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RESUMO 

 



 

 

ESCÓRCIO-DOURADO, C. S. M. Estudo do HER2 por qPCR e expressão dos 

antígenos Ki-67 e Bcl-2 no carcinoma mamário. 98p. Tese de Doutorado (Programa 

de Pós-Graduação em Biotecnologia) – Universidade Federal do Piauí, Teresina, 

2017. 

O câncer de mama é a neoplasia mais comum em mulheres de países ocidentais e 

no Brasil, em 2016, foi responsável por cerca de 14.206 mortes. O diagnóstico 

precoce e o uso de biomarcadores são importantes nas estratégias terapêuticas, 

prognósticas e redução da mortalidade. O receptor do fator de crescimento 

epidérmico humano tipo 2 (HER2) é um marcador tumoral que, quando 

hiperexpresso aumenta a proliferação celular e reduz a apoptose ou morte celular 

programada, comumente avaliada pelos biomarcadores Ki-67 e Bcl-2, 

respectivamente. Portanto, os biomarcadores HER2, Ki-67 e Bcl-2 estão envolvidos 

na agressividade tumoral, planejamento terapêutico e prognóstico. Os receptores de 

estrógeno e progesterona, a proteína Ki-67 e o HER2 permitem a classificação 

molecular do carcinoma mamário em cinco subtipos moleculares: luminal A, luminal 

B, HER2 e triplo negativo. Os biomarcadores HER2, Ki-67 e Bcl-2 têm sido os mais 

estudados no câncer de mama em relação ao prognóstico e tratamento, todavia há 

controvérsias.  Tais achados nos levaram a estudar o polimorfismo do gene HER2 

(rs1136201) e a expressão dos antígenos Ki-67 e Bcl-2 no câncer de mama. Esta 

tese foi estruturada em três capítulos. No capítulo I avaliou-se a presença do 

polimorfismo do gene HER2 (rs1136201) entre mulheres com câncer de mama 

(caso) e sem câncer de mama (controle), não tendo sido observada diferença 

estatisticamente significativa dos genótipos GG e AG entre casos e controles (p= 1). 

No capítulo II,  objetivou-se comparar a expressão do antígeno Ki-67 entre os 

subtipos moleculares de câncer de mama luminal A e triplo negativo, em que foi 

mostrada uma porcentagem média de núcleos corados com anti-ki-67 de 10,14 e 

77,22 no luminal A e triplo negativo, respectivamente (p <0,0001). No capítulo III 

objetivou-se comparar a expressão imunoistoquímica da proteína Bcl-2 entre os 

subtipos moleculares de câncer de mama luminal A e triplo negativo, tendo sido 

mostrada uma expressão da proteína anti-apoptótica Bcl-2 significantemente maior 

no triplo negativo (86,7%) em comparação ao luminal A (40,0%), (p<0,0003). 

Palavras-chave: Câncer de Mama. Polimorfismo genético. Biomarcadores.  

Proliferação celular. Apoptose. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ABSTRACT 



 

 

ESCÓRCIO- DOURADO, C. S. M. Study of HER2 by qPCR and expression of Ki-67 

and Bcl-2 antigens in mammary carcinoma. 98p. Post-Graduate Program in 

Biotechnology - Federal University of Piauí, Teresina, 2017. 

Breast cancer is the most common neoplasm in women in Western countries and in 

Brazil in 2016, was responsible for about 14,206 deaths. Early diagnosis and use of 

biomarkers are important in therapeutic, prognostic and mortality reduction 

strategies. Type 2 human epidermal growth factor (HER2) receptor is a tumor marker 

that, when hyperexpressed, increases cell proliferation and reduces apoptosis or 

programmed cell death, commonly assessed by Ki-67 and Bcl-2 biomarkers, 

respectively. Therefore, the HER2, Ki-67 and Bcl-2 biomarkers are involved in tumor 

aggressiveness, therapeutic planning and prognosis. Estrogen and progesterone 

receptors, Ki-67 protein and HER2 allow the molecular classification of mammary 

carcinoma into five molecular subtypes: luminal A, luminal B, HER2 and triple 

negative. Biomarkers HER2, Ki-67 and Bcl-2 have been the most studied in breast 

cancer in relation to prognosis and treatment, however there are controversies. 

These findings led us to study the HER2 gene polymorphism (rs1136201) and Ki-67 

and Bcl-2 antigen expression in breast cancer. This thesis was structured in three 

chapters. In Chapter I, the presence of HER2 gene polymorphism (rs1136201) 

among women with breast cancer (case) and without breast cancer (control) was 

evaluated, with no statistically significant difference between the GG and AG 

genotypes between cases and controls (p = 1). In Chapter II, we aimed to compare 

Ki-67 antigen expression between the molecular subtypes of luminal A and triple 

negative breast cancer, in which a mean percentage of nuclei stained with anti-ki-67 

of 10.14 and 77,22 in luminal A and triple negative, respectively (p <0.0001). In 

Chapter III we aimed to compare the immunohistochemical expression of Bcl-2 

protein between the molecular subtypes of luminal A and triple negative breast 

cancer, showing an expression of the significantly higher anti-apoptotic protein Bcl-2 

in the triple negative (86, 7%) compared to luminal A (40.0%), (p <0.0003). 

Keywords: Breast Cancer. Genetic polymorphism. Biomarkers. Cell proliferation. 

Apoptosis.  
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O câncer de mama é o segundo câncer mais comum no mundo e o câncer 

mais frequente entre as mulheres com 1,67 milhões de novos casos diagnosticados 

em 2012, o que corresponde a 25% de todos os cânceres e a quinta causa de morte 

por câncer com 522.000 mortes (FERLAY et al., 2015). Estima-se que em 2020 

haverá no mundo um aumento de 26% na incidência de novos casos, sobretudo em 

países em desenvolvimento (CHATTOPADHYAY et al., 2014). Nos Estados Unidos 

da América, o câncer de mama destaca-se em primeiro lugar entre os três tipos de 

câncer mais diagnosticados em mulheres, com uma taxa de mortalidade de 

28.3/100.00 quando comparado a 36.4/100.00 em mulheres africanas 

(IHEMELANDU et al., 2007). 

No Brasil, no ano de 2016 foram diagnosticados 57.960 casos novos de 

câncer de mama e 14.260 mortes em mulheres, sendo o primeiro câncer mais 

comum em mulheres após o câncer de pele não melanoma.  Embora, as taxas de 

mortalidade sejam elevadas, se diagnosticado e tratado oportunamente, o câncer de 

mama pode ser considerado uma doença de prognóstico relativamente bom. 

Todavia, no Brasil a doença continua sendo diagnosticada em estágios avançados 

quando comparada com países desenvolvidos (INCA, 2016).   

O câncer de mama é uma doença heterogênea, na qual tumores mamários 

que apresentam as mesmas características histológicas e que podem ter 

comportamentos clínicos distintos expressos pela sua biologia. Essas diferenças 

podem ser justificadas pela existência de cinco subtipos moleculares de carcinoma 

mamário que se relacionam com a agressividade e prognóstico tumoral, tais como 

luminal A, luminal B, HER2 (Human Epidermal Receptor 2) superexpresso, triplo 

negativo e normal-like (PEROU et al., 2000). Os subtipos luminais, em particular o 

luminal A, têm sido associados a prognósticos mais favoráveis, enquanto o triplo 

negativo e o HER2 superexpresso estão associados a uma maior agressividade e 

prognóstico desfavorável (SERRA et al., 2014). Todavia, a avaliação genômica é o 

padrão ouro para a classificação dos tumores mamários, porém ela é complexa e de 

alto custo, o que impossibilita seu uso na prática clínica, principalmente em países 

em desenvolvimento (GOLDHIRSCH et al., 2013).  

A avaliação imunoistoquímica, consoante Goldhirsch et al. (2013), além dos 

receptores hormonais (RH), HER2 e do Ki-67, acrescenta outros biomarcadores para 

inclusão do subtipo basalóide. Todos estes marcadores são rotineiramente usados 

na clínica para estratificar as pacientes com câncer de mama com o intuito de 
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predizer o prognóstico, selecionar a terapêutica, assim como para incluir pacientes 

em ensaios clínicos (PRAT et al., 2015). A progressão e a agressividade tumoral, 

comprometendo o prognóstico, muito depende do equilíbrio entre a proliferação 

celular, avaliada principalmente pela expressão do Ki-67, e a apoptose, avaliada 

principalmente pela expressão do Bcl-2, que são determinantes chaves na 

progressão tumoral (DOWSETT et al., 1999).  Todavia, os tumores que apresentam 

hiperexpressão do HER2 mostram uma maior proliferação  e agressividade tumoral 

com pior prognóstico. Alterações genéticas, como o polimorfismo de nucleotídeo 

único (SNP) é importante, pois vários estudos tem mostrado associação da variante 

polimórfica Ile655Val ou rs1136201 do gene HER2 com um maior risco para câncer 

de mama (KARA et al., 2010; MA et al., 2011). A hiperexpressão do gene HER2 

pode ser avaliada imunoistoquimicamente, todavia o padrão ouro é avaliação 

quantitativa por PCR em tempo real (qPCR) (SU et al., 2015). 

