subtipos moleculares encontrada mostrou uma prevalência dos casos luminal A (56%), 

comparado com luminal B (10%), basal (16%), HER2 (8%), e não classificados (10%). Mulheres 

brancas na pós-menopausa mostraram a maior prevalência de casos luminal A, enquanto que 

mulheres afro-americanas na pré-menopausa mostraram a maior prevalência de carcinoma de 

mama basal.      

 Herschkowitz e colaboradores
12 

(2007) analisaram 232 amostras humanas e compararam 

os seus perfis de expressão gênica com 108 tumores mamários de modelos geneticamente 

construídos em ratos. Eles identificaram um novo subtipo molecular que se caracterizava pela 

baixa expressão de genes envolvidos nas junções celulares e nas moléculas de adesão célula-

célula, como as claudinas 3,4 e 7 e a E-caderina, uma glicoproteína de adesão célula-célula 

dependente de cálcio. Esse novo subtipo estava presente tanto nas amostras tumorais de humanos 

como de ratos e foi denominado Claudina-low. Ele caracteriza-se na maioria dos casos, por ser 

RE
-
, RP

-
, HER2

-
, isto é triplo negativo e de mau prognóstico. 

 No intuito de caracterizar melhor o novo subgrupo Claudina-low, Prat et al
72

 (2010) 

analisaram amostras de 320 tumores de mama e 17 tecidos mamários normais. Os autores 

utilizaram a mesma lista de aproximadamente 1900 genes intrínsecos relatada por Parker et al
73 

(2009) para identificar os subtipos intrínsecos da amostra. Eles encontraram o subtipo Claudina-

low muito próximo ao subtipo basal e observaram, portanto, que este novo subgrupo divide 

algumas características comuns com o subgrupo basal, como: baixa expressão gênica do HER2 e 

dos genes luminais, assim como das citoqueratinas luminais 8 e 18. Entretanto, este grupo possui 

algumas características únicas que o diferenciam como: a) baixa expressão de genes que atuam 

na adesão célula-célula, como as claudinas 3, 4, 7, cingulina e ocludina que estão presentes nas 

junções intercelulares, e a E-caderina que é uma proteína de adesão celular dependente dos canais 

de cálcio; b) alta expressão de genes de resposta do sistema imunológico. Muitos desses genes 

são expressos por células T e B (por exemplo: CD14 e CD79a), indicando um grande infiltrado 
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imune celular nesse subtipo tumoral; c) baixa expressão dos genes de proliferação celular, que 

costumam estar altos nos subtipos de pior prognóstico como o basal, HER2 e luminal B. Porém, 

esta expressão não é tão baixa como no subtipo luminal A e normal breast-like.  Por isso esses 

tumores podem ser considerados de ciclo celular lento; d) Alta expressão de genes da matriz 

extracelular e do mesênquima (por exemplo: laminina, e integrina alpha 7), parecida com a 

expressão desses genes nos subtipo normal breast-like. 

 A prevalência dos tumores Claudina-low é baixa e foi descrita em torno de 12-14%.
72 

Esses tumores caracterizam-se por ser de alto grau e de pior prognóstico, assim como por 

apresentar perfil imunoistoquímico triplo negativo. A maioria são carcinomas ductais, mas com 

uma alta frequência de diferenciação metaplásica e medular. Eles se caracterizam também por 

apresentar baixa expressão de marcadores de superfície das células luminais diferenciadas (CD24 

, EpCAM, e MUC 1) e alta expressão de  marcadores como CD44 e CD49f se comparados com 

os tumores luminais diferenciados. Por isso o padrão de expressão desses marcadores é 

concordante com o fenótipo CD44
+
/CD24

-
, que está associado a células tronco mamárias. Então 

esse tipo de tumor estaria enriquecido por características de mesênquima e de células-tronco. E 

corresponderia ao estagio mais indiferenciado na linha de origem mamária, antes mesmo do 

subtipo basal. 

Desta forma, na linha de desenvolvimento mamário cada subtipo molecular estaria 

associado a um tipo de célula em uma determinada fase do desenvolvimento. A célula- tronco 

mais primitiva estaria fortemente associada ao subtipo Claudina-low, em seguida as células 

progenitoras basais e luminais estariam associadas ao subtipo Basal, as células progenitoras 

luminais tardias seriam associadas ao subtipo HER2, e as células luminais diferenciadas dariam 

origem aos subtipos Luminal A e Luminal B
13

 (Figura 1). 
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Figura 1 - Modelo da hierarquia epitelial mamária humana relacionada aos subtipos moleculares de câncer de 

mama. 

Fonte: Mammary development meets cancer genomics.
13  
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Os tumores basais representam 10-25% de todos os tumores dependendo das 

características demográficas de cada população.
74

 A maioria dos tumores triplo negativos 

(aproximadamente 80%) são também cânceres de mama do tipo basal e a maioria dos tumores 

basais são também triplo negativos. Por isso, acreditou-se no início que esses dois subtipos eram 

sinônimos.
75

 Hoje sabe-se que isso não é verdade. Os tumores triplo negativos englobam pelo 

menos dois grupos: o grupo basal e o grupo não basal.
76

 O grupo basal é o maior grupo e 

constitui cerca de 50-80%, sendo caracterizado pela alta expressão de marcadores basais (CK5/6, 

CK14, CK17, EGFR, c-KIT). No perfil genômico apresenta evidência de instabilidade genômica, 

perda frequente de 5q, mutação em BRCA1, e mutação frequente em TP53. O grupo de não basais 

é constituído por sua vez por pelo menos três subgrupos, que são o normal breast-like, o claudina 

low, e os marcadores múltiplos negativos. O grupo normal breast-like se caracteriza pela alta 

expressão de genes característicos da mama normal e tecido adiposo. O grupo claudina low 

apresenta baixa expressão de genes envolvidos nas junções celulares e na adesão célula-célula 

(claudinas 3, 4, 7, ocludina, E-caderina), baixa expressão de genes basais, alta expressão de 

linfócitos, marcadores de células endoteliais, marcadores de células-tronco e de EMT (transição 

epitélio mesênquima). O grupo de marcadores múltiplos negativos se caracteriza pela falta de 

expressão de marcadores basais (CK5/6, CK14, CK17, EGFR, c-KIT) e alta expressão de CK8. 
76

 

 Os tumores basais podem ser identificados então pelo perfil de expressão gênica ou por 

critérios de imunoistoquímica. A avaliação do perfil de expressão gênica tem a dificuldade de não 

ser acessível na prática clínica. Por outro lado, não há consenso nos critérios de 

imunoistoquímica que definem o carcinoma basal. Os carcinomas basais são normalmente triplo 

negativos (RE
-
, RP

-
, e HER2

-
) e associados à expressão de um ou mais marcadores 

imunoistoquímicos basais como CK5 ou CK5/6, EGFR, CK14, p-caderina, e c-KIT.
77

 Hoje 

muitos estudos têm estudado particularmente o grupo triplo negativo como representante dos 

tumores basais. Apesar de não serem sinônimos, o grupo de triplo negativos engloba a maioria 

dos tumores basais e tem a facilidade de serem facilmente identificados na prática clínica pela 

ausência de expressão dos receptores hormonais e da proteína HER2. Os tumores triplo negativos 

se caracterizam por um comportamento agressivo e estão associados a um pior prognóstico. Se 

comparados com os outros subgrupos, eles tem uma maior probabilidade de recorrência a 

distância e morte nos primeiros cinco anos do diagnóstico, sendo que o pico de recorrência 

encontra-se entre o primeiro e o terceiro ano, declinando rapidamente após.
76, 78

 Eles representam 
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também um grande desafio de tratamento, porque são tumores agressivos, que respondem bem 

apenas ao tratamento quimioterápico, mesmo assim apresentam um intervalo livre de doença 

menor, e não possuem nenhum tipo de terapia alvo. Novas terapias para este grupo estão sendo 

desenvolvidas. 

 

3.11. Hipótese Células-Tronco Cancerosas 

 

Células-tronco são definidas classicamente como células com capacidade constante de 

auto-renovação e de diferenciação em múltiplas linhagens celulares, tendo o potencial de formar, 

portanto, todos os tipos de células que são encontradas em um tecido maduro.
18, 21, 79

 Todos os 

tecidos no corpo humano são derivados de células-tronco, sendo que cada célula-tronco irá se 

diferenciar de maneira específica para a formação de cada órgão.
21

 A fim de manter essa 

habilidade indefinidamente, elas são capazes de se auto-renovar de forma simétrica e 

assimétrica.
18

 Na forma simétrica elas se dividem para gerar duas células filhas iguais à célula 

mãe. Na forma assimétrica elas formam uma célula-tronco filha igual, e uma célula que sai e 

deixa o nicho da célula-tronco para se diferenciar.
80

 Então a célula filha idêntica mantém o 

compartimento de células-tronco através do tempo; e a outra célula sofre uma serie de divisões e 

transformações que resultam na formação de populações celulares diferenciadas. As células em 

estágio intermediário entre as células tronco e as células completamente diferenciadas, são 

chamadas normalmente de células progenitoras, ou células trânsito.
81

 Apesar de ambas as células, 

tronco e progenitoras se dividirem e produzirem produtos finais similares (uma gama de 

progenitoras diferenciadas), elas diferem na sua habilidade de proliferar e de manter um estado 

indiferenciado por um longo período de tempo.
82

  

A teoria das células-tronco considera que o tumor surge a partir de um pequeno núcleo de 

células-tronco ou progenitoras, que perdem o mecanismo de controle da auto-renovação passando 

a se diferenciar e crescer indefinidamente.
18-20

 Ao contrário da teoria clássica que considera que o 

tumor pode se formar a partir de qualquer célula que passe a se diferenciar e crescer 

indefinidamente, formando um clone de células malignas.
17

 Esta teoria das células-tronco pode 

explicar porque existe resistência a alguns tipos de tratamentos. Evidências recentes sugerem que 

as células-tronco do carcinoma mamário, assim como as células-tronco de outros tipos de 

tumores, são relativamente resistentes a radioterapia e quimioterapia.
22

 Existem muitos 
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mecanismos possíveis para este fato. As células-tronco são de baixa proliferação, a maioria 

permanece na fase G0 do ciclo celular por longos períodos de tempo, o que as torna resistentes 

aos quimioterápicos ativos contra o ciclo celular. Além disso, estas células expressam um 

aumento das proteínas cassete de ligação à adenosina trifosfato, que são conhecidas por provocar 

o efluxo dos agentes quimioterápicos, como por exemplo, a proteína transporte ABCG2, ou 

proteína de resistência ao câncer de mama. Esta molécula é superexpressa nas células-tronco e 

funcionaria como um mecanismo de defesa para essas células.
83

 Além disso, enzimas como a 

aldeído desidrogenase (ALDH), que são altamente expressas nas células-tronco, são capazes de 

metabolizar agentes quimioterápicos como a ciclofosfamida.
84

 As células-tronco também podem 

expressar altos níveis de moléculas anti-apoptóticas como a survinina e proteínas da família    

Bcl-2.
85 

 

3.12. Células-Tronco Mamárias 

 

A existência de células-tronco mamárias foi primeiramente sugerida por DeOme et al 
86

 

(1959) em estudos de transplante. Foi demonstrado em ratos que epitélios extraídos de diversas 

regiões da glândula mamária, em vários estágios de desenvolvimento pós-natal, são capazes de 

gerar um epitélio mamário completamente funcional contendo ductos, lóbulos e células 

mioepiteliais. Desse modo, a glândula mamaria lembraria o sistema hematopoiético, no sentido 

de que ambos podem ser gerados por transplante. Além disso, foi também demonstrado que pode 

ser retirado um fragmento dessa glândula regenerada e com este podem ser realizados 

transplantes subsequentes para outros blocos de gordura mamária.
87

 A célula-tronco mamária 

mostrou senescência do crescimento ductal apenas após seis gerações de transplantes 

seriados.
88,89

 

Na glândula mamária as células-tronco se diferenciam em três linhagens celulares
18

:  

1) Células epiteliais ductais luminais: Células que revestem os ductos. 