Diante do exposto, este estudo teve por objetivo avaliar a presença do 

polimorfismo do HER2 por qPCR e a expressão de Ki-67 e Bcl-2 nos subtipos 

moleculares de carcinoma mamário. 

 O conteúdo descrito neste estudo está estruturado sob a forma de capítulos, 

conforme segue: o capítulo I trata do estudo que avaliou a presença do polimorfismo 

do gene HER2 entre mulheres com câncer de mama (caso) e sem câncer de mama 

(controle), o que gerou um artigo submetido ao jornal médico “European Journal of 

Cancer” (Qualis A1 em Biotecnologia). O capítulo II trata de uma comparação dos 

antígenos Ki-67 entre os subtipos moleculares de câncer de mama luminal A e triplo 

negativo, que resultou em um artigo publicado no jornal médico “Medical Oncology” 

(B1 em Biotecnologia). Por sua vez, o capítulo III comparou a expressão 

imunoistoquímica da proteína Bcl-2 entre os subtipos moleculares de câncer de 

mama luminal A e triplo negativo, publicado no jornal “Medical Oncology” (B1 em 

Biotecnologia).  
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2.1. Carcinogênese Mamária 

 
A carcinogênese mamária compreende três fases: a iniciação, caracterizada 

pela exposição das células aos carcinógenos com consequente mutação e formação 

de clones celulares atípicos; a promoção, constituída pela multiplicação destes 

clones celulares e a progressão na qual as células transformadas apresentam 

autonomia para proliferar e, pela perda da coesão e obtenção da mobilidade, 

tornam-se invasivas (COOPER, 1995; MAREEL; LEROY, 2003). 

 

Figura 1. Etapas da carcinogênese. 

 

 

Fonte: Adaptado de INCA, 2010. 

 Na primeira fase os eventos genéticos envolvidos são a ativação dos 

protoncogenes e a perda do bloqueio de genes supressores do tumor. Os 

protoncogenes são genes promotores do crescimento e da diferenciação celular que 

controlam a divisão mitótica ordenada das células (McKINNELL, 1998). Uma vez 

ativados promovem síntese protéica estimuladora do crescimento e da proliferação 

celular anormal (BADANO; KATSANISS, 2002). 

Na promoção, segunda fase da carcinogênese, os estímulos específicos 

necessários para que ocorra o desenvolvimento do tumor são os hormônios 

esteróides, as reações inflamatórias e os fatores de crescimento (ARIGA et al., 

2005). 

 A progressão caracteriza-se pela capacidade de invasão e metastatização. 

No câncer de mama essa fase atinge mais comumente os ossos, o fígado e o 
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pulmão. Todavia, o comprometimento dos linfonodos regionais e a invasão da via 

linfática estão relacionados com a sobrevida e o tipo de tratamento. Contudo, vale 

ressaltar que o intervalo de tempo entre o diagnóstico e o aparecimento da primeira 

metástase é inversamente proporcional ao número de linfonodos positivos (GULBEN 

et al., 2007). 

 

2.2. Fatores Prognósticos no Câncer de Mama 

Fatores prognósticos são biomarcadores produzidos pelo tumor ou por células 

normais do paciente, em resposta ao tumor, que podem ser medidos durante o 

diagnóstico clínico e/ou laboratorial que determinam o nível de comprometimento da 

lesão e fornecem informações sobre o estado global do câncer do paciente, 

independentemente da terapia (LANGLANDS et al., 2013). A rigor, são proteínas 

envolvidas com a oncogênese e a atividade proliferativa do tumor (KAUFMANN; 

PUSZTAI, 2011).  

A propósito, o tamanho do tumor, o tipo e grau histológicos, o estado dos 

gânglios, a invasão vascular, a expressão do Receptor de Estrogênio (RE), Receptor 

de Progesterona (RP) e a superexpressão do HER2 são importantes fatores 

prognósticos norteadores das decisões terapêuticas para pacientes com câncer de 

mama (BUITRAGO; UEMURA; SENA, 2011). 

 Por outro lado, a extensão da disseminação do tumor no organismo e os 

sistemas de estadiamento servem como parâmetros clínicos para se obter  

estratégias prognósticas. A caracterização do estadiamento das neoplasias mais 

utilizado é a classificação TNM (T= Tumor Primário; N= Glânglios Linfáticos; M= 

Metástase à Distância) (SOBIN et al., 2009). De acordo com esta classificação o 

tamanho do tumor, a presença de células tumorais dentro dos espaços vasculares 

linfáticos ou pequenos capilares que rodeiam o tumor e a presença de metástase à 

distância determinam um pior prognóstico para o câncer de mama (CIANFROCCA; 

GRADISHAR, 2009). 

 

 

2.3. Classificação Molecular  
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   A partir da análise de painéis de expressão gênica foi possível classificar o 

câncer de mama em cinco subtipos moleculares que se correlacionam com o 

prognóstico: luminal A, luminal B, HER2 superexpresso, triplo negativo e basal ou 

basalóide (Tabela 1) (BASTIEN; RODRÍGUEZ-LESCURE; EBBERT, 2012). Esses 

subtipos apresentam diferenças tanto na expressão de genes como no prognóstico e 

na resposta à terapêutica (BARROS; LEITE 2015). 

 

Tabela 1. Perfis imunofenotípicos para a classificação molecular por 

imunoistoquímica dos tumores de mama. 

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

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

 
Basal ou Basalóide RE-, RP-, HER2-, CK5+ e/ou EGFR+ 

 
Triplo Negativo RE-, RP-, HER2-, CK5- e EGFR- 

 
HER2 superexpresso RE-, RP- e HER2+ 

 

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

crescimento epidérmico; RE: receptor de estrogênio; RP: receptor de progesterona; CK5: citoceratina 

5.  

Fonte: Adaptado de Cirqueira et al., 2011. 

    Os subtipos luminais receberam essa denominação devido à similaridade 

que as células neoplásicas desses grupos possuem com as células mamárias 

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

chamadas células luminais (SOTIRIOU et al., 2003). O luminal A, apresenta RE e/ou 

RP positivos, ausência de HER2 e baixa taxa de proliferação (Ki-67<14%), 

corresponde a cerca de 60% dos carcinomas mamários, e em relação aos outros 

subtipos, é o de melhor prognóstico (WEIGEL; DOWSETT, 2010). Já o luminal B, 

cujo fenótipo é RE e/ou RP positivos, foi caracterizado por baixa ou moderada 

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

as citoqueratinas 7, 8, 18 e 19 (SORLIE et al., 2004). A avaliação do índice de 

proliferação celular mais elevado (Ki-67>14%), o que o distingue do luminal A. O 

luminal B corresponde a cerca de 30% dos carcinomas de mama (PEROU et al., 

2000; PRAT et al., 2013). 
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 O subtipo triplo negativo corresponde a cerca de 20% dos carcinomas de 

mama (PRAT et al., 2013), além de ser o que apresenta menor sobrevida é também 

o que exibe características mais agressivas, alta graduação histológica e nuclear, 

alto índice mitótico, maior frequência de metástases regionais e à distância (STIVAL 

et al., 2012).  

 

O HER2 superexpresso possui elevada expressão da oncoproteína HER2 e 

receptores hormonais negativos (SOTIRIOU et al., 2003). Em geral, esse subtipo 

corresponde a cerca de 20% dos casos (CIRQUEIRA et al., 2011). Pacientes com 

diagnóstico primário de carcinoma de mama e com superexpressão de HER2 

possuem um pior prognóstico em relação aos pacientes que não apresentam essa 

amplificação gênica (WOLFF et al., 2007). 

 
 
 

2.4. HER2 

 
Os receptores HER são proteínas transmembranares que ligam o fator de 

crescimento epidérmico (EGF) ou outros fatores. Estão entre os 58 receptores 

tirosina-quinase (TK) humanos já descobertos. Quando estimulados por ligantes 

formam dímeros que se transfosforilam vindo em seguida a transdução de sinais 

intracelulares que leva à invasão e ao crescimento de células malignas (LEMMON; 

SCHLESSINGER, 2010). 

Em geral, no câncer esses receptores encontram-se desregulados, e essa 

desregulação pode ser ativada a partir de uma variedade de mecanismos, dentre os 

quais se destacam: mutações, superexpressão do receptor, superprodução de 

ligantes ou ainda a associação destes dois últimos mecanismos (LEITE et al., 2014). 