2) Células epiteliais alveolares: Células produtoras de leite.  

3) Células mioepiteliais: Células contráteis que se encontram nos ductos e nos alvéolos. 

Boecker et al 
90

 (2003) identificaram células progenitoras das linhagens celulares luminal 

e mioepitelial, usando imunofluorescência para citoqueratina 5 (basal), citoqueratinas 8/18 

(glandulares/luminais) e actina músculo liso (mioepitelial). Korsching e colaboradores
91

 (2002) 
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propuseram que diferentes subgrupos celulares da glândula mamária dariam origem a diferentes 

subtipos de carcinomas mamários com diferentes expressões de proteínas, diferentes alterações 

citogenéticas e que poderia haver uma correlação entre estes subtipos e o comportamento clínico. 

Antes da classificação molecular baseada em perfis de expressão gênica ser publicada
10

, eles 

haviam proposto uma classificação de carcinomas mamários baseada na expressão de 

citoqueratinas relacionada ao impacto clínico. Outros grupos em todo mundo avaliaram o 

impacto da classificação baseada em citoqueratinas no prognóstico e taxonomia do câncer de 

mama.
92-94

  

 

3.13. Marcadores de Células-Tronco 

 

Hal Hajj et al
23

 (2003) demonstraram uma população específica de células que tinha a 

capacidade de iniciar a formação de tumores de mama em ratos NOD/SCID, e as chamaram de 

células tumorigênicas ou células iniciadoras do câncer. Eles puderam identificar marcadores de 

superfície celular com capacidade de diferenciá-las da outra população de células que não era 

capaz de formar tumor, demonstrado pela presença ou ausência dos marcadores CD44 e CD24. A 

população celular que expressava CD44 e não expressava CD24 (CD44
+
/CD24

-
) foi a única 

população que apresentou capacidade de formação tumoral. Esse fenótipo tumorigênico tem sido 

associado com características semelhantes às células-tronco,
24

 como propriedades invasoras 

aumentadas,
25

 resistência a radiação
26

 e com diferentes perfis genéticos sugerindo correlação com 

um pior prognóstico.
27

 A prevalência de células CD44
+
/CD24

-
 entre os tumores mamários, 

entretanto, não tem sido significativamente associada com características clínicas, apesar de 

tumores com uma maior fração de células CD44
+
/CD24

-
 serem mais comumente encontrados em 

pacientes diagnosticadas com metástase à distância.
95

 

Ginestier et al 
28

 demonstraram que células mamárias humanas normais e cancerosas com 

aumento da atividade da aldeído desidrogenase (ALDH) apresentam propriedades de células 

tronco/progenitoras. Os autores também demonstraram que em uma série de 577 carcinomas 

mamários, a expressão de ALDH1 esteve associada a um pior prognóstico. Foi demonstrado, 

portanto, que tanto o fenótipo CD44
+
/CD24

- 
como a expressão de ALDH1, podem ser utilizados 

como marcadores imunoistoquímicos de células-tronco cancerosas mamárias.  
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CD44 é uma molécula de adesão envolvida na ligação das células ao ácido hialurônico, 

enquanto que CD24 é um regulador negativo do receptor de quimiocina CXCR4, uma molécula 

envolvida na metástase do câncer de mama 
95

. A molécula CD44 é uma glicoproteína da 

membrana plasmática, codificada por um único gene no cromossomo 11. O gene humano CD44 

consiste em pelo menos 20 exons, 10 dos quais são expressos juntos na forma standard do CD44. 

Os outros são exons variantes, sujeitos a splicing alternativo, que dão origem a muitas isoformas. 

As glicoproteínas CD44 compreendem uma família de receptores da superfície celular que 

reconhecem a hialurana, um componente da matriz extracelular, como o seu principal ligante.
96-98

 

A ligação do CD44 à hialurana, não apenas media a adesão celular a esta abundante 

glicosaminoglicana da matriz extracelular, mas também, permite às células internalizar e 

degradar a hialurana.
99

 Esse processo pode contribuir para o remodelamento do tecido e pode 

estimular proliferação e migração celular.
97

 A isoforma standard CD44 é expressa em uma 

grande variedade de tecidos normais.
100

 Existem muitas variantes de splicing do CD44 e essas 

variantes geralmente tem uma expressão mais restrita.
101

 As isoformas variantes do CD44 são 

formadas através de splicing alternativo de um ou mais exons, principalmente dos exons standard 

5 e 6. 
98, 100 

As proteínas variantes CD44 contêm uma sequência de aminoácidos adicional no 

domínio extracelular entre a região transmembrana e a região de ligação à hialurana. Parece que a 

habilidade do CD44 em se ligar à hialurana é reduzida pela presença de seus exons variantes.
102

 

Tem sido proposto que a regulação aumentada de uma ou mais das variantes CD44 pode alterar a 

regulação, proliferação, e migração celular, levando à progressão de alguns tipos de tumores. 
97, 

103
 As isoformas do CD44 que contém o exon 6 (CD44v6) são as variantes que tem sido 

estudadas mais extensivamente. A isoforma CD44v6 tem demonstrado mediar o processo de 

metástase nas linhagens celulares do câncer de mama e câncer pancreático em ratos
 103

 e a sua 

expressão tem sido associada a um pior prognóstico no linfoma não-Hodgkin 
104

 e carcinoma 

colo retal. 
105

  

Alguns estudos têm demonstrado que a expressão de marcadores de células-tronco nos 

tumores mamários tem implicação prognóstica.
18

 Estudos translacionais têm demonstrado que 

uma maior fração de células CD44
+
/CD24

-
 está associada a um menor intervalo livre de doença e 

sobrevida global e a uma maior incidência de metástase à distância.
95

 O fenótipo CD44
+
/CD24

-
 

por ter sido considerado como um marcador de célula-tronco, consequentemente poderia estar 

relacionado ao fenótipo basal, e mais recentemente ao subtipo claudina-low, ambos ligados às 
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linhagens celulares mais primitivas, 
29-31

 e ambos tumores de pior prognóstico  Os tumores de 

fenótipo basal podem ser parecidos com as células-tronco, devido a um provável bloqueio na 

diferenciação, fazendo com que a maioria das células que constituem os tumores basais, sejam 

células não diferenciadas.
 4, 94

 

 Entretanto, uma correlação específica entre o fenótipo CD44
+
/CD24

-
 e os subtipos 

moleculares de câncer de mama ainda não foi bem definida em tumores mamários humanos, 
29

 e 

é campo constante de pesquisa atualmente.  
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4. MATERIAL E METODOS 

 

Foram selecionados 148 casos de carcinomas ductais mamários de mulheres submetidas à 

cirurgia na Unidade da Mama do Hospital Nossa Senhora das Graças (UM-HNSG), em Curitiba, 

no período de janeiro de 1998 a julho de 2009. Os casos foram selecionados a partir do banco de 

dados desta unidade, de maneira não consecutiva, de modo a representar de maneira significativa 

os quatro subtipos mamários intrínsecos com base nos critérios imunoistoquímicos (Luminal A, 

Luminal B, HER2, e Triplo Negativo).  

A UM-HNSG é reconhecida pelo SenoNetwork, entidade ligada à Sociedade Europeia de 

Oncologia e Sociedade Europeia de Mastologia, por estar de acordo com o “European 

Guidelines for quality assurance in breast cancer screening and diagnosis”. Todos os casos 

foram operados pela mesma equipe de cirurgiões e o diagnóstico anatomopatológico e perfil 

imunoistoquímico realizado na época da cirurgia foi realizado no Serviço de Anatomia 

Patológica do Hospital Nossa Senhora das Graças (HNSG) pelo mesmo grupo de patologistas.     

Foram selecionados 148 casos de mulheres submetidas à mastectomia ou cirurgia 

conservadora da mama, com linfonodo sentinela ou esvaziamento axilar e diagnóstico histológico 

de carcinoma ductal invasor (SOE), que não tivessem sido submetidas à quimioterapia 

neoadjuvante, e cujos blocos pudessem ser utilizados sem que todo o material parafinado se 

esgotasse. Após essa seleção inicial, foram excluídos 15 casos, por não apresentarem disponíveis 

os dados de idade, grau histológico, tamanho do tumor, e comprometimento do linfonodo nos 

laudos anatomopatológicos ou nos prontuários das pacientes, ou porque não haviam realizado o 

exame imunoistoquímico dos receptores hormonais e da expressão do HER2 no serviço de 

Anatomia Patológica do Hospital Nossa Senhora das Graças, pelo mesmo patologista (LFBT). A 

amostra ficou então constituída por 133 casos, distribuída da seguinte maneira em relação aos 

subtipos moleculares intrínsecos: 

1) 42 casos Luminal A, que apresentam receptor de estrogênio e/ou receptor de progesterona 

positivos e HER2 negativo; 

2) 31 casos Luminal B, que apresentam receptor de estrogênio e/ou receptor de progesterona 

positivos e HER2 positivo. 

3) 21 casos HER2, que apresentam os receptores hormonais de estrogênio e progesterona 

negativos e HER2 positivo; 
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4) 39 casos triplo negativos, que apresentam os receptores hormonais de estrogênio e 

progesterona negativos e HER2 negativo. 

A partir dos casos selecionados, foram procurados os blocos de parafina nos Arquivos do 

Serviço de Anatomia Patológica do HNSG, e utilizando esses blocos como doadores, foram 

construídos 12 bancos de tecidos pela técnica de Microarranjos de Tecido Artesanal (TMA), no 

laboratório de Patologia Experimental da Pontifícia Universidade Católica do Paraná (PUCPR). 

Depois foi realizada a marcação imunoistoquímica com a utilização dos anticorpos anti-CD44, -

CD44v6 e -CD24 com o intuito de identificar os casos que expressavam o fenótipo CD44
+
/CD24

-
 

e assim, correlacioná-lo com os diferentes subtipos moleculares do câncer de mama. Foi 

considerado como fenótipo CD44
+
/CD24

-
 os casos que expressavam tanto o CD44 como o 

CD44v6, mas que não expressavam o CD24. Foi realizada também, a correlação desse fenótipo 

com as variáveis prognósticas: idade, grau histológico, tamanho do tumor e comprometimento do 

linfonodo, e a análise individual destes marcadores com relação à frequência e a todas as 

variáveis.  Foram excluídos da análise individual de expressão de cada marcador, os casos em 

que após a marcação imunoistoquímica o corte descolou ou que não havia tumor residual na 

lâmina. 

 

4.1.VARIÁVEIS E CONCEITOS 

 

Neste estudo foram avaliadas as seguintes variáveis: 

 

1) Análise Imunoistoquímica: Para todos os marcadores utilizados foram realizadas avaliações 

quantitativas em porcentagem da marcação imunohistológica. Foram considerados positivos 

os casos que apresentaram imunomarcação citoplasmática ou membrana ≥ 1%. 
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A) Expressão de CD44: 

 

Figura 2- Imunomarcação (A) negativa e (B) positiva para CD44 em amostra de carcinoma ductal invasor.  