A interação entre receptor e ligante resultará em homo ou heterodimerização, 

levando a autofosforilação cruzada dos resíduos citoplasmáticos de TK, que por sua 

vez irão funcionar como sítios para moléculas sinalizadoras, responsáveis pela 

inicialização da cascata de eventos intracelulares que culminará na formação dos 

mais variados efeitos pró-carcinogênios (Figura 3) (LEMMON; SCHLESSINGER, 

2010). 
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Figura 3. Ativação do receptor HER2. 

 

Fonte: Adaptado de Yue, 2007. 

 

A superexpressão do HER2 pode está associada a maior agressividade 

biológica em vários tipos de tumores sólidos, incluindo os carcinomas do pulmão, 

cólon, ovário, da bexiga, e da cabeça e pescoço.   A estimulação desse receptor 

medeia vários acontecimentos que são críticos para a formação e progressão do 

tumor, incluindo proliferação, invasão e angiogênese (CHATTOPADHYAY et al., 

2014). 

Vários estudos clínicos já relataram uma associação positiva entre sua 

superexpressão e o prognóstico desfavorável do câncer de mama (GOLDHIRSCH et 

al., 2013; CHATTOPADHYAY et al., 2014). Desta forma subtipos moleculares de 

câncer de mama que apresentam amplificação do gene HER2 ou superexpressão 

da proteína HER2 são chamados HER2-positivo. Estes tendem a crescer mais 

rapidamente, são mais propensos a se disseminar e recidivar em comparação com o 

subtipo HER2-negativo (BUITRAGO; UEMURA; SENA, 2011).  De Potter; Schelfhout 

(1995) atribuiram esse fato ao aumento de atividade metastática das células 

tumorais que expressavam a proteína.  

Atualmente a imunoistoquímica é o método auxiliar e indispensável para a 

identificação do HER2, sobretudo porque permite detectar a expressão aumentada 

da proteína sem que a amplificação do gene esteja presente (BARROS; LEITE, 

2015).  A propósito, a amplificação do gene já foi descrita em cerca de 25% dos 
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carcinomas mamários. Entretanto, sua expressão aumentada foi detectada em 

aproximadamente 20% de todos os casos de câncer de mama (DONG et al., 2008).  

Do ponto de vista clínico, o HER2 é um importante biomarcador no câncer de 

mama, pois sua expressão aumentada será determinante para a escolha da 

quimioterapia. Assim, a detecção precoce do status HER2 pode trazer grandes 

benefícios para as pacientes e contribuir fortemente para a tomada de decisão sobre 

o tratamento a ser seguido no câncer de mama (SU et al., 2015). 

A superexpressão do HER2, descrita em vários tipos de tumores sólidos, 

incluindo o de câncer de pulmão, mama, cabeça e pescoço, gástrico, próstata, 

bexiga, ovário, carcinoma colo retal e glioblastomas, indicou associação negativa 

entre sobrevida, em particular no câncer de mama. Dentre os mecanismos que 

contribuíram para isto destacam-se a ativação da transcrição e a amplificação do 

gene (YK et al., 2011). 

 

2.5. Ki-67 

O antígeno Ki-67 foi originalmente descrito por Gerdes; Schwab; Lemke 

(1983), na cidade de Kiel (“Ki”), após a imunização de camundongos com linfoma de 

Hodking (67 se refere ao número do clone), como uma proteína nuclear não histona.  

O Ki-67 não é expresso em células em repouso (G0), mas pode ser detectada na 

fase G1 e M do ciclo celular (GERDES; SCHWAB; LEMKE, 1983). Sua utilização 

como um marcador de proliferação celular mostrou que o percentual de células 

positivas para Ki-67 pode ser usado para estratificar pacientes como de bom 

prognóstico ou prognóstico desfavorável (WIESNER et al., 2009). Assim, baixo 

índice de proliferação celular foi associado a menor crescimento tumoral e melhor 

prognóstico (YEHI; MIES, 2008). Além disso, a expressão de Ki-67 é um dos 

parâmetros que são utilizados para caracterizar os diferentes subtipos moleculares 

de câncer de mama (SILVA et al., 2012). 

O Ki-67 é expresso em níveis baixos no tecido mamário saudável e no epitélio 

normal adjacente ao fibroadenoma (<3%) (DA SILVA; LOPES; GEBRIM, 2006; 

KONTZOGLOU et al., 2013). Clarke et al. (2007) relataram que no tecido saudável o 

Ki-67 é expresso exclusivamente em células RE negativas e que as células RE 

positivas não proliferam sob circunstâncias normais, já no tecido maligno ocorre 

proliferação em ambas as células. O Ki-67 é um fator de proliferação facilmente 
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avaliado e reprodutível e pode ser uma ferramenta tanto de prognóstico como para a 

seleção do tratamento adjuvante a ser instituído. Existem muitos marcadores de 

proliferação, mas o Ki-67 se destaca pelo fato de ser muito sensível, ter um preço 

acessível, ser de fácil execução, ser reprodutível, além de ter a vantagem de poder 

ser avaliado em amostras tumorais emblocadas em parafina (KEY et al., 1993).  

 

2.6. Bcl-2 

A via mitocondrial da apoptose é controlada pela família das proteínas Bcl-2 

(B-cell lymphoma protein 2), entre as proteínas mais estudadas, estão a Bax (pró-

apoptótica) e a Bcl-2 (antiapoptótica) (CASTEDO et al., 2004). Os membros dessa 

família inibem a apoptose, através da inibição da liberação do Citocromo c. Desta 

forma, a expressão de Bcl-2 inibe a geração de espécies reativas do oxigênio e a 

acidificação intracelular, bem como estabiliza o potencial de membrana da 

mitocôndria (VANDER; THOMPSON, 1999). A homeostasia é mantida pelo controle 

da quantidade de proteínas antiapoptóticas e pró-apoptóticas. Estímulos, como 

lesão ao DNA, elevam a expressão das proteínas pró-apoptóticas, esse 

desequilíbrio induz a apoptose (PETROS; OLEJNICZAK; FESIK, 2004).  

A expressão de Bcl-2 no câncer de mama, ao contrário do que poderia ser 

esperado por ter uma ação anti-apoptótica, representa um bom prognóstico e indica 

boa resposta ao tamoxifeno (GOLDHIRSCH et al., 2009). Elledge et al. (1997)  

relataram que a presença de Bcl-2 no carcinoma mamário está correlacionada com 

a presença de RE e com uma maior sobrevida livre da doença. Desde a última 

década, a apoptose vem sendo alvo para um potencial uso terapêutico da morte 

celular programada ou para a elucidação dos complexos mecanismos de resistência 

à radio e à quimioterapia (NICHOLSON, 2000; DEBATIN, 2004). Estudos clínicos e 

pré-clínicos com drogas que têm por alvo membros da família Bcl-2 foram bem 

sucedidos, as estratégias clínicas consistiram em induzir a morte nas células 

tumorais através do bloqueio de genes ou substituição da função desses genes com 

o uso de moléculas recombinantes, pois se acredita que a redução na atividade da 

Bcl-2 é suficiente para induzir a célula a entrar em apoptose (NICHOLSON, 2000; 

OLTERSDORF et al., 2005; KIM et al., 2006). 
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2.7. Polimorfismo 

O polimorfismo genético manifesta-se quando duas ou mais formas diferentes 

de um mesmo gene, alelos, ocorrem simultaneamente em uma mesma população 

(BROCKMOLLER; TZVETKOV, 2008). As variações nas sequências de nucleotídeos 

podem ser substituições, deleções, inserções e duplicação ou deleção de genes. A 

propósito, um gene será considerado polimórfico quando o alelo menos frequente 

ocorrer na população com uma frequência maior que 1% (MILLER et al., 2001).  

Dentre os polimorfismos relacionados com o câncer de mama destaca-se o 

SNP, que apresenta duas possibilidades de nucleotídeos na sequência do DNA e 

geralmente formam 3 possibilidades de genótipos, que podem ou não diferir em 

fenótipos (BROCKMOLLER et al., 2008).   Estas variações genotípicas podem 

influenciar a taxa de transcrição gênica, a estabilidade do RNA mensageiro (RNAm), 

ou a quantidade e atividade das proteínas (RISCH, 2000).   

A presença de SNP tem sido frequentemente implicada na carcinogênese de 

uma variedade de tumores sólidos, incluindo os carcinomas de mama, pulmão, 

cólon, ovário, bexiga, cabeça e pescoço (DONG et al., 2008). A propósito uma das 

mais importantes mutações genéticas no cancer de mama é o SNP do gene do 

HER2, variante rs1136201, localizado no cromossomo 17q21 (MA et al., 2011), que 

consiste na substituição do aminoácido Valina (G) pela Isoleucina (A) no códon 655 

(GTC > ATC) no domínio transmembranar do receptor HER2 (EL-MOUGY  et al., 

2008).  