Aumento 40x            

        

B) Expressão de CD44v6: 

 

Figura 3 – Imunomarcação (A) negativa e (B) positiva para CD44v6 em amostras de carcinoma ductal 

invasor.  Aumento 40 x 

 

 

 

 

 

 

 



26 
 

 

C) Expressão de CD24 

 

Figura 4 – Imunomarcação (A) negativa e (B) positiva para CD24 em amostras de carcinoma ductal invasor. 

Aumento 40x 

 

2) Idade: Foi avaliada de maneira quantitativa através da média e desvio padrão.  

 

3) Tamanho do tumor: Quanto ao tamanho do tumor os tumores foram classificados segundo a 

classificação TNM- 6ª edição – 2004, 
106

 que é igual à classificação utilizada pela American 

Joint Committee on Cancer (AJCC) e divide os tumores de mama em: 

 T1: Tumor com 2 cm ou menos em sua maior dimensão; 

 T2: Tumor com mais de 2 cm, porém não mais de 5 cm em sua maior dimensão; 

 T3: Tumor com mais de 5 cm em sua maior dimensão; 

 T4: Tumor de qualquer tamanho com extensão direta à parede torácica e/ou à pele, ou 

carcinoma inflamatório. 

Nota: A parede torácica inclui costelas, músculos intercostais, músculo serrátil anterior, 

mas não inclui o músculo peitoral. 

 

4) Grau histológico (GI, GII, GIII): O grau histológico foi determinado segundo o Sistema de 

Graduação de Nottingham-Bloom-Richardson, 
50

 que já foi descrito na revisão bibliográfica 

(páginas 9 e 10). 

 

5) Linfonodos: Positivo - Presença de células neoplásicas em pelo menos um linfonodo; 

Negativo - Ausência de células neoplásicas nos linfonodos avaliados. 
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6) Fenótipo CD44
+
/CD24

-
: Foram considerados dentro desse fenótipo os casos que 

apresentaram imunomarcação positiva para o CD44 e/ou CD44v6 e imunomarcação negativa 

para o CD24. 

 

7) Luminal A: Foram considerados os casos que apresentavam marcação imunoistoquímica para 

Receptor de Estrogênio (RE) e/ou Receptor de Progesterona (RP) positivo e expressão de 

HER2 negativa. 

 

8) Luminal B: Foram considerados os casos que apresentavam marcação imunoistoquímica para 

Receptor de Estrogênio (RE) e/ou Receptor de Progesterona (RP) positivo e expressão de 

HER2 positiva. 

 

9) HER2: Foram considerados os casos que apresentavam marcação imunoistoquímica para 

Receptor de Estrogênio (RE) negativa, Receptor de Progesterona (RP) negativa, e expressão 

de HER2 positiva. 

 

10) Triplo Negativo: Foram considerados os casos que apresentavam marcação imunoistoquímica 

para Receptor de Estrogênio (RE) negativa, Receptor de Progesterona (RP) negativa, e 

expressão de HER2 negativa.  

 

11) Receptor de Estrogênio (RE), Receptor de Progesterona (RP) e HER2: Foram utilizados os 

resultados dos exames imunoistoquímicos para RE, RP e HER2 realizados na época do 

diagnóstico original, no Serviço de Anatomia Patológica do HNSG, pelo método da 

Estreptavidina-Biotina-Peroxidase, analisados pelo mesmo patologista (LFBT). 

A expressão imunoistoquímica para os marcadores moleculares RE e RP foi considerada    

      positiva quando observada marcação nuclear de intensidade fraca, moderada ou forte em mais  

      de 10% das células marcadas. 

 Para a avaliação da marcação do HER2 levou-se em consideração a porcentagem de  

      células com marcação de membrana. A positividade do HER2 foi avaliada de acordo com o  

      método recomendado pelo kit Herceptest (DAKO) que divide os resultados em quatro  

      categorias (0, +, ++, +++). São considerados positivos os casos com resultado +++. Os casos     
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      que apresentam ++ de positividade são encaminhados para FISH, para definir se são positivos  

      ou não. Os casos que apresentam + ou 0 são considerados negativos. 

 

4.2.DESCRIÇÃO DOS PROCEDIMENTOS TÉCNICOS 

 

4.2.1. Construção dos Tissue Microarrays (TMAs) 

 

4.2.1.1.Seleção dos Tecidos para a Construção do TMA 

 

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

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

analisadas ao microscópio óptico por uma patologista (APMS), e uma ou duas áreas 

morfologicamente significativas do componente tumoral foram selecionadas na lâmina de vidro. 

Posteriormente, foram delimitados dois círculos (correspondentes às áreas significativas) em cada 

bloco doador sobrepondo as lâminas marcadas, para assim marcar a área de extração do material 

dos blocos doadores. 

 

4.2.1.2.Montagem do TMA 

 

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

com as coordenadas de localização de cada caso nos blocos receptores seguindo criteriosamente a 

confecção dos TMAs. Os blocos receptores do TMA foram construídos manualmente no 

Laboratório de Patologia Experimental da PUCPR, composto por um molde de 15 cilindros e por 

uma “seringa extratora” (punch-extractor). De cada bloco doador foram extraídos um ou dois 

cilindros de 4 mm de diâmetro e depositados nos blocos receptores, previamente preparados. 

Depois de depositados todos os cilindros, os blocos receptores, agora TMAs, foram colocados na 

estufa a 37ºC durante 1 hora com a face de corte virada para baixo e sobre uma lâmina de vidro. 

A cada intervalo de uma hora, os blocos foram pressionados para promover a homogeneização 

dos mesmos. Deste modo, os cilindros de tecido ficaram aderidos às paredes do bloco receptor e 

a superfície de corte ficou homogênea através do contato com a lâmina. 
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4.2.1.3.Corte do Bloco de TMA 

 

  Antes de realizar os cortes histológicos, os TMAs foram resfriados a -10ºC durante 30 

minutos para após, realizar-se o corte sequencial de 4mm de espessura. Foi feita a coloração HE 

do primeiro corte de cada TMA para controle morfológico da presença de tumor. Foram 

utilizados uma placa fria (Leica EG1130, Germany) e um micrótomo (Reichet-Jung 2030, Bicut, 

Germany) para a realização dos cortes histológicos. Foram usados dois tipos de lâminas, 

conforme o destino dos cortes histológicos: para coloração com Hematoxilina-Eosina (HE) 

(Marienfeld, Germany) ou para imunoistoquímica (Superfrost®Plus, Germany), apresentando 

estas um maior poder de adesão dos cortes histológicos. 

 

4.2.2. Método Imunoistoquímico 

 

Todos os casos foram processados de acordo com o método da Estreptavidina-Biotina-

Peroxidase. Foi realizada neste estudo a marcação imunoistoquímica para CD44, CD24, e 

CD44v6. A marcação do CD44 foi realizada no Laboratório de Patologia do Hospital AC 

Camargo em São Paulo. A marcação do CD24 e CD44v6 foi realizada no Laboratório de 

Patologia Experimental da PUCPR segundo um protocolo estabelecido e padronizado pelo setor 

de imunoistoquímica deste laboratório 
107

. As lâminas foram analisadas pela pesquisadora (IR) e 

por uma Patologista (APMS) simultaneamente, em microscópio de multiobservação (Olimpus). 

A marcação dos Receptores Hormonais (RH), e HER2 (Herceptest), já haviam sido 

realizadas no Serviço de Anatomia Patológica do HNSG na época do diagnóstico .   

 

4.2.3. Controles 

 

Em cada bloco receptor foi colocado um caso para servir de controle interno (um 

fragmento de tecido mamário normal). Estas amostras foram processadas da mesma forma, uma 

vez que pertencem ao TMA e apresentam expressão relevante do antígeno. 
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4.2.4. Análise Estatística  

Para a comparação de grupos em relação à idade, foi considerado o teste t de Student para 

amostras independentes ou o modelo de análise de variância (ANOVA) com um fator. Para 

avaliação da associação entre variáveis qualitativas foi considerado o teste de Qui-quadrado ou o 

teste exato de Fisher. Para as comparações múltiplas entre mais de dois grupos, em relação a 

variáveis qualitativas, foi ajustado um modelo de Regressão Logística. Este modelo também foi 

considerado para a avaliação dos subtipos em relação aos resultados do fenótipo CD44
+
/CD24

-
 e 

dos marcadores CD44, CD44v6 e CD24, ajustando-se para idade, grau histológico e tamanho do 

tumor. Valores de p<0,05 indicaram significância estatística. Os dados foram analisados com o 

programa computacional Statistica v.8.0. 

 

4.2.5. Aspectos éticos 

 

O estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da Pontifícia Universidade 

Católica do Paraná (PUCPR), em 2009. Protocolo número: 5365 (cópia em Anexo). 
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5. RESULTADOS 

 

5.1.Características da amostra 

 

 A amostra deste estudo foi constituída por 133 casos, sendo: 42 casos Luminal A (RE
+
 

e/ou RP
+
 e HER2 

-
), 31 casos Luminal B (RE

+
 e/ou RP

+
 e HER2

+
), 21 casos HER2    (RE

-
, RP

-
, 

HER2 
+
) e 39 casos triplo negativos  (RE

-
, RP

-
, e HER2

-
) conforme demonstrado na Tabela 2. 

 

Tabela 2. Frequência dos subtipos moleculares na amostra 

Subtipo Molecular Número de casos 

(n=133) 

% 

Luminal A 42 31,6 

Luminal B 31 23,3 

HER2 21 15,8 

Triplo Negativo 39 29,3 

 

A média e a mediana de idades foram de 55,8 anos (com intervalo de 27-88 anos, desvio 

padrão 13,8) e 54 anos, respectivamente.  A maioria das pacientes apresentava tumores grau II 

(48,1%) e grau III (38,3%), T2 (51,9%) e T1 (42,1%), e com linfonodo negativo (56,4%), 

conforme descrito na Tabela 3. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



32 
 

 

Tabela 3. Distribuição da amostra em relação ao grau histológico, tamanho do tumor, e linfonodo. 

 

Número de Casos (n=133) % 

Grau histológico 

  I 18 13,5 

II 64 48,1 

III 51 38,3    

Tamanho do tumor 

  T1 56 42,1 

T2 69 51,9 

T3 8 6,0 

T4 0 0,0 

Linfonodo 

  Negativo 75 56,4 

Positivo 58 43,6 

 

 Ao compararmos os subtipos moleculares desta amostra em relação à idade, foi 

encontrada diferença estatisticamente significativa entre os grupos (p=0,028), sendo o subtipo 

triplo negativo o que apresentou a menor média de idade (Gráfico 1, e Tabela 4). Na comparação 

dos grupos dois a dois, observa-se que a média de idade do subtipo triplo negativo foi 

significativamente inferior à média de idade dos subtipos Luminal A (p= 0,008) e HER2 

(p=0,019). 
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Gráfico 1- Distribuição da idade em relação aos subtipos moleculares 

 

 A comparação dos subtipos moleculares com o grau histológico demonstrou diferença 

estatisticamente entre os grupos (p<0,001), sendo que, nos grupos HER2 e triplo negativo houve 

uma maior frequência de tumores grau III (Tabela 4). Na comparação dois a dois entre os 

subtipos, encontramos que o subtipos HER2 e o triplo negativo apresentaram uma maior 

frequencia de tumores grau III, em relação aos subtipos luminal A (p=0,003, e p<0,001, 

respectivamente), e luminal B (p=0,007, e p<0,001, respectivamente). Não houve diferença 

estatisticamente significativa entre os grupos ao compararmos os subtipos moleculares com o 

tamanho do tumor e o comprometimento do linfonodo (Tabela 4). 
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Tabela 4. Comparação entre os subtipos moleculares em relação à idade, grau histológico, tamanho do tumor, 

e linfonodo. 

 Luminal A 

(n=42) 

Luminal B 

(n=31) 

HER2 

(n=21) 

Triplo Negativo 

(n=39) 

p* 

Idade 59,1 ± 15,2 54,8 ± 11,9 59,7 ± 13,8 51,1 ± 12,4 0,028 

Grau      

I 9 (21,4) 7 (22,6) 1 (4,8) 1 (2,6)  

II 25 (59,5) 18 (58,1) 8 (38,1) 13 (33,3) <0,001 

III 8 (19,0) 6 (19,4) 12 (57,1) 25 (64,1)  

Tamanho      

T1 19 (45,2) 14 (45,2) 10 (47,6) 13 (33,3)  

T2 22 (52,4) 16 (51,6) 9 (42,9) 22 (56,4) 0,618 

T3 1 (2,4) 1 (3,2) 2 (9,5) 4 (10,3)  

Linfonodo      

Negativo 24 (57,1) 21 (67,7) 12 (57,1) 18 (46,2) 0,348 

Positivo 18 (42,9) 10 (32,3) 9 (42,9) 21 (53,8)  

*Teste de Qui-quadrado (variáveis categóricas) ou o modelo de análise de variância (ANOVA) para a idade; p<0,05. 

 

5.2.Análise da expressão do fenótipo CD44
+
/CD24

-
 

 

Para análise do fenótipo CD44
+
/CD24

-
 foram excluídos quatro casos do grupo do CD24: 

dois por não terem tumor residual na lâmina e dois porque o corte descolou da lâmina. Foram 

considerados positivos para esse fenótipo todos os casos que apresentaram expressão de CD44 

e/ou CD44v6 positiva e expressão negativa de CD24. Dezoito casos preencheram esse critério, o 

que correspondeu a 14% da amostra (n=129), sendo que destes casos, treze apresentavam 

expressão positiva de CD44v6, um apresentou expressão positiva de CD44, e quatro 

apresentaram expressão positiva de ambos marcadores, como demonstrado no Gráfico 2. 
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Gráfico 2- Expressão do CD44 e CD44v6 na formação do fenótipo CD44
+
/CD24

-
 

 

 Em relação a expressão do fenótipo CD44
+
/CD24

- 
nos diferentes subtipos moleculares, 

encontramos uma diferença estatisticamente significativa entre os grupos (p=0,02), sendo que o 

subtipo HER2 foi o que apresentou a maior frequência do fenótipo CD44
+
/CD24

- 
(Tabela 5). Na 

comparação dos subtipos dois a dois, observamos que o subtipo HER2 apresentou frequência 

maior do fenótipo CD44
+
/CD24

- 
em relação aos subtipos luminal A (p=0,008) e triplo negativo 

(p= 0,044), com significância estatística. Na comparação entre os outros subtipos não houve 

diferença estatisticamente significativa (Tabela 6). 
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Tabela 5. Comparação entre os subtipos moleculares do câncer de mama e o fenótipo CD44
+
/CD24

-
. 

              Fenótipo CD44
+
/CD24

-
 (n=129)   

Subtipo Molecular Negativo (n=111) Positivo (n=18) Valor de p* 

Luminal A 39 (95,1) 2 (4,9)  

Luminal B 25 (83,3) 5 (16,7)  

HER2 14 (66,7) 7 (33,3) 0,02 

Triplo Negativo 33 (89,2) 4 (10,8)  

*Teste de Qui-quadrado; p<0,05 

 

Tabela 6. Comparação dos subtipos moleculares dois a dois em relação à expressão do  fenótipo CD44
+
/CD24

-
. 

Comparação entre os subtipos moleculares  Valor de p* 

Luminal A x Luminal B 0,120 

Luminal A x HER2 0,008 

Luminal A x Triplo Negativo 0,338 

Luminal B x HER2 0,174 

Luminal B x Triplo Negativo 0,488 

HER2 x Triplo Negativo 0,044 

*p<0,05 

Após realizar a análise multivariada para comparar os subtipos em relação à expressão do 

fenótipo CD44
+
/CD24

-
, ajustando para idade, grau histológico e tamanho do tumor, continuou se 

observando maior frequência do fenótipo CD44
+
/CD24

-
 no subtipo HER2 do que nos subtipos 

luminal A (p=0,016; OR=8,59; IC95%:1,48-49,44), com significância estatística e triplo negativo 

(p=0,050; OR=4,22; IC95%:0,98-18,05) com tendência a significância, como pode ser visto na 

Tabela 7.  Na comparação entre os outros subtipos não houve diferença estatisticamente 

significativa. 
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Tabela 7. Análise multivariada dos subtipos moleculares em relação ao fenótipo CD44
+
/CD24

-
, ajustada para 

idade, grau histológico (**), e tamanho do tumor (**). 

 Fenótipo CD44
+
/CD24

-
 (n=129)    

Comparação dos Subtipos Valor de p* OR IC95% 

Luminal A x Luminal B 0,115 4,00 0,70 22,86 

Luminal A x HER2 0,016 8,59 1,48 49,94 

Luminal A x Triplo negativo 0,450 2,04 0,32 13,12 

Luminal B x HER2  0,292 0,47 0,11 1,96 

Luminal B x Triplo negativo 0,382 1,96 0,43 9,08 

HER2 x Triplo negativo 0,050 4,22 0,98 18,05 

* p<0,05 

**Para poder aplicar o modelo de regressão logística para análise multivariada, foi agrupado o grau histológico em 

Grau I e Grau II versus Grau III, e o tamanho do tumor em T1 versus T2 e T3 

 

Ao analisarmos a expressão do fenótipo CD44
+
/CD24

-
 em relação ao tamanho do tumor, 

encontramos que os tumores T3 tenderam a apresentar maior frequência do fenótipo 

CD44
+
/CD24

-
 em relação aos tumores T1 e T2, com um nível de significância limítrofe 

(p=0,076). Ao comparar as variáveis: idade, grau histológico, e comprometimento do linfonodo 

em relação à expressão do fenótipo CD44
+
/CD24

-
, não houve diferença estatisticamente 

significativa entre os grupos. A tabela que mostra a comparação entre a expressão do fenótipo 

CD44
+
/CD24

-
 e as variáveis prognósticas: idade, grau histológico, tamanho do tumor, e 

comprometimento do linfonodo encontra-se no Apêndice A.  

 

  

5.3.Análise da expressão do marcador CD44 

 

 Para a análise do marcador imunoistoquímico CD44, foi excluído um caso em que o corte 

descolou da lâmina. Em um total de 132 casos, encontramos 50% de positividade para a 

expressão deste marcador (66 casos). Ao comparar os subtipos moleculares com a expressão do 
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CD44, não houve diferença estatisticamente significativa entre os grupos, conforme descrito na 

Tabela 8. 

 

Tabela 8. Comparação entre os subtipos moleculares do câncer de mama e a expressão de CD44. 

  CD44 (n=132)  

Subtipos Moleculares Negativo (n=66) Positivo (n=66) Valor de p* 

Luminal A 19 (46,3) 22 (53,7)  

Luminal B 14 (45,2) 17 (54,8) 0,612 

HER2 10 (47,6) 11 (52,4)  

Triplo Negativo 23 (59) 16 (41)  

*Teste de Qui-quadrado;  p<0,05. 

  

 Após realizar a análise multivariada para comparar os subtipos em relação à expressão do 

CD44, ajustando para idade, grau histológico e tamanho do tumor nenhuma correlação entre os 

subtipos moleculares e a expressão do CD44 foi observada
 
(Tabela 9). 
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Tabela 9. Análise multivariada dos subtipos moleculares em relação à expressão do CD44, ajustada para idade, 

grau histológico (**), e tamanho do tumor (**). 

  CD44 (n=132)   

Comparação dos Subtipos  Valor de p* OR IC 95% 

Luminal A x Luminal B 0,954 0,97 0,37 2,53 

Luminal A x HER2 0,996 1,00 0,33 3,06 

Luminal A x Triplo negativo 0,386 1,53 0,58 4,08 

Luminal B x HER2 0,959 1,03 0,32 3,37 

Luminal B x Triplo negativo 0,381 1,58 0,56 4,42 

HER2 x Triplo negativo 0,449 0,65 0,21 1,99 

*p<0,05. 

**Para poder aplicar o modelo de regressão logística para análise multivariada, foi agrupado o grau histológico em 

Grau I e Grau II versus Grau III, e o tamanho do tumor em T1 versus T2 e T3. 

 

A comparação do tamanho do tumor com a expressão do marcador CD44 revelou uma 

associação estatisticamente significativa entre os tumores T3 e a negatividade deste marcador 

(p=0,012), ressalta-se que em nossa amostra todos os tumores T3 foram negativos para a 

expressão do CD44). Não houve associação estatisticamente significativa entre as variáveis: 

idade, grau histológico e comprometimento do linfonodo, e a expressão do marcador CD44. A 

tabela que mostra a comparação entre a expressão do CD44 e as variáveis prognósticas: idade, 

grau histológico, tamanho do tumor, e comprometimento do linfonodo encontra-se no Apêndice 

B.  

 

 

5.4.Análise da expressão do marcador CD44v6 

 

Para a análise do marcador imunoistoquímico CD44v6 foram excluídos quatro casos: dois 

por não apresentarem tumor residual na lâmina e dois porque o corte descolou. Desta forma, dos 

129 casos válidos e analisados para este marcador, 88 (68,2%) casos foram positivos, sendo 41 
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casos (31,8%) negativos. Ao compararmos os subtipos moleculares em relação à expressão do 

CD44v6, houve tendência a haver diferença estatisticamente significativa entre os grupos 

(p=0,078), sendo que os subtipos Luminal B e HER2 foram os que apresentaram maior expressão 

deste marcador (Tabela 10). Ao comparar os grupos dois a dois observou-se que o subtipo 

Luminal B apresentou maior frequência de expressão do CD44v6 em relação ao subtipo Luminal 

A , com significância estatística (p=0,033) e que o subtipo HER2 também mostrou a tendência de 

apresentar maior frequência de expressão deste marcador em relação ao subtipo Luminal A 

(p=0,052). Na comparação entre os outros subtipos não houve diferença estatisticamente 

significativa (Tabela 11). 

 

Tabela 10. Comparação entre os subtipos moleculares do câncer de mama e a expressão de CD44v6. 