Vários estudos demonstraram resultados controversos em relação à 

associação deste SNP e o risco de câncer de mama (KARA et al., 2010; DAHAREB, 

MURRAY, 2011; MA et al., 2011). Embora, ainda que não tenha sido completamente 

esclarecida a associação do SNP HER2 (rs1136201) e o risco de câncer de mama 

(DAHAREB; MURRAY, 2011), Fleishman et al. (2002) demonstraram que a 

presença de Val (G) na posição transmembranar estabiliza a formação de um 

dímero ativo da proteína que predispõe uma auto-atividade do receptor HER2. Em 

adição, Takano et al. (1995) sugeriram que a substituição de Ile (A) por Val (G) no 

códon 655 pode alterar a hidrofobicidade da proteína HER2, afetando a estabilidade 

conformacional dos domínios hidrofóbicos, como o domínio transmembrana, 

promovendo  a transdução de sinais intracelulares que leva à invasão e ao 
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crescimento de células malignas.  Assim, as controvérsias e escassez de estudos 

envolvendo os biomarcadores HER2, Ki-67 e Bcl-2 nos subtipos moleculares de 

câncer de mama, nos levaram a estudar a associação entre o polimorfismo da 

variante rs1136201 do HER2 por qPCR e o risco para câncer de mama, comparação 

da expressão do antígeno Ki-67 entre os subtipos de câncer de mama luminal A e 

triplo negativo e a expressão do antígeno Ki-67 e Bcl-2 no câncer de mama luminal 

A e triplo negativo. 
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RESUMO. A presença de polimorfismo no gene do receptor do fator de crescimento 

epidérmico 2 (HER2) pode promover várias alterações celulares no cancer de 

mama, incluindo metástase e aumento da agressividade da doença. O objetivo deste 

estudo foi investigar a presença de single nucleotide polymorphism do gene HER2 

no codon 655 em mulheres com câncer de mama. O estudo incluiu 140 mulheres, 

sendo 70 casos (câncer de mama) e 70 controles (sem câncer de mama). O 

genótipo GG esteve presente em 1 mulher (1,4%) em ambos os grupos caso e 

controle (p= 0,32), enquanto o genótipo AG ocorreu em 19 (27,2%) mulheres do 

grupo de casos e em 13 (18,6%) mulheres do grupo controle (p= 1). Não foi 

observada diferença estatisticamente significante entre o genótipo GG e AG nos 

casos e controles em mulheres na pré-menopausa (p= 1), assim como não houve 

diferença significativa entre mulheres pós-menopáusicas de caso e controle (p= 

0,14).  No estudo atual, o polimorfismo do gene HER2 no codon 655 não apresentou 

associação estatisticamente significante com câncer de mama, tanto em mulheres 

pré-menopáusicas quanto pós-menopáusicas. 

 

Palavras-chave: Câncer de mama. Polimorfismo genético. HER2. qPCR. 

Menopausa. 
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INTRODUÇÃO 

O câncer de mama é o segundo câncer de maior ocorrência no mundo e o 

câncer mais frequente entre as mulheres com 1,67 milhões de novos casos 

diagnosticados em 2012, o que correspondeu a 25% de todos os cânceres, e 

representou a quinta causa de morte por câncer com 522.000 mortes [1]. Estima-se 

que até 2020 haverá no mundo um aumento de 26% na incidência de novos casos, 

sobretudo em países em desenvolvimento [2]. Nos Estados Unidos da América, o 

câncer de mama destaca-se em primeiro lugar entre os três tipos de câncer mais 

diagnosticados em mulheres, com uma taxa de mortalidade de 48.9/100.000 quando 

comparado a 63.2/100.000 em mulheres africanas, pais em desenvolvimento [1]. Já 

no Brasil, o câncer de mama é a neoplasia maligna mais comum em mulheres após 

o câncer de pele não melanoma, tendo sido estimado para o ano de 2016, cerca de 

57.960 casos novos e 14.260 mortes pela doença [3]. 

Vários estudos tem demonstrado uma associação entre as alterações 

genéticas e a carcinogênese mamária, provocada principalmente por mutações em 

oncogenes essenciais [4-8]. A propósito, o HER2 é um pronto-oncogene com 

importante papel no prognóstico do câncer de mama, sendo, portanto um alvo 

natural para estudos sobre polimorfismos. O gene HER2 (c-erbB-2 ou HER2/neu) 

localizado no cromossomo 17q21 é um dos membros da família de receptores do 

fator de crescimento epidérmico, os carcinomas mamários que apresentam 

superexpressão do HER2 são mais agressivos em comparação aos outros subtipos 

moleculares, apresenta rápido crescimento tumoral, aumento do risco de recorrência 

após cirurgia, resistência à terapia hormonal e pouca resposta à quimioterapia 

convencional [13]. 

A propósito uma das mais importantes mutações genéticas no cancer de 

mama é o polimorfismo de nucleotídeo único (SNP) do gene do receptor do fator de 

crescimento epidérmico humano (HER2), [12]. Vários estudos de genotipagem 

correlacionaram o polimorfismo do gene HER2 Ile655Val (rs1136201) e o risco de 

câncer de mama. Todavia, os resultados têm sido inconsistentes e controversos, 

embora a maioria dos autores tenha sugerido uma associação positiva entre a 

presença deste SNP e o risco de desenvolvimento da doença  [4-8, 12-15].Dessa 

forma, nos propusemos a estudar o polimorfismo do gene HER2 Ile655Val 

(rs1136201) em mulheres com câncer de mama. 
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MATERIAL E MÉTODOS 

Pacientes e amostras de sangue 

Este é um estudo transversal controlado, envolvendo pacientes da Clínica 

ambulatorial de mastologia do Hospital Getúlio Vargas (HGV) e laboratório de 

Biologia Molecular do Hospital Natan Portela, Universidade Federal do Piauí, entre 

outubro de 2014 e dezembro de 2016. O estudo incluiu 140 mulheres, divididas em 

grupos de casos (com câncer de mama, N = 70) e controle (sem câncer de mama, N 

= 70). Incluído neste estudo foram pacientes com câncer de mama confirmado 

histologicamente e pacientes saudáveis (controles) confirmados por exame físico e 

testes de imagem que foram negativos para malignidade. Excluídos do estudo, as 

mulheres eram mais velhas que 80 e aqueles que sofrem de doenças hepáticas, 

metabólicas, cardiovasculares ou renais ou que relatam outros tipos de malignidade. 

Foram extraídos três ml de sangue por um técnico especializado usando seringas 

descartáveis e agulhas após consulta médica. O sangue total foi armazenado em um 

frasco próprio contendo anticoagulante (EDTA), conservado em um congelador, a -

20ºC. 

 

Extração de DNA 

          Para a extração do DNA de leucócitos da amostra, utilizou-se o PureLink 

Genomic® DNA Mini Kit (Life Technologies), de acordo com as instruções do 

fabricante. 

 

Genotipagem 

         Após o isolamento, a concentração de DNA foi determinada pela 

espectrofotometria Nanodrop2000 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA). A 

genotipagem foi realizada por reação em cadeia da polimerase em tempo real (RT-

PCR). A técnica RT-PCR permite a detecção da intensidade da emissão de 

fluorescência devido à amplificação da sequência de DNA alvo durante cada ciclo, 

com uma sensibilidade e especificidade elevadas. Permite uma análise comparativa 

da expressão gênica entre as amostras no ponto de partida da fase de amplificação 

exponencial, na qual não há saturação de amplificação. Como a enzima Taq 

polimerase replica o DNA em cada ciclo de reação de PCR e um fluoróforo que 

emite fluorescência é liberado. A quantificação da emissão de fluorescência indica o 

número exato de cópias de DNA inicialmente presentes. A quantificação absoluta de 



49 

 

TESE DE DOUTORADO – Carla Solange de Melo Escórcio Dourado  

Estudo do HER2 por qPCR e expressão dos antígenos Ki-67 e Bcl-2 no carcinoma mamário 

DNA em uma amostra é realizada com o uso de uma curva padrão, obtida por 

amplificação de quantidades conhecidas do mesmo DNA. Os ensaios de 

genotipagem de SNP contêm uma sonda marcada com corante VIC® e uma sonda 

marcada com corante FAMTM. As sondas TaqMan incorporam a tecnologia MGB, 

onde a sonda VIC detecta o alelo 1 e a sonda FAMTM detecta o alelo 2. 