 CD44v6 (n=129)   

 Negativo (n=41) Positivo (n=88) Valor de p* 

Luminal A 18 (45) 22 (55)  

Luminal B 6 (20) 24 (80) 0,078 

HER2 4 (19) 17 (81)  

Triplo Negativo 13 (34,2) 25 (65,8)  

*Teste de Qui-quadrado ; p<0,05 

  

 

Tabela 11- Comparação dos subtipos moleculares dois a dois em relação à expressão do CD44v6 

Comparação entre os subtipos moleculares Valor de p* 

Luminal A x Luminal B 0,033 

Luminal A x HER2 0,052 

Luminal A x Triplo Negativo 0,332 

Luminal B x HER2 0,933 

Luminal B x Triplo negativo 0,199 

HER2 x Triplo Negativo 0,224 

*p<0,05 



41 
 

 

Após realizar a análise multivariada para comparar os subtipos em relação à expressão do 

CD44v6, ajustando para idade, grau histológico e tamanho do tumor, novamente observou-se 

maior frequência de positividade do marcador CD44v6 no subtipo Luminal B em relação ao 

Luminal A (p=0,032; OR=3,35; IC95%: 1,10-10,19), com significância estatística. Entretanto, 

não se encontrou tendência de associação entre o subtipo HER2 e o Luminal A (p=0,118; OR= 

2,82; IC95%: 0,76-10,50), como demonstra a Tabela 12. Na comparação entre os outros subtipos 

não houve diferença estatisticamente significativa. 

 

Tabela 12. Análise multivariada dos subtipos moleculares em relação à expressão do CD44v6, ajustada para idade, 

grau histológico (**), e tamanho do tumor (**). 

  CD44v6 (n=129)   

Comparação dos Subtipos  Valor de p* OR IC95% 

Luminal A x Luminal B 0,032 3,35 1,10 10,19 

Luminal A x HER2 0,118 2,82 0,76 10,50 

Luminal A x Triplo negativo 0,665 1,25 0,45 3,49 

Luminal B x HER2 0,818 1,19 0,27 5,17 

Luminal B x Triplo negativo 0,106 2,68 0,80 8,94 

HER2 x Triplo negativo 0,226 2,26 0,60 8,52 

*p<0,05 

**Para poder aplicar o modelo de regressão logística para análise multivariada, foi agrupado o grau histológico em 

Grau I e Grau II versus Grau III, e o tamanho do tumor em T1 versus T2 e T3. 

 

Ao compararmos as variáveis prognósticas: idade, grau histológico, tamanho do tumor e 

comprometimento do linfonodo, com a expressão do marcador CD44v6, não houve associação 

estatisticamente significativa entre os grupos. A tabela que demonstra esta comparação encontra-

se no Apêndice C. 
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5.5.Análise da expressão do marcador CD24 

 

 Para a análise do marcador CD24 foram excluídos quatro casos: dois porque não 

apresentavam tumor residual na lâmina e dois porque o corte descolou. Dos 129 casos válidos 

analisados, 103 (79,8%) casos foram CD24 positivos e 26 (20,2%) casos negativos. Na análise da 

comparação entre os subtipos moleculares com a expressão do CD24, observamos diferença 

estatisticamente significativa entre os subtipos (p=0,044), sendo que o subtipo HER2 foi o que 

apresentou menor positividade para este marcador conforme demonstrado na Tabela 13. Após 

fazer a comparação dos subtipos dois a dois observamos que o subtipo HER2 apresentou menor 

positividade do CD24, em relação aos outros subtipos [Luminal A (p=0,018), Luminal B (p= 

0,044), e Triplo Negativo (p=0,031)], com significância estatística em todas as comparações. Na 

comparação entre os outros subtipos não houve diferença estatisticamente significativa (Tabela 

14). 

 

Tabela 13. Comparação entre os subtipos moleculares do câncer de mama e a expressão de CD24. 

                                                         CD24 (n=129)  

 Negativo (n=26) Positivo (n=103) Valor de p* 

Luminal A 6 (14,6) 35 (85,4)  

Luminal B 5 (16,7) 25 (83,3) 0,044 

HER2 9 (42,9) 12 (57,1)  

Triplo Negativo 6 (16,2) 31 (83,8)  

*Teste de Qui-quadrado; p<0,05. 
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Tabela 14. Comparação dos subtipos moleculares dois a dois em relação à expressão do CD24 

Comparação entre os subtipos moleculares Valor de p* 

Luminal A x Luminal B 0,815 

Luminal A x HER2 0,018 

Luminal A x Triplo Negativo 0,847 

Luminal B x HER2 0,044 

Luminal B x Triplo Negativo 0,960 

HER2 x Triplo Negativo 0,031 

*p<0,05 

 

A análise multivariada para comparar os subtipos em relação à expressão do CD24, 

ajustando para idade, grau histológico e tamanho do tumor revelou menor positividade do 

marcador CD24 no subtipo HER2 em relação aos subtipos: Luminal A (p= 0,031; OR=0,24; 

IC95%:0,07-0,89) e Triplo Negativo ( p=0,026; OR=0,23; IC95%:0,06-0,85) com significância 

estatística e tendência a significância entre os subtipos HER2 e o Luminal B (p=0,060; OR=0,27; 

IC95%:0,07-1,07), conforme demonstrado na Tabela 15. Entre os outros subtipos não houve 

significância estatística.  
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Tabela 15. Análise multivariada dos subtipos moleculares em relação à expressão do CD24, ajustada para 

idade, grau histológico (**), e tamanho do tumor (**). 

  CD24 (n=129)   

Subtipos comparados Valor de p* OR IC95% 

Luminal A x Luminal B 0,865 0,89 0,24 3,32 

Luminal A x HER2 0,031 0,24 0,07 0,89 

Luminal A x Triplo negativo 0,948 0,96 0,25 3,66 

Luminal B x HER2 0,060 0,27 0,07 1,07 

Luminal B x Triplo negativo 0,823 1,17 0,29 4,70 

HER2 x Triplo negativo 0,026 0,23 0,06 0,85 

*p<0,05 

**Para poder aplicar o modelo de regressão logística para análise multivariada, foi agrupado o grau histológico em 

Grau I e Grau II versus Grau III, e o tamanho do tumor em T1 versus T2 e T3. 

 

 Não houve nenhuma associação estatisticamente significativa entre os grupos após a 

comparação das variáveis prognósticas: idade, grau histológico, tamanho do tumor, e 

comprometimento do linfonodo com a expressão do marcador CD24. A tabela que demonstra a 

comparação entre a expressão do marcador CD24 e as variáveis prognósticas encontra-se no 

Apêndice D. 
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6. DISCUSSÃO 

 

O grande desafio do câncer de mama consiste na heterogeneidade que esta doença 

apresenta. Essa heterogeneidade ocorre tanto entre um tumor e outro, o que é chamado de 

heterogeneidade intertumoral, como em grupos de células dentro do mesmo tumor, que seria a 

heterogeneidade intratumoral e é uma das principais dificuldades encontradas em termos de 

tratamento.
30

 Ao se entender que cada tumor apresenta uma biologia tumoral diferente, e, 

portanto, se comporta de maneira diferente, assume-se que o tratamento também não pode ser o 

mesmo para todos os tipos de tumores. A identificação dos subtipos moleculares intrínsecos do 

câncer de mama é muito importante para a avaliação individual de cada tumor, e pode contribuir 

muito para a instituição de um tratamento adequado. A possibilidade de avaliação desses 

parâmetros com técnicas mais acessíveis e práticas, com custo acessível, que possam ser 

incorporadas no dia a dia do tratamento dessas pacientes, continua sendo o maior desafio na 

união entre o campo da pesquisa molecular gênica e a prática clínica. No presente estudo 

utilizamos os critérios de imunoistoquímica para distinguir os quatro subtipos moleculares do 

câncer de mama, conforme já foi descrito em outros estudos
14-16

 e correlacionar com o fenótipo 

CD44
+
/CD24

-
.  

Com o avanço dos estudos na biologia molecular, a hipótese das células-tronco 

cancerosas começou a ganhar espaço. Esta hipótese pode explicar porque encontramos resistência 

ao tratamento em alguns casos. Acredita-se que esta pequena população de células-tronco dentro 

do tumor apresenta propriedades intrínsecas que as torna resistentes a quimioterapia, radioterapia 

e hormonioterapia.
108

 A falta de marcadores específicos de superfície celular dificultou no início 

o estudo desta teoria. A partir do estudo de Al-Hajj e colaboradores
23 

(2003), passou-se a utilizar 

o fenótipo CD44
+
/CD24

- 
como marcador de célula-tronco. Neste estudo realizamos a marcação 

imunoistoquímica com os anticorpos anti-CD44, -CD44v6, e -CD24 para identificar o fenótipo 

CD44
+
/CD24

-
. Nosso trabalho se diferenciou por incluir a marcação imunoistoquímica do 

CD44v6 para a avaliação do fenótipo CD44
+
/CD24

-
. Escolhemos este marcador por ser uma das 

isoformas variantes mais estudadas e mais comuns do CD44, e estar relacionada em alguns 

trabalhos a migração e proliferação celular, podendo levar à progressão e metástase do câncer. 

103,97
 Além disso, acredita-se que o anticorpo CD44 possa reconhecer tanto a isoforma standard 

da proteína como as suas variantes, mas por outro lado, o anticorpo CD44v6 reconhece apenas a 
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sua isoforma variante. Assim, ao utilizá-lo poderíamos estar identificando uma fração especifica 

de proteínas CD44, que podem se comportar de maneira diferente e se correlacionar de maneira 

individual com as outras variáveis deste estudo como os subtipos moleculares, idade, grau 

histológico, tamanho do tumor ou linfonodo. Por outro lado quando outros estudos
29, 30

 utilizaram 

o anticorpo CD44, este provavelmente reconheceu tanto as isoformas standard como as isoformas 

variantes desta proteína. 

 

6.1.Análise da amostra  

 

 Foi objetivo de este estudo comparar os subtipos moleculares em relação à expressão dos 

marcadores imunoistoquímicos, por isso foram selecionados propositalmente casos que 

representassem de maneira significativa os quatro subgrupos. A seleção da amostra não foi 

realizada de maneira consecutiva, portanto não representa todos os casos atendidos na Unidade 

da Mama do HNSG neste período, e também não reflete a proporção real que existe entre os 

subtipos moleculares dentro de uma população.  

 Foi utilizada a técnica de microarranjos de tecidos (TMA) por ser esta técnica de menor 

custo e maior praticidade para fazer a marcação imunoistoquímica em um grande número de 

casos, pois permite a leitura de vários casos em uma só lâmina. A marcação imunoistoquímica 

em TMA já foi validada em outros estudos e está sendo cada vez mais utilizada em pesquisa, uma 

vez que apresenta resultados comparáveis à técnica convencional. 
107, 109, 110

 

 No intuito de obter uma maior homogeneidade da amostra foram selecionados apenas os 

casos de carcinoma ductal. Da mesma maneira, contribuem para a homogeneidade desta amostra 

o fato dos casos selecionados terem sido operados pela mesma equipe de cirurgiões e analisados 

no mesmo laboratório, sendo submetidos, portanto, às mesmas condições de fixação e 

processamento. Além disso, a marcação imunoistoquímica para a dosagem de receptores 

hormonais e HER2, que utilizamos neste estudo, foi a realizada na época do diagnóstico original, 

sendo executada pelo mesmo patologista (LFBT) e sendo o Serviço de Anatomia Patológica do 

HNSG regularmente certificado para a realização deste procedimento. A escolha da área mais 

representativa do tumor pelo patologista (APMS) para ser amostrada no TMA, também aumentou 

a qualidade de amostragem nos TMA.   
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Durante a realização das reações imunoistoquímicas pode ocorrer descolamento do tecido 

das lâminas. Este descolamento do corte da lâmina pode ocorrer em 5 a 20% nos TMA. 
110, 107

 

Em nosso estudo ocorreu em 3,76% da amostra (5/133). 

Em relação às características dos subtipos moleculares na amostra, foi encontrado que o 

subtipo triplo negativo apresentou uma média inferior de idade em relação ao subtipo HER2 e 

Luminal A e maior frequência de tumores grau III, em relação ao subtipo Luminal A e Luminal 

B. Isto já era esperado e esta de acordo com a literatura, pois os tumores triplo negativos tendem 

a ocorrer normalmente em pacientes mais jovens, especialmente abaixo dos 40 anos e, em muitos 

casos, estão associados à mutação do gene BRCA1. Estes tumores também se caracterizam por 

serem normalmente tumores de alto grau, a com altas taxas de proliferação.
76, 78

 

Neste estudo também se encontrou que os tumores do subtipo HER2 apresentavam maior 

frequência de tumores grau III, em relação ao Luminal A e Luminal B. Os tumores do subtipo 

HER2 são tumores de pior prognóstico e de comportamento biológico agressivo, por isso são 

normalmente tumores pouco diferenciados e de alto grau. 
14, 61

 

 

6.2.Análise do fenótipo CD44
+
/CD24

-
 

 

Neste estudo foi encontrado que o subtipo HER2 foi o grupo que expressou com maior 

frequência o fenótipo CD44
+
/CD24

-
. Essa diferença foi estatisticamente significativa em 

comparação ao Luminal A e se manteve mesmo após ajustar para a idade, grau histológico e 

tamanho do tumor. Esta correlação entre o subtipo HER2 e o fenótipo CD44
+
/CD24

-
 não havia 

sido descrita até o momento. Ao considerar o fenótipo CD44
+
/CD24

-
 como um marcador de 

célula tronco, deveríamos supor que ele seria mais frequentemente associado aos subtipos 

intrínsecos do câncer de mama de origem celular mais primitiva como o subtipo basal e o 

claudina-low. De fato vários estudos têm demonstrado essa associação. Honeth et al 
29

 (2008) 

estudaram 240 tumores de uma coorte de 445 pacientes tratadas cirurgicamente por câncer de 

mama estadio II. Os autores encontraram que a ocorrência desse fenótipo foi elevada nos tumores 

basais, especialmente nos tumores hereditários BRCA1. Creighton et al 
31

 (2009) identificaram 

uma assinatura gênica comum às células CD44
+
/CD24

-
 e às células cancerosas formadoras de 

mamosferas in vitro (CD44
+
/CD24

- MS
), ambos relacionados às células tronco e identificaram 

uma associação clara dessa assinatura gênica comum a essas células com o subtipo molecular 
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claudina-low. Os autores também encontraram que o subtipo molecular claudina-low apresentava 

alta expressão de mRNA de CD44 e baixa expressão de mRNA de CD24.  

Além disso, foi relatado maior frequência de células CD44
+
/CD24

-
 associadas ao subtipo 

basal por Park et al 
30

 (2010). Ricardo e colaboradores
 111

 (2011), analisaram 466 casos de 

carcinomas mamários invasores e 8 linhagens celulares de câncer de mama e observaram 

correlação estatisticamente significativa entre o fenótipo CD44
+
/CD24

- 
e os subtipos moleculares 

do câncer de mama, estando este fenótipo particularmente enriquecido nos tumores basais. 

Recentemente, Giatromanolaki et al
112

 (2011), descreveram uma associação entre o fenótipo 

CD44
+
/CD24

-
 e os tumores triplo negativos. 

 Por outro lado, embora alguns estudos correlacionem o fenótipo CD44
+
/CD24

-
 aos 

subtipos moleculares de origem mais primitiva, ainda existem muitas dúvidas sobre esta 

associação. Em um estudo recente, 60 casos de carcinoma ductal invasor, 30 fibroadenomas, 30 

tecidos mamários normais e 3 linhagens celulares de câncer de mama foram avaliados e não 

encontrou-se correlação entre o fenótipo CD44
+
/CD24

-
 e os subtipos moleculares do câncer de 

mama, sugerindo que as células CD44
+
/CD24

 
sejam células progenitoras em trânsito e não 

apresentam qualquer relação com subtipos moleculares ou com os parâmetros clinico-patológicos 

no carcinoma ductal invasor. 
113  

Para tentar esclarecer a relação que existe entre a ativação do HER2 e o estímulo das 

células tronco cancerosas mamárias, Wang et al
114

 (2010) compararam as diferenças fenotípicas 

de duas linhagens de células derivadas de uma célula-tronco epitelial mamária comum em um 

contexto celular homogêneo, dentro das mesmas condições de cultivo celular, cuja única 

diferença entre elas era baseada na expressão do HER2. Após análise por citometria de fluxo, foi 

demonstrada maior frequência de células CD44
+
/CD24

- 
na linhagem de células que expressavam 

o HER2 quando comparado com a linhagem de células que não expressavam esta proteína. Este 

estudo, portanto, provê evidência clara que o HER2 tem a habilidade de aumentar a frequência de 

células-tronco CD44
+
/CD24

-
, podendo ser responsável pela potente função tumorigênica do 

HER2 na carcinogênese da mama. Ao aumentar a frequência de células-tronco cancerosas 

CD44
+
/CD24

-
, o HER2 pode também manter o crescimento tumoral e promover a metástase à 

distância.  

A relação do subtipo intrínseco HER2 com as células-tronco cancerosas mamárias, 

também já foi amplamente descrita em associação a outro marcador de célula-tronco mamária, o 
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ALDH1. Ginestier et al
 28

 (2007) descreveram o ALDH1  como um marcador de células tronco 

no tecido mamário normal e no câncer de mama após a análise da expressão deste marcador em 

modelos in vitro e in vivo. Neste estudo foram analisados também 577 carcinomas mamários 

humanos e os autores encontraram uma associação entre a expressão positiva de ALDH1 e a 

superexpressão de ERBB2. Além disso, a expressão do ALDH1 foi relacionada à falta de 

expressão de receptores hormonais (RE e RP), expressão positiva de citoqueratinas basais (CK5/6 

e CK14) e a presença de um alto grau histológico. Entretanto, quando os autores procuraram 

analisar a sobreposição entre a população celular aldefluor-positiva e a população CD44
+
/CD24

-
, 

em um modelo de xenotransplante, observaram que a sobreposição foi extremamente baixa, 

estando em torno de 1%, mas, por outro lado, constataram que as poucas células que 

expressavam os dois fenótipos, demonstraram uma capacidade tumorigênica muito maior, sendo 

capazes de gerar tumores com apenas 20 células.  

Morimoto et al
115

 (2009) confirmaram os achados iniciais de Ginestier et al 
28

 após análise 

de 203 casos de câncer de mama. Os autores relataram que os tumores ALDH1
+
 eram mais 

frequentemente RE
-
, RP

-
, HER2

+
 e Ki67

+
. Ao analisar a frequência de tumores ALDH1

+
 em 

relação aos subtipos intrínsecos do câncer de mama, os autores encontraram que os tumores que 

apresentavam RH
+
 e HER2

-
 (luminais A) apresentaram menor freqüência de ALDH1

+
 (3%). Por 

outro lado, os tumores RH
-
 e HER2

+
 (HER2) foram os que obtiveram maior expressão de 

ALDH1 chegando a 35%. Os tumores RH
+
 e HER2

+
 (luminais B) e RH

-
 e HER2

-
 (triplo 

negativos) apresentaram frequências intermediárias de 23% e 14%, respectivamente.  Além disso, 

constatou-se que os tumores HER2
+
 eram mais prováveis de serem ALDH1

+
, independente do 

status do receptor hormonal. O mesmo estudo de Park et al, 
30

 descrito anteriormente, também 

encontrou maior expressão de ALDH1 nos subtipos basal e HER2.   

Zhou et al 
116

 (2010), publicaram uma meta análise que visou determinar a associação 

entre os marcadores de células-tronco e fatores clínicos e patológicos do câncer de mama, assim 

como a associação com o prognóstico da doença. Foram selecionados 12 estudos com 898 casos 

e 1853 controles. Seis estudos utilizaram o ALDH1 como marcador de célula-tronco. Quatro 

estudos consideraram as células CD44
+
/CD24

- 
como marcadoras de células-tronco, enquanto dois 

estudos utilizaram os perfis de expressão gênica alternativamente às células CD44
+
/CD24

-
 para a 

avaliação. Os autores encontraram que os tumores de mama com a presença de células-tronco 

cancerosas, especialmente aqueles com células ALDH1
+
, estavam associados com fenótipos 
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biologicamente mais agressivos, como alto grau histológico (OR= 1,83, 95% IC: 1,23-2,75, 

p=0,001), RE negativo (OR= 0,45, 95% IC: 0,30-0,67, p<0,001)  e RP negativo (OR= 0,53, 95% 

IC:0,36-0,79, p=0,002). Apesar do status do HER2 (OR= 1,58,95% IC: 0,81-3,08, p=0,182) não 

estar associado com os marcadores de células tronco, ao analisar o subgrupo ALDH1 houve 

diferença significativa em relação à positividade deste marcador (OR= 2,33, 95% IC: 1,62-3,35, 

p<0,001). A presença de células ALDH1
+
 (RR=2,83, 95% IC: 2,16-3,67, p< 0,001) e células 

tumorais CD44
+
/CD24

-
 (RR= 2,32, 95% IC: 1,51-3,60, p<0,001) estavam significativamente 

associadas a uma pior sobrevida global.  

Se a teoria de células-tronco estiver correta, estas células seriam resistentes à 

quimioterapia, e teríamos, portanto, um aumento dos marcadores de células tronco como, por 

exemplo, das células CD44
+
/CD24

-
 após o término do tratamento quimioterápico. Este aumento 

ocorreria porque a quimioterapia estaria eliminando os outros compartimentos de células 

proliferativas tumorais, havendo um aumento proporcional das células resistentes. Atualmente 

vem sendo desenvolvidas algumas drogas que atuam em determinadas vias de sinalização e que 

teriam a capacidade de atingir as células-tronco, que a quimioterapia convencional não atinge. 

Um exemplo disto é o Lapatinib, que atua como inibidor específico da via de sinalização 

EGFR/HER2.  

Li et al 
117

 (2008) analisaram amostras de carcinomas mamários localmente avançados 

submetidos a quimioterapia neoadjuvante. Pacientes que apresentavam HER2
-
 foram 

randomizadas para serem submetidas a 12 semanas de Docetaxel (T) ou Doxorrubicina e 

Ciclofosfamida (AC), e as pacientes HER2
+
 foram tratadas com Lapatinib durante 6 semanas 

seguido de T e trastuzumab durante 12 semanas. Nas pacientes HER2
-
 a porcentagem de células 

CD44
+
/CD24

-
 medidas por citometria de fluxo aumentou após a quimioterapia, de uma média de 

4,7% para 13,6% após 12 semanas (p< 0,001), corroborando a teoria das células-tronco tumorais, 

que seriam resistentes à quimioterapia. O potencial tumorigênico dessas células remanescentes 

após o tratamento foi comprovado pela maior habilidade dessas células de formar mamosferas e 

pela maior capacidade de crescimento tumoral após a realização de transplante em ratos 

imunossuprimidos. Já no grupo HER2
+
 que foi tratado com Lapatinib não houve esse aumento de 

células tumorigênicas, sendo observado pelo contrário, uma diminuição destas células, mas a 

diferença não foi estatisticamente significativa, o que é compatível com a hipótese de que os 

agentes terapêuticos que alcançam a via de sinalização do EGFR/HER2, seriam capazes de 
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combater essas células tumorigênicas que são resistentes à quimioterapia. Outro fato curioso foi 

que o número basal de células CD44
+
/CD24

-
 foi maior no grupo de tumores HER2

+
 do que no 

HER2
-
, entretanto, não houve diferença entre os tumores RE

+
 e RE

-
.  