Procedimentos: As reações foram realizadas em volumes finais de 20 μL por 

paciente, contendo: 10 L TaqMan Genotipagem Master Mix; 0,5 L de sonda 

TaqMan personalizada para genotipagem de SNPs do gene humano HER-2 (SNP 

ID rs1136201.Cod.C___7452451_1_sequence VIC / FAM: 

CGCCCCCAGCCCTCTGACGTCCATC [A / G] CTCTGCGGTGGTTGGCATTCTGCT  

(Tabela 1); 5,5 μL de DNA desionizado / livre de RNA água e 4 μL de amostra de 

DNA por paciente, esses volumes foram distribuídos em placas de reação de 96 

poços (MicroAmp_ Fast Optical 96-Well Reaction Plate), 0,1 mL (Applied 

Biosystems, EUA) em duplicado. A amplificação foi realizada usando Fast Real- 

Time PCR System 7500 com software SDS 2.2 incorporado para genotipos SNP 

(Applied Biosystems, EUA), nas seguintes etapas: (1) pré-PCR, com duração de 1 

min a 60ºC; (2) pré-incubação da mistura de reação a 95ºC durante 10 minutos, (3) 

termociclagem a 95ºC durante 15 e 60ºC durante 60 ciclos e 40 ciclos e pós-PCR 

com duração de 1 min a 60ºC. Os dados de fluorescência foram capturados durante 

40 ciclos de reação. Controle de qualidade de RT-PCR foi avaliado por seleção 

aleatória de 20% das amostras totais para r re genotipagem por um técnico 

independente. 

 

Tabela 1 Identificação de códigos de genes e SNP usados no teste TaqMan® Life 

Technologies. 

Gene HER2 Sequência VIC/FAM 

rs1136201 AG CGCCCCCAGCCCTCTGACGTCCATC[A/G]TCTCTGCGGTGGTTGGCATTCTGCT 

 

Análise estatística 

          O teste do 2 foi utilizado para determinar se a distribuição do genótipo era 

conforme o equilíbrio de Hardy-Weinberg. A freqüência de genótipos foi comparada 
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entre mulheres com câncer de mama e mulheres sem a doença de um grupo 

controle, usando o teste exato de Fisher. O odds ratio (OR) e o intervalo de 

confiança de 95% (IC) foram calculados usando o teste exato de Fisher devido a 

baixas freqüências em linhas. O significado estatístico foi definido em p˂0,05.  

 

 

 

RESULTADOS 

          A média de idade das pacientes e o desvio padrão foi de 49,1 ± 11,1 anos 

para os casos e 45,4 ± 12,8 para os controles (Tabela 2). O genótipo GG esteve 

presente em 1 mulher (1,4%) em ambos os grupos caso e controle (p = 0,32), 

enquanto o genótipo AG ocorreu em 19 (27,2%) mulheres do grupo de casos e em 

13 (18,6%) mulheres do grupo controle (p = 1). Não foi observada diferença 

estatisticamente significante entre o genótipo GG e AG nos casos e controles em 

mulheres na pré-menopausa (p = 1), assim como não houve diferença entre 

mulheres pós-menopáusicas de caso e controle (p = 0,14) (Tabela 3). 
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Tabela 2 Características das pacientes e genotipagem do gene HER2 SNP 

rs1136201 nos pacientes de caso e controle. 

Características Caso Controle 

N 70 70 

Média de idade (DP)                49,1 (±11,1)                 45,4 (±12,8) 

Pré-menopausal 39 33 

Pós-menopausal 31 37 

 Caso (%) Controle (%) p OR (95% IC) 

rs1136201 
    

AA 50 (71,4) 46 (65,7) - 1 

AG 19 (27,2) 23 (32,9) 1 1,08 (0,34-3,4) 

GG 1 (1,4) 1 (1,4) 0.32   1,59 (0,68-3,81) 

Não houve diferença estatisticamente significativa do genótipo SNP rs1136201 entre 

os grupos de casos e controles (p> 0,05). O odds ratio (OR) não foi 

significativamente maior entre os grupos. 
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Tabela 3 Genotipagem do gene HER2 SNP rs1136201 em mulheres pré-

menopáusicas e pós-menopáusicas. 

Pré-menopausal  Pós-menopausal 

 Caso Controle p   OR (95% IC)  Caso Controle p OR (95% IC) 

AA 30 26 -      1 
 

20 20 - 1 

A/G 8 6 0,7 1,1 (0,34-3,4)  11 17 0,14 2,7 (0,6-

13,6) 

GG 1 1 1 1,4 (0,23-4,3)  0 0 - - 

Não houve diferença estatisticamente significativa entre os genótipos SNP 

rs1136201 no grupo de casos e grupo controle (p> 0,05), bem como no grupo pós-

menopausa (p> 0,05).  

 

 

DISCUSSÃO 
 

  No câncer o HER2 pode ser desregulado a partir de uma variedade de 

mecanismos, dentre os quais se destacam mutações, polimorfismos, 

superexpressão do receptor, superprodução de ligantes ou ainda a associação 

destes dois últimos mecanismos 16. Análises de clones de DNA humanos 

identificaram um polimorfismo na região de codificação transmembrana no codão 

655 do gene HER2. Este polimorfismo que codifica isoleucina (Ile; ATC) ou valina 

(Val; GTC) foi relatado em diferentes tipos de câncer 17.  Fleishman et al. 18 

demonstraram que a presença de Val (G) na posição transmembranar estabiliza a 

formação de um dímero ativo da proteína que predispõe uma auto-atividade do 

receptor HER-2. Em adição, Takano et al. 19 sugeriram que a substituição de Ile 

(A) por Val (G) no códon 655 pode alterar a hidrofobicidade da proteína HER2, 

afetando a estabilidade conformacional dos domínios hidrofóbicos, como o domínio 

transmembranar.  Nakajima et al. 20 sugeriram que no câncer de mama a 
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presença desse polimorfismo aumenta a dimerização, a autofosforilação e a 

atividade tirosina quinase do HER-2, o que pode causar a transformação celular. 

No presente estudo não foram observadas diferenças estatisticamente 

significante entre os genótipos dos grupos caso e controle, assim como também não 

houve diferenças entre os grupos supracitados com relação a pré e a pós-

menopausa para a variante rs1136201 (p>0,05).  Um estudo caso-controle realizado 

em mulheres chinesas sugeriu que o homozigoto GG foi associado a um risco 

aumentado de câncer de mama 4. Lee et al. 15 investigaram o SNP do gene 

HER2 Ile655Val em mulheres taiwanesas com câncer de mama inicial. Os autores 

sugeriram que a presença do genótipo G pode ser um fator de risco para a doença 

de início precoce em Taiwan. Por outro lado, outros autores sugeriram que a 

presença do homozigoto GG pode ser um fator de risco para o câncer de mama em 

mulheres africanas 21,22.  Ma et al. 23 demonstraram que o genótipo 

heterozigoto AG apresentou uma modesta associação com o risco de câncer de 

mama. Já Kara et al. 7 demonstraram que o SNP do gene HER2 não foi associado 

com o aumento do risco de câncer de mama em mulheres turcas. Corroborando com 

esses achados Breyer et al. 12 não observaram associação entre esse SNP e o 

risco de câncer de mama. 

 A propósito, AbdRaboh et al. 6 hipotetizaram que o polimorfismo do gene 

HER2 Ile655Val pode ser considerado um biomarcador genético de susceptibilidade 

para o risco de cancer de mama, mas não um fator confiável para estimar a 

agressividade da doença. Todavia, sabe-se que a associação entre o SNP do gene 

HER2 Ile655Val (rs1136201) e o risco de câncer de mama ainda não foi 

completamente esclarecido 13.  Furrer et al. 24 estudaram a associação do 

polimorfismo com câncer de mama HER2 positivo não metastático e hipotetizaram 

que o SNP do gene HER2 Ile655Val pode desempenhar um papel significativo na 

carcinogênese mamária em mulheres caucasianas.  Por outro lado, Watrowski et al. 

14 não demonstraram nenhuma associação entre esse SNP e a susceptibilidade   

ao câncer de mama em mulheres caucasianas. Nossos resultados estão de acordo 

com os achados de vários autores que realizaram desenho de estudo semelhante 

7, 11,14, em que a presença do polimorfismo Ile655Val do gene HER2 em 

mulheres com câncer de mama não apresentou diferença estatisticamente 

significante, entre casos e controles.  
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Vários autores demonstraram resultados controversos em relação à 

associação do SNP do gene HER2 Ile655Val e o risco de câncer de mama 7, 12, 

14, 15, 23, 24.  Todavia, é importante levar em consideração que esses estudos 

foram realizados em diferentes grupos étnicos e que o polimorfismo genético 

apresenta variações somáticas em diferentes etnias 6.  Embora, os resultados do 

presente estudo não tenham demonstrado uma associação estatisticamente 

significaTIVA entre o SNP do gene HER2 Ile655Val e o câncer de mama, nós 

sugerimos que estudos futuros devem ser realizados, particularmente entre a 

população brasileira, incluindo um tamanho amostral maior, pois nossa diversa 

miscigenação favorece a distribuição de variantes genômicas sem um perfil bem 

definido. No presente estudo, não houve associação significativa entre o SNP do 

gene HER2 (rs1136201) e o câncer de mama. No entanto, sugerimos a realização 

de estudos futuros em diferentes grupos populacionais, com tamanho amostral 

maior. 
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RESUMO. Os biomarcadores de tumores, como os receptores hormonais, HER2 e 

Ki-67, são utilizados de maneira robusta na prática clínica para classificação de 

subtipos moleculares de câncer de mama. A proliferação celular avaliada pela 

expressão do antígeno Ki-67 é importante para determinar a agressividade do tumor. 