Creighton et al 
31 

(2009) também corroboraram a hipótese das células-tronco cancerosas 

ao avaliar a expressão da assinatura gênica comum CD44
+
/CD24

-MS
 após o tratamento 

neoadjuvante com hormonioterapia (letrozol) ou quimioterapia (docetaxel) e observar um 

aumento da assinatura gênica após o tratamento com ambas medicações. Esses resultados 

estariam de acordo então com a teoria de que as células tumorais que resistem ao tratamento 

quimioterápico ou endócrino têm características de células-tronco, por apresentarem um potencial 

de inicialização de tumores e de auto-renovação, além de uma maior expressão de fatores 

mesenquimais. 

Lee et al 
118

 (2011) estudaram amostras pareadas (antes e após o tratamento com 

quimioterapia neoadjuvante) em 92 pacientes com estadio clínico II ou III, submetidas a 

quimioterapia neoadjuvante com o esquema de doxorrubicina e docetaxel (AD) (n=50), ou 

doxorrubicina e ciclofosfamida (AC) (n=42), seguido de cirurgia, e também observaram um 

aumento da proporção de células tumorais CD44
+
/CD24

-
 e ALDH1

+
 após o tratamento 

quimioterápico. Além disso, os casos que apresentaram este aumento do fenótipo marcador de 

células tronco, também estiveram associados a um menor intervalo livre de doença. 

 Por outro lado, no estudo de Aulmann et al
119

 (2010) os resultados foram bastante 

diferentes e contrariam a hipótese do fenótipo CD44
+
/CD24

-
 estar associado às células-tronco. 

Neste estudo foram analisadas duas séries de pacientes tratados com esquemas quimioterápicos 

diferentes e foi observada uma redução do número de células CD44
+
/CD24

-
 após o tratamento 

quimioterápico em ambos grupos. Considerando que o fenótipo CD44
+
/CD24

-
 esteja associado às 

células-tronco cancerosas mamárias, a frequência destas células deveria aumentar após o 

tratamento quimioterápico em tumores com resposta parcial. Os autores avaliaram 50 casos 

tratados com 6 ciclos de Epirrubicina/Ciclofosfamida (EC) entre 1995 e 1999 e depois analisaram 

uma segunda série de 16 pacientes tratados em um estudo randomizado que recebiam 4 ciclos de 

Doxorrubicina/Pemetrexade, seguidos de 4 ciclos de Docetaxel (AP-Doc, 10 pacientes) ou 4 

ciclos de Doxorrubicina/Ciclofosfamida, seguidos de 4 ciclos de Docetaxel (AC-Doc, 12 

pacientes). Após o término da quimioterapia com EC, a frequência das células CD44
+
/CD24

-
 

diminuiu de uma média de 4,4% para apenas 2% (p=0,0079). No grupo AP/AC-Doc houve 
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também uma redução do número de células CD44
+
/CD24

-
, de uma média de 8,7% antes da 

quimioterapia para 1,1% após o tratamento. Um fato interessante foi que na série tratada com EC, 

um alto número de células CD44
+
/CD24

-
 (considerado arbitrariamente como >=10%) foram 

significativamente mais frequentes em tumores que superexpressavam o oncogene HER2 (7 de 

19 [37%] tumores HER2 comparados com apenas 2 dos 29 [7%]  casos restantes com status 

HER2 conhecido, p=0,019), nenhum dos tumores triplo negativos continham mais do que 10% de 

células CD44
+
/CD24

-
. Os tumores com maior número de células CD44

+
/CD24

-
 também não 

mostraram nenhuma associação com a sobrevida global ou sobrevida livre de doença. Por outro 

lado, esses casos mostraram uma associação com o desenvolvimento de metástases ósseas (4 dos 

9 [44%] casos informados comparados com 5 dos 40 [12,5%] tumores restantes, p=0,046). Este 

estudo sugere, portanto, que o fenótipo CD44
+
/CD24

-
 não seja um marcador verdadeiro de 

células-tronco cancerosas mamárias, mas por outro lado, que a expressão desse fenótipo pode sim 

estar relacionado à adesão celular e metástase. A positividade de CD44, um receptor de hialurana, 

pode favorecer a adesão na medula óssea, como já havia sido sugerido em estudos prévios. Deve-

se levar em consideração que a adesão celular e o microambiente em um modelo de 

xenotransplante não são necessariamente iguais às situações que ocorrem no câncer de mama em 

um paciente real, portanto, a capacidade de células tumorais CD44
+
/CD24

-
 crescerem e formarem 

tumores na gordura mamária de ratos imunocomprometidos pode mostrar simplesmente a 

habilidade dessas células de se aderirem e sobreviverem no local da injeção ao invés de sofrer 

apoptose.  

Nosso estudo revelou maior frequência de tumores T3 no fenótipo CD44
+
/CD24

- 
com um 

nível de significância limítrofe. Este fato pode ser devido à predominância do subtipo HER2 na 

amostra, que como já comentado, apresenta um comportamento mais agressivo, de crescimento 

mais rápido, podendo consequentemente estar associado ao diagnóstico do tumor com um 

tamanho maior. Em nosso estudo não houve correlação entre a expressão do fenótipo 

CD44
+
/CD24

-
 e o grau histológico. Apesar da meta análise de Zhou et al 

116
 haver demonstrado 

uma relação entre os marcadores de células-tronco e um alto grau histológico, essa relação foi 

principalmente vista nos estudos com ALDH1. Se analisarmos apenas os estudos que utilizaram 

como marcador de células-tronco as células CD44
+
/CD24

-
 não encontramos essa associação.

95, 120
 

Nossa análise também não mostrou relação entre o fenótipo CD44
+
/CD24

-
 e o comprometimento 

do linfonodo. 
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 Tiezzi et al 
121

 (2011) analisaram com citometria de fluxo 40 amostras de carcinomas 

ductais invasores estadios I e II, e 10 linfonodos metastáticos, e observaram que a porcentagem 

média das células CD44
+
/CD24

- 
foi maior na metástase linfonodal do que no carcinoma ductal 

invasor, e que houve um aumento significativo de células CD44
+
/CD24

-
 nos pacientes com 

linfonodos positivos. Os autores observaram também que a porcentagem de células 

CD44
+
/CD24

- 
no carcinoma ductal invasor não foi associada com a idade, tamanho do tumor, 

grau histológico e HER2. Já o trabalho de Mylona et al
120

 (2008) demonstrou uma correlação 

inversa entre a prevalência de células CD44
+
/CD24

-
 e a presença de metástase linfonodal. Os 

autores analisaram 155 amostras de tumores mamários em blocos de parafina para avaliar os 

fenótipos CD44
+
/CD24

- 
e CD44

-
/CD24

+
 e assim, estabelecer a correlação com características 

clínico-patológicas e a sua importância prognóstica. Eles encontraram que a prevalência de 

células tumorais CD44
+
/CD24

-
 esteve inversamente associada à presença de metástase linfonodal 

(p=0,019) e tenderam a se associar inversamente com o estadio da doença (p=0,068) apesar desta 

última relação não ser estatisticamente significativa. Não houve correlação entre este fenótipo e 

os outros parâmetros clinico-patológicos ou em relação à sobrevida global ou sobrevida livre de 

doença. Por outro lado, curiosamente os autores encontraram que o fenótipo CD44
-
/CD24

+
 esteve 

associado a uma piora da sobrevida livre de doença e da sobrevida global, especialmente no 

subgrupo de pacientes com carcinoma invasor e grau histológico II (p=0,009 para sobrevida livre 

de doença e p= 0,046 para sobrevida global). Esses resultados contradizem a teoria de que o 

fenótipo CD44
+
/CD24

-
 estaria ligado às células-tronco, pois associam este fenótipo com um 

fenótipo mais favorável e com tendência a uma melhora da sobrevida livre de doença.  

Com exceção destes dois estudos, os outros não demonstraram nenhuma correlação entre 

o fenótipo CD44
+
/CD24

-
 e o status do linfonodo. 

29, 95, 113
 Mesmo na meta análise de Zhou et al

116
 

(2010) que analisaram vários tipos de marcadores de células-tronco mamárias como ALDH 1, 

expressão gênica e células CD44
+
/CD24

-
, não foi encontrada nenhuma relação entre os 

marcadores de células-tronco e alguns parâmetros clínicos-patológicos do tumor como o status do 

linfonodo ou o tamanho tumoral. No presente estudo também não foi observado nenhuma relação 

entre o fenótipo CD44
+
/CD24

-
 e a idade das pacientes. Outros estudos também não encontraram 

associação entre estes parâmetros. 
29, 95, 113, 120 

Entretanto, Giartromanolaki et al 
112

 (2011) 

encontraram idade média mais baixa nas pacientes com o fenótipo CD44
+
/CD24

-
, mas esse 
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achado pode estar relacionado a maior frequência de tumores triplo negativos encontrados nessas 

pacientes. 

 

6.3.Análise de expressão dos marcadores CD44, CD44v6, e CD24. 

 

Em nosso estudo encontramos 50% de positividade para o marcador CD44 e uma 

expressão ainda maior do CD44v6 (68,2%). Ao contrário do que poderíamos imaginar, a 

sensibilidade do marcador CD44v6 foi maior que a do CD44.  Era esperado que o anticorpo 

CD44 reconhecesse não apenas o CD44 como as suas isoformas variantes, pois as variantes do 

CD44 contém os exons standard do CD44 e um ou mais exons variantes resultantes de splicing 

alternativo. Já o anticorpo CD44v6 reconheceria apenas as isoformas com o exon 6 variante. Em 

nosso estudo, entretanto, encontramos casos que foram positivos para o CD44v6, mas não foram 

positivos para o CD44. Outros estudos já encontraram essa inversão 
122, 123

 e uma das explicações 

para este fato é que a reatividade de alguns anticorpos anti-CD44 pode ser afetada pela 

glicosilação. 
124

 Está descrito também na literatura que modificações pós traducionais de algumas 

variantes podem esconder epítopos reconhecidos pelos anticorpos anti-CD44. 
97, 122

 Pode-se ainda 

encontrar alguns exons variantes que codificam sequências de proteínas que interferem no sít io 

de ligação da hialurana e podem do mesmo modo esconder epítopos que são reconhecidos pelos 

anticorpos anti-CD44. 
97, 125

  

Liu et al 
123

 (2005) investigaram a relação entre oncogênese, grau histológico, invasão e 

metástase tumoral, e a expressão de CD44, CD44v6, e nm23 mRNA em casos de 

adenocarcinoma gástrico e coloretal, carcinoma intraductal da mama, câncer de pulmão e 

também em tecidos normais adjacentes ao câncer, utilizando as técnicas de TMA com 

imunoistoquímica e hibridização in situ (ISH). Eles encontraram uma expressão de 45,8% para 

CD44 e de 53,3% para CD44v6 no carcinoma intraductal mamário, e não houve expressão de 

nenhum dos dois marcadores no tecido mamário normal. Eles encontraram também que a 

expressão de CD44 estava relacionada à invasão e a presença de metástase linfonodal, mas não 

ao grau histológico. A expressão de CD44v6, por outro lado, esteve associada à presença de 

invasão, metástase linfonodal e a um pior grau histológico. Diaz et al 
125

 (2005) estudaram uma 

coorte de 230 pacientes linfonodo negativas submetidas a tratamento cirúrgico por câncer de 

mama, que não foram submetidas a hormonioterapia ou quimioterapia adjuvante. Eles 
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encontraram 60% de positividade moderada ou alta para o marcador CD44, na maioria dos casos 

citoplasmática, e em 31% dos casos houve marcação citoplasmática e membranar. Para o 

marcador CD44v6, a expressão positiva moderada ou alta ocorreu em 42% dos casos, mas a 

marcação foi predominantemente membranar. 