No entanto, há uma escassez de estudos que comparam a expressão de Ki-67 entre 

subtipos moleculares de câncer de mama, particularmente entre tumores cada vez 

mais agressivos, como subtipos luminal A e triplo-negativo, o que nos levou ao 

estudo atual. Foram analisadas amostras de carcinoma ductal invasivo de 59 

pacientes, que foram divididas em dois grupos: luminal A (n = 29) e triplo negativo (n 

= 30). Para a reação imunoistoquímica, as amostras foram incubadas com anticorpo 

monoclonal anti-Ki-67 (clone MIB1) e células que expressam a proteína Ki-67 foram 

identificadas por coloração castanho escuro dos núcleos, contando pelo menos 600 

células por slide. As porcentagens médias de núcleos corados foram analisadas pelo 

teste t de Student (p <0,05). A porcentagem média de núcleos corados com anti-ki-

67 foi de 10,14 e 77,22 em câncer de mama luminal A e triplas negativas, 

respectivamente (p <0,0001). Nosso estudo mostrou uma alta proliferação celular de 

câncer de mama triplo negativo em comparação com a luminal A, justificando sua 

agressividade e desfecho clínico fraco. 

 

Palavras-chave: Câncer de mama. Subtipos moleculares. Luminal A. Triplo 

negativo. Ki-67. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



62 

 

TESE DE DOUTORADO – Carla Solange de Melo Escórcio Dourado  

Estudo do HER2 por qPCR e expressão dos antígenos Ki-67 e Bcl-2 no carcinoma mamário 

INTRODUÇÃO 

O câncer de mama é a neoplasia que mais comumente acomete mulheres no 

mundo, após o câncer de pele não melanoma [1]. O câncer de mama é mais comum 

países desenvolvidos, nos Estados Unidos cerca de 1 em 8 mulheres será 

diagnosticado o câncer de mama ao longo da vida [2] e é responsável pela segunda 

principal causa de morte por câncer, após o câncer do pulmão [3,4]. No Brasil, o 

câncer de mama é a neoplasia maligna mais comum em mulheres após o câncer de 

pele não melanoma, tendo sido estimado para o ano de 2016 cerca de 57.960 casos 

novos e 14.207 mortes pela doença [5]. 

O estadiamento do carcinoma mamário, por ocasião do diagnóstico, 

adicionado ao comportamento biológico da neoplasia são importantes para 

prognóstico e sobrevida das mulheres [6]. O carcinoma mamário invasivo é uma 

neoplasia heterogênea, pois mostra características patológicas, moleculares e 

comportamento biológico distintos, que têm influência no prognóstico e planejamento 

terapêutico [7]. As estratégias terapêuticas e prognósticas do carcinoma mamário 

têm levado em consideração, além da proliferação celular, a expressão dos 

receptores hormonais (RH), tais como receptor de estrogênio (RE), progesterona 

(PgR) e do receptor do fator de crescimento epidérmico humano 2 (HER2), através 

do trabalho pioneiro de Perou et al. [8], permitindo por meio da expressão gênica a 

subclassificação molecular do carcinoma mamário em cinco subtipos: Luminal A, 

Luminal B, HER2 hiperexpresso e Triplo negativo (receptores hormonais negativos e 

Her-2 negativo). Esta classificação pode ser mimetizada por um painel 

imunoistoquímico, que se tornou padrão na patologia de rotina, mas quando 

disponível a graduação genômica é melhor para a subclassificação molecular [9].  

Todos os biomarcadores supracitados são importantes para classificação 

molecular do câncer mamário, todavia a proliferação celular, analisada 

principalmente pela expressão da proteína Ki-67, devido sua sensibilidade, é de 

grande importância na determinação da agressividade e do prognóstico tumoral, 

assim como na orientação terapêutica [10,11]. Todavia, para o nosso melhor 

conhecimento, até onde investigamos, há poucos estudos na literatura avaliando a 

expressão do antígeno Ki-67 em cânceres de mama altamente agressivos como os 

triplos negativos [12] e uma maior escassez de estudos comparando a expressão da 

proteína Ki-67 entre o triplo negativo e um tumor menos agressivo como o Luminal A 

[13,14], o que nos levou à concepção do presente estudo. 
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MATERIAL E MÉTODOS 

Pacientes 

O estudo envolveu amostras de carcinoma invasivo ductal de 59 mulheres 

submetidas a tratamento na Clínica de Mastologia do Hospital Getúlio Vargas, 

Universidade Federal do Piauí, de dezembro de 2015 a janeiro de 2017. Os critérios 

de inclusão para o estudo foram o diagnóstico prévio de carcinoma ductal invasivo, 

ausência de gravidez e tratamento anterior de câncer de mama. O estudo foi 

aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da Universidade Federal do Piauí e 

todos os pacientes assinaram um termo de consentimento informado antes da 

admissão. 

 

Desenho do estudo 

As pacientes foram divididas em dois grupos de acordo com o subtipo 

molecular de câncer de mama: Grupo A: luminal A, n = 29 e Grupo B: triplo negativo, 

n = 30. Os grupos foram considerados homogêneos em relação à idade na menarca, 

paridade, estado da menopausa e estágio clínico do tumor e considerado não 

homogêneo em relação à idade e ao estado dos linfonodos axilares (Tabela 1). As 

mulheres foram submetidas à biópsia para diagnóstico de câncer de mama e 

ressecção de amostra de tumor primário no momento da cirurgia definitiva para 

estudo histológico e imunoistoquímico. 
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   Tabela 1. Características das pacientes. 

 
Luminal A 

(n=29) 

Triplo-

Negativo 

(n=30) 

P 

valor 

Idade (anos)    

Média 44,8 51,6 0,013 

Menarca (anos)    

Média 12,3 12,4 0,938 

Paridade    

Sim 22 25 0,532 

Não 7 2  

Menopausa    

sim 8 12 0,412 

Não 21 18  

Estadiamento    

      I 19 18 1,000 

      II 8 9  

      III 2 3  

Status axilar    

Positivo 4 14 0,010 

Negativo 25 16  

 

 

Imunoistoquímica  Ki-67  

Para a avaliação imunoistoquímica da expressão do Ki-67, as amostras 

tumorais foram fixadas em formalina tamponada durante um período de 12-24 horas 

e depois cortadas em seções de 3 μm de espessura. As amostras foram 

processadas e coradas com hematoxilina-eosina para confirmar o diagnóstico de 

carcinoma ductal invasivo. As secções foram então desparafinadas em xilol durante 

5 minutos, desidratadas em etanol absoluto e lavadas em solução salina tamponada 

a pH 7,4 durante 5 minutos. Em seguida, as seções foram tratadas com 3% de 

peróxido de hidrogênio (H202), diluídas em solução tamponada durante 5 minutos 

para bloquear o peróxido endógeno. Para a recuperação do antígeno, as lâminas 



65 

 

TESE DE DOUTORADO – Carla Solange de Melo Escórcio Dourado  

Estudo do HER2 por qPCR e expressão dos antígenos Ki-67 e Bcl-2 no carcinoma mamário 

foram colocadas em racks contendo 0,21% de ácido cítrico (pH 6,0) e aquecidas em 

um forno de microondas ajustado com potência máxima durante 15 minutos. Foi 

adicionada solução salina tamponada com fosfato contendo Tween (PBS-Tween) a 

lâminas que foram arrefecidas durante 20 minutos. As amostras de tecido foram 

incubadas com anticorpo monoclonal anti-Ki-67 de rato primário (clone MIB1, Ref. 

M7240, Dako, Carpinteria, USA / 1: 4800) a 4-8ºC durante a noite. As lâminas foram 

seguidamente lavadas com PBS-Tween e incutidas com reagente secundário (Anti-

mouse BA 2000, Vector, Burlingame, EUA), incubadas durante 60 minutos à 

temperatura ambiente, lavadas pela segunda vez com PBS-Tween e instiladas com 

o ABC Sistema de detecção de elite (PK 6100, Vector, Burlingame, EUA), incubado 

durante 45 minutos à temperatura ambiente, lavado pela terceira vez com PBS-

Tween, instilado com DAB (tetrahidrocloreto de diaminobenzidina, Ref. D5637, 

Sigma, St. Louis, EUA) e incubou-se durante 5 minutos. Finalmente, as lâminas 

foram lavadas com água destilada, contrastadas com hematoxilina, coradas com 

solução de nitrato de prata amoniacal, desidratadas com etanol absoluto, embebidas 

brevemente em séries de xilol e montadas na resina Permount. As células que 

expressam a proteína Ki-67 foram identificadas por coloração marrom escuro dos 

núcleos. 

 

Método Quantitativo 

A quantificação foi realizada por dois observadores cegos sem conhecimento 

prévio de nenhum dos casos. Um microscópio de luz (Nikon Eclipse E-400, 

microscópio óptico, Tóquio, Japão) conectado a uma câmera de vídeo a cores 

(câmera digital Samsung CHC-370N, Seul, Coréia) foi usado. A imagem foi 

capturada e transmitida para um computador equipado com o programa de software 

Imagelab®, versão 2.3. O programa foi desenvolvido pela Softium Informática Ltda. 

(São Paulo, Brasil) para análise de imagens. Para a expressão de Ki-67, um número 

mínimo de 600 células foi contado em cada lâmina com uma ampliação de 400X, 

seja corado por anticorpos anti-Ki-67 ou não, começando na área de maior 

expressão de Ki-67. A percentagem de células coradas para cada caso foi obtida 

pela razão entre o número de células contendo núcleos corados e não corados 

multiplicados por 100. 

 

Análise Estatística 
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O teste não paramétrico de Mann-Whitney foi utilizado para comparar a 

homogeneidade entre ambos os grupos em relação à idade do paciente. O teste 

exato de Fisher e o teste de Kolmogorov-Smirnov foram utilizados para avaliar a 

idade na menarca, paridade, estado dos linfonodos axilares e estágio tumoral. O 

teste t de Student foi usado para comparar a porcentagem média de núcleos 

corados com Ki-67 entre os dois grupos (p <0,05). 

 

 

RESULTADOS 

Em nosso estudo, a microscopia óptica mostrou uma maior concentração de 

células com núcleos corados com anti-Ki-67 no grupo triplo-negativo, em 

comparação com o grupo luminal A (Figura 1). A porcentagem média de núcleos 

corados com anti-ki-67 foi de 10,14 e 77,22 em carcinomas de mama luminal A e 

triplo negativo, respectivamente (p <0,0001) (Tabela 2). Esta diferença é melhor 

enfatizada na porcentagem média de núcleos corados entre grupos de tumores de 

mama luminal A e triplas negativas (Figura 2). 

 

Fig. 1. Fotomicrografias de cortes histológicos de carcinoma de mama luminal A e 

triplo negativo. Observe uma alta concentração de núcleos corados com Ki-67 no 

câncer de mama triplo-negativo (B) em comparação com núcleos corados com Ki-67 

esparsos no grupo luminal A (A).  
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Fig. 2. Boxplot da porcentagem de células com núcleos corados com Ki-67 nos 

grupos de câncer de mama luminal A e triplo negativo.
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Tabela 2. Porcentagem média de núcleos corados com Ki-67 no carcinoma de 

mama luminal A e triplo negativo. 

  n Média   EP médio Mediana Mínimo Máximo 

Luminal A 29 10,14     0,44   9,97   5,43   13,79 

Triplo-Negativo 30 *77,22     0,87   76,38   67,11   89,55 

* A diferença de núcleos corados com Ki-67 foi significantemente maior no 

carcinoma mamário Triplo negativo em comparação com subtipo Luminal A 

(p<0,0001). 

 

 

DISCUSSÃO 

A atividade proliferativa celular, uma importante função celular, está 

intimamente relacionada ao comportamento do câncer de mama [15]. Das várias 

técnicas que têm sido desenvolvidas para avaliar a proliferação, uma das mais 

largamente usada é a determinação imunoistoquímica do antígeno Ki-67, marcador 

sensível de proliferação celular [16] e que tem sido confirmado como fator 

prognóstico e preditivo independentes [17]. O valor do Ki-67 é um importante 

parâmetro na subclassificação dos tumores luminais em luminal A (RH+, Ki-67<14% 

e HER2 negativo) considerado de bom prognóstico e o subtipo luminal B com Ki-

67>14% e considerado de prognóstico desfavorável, consoante o 13ST Consenso 

Gallen [18]. Portanto, o câncer de mama triplo negativo tem uma maior atividade 

proliferativa e considerado ter comportamento clínico mais agressivo e um maior 

risco de recidiva e mortalidade [19]. 

 O presente estudo mostrou que o carcinoma de mama triplo negativo 

presentou uma porcentagem de núcleos celulares expressando a proteína Ki-67 

significantemente maior que o carcinoma luminal A. A propósito, os tumores mais 

agressivos como o triplo negativo e o HER2 hiperexpresso apresentam um sistema 

de defesa intratumoral menos atuante e por conseguinte uma alta taxa de 

proliferação celular, ao contrário do luminal A que apresenta uma rede de defesa 

intratumoral mais densa e mais atuante com uma menor proliferação celular [12]. 
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 A proliferação celular exagerada e a migração de células tumorais são 

características básicas da patologia tumoral durante a progressão do câncer, 

responsáveis pela disseminação da doença e formação de metástases [19]. A 

proliferação aberrante e a migração de células tumorais são uma característica da 

patologia tumoral durante a progressão do câncer. O antígeno Ki-67, portanto, pode 

estar envolvido na gênese e desenvolvimento do câncer de mama por afetar a 

proliferação e migração de células cancerosas favorecendo a formação de 

metástases principalmente nos cânceres com menor defesa intratumoral [20]. A 

propósito, os mastócitos (MCs) são células derivadas da medula óssea que 

armazenam numerosos mediadores que modulam funções de outras células imunes, 

quer melhorando resposta imunológica ou induzindo tolerância imune. Os MCs são 

também uma das primeiras células a infiltrar o câncer, podendo tanto promover 

quanto suprimir o crescimento tumoral [12, 21-23]. 

Alguns autores têm mostrado fortes correlações nas expressões dos 

receptores hormonais e Ki-67 entre cânceres primários da mama e metástase 

linfonodais axilares, tendo sido também observada uma moderada concordância em 

suas características fenotípicas. Todavia alterações sempre existiram pela 

heterogeneidade do câncer mamário e um terço destas alterações podem ter 

implicações terapêuticas. Assim, as metástases linfonodais dos tumores com alta 

expressão de Ki-67 precisam de melhor análise para obtenção de completa 

informação terapêutica [24].  

No presente estudo, os dois grupos de câncer de mama, luminal A e triplo 

negativo, eram homogêneos, exceto com relação à média de idade e o status axilar. 

Os linfonodos axilares positivos foram mais comuns no câncer de mama triplo 

negativo e está de acordo com a literatura [24]. Por outro lado, a média de idade foi 

menor no câncer luminal A e significantemente maior no triplo negativo, o que vai de 

encontro com a literatura, pois o subtipo luminal A é mais frequente nas mulheres 

acima dos 40 anos, pois a proliferação celular mamária diminui a partir desta idade 

[25].  

 

CONCLUSÃO 

Mostramos no presente estudo que a expressão do antígeno Ki-67 em pelo 

menos 600 células por lâmina foi significativamente maior em câncer de mama triplo 

negativo em comparação com o luminal A. No entanto, estudos adicionais com um 
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tamanho de amostra maior são necessários para avaliar melhor o papel da 

expressão do Ki-67 entre os subtipos moleculares do câncer de mama. 
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RESUMO. Diversos biomarcadores para o prognóstico do câncer de mama têm sido 

comumente usados na prática clínica de rotina, tais como receptores hormonais, ki-

67 e expressão do HER2. Nos anos mais recentes, o Bcl-2 tem sido reconhecido 

como um importante fator prognóstico no câncer de mama, embora haja 

controvérsias sobre os resultados de sua expressão.  O objetivo deste estudo foi 

avaliar a expressão do antígeno Bcl-2 no cancer de mama luminal A e triplo 

negativo. Este estudo envolveu 60 mulheres com carcinoma ductal invasivo.  As 

pacientes foram divididas em dois grupos: grupo A (luminal A) e grupo B (triplo 

negativo) com 30 casos cada. A imunoistoquímica foi realizada no câncer de mama 

para avaliar a expressão do antígeno Bcl-2. O teste exato de Fisher foi realizado no 

câncer de mama para avaliar a expressão do antígeno Bcl-2 e a significância 

estatística foi estabelecida em p<0,05. A porcentagem média de casos com células 

que expressam Bcl-2 nos grupos A e B foi de 26 (86,7%) e 12 (40,0%), 

respectivamente (p<0,0003). No presente estudo, houve maior expressão da 

expressão de proteína Bcl-2 antiapoptótica no câncer de mama luminal A em 

comparação com o câncer de mama triplo negativo. 