Nossos resultados revelam positividade maior para o CD24 (79,8%), em relação ao CD44 

(50%) ou CD44v6 (68,2%), e a marcação foi predominantemente citoplasmática em todos os 

marcadores. Ao correlacionar individualmente estes marcadores com as variáveis deste estudo, 

especialmente os subtipos moleculares, podemos observar que o marcador CD44v6 foi 

novamente um pouco mais sensível que o CD44, mas que a negatividade para o marcador CD24 

foi ainda melhor para demonstrar a correlação com os subtipos moleculares do câncer de mama. 

A negatividade para este marcador esteve relacionada ao subtipo HER2, com significância 

estatística, na comparação com todos os outros subtipos, e mesmo após o ajuste para idade, grau 

histológico e tamanho do tumor, essa diferença permaneceu significativa em relação aos grupos 

Luminal A, e Triplo negativo, e limítrofe em relação ao Luminal B. Ao correlacionar os 

marcadores CD44, CD44v6, e CD24 individualmente com as variáveis prognósticas clássicas 

como idade, grau histológico, tamanho do tumor e comprometimento do linfonodo, não 

observamos associações significativas entre essas variáveis, com exceção do tamanho do tumor 

T3 x expressão de CD44. Surpreendentemente, foi encontrada uma associação entre os tumores 

T3 e a negatividade deste marcador.   

 Park et al 
30

 (2010) encontraram 57% de positividade do marcador CD44 nos casos de 

carcinomas ductais invasores e frequência ainda maior de 85% nos casos de carcinomas ductais 

in situ puros, sugerindo que a frequência de expressão do CD44 diminui à medida que o tumor 

progride. Os autores encontraram o marcador CD24 positivo em 28% dos carcinomas ductais 

invasores puros, 38% dos carcinomas ductais invasores com carcinoma ductal in situ e 62% dos 

carcinomas ductais in situ puros. Células com características de células-tronco CD44
+
/CD24

-
 por 

imunoistoquímica dupla foram detectadas em 64% dos carcinomas ductais invasores. 

Honeth et al 
29

 (2008) encontraram frequência de 32% de positividade para o CD44, 

considerando expressão citoplasmática ou membranar em 1% ou mais das células e frequência de 

46% de positividade para o marcador CD24. Os autores encontraram marcação 

predominantemente de membrana no CD44 e predominantemente citoplasmática no CD24. Em 

relação ao fenótipo CD44
+
/CD24

-
, os autores encontraram células tumorais CD44

+
/CD24

-
 em 
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31% dos tumores, com a proporção de células variando de apenas algumas células com esse 

fenótipo, a quase todas as células tumorais. Destes, 13% foram positivos para mais de um dos 

fenótipos CD44
+
/CD24

-
, CD44

-
/CD24

+
, e CD44

+
/CD24

+
, com 5% dos tumores apresentando 

células tumorais dos três fenótipos.  

Giatromanolaki et al
112

 (2011), analisando 139 carcinomas mamários encontraram uma 

prevalência de tumores CD44
+
 e CD24

+
 na amostra de 51,8%, e 41,7% respectivamente. Foram 

considerados positivos os tumores com células cancerosas CD44 e CD24 >10%. Neste estudo, a 

falta de expressão do CD44 foi associada com comprometimento do linfonodo, 

independentemente do status do CD24 e a falta de expressão de ambos marcadores CD44 e CD24 

foi relacionada a um alto grau histológico e prognóstico desfavorável. Ricardo et al 
111

 (2011) 

encontraram 51,2% de positividade para o CD44, com coloração de membrana, mas apenas 

11,4% de positividade para o CD24. A maioria dos casos (88,7%) foi considerada baixa/negativa 

para a marcação de membrana do CD24. Ao comparar os marcadores de células-tronco com os 

fatores prognósticos clássicos, a expressão do CD44 foi significativamente associada com 

metástase para o linfonodo e com a expressão de marcadores basais como: EGFR, CK5, P-

caderina, CK14, e vimentina. Entretanto, não houve associação entre estes fatores e a expressão 

de CD24. A expressão de ALDH1 foi predominantemente citoplasmática e esteve relacionada ao 

alto grau histológico, negatividade do RE, e expressão dos marcadores basais: EGFR, CK5, P-

caderina, CK14, e vimentina, mas não foi encontrada nenhuma associação entre a expressão de 

ALDH1 e a superexpressão do HER2. 
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7. CONCLUSÕES  

 

 A expressão do fenótipo CD44
+
/CD24

-
 na amostra deste estudo foi de 14%.  

 Foi demonstrada uma associação estatisticamente significativa entre o fenótipo 

CD44
+
/CD24

-
 e os subtipos moleculares do câncer de mama (p=0,02), sendo que o 

subtipo HER2 foi o que apresentou a maior frequência do fenótipo CD44
+
/CD24

-
. 

 Não foi encontrada associação estatisticamente significativa entre os fatores prognósticos 

(idade, grau histológico, tamanho do tumor e linfonodo) e o fenótipo CD44
+
/CD24

-
. 

 Foi encontrada maior frequência de marcação com o anticorpo CD44v6 (68,2%) em 

relação ao CD44 (50%) e frequência de 79,8% para o marcador CD24. 

 

 O marcador CD24 foi o único deste estudo que ao ser analisado isoladamente foi capaz 

de demonstrar uma associação estatisticamente significativa entre a sua negatividade e os 

subtipos moleculares do câncer de mama (p=0,044), sendo que o subtipo HER2 foi o que 

apresentou a menor positividade de CD24. 

 

   Houve associação estatisticamente significativa entre a negatividade do marcador CD44 

e os tumores T3 (p=0,012). Não houve associação estatisticamente significativa entre os 

marcadores CD44, CD44v6, e CD24 e os outros fatores prognósticos como: idade, grau 

histológico, e comprometimento do linfonodo. 
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APÊNDICE A 

 

Tabela 1. Comparação entre a expressão do fenótipo CD44
+
/CD24

- 
e as variáveis: idade, grau histológico, 

tamanho do tumor, e comprometimento do linfonodo.  

  Fenótipo CD44
+
/CD24

-
 (n=129)  

Variável Negativo (n=111) Positivo (n=18) Valor de p* 

Idade (anos) 55,9 ± 13,5 56,9 ± 14,6 0,754 

Grau histológico    

I 15 (88,2) 2 (11,8)  

II 56 (88,9) 7 (11,1) 0,525 

III 40 (81,6) 9 (18,4)  

Total 111(100) 18(100)  

Tamanho do tumor    

T1 49 (87,5) 7 (12,5)  

T2 58 (87,9) 8 (12,1) 0,076 

T3 4 (57,1) 3 (42,9)  

Total 111(100) 18(100)  

Linfonodo    

Negativo 62 (86,1) 10 (13,9) 1 

Positivo 49 (86) 8 (14)  

Total 111(100) 18(100)  
  *Teste de Qui-quadrado ou teste exato de Fisher (variáveis categóricas) ou teste t de Student para amostras 

independentes (idade); p<0,05. 
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APÊNDICE B 

 

Tabela 2. Comparação entre a expressão do CD44 e as variáveis: idade, grau histológico, tamanho do tumor, e 

comprometimento do linfonodo. 

 CD44 (n=132)   

Variável Negativo (n=66) Positivo (n=66) Valor de p* 

Idade (anos) 55,6 ± 14,0 56,0 ± 13,7 0,89 

Grau histológico    

I 11 (61,1) 7 (38,9)  

II 27 (42,9) 36 (57,1) 0,264 

III 28 (54,9) 23 (45,1)  

Total 66(100) 66(100)  

Tamanho do tumor    

T1 24 (43,6) 31 (56,4)  

T2 34 (49,3) 35 (50,7) 0,012 

T3 8 (100) 0 (0)**  

Total 66(100) 66(100)  

Linfonodo    

Negativo 37 (50) 37 (50) 1 

Positivo 29 (50) 29 (50)  

Total 66(100) 66(100)  

*Teste de Qui-quadrado ou teste exato de Fisher (variáveis categóricas) ou teste t de Student para amostras 

independentes (idade); p<0,05. 

**Não foi possível ajustar um modelo de regressão logística para as comparações dois a dois dos tamanhos do tumor 

devido a não haver havido nenhum caso de tumor T3 com expressão positiva do marcador CD44. 
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APÊNDICE C 

 

Tabela 3. Comparação entre a expressão do CD44v6 e as variáveis: idade, grau histológico, tamanho do 

tumor, e comprometimento do linfonodo. 

 CD44v6 (n=129)   

Variável Negativo (n=41) Positivo (n=88) Valor de p* 

Idade (anos) 55,6 ± 14,7 56,1 ± 13,4 0,844 

Grau histológico    

I 6 (35,3) 11 (64,7)  

II 23 (36,5) 40 (63,5) 0,378 

III 12 (24,5) 37 (75,5)  

Total 41(100) 88(100)  

Tamanho do tumor    

T1 18 (32,7) 37 (67,3) 0,593 

T2 22 (32,8) 45 (67,2)  

T3 1 (14,3) 6 (85,7)  

Total 41(100) 88(100)  

Linfonodo    

Negativo 24 (33,3) 48 (66,7) 0,707 

Positivo 17 (29,8) 40 (70,2)  

Total 41(100) 88(100)  

*Teste de Qui-quadrado ou teste exato de Fisher (variáveis categóricas) ou teste t de Student para amostras 

independentes (idade); p<0,05 
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APÊNDICE D 

 

Tabela 4. Comparação entre a expressão do CD24 e as variáveis: idade, grau histológico, tamanho do tumor, e 

comprometimento do linfonodo. 

                  CD24 (n=129)   

Variável Negativo (n=26) Positivo (n=103) Valor de p* 

Idade (anos) 55,2 ± 14,1 56,2 ± 13,5 0,746 

Grau histológico    

I 4 (23,5) 13 (76,5)  

II 10 (15,9) 53 (84,1) 0,494 

III 12 (24,5) 37 (75,5)  

Total  26(100) 103(100)  

Tamanho do tumor    

T1 12 (21,4) 44 (78,6)  

T2 11 (16,7) 55 (83,3) 0,247 

T3 3 (42,9) 4 (57,1)  

Total 26(100) 103(100)  

Linfonodo    

Negativo 15 (20,8) 57 (79,2) 1 

Positivo 11 (19,3) 46 (80,7)  

Total 26(100) 103(100)  

*Teste de Qui-quadrado ou teste exato de Fisher (variáveis categóricas) ou teste t de Student para amostras 

independentes (idade); p<0,05. 
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