 
Palavras-chave: Apoptose. Agressão. Prognóstico. Carcinoma mamário. Mama. 
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INTRODUÇÃO 
 

O câncer de mama é uma doença heterogênea, com muitos subtipos que 

diferem em suas características histológicas e biológicas 1. A propósito, há cinco 

subtipos moleculares de carcinoma mamário que apresentam relação com a 

agressividade e o prognóstico tumoral, tais como luminal A, luminal B, HER2 

superexpresso, triplo negativo e normal-like 2. Os subtipos luminais têm sido 

associados a prognósticos mais favoráveis, enquanto o câncer de mama triplo 

negativo e o HER2 superexpresso estão associados a uma maior agressividade e 

prognóstico desfavorável 3. Todavia, a avaliação genômica é o padrão ouro para a 

classificação dos tumores mamários, porém ela é complexa e de alto custo, o que 

impossibilita seu uso na prática clínica, principalmente em países em 

desenvolvimento 4.  

A avaliação imunoistoquímica, além dos receptores hormonais (RH), HER2 e 

do Ki-67, pode incluir outros marcadores que podem ser usados na clínica para 

estratificar as pacientes com câncer de mama com o intuito de predizer o 

prognóstico, selecionar a terapêutica, assim como também para inclusão em ensaios 

clínicos 5,6. Todavia, a progressão e a agressividade tumoral, comprometendo o 

prognóstico, depende muito do equilíbrio entre a proliferação celular e apoptose, 

avaliadas pela expressão das proteínas Ki-67 e Bcl-2, respectivamente 7. A 

propósito, a Bcl-2 é uma proteína com ação antiapoptótica originalmente encontrada 

em células B foliculares humanas de linfoma, contudo vários estudos já mostraram 

sua relação com diferentes tipos de câncer, incluindo o câncer de mama 8-10. O 

valor prognóstico da Bcl-2 tem sido mostrado em vários estudos 11-14 e apesar de 

possuir atividade antiapoptótica tem sido associada a um prognóstico favorável 

10,15,16.  

Muitos estudos têm avaliado a expressão da proteína Bcl-2 no câncer de 

mama, no entanto, para o nosso melhor conhecimento, este é o primeiro estudo a 

comparar a expressão do antígeno Bcl-2 entre os subtipos de câncer de mama 

luminal A e triplo negativo.  
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MATERIAL E MÉTODOS 

Pacientes 

Este estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da Universidade 

Federal do Piauí e todos os pacientes deram seu consentimento informado assinado 

antes do início do estudo. Sessenta mulheres com câncer de mama foram incluídas 

entre outubro de 2015 e dezembro de 2016. Os pacientes com câncer de mama 

foram recrutados na clínica de mastologia do Hospital Getúlio Vargas, Universidade 

Federal do Piauí. Aqueles pacientes com câncer de mama que têm conhecimento 

preliminar do tratamento da doença foram excluídos do estudo. 

 

Desenho do Estudo 

Este estudo envolveu carcinoma ductal invasivo de 60 mulheres.  As pacientes 

foram divididas em dois grupos: grupo A (luminal A, n = 30) e grupo B (triplo 

negativo, n = 30). Estes grupos também foram considerados homogêneos em 

relação à idade, status menopausal, paridade e status axilar (Tabela 1).  

 

Tabela 1 Características das pacientes do estudo. 

 Luminal A 

(n=30) 

Triplo negativo 

(n=30) 

P 

valor 

Idade (anos) 
 
 Média ±DP 

 

44,9 ± 6,7 

     

51,18 ± 3,92 

 

0,013* 

Paridade 

Sim 

Não 

 

          23  

            7  

 

        25  

        5  

 

0,532 

Status Menopausal   

Sim 

Não 

 

            8  

          22   

 

         12 

         18  

 

0,412 

 Status Axilar 

Positivo 

Negativo 

 

            5 

          25  

 

         14 

         16 

 

0,010* 
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*Diferença estatisticamente significativa 
 

Expressão Imunoistoquímica para Bcl-2 

Para a avaliação imunoistoquímica da expressão da proteína Bcl-2, as 

amostras de câncer de mama fixadas em formalina tamponada foram cortadas em 

seções de 3 μm de espessura. Em seguida, as secções foram desparafinadas em 

xilol durante 5 minutos, desidratadas em etanol absoluto e lavadas em solução 

salina tamponada a pH 7,4 durante 5 min. Posteriormente, para bloquear o peróxido 

endógeno, as secções foram tratadas durante 5 minutos com 3% de peróxido de 

hidrogênio (H2O2) diluído em solução tamponada. Para a recuperação do antígeno, 

as lâminas foram colocadas em racks contendo 0,21% de ácido cítrico (pH 6,0) e 

aquecidas em um forno de microondas durante 15 min com potência máxima. Foi 

adicionada solução salina tamponada com fosfato contendo Tween (PBS-Tween) as 

lâminas depois de terem deixado arrefecer durante 20 min. As amostras de tecido 

foram incubadas com anticorpo monoclonal anti-Bcl-2 de rato (clone 124, Ref. 

M0887, Dako; 1: 2000) e incubadas durante a noite a 4 a 8ºC. As lâminas foram 

então lavadas com PBS-Tween e incutidas com reagente secundário (anti-mouse 

BA 2000, Vector Laboratories, Burlingame, CA), incubadas durante 60 minutos à 

temperatura ambiente, lavadas novamente em PBS-Tween e instiladas com ABC 

Elite sistema de detecção (PK 6100, Vector Laboratories), incubado durante 45 

minutos à temperatura ambiente, lavado mais uma vez com PBS-Tween, instilado 

com DAB (tetrahidrocloreto de 3-30-diaminobenzidina, Ref. D5637, Sigma, St. Louis, 

MO), e incubou-se por 5 min. Finalmente, as lâminas foram lavadas com água 

destilada, contra-coradas com hematoxilina, coradas com solução amoniacal, 

desidratadas com etanol absoluto, passadas através de Coplinjars contendo xilol e 

montadas na resina Permount. As células Bcl-2 proteínas foram identificadas pela 

coloração castanho escuro do citoplasma. 

 

Método Quantitativo 

A quantificação foi realizada por dois observadores que não tinham 

conhecimento prévio de nenhum dos casos. Foi realizado com um microscópio de 

luz (Eclipse E-400, microscópio óptico, Nikon, Tóquio, Japão) conectado a uma 

videocâmera a cores (câmera digital CHC-370 N, Samsung, Seul, Coréia), que 

capturou a imagem e transmitiu-a para computador equipado com o programa de 
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software Imagelab, versão 2.3, desenvolvido pela Softium Informática (São Paulo, 

Brasil) para análise de imagens. A imunorreação de Bcl-2 foi avaliada 

semiquantitativamente de acordo com os critérios estabelecidos por van Slooten et 

al. 17 levando em consideração os seguintes parâmetros: intensidade da coloração 

celular (I) e fração de células neoplásicas coradas (F). A intensidade da coloração 

celular foi classificada da seguinte forma: 0 (negativo), 1 (corado fraco), 2 

(moderadamente corado) ou 3 (fortemente corado). A fração de células coradas foi 

classificada da seguinte forma: 0 (0 a 25%), 1 (25 a 75%) ou 2 (75 a 100%). O 

resultado final foi o resultado da combinação dos dois parâmetros (I e F) e variou de 

0 a 6. Casos com pontuação final ≥3 foram classificados como positivos para Bcl-2. 

Em todos os casos, a coloração acastanhada no citoplasma foi adotada como 

padrão para a positividade 17. 

 

Analises Estatística 
 

O teste t de Student foi utilizado para verificar a homogeneidade entre os dois 

grupos com respeito a idade do paciente. O teste exato de Fisher foi utilizado para 

avaliar a paridade e o status menopausal entre os dois grupos. O teste não 

paramétrico de Mann-Whitney foi utilizado para avaliar o número de partos. A 

comparação das proporções de casos com células que expressaram Bcl-2 no câncer 

de mama nos dois grupos foi realizada pelo teste χ2 18. A significância foi 

estabelecida em p0.05. 

 

 

RESULTADOS 
 

O estudo à microscopia de luz mostrou uma maior concentração de células 

com citoplasmas corados com anti-Bcl-2 no grupo de carcinoma mamário do subtipo 

molecular luminal A em comparação ao triplo negativo (Figura 1). A porcentagem de 

células coradas intensamente para Bcl-2 foi maior no câncer de mama do subtipo 

molecular luminal A em comparação ao triplo negativo. O número de casos 

expressando o antígeno Bcl-2 foi 26 (86,7%) e 4 (13,3%) no grupo A (luminal A) e B 

(triplo negativo), respectivamente (Tabela 2). A porcentagem de casos com células 

positivas para Bcl-2 no grupo A foi estatisticamente significativamente maior em 

relação ao grupo B (p<0,0003). 
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Fig. 1 Fotomicrografias de cortes histológicos de uma porção de câncer de mama. 

Observe uma baixa concentração de células com citoplasmas coradas em marrom 

por Bcl-2 nos pacientes com câncer de mama triplo negativo (A) em comparação 

com citoplasmas corados de cor de alta intensidade no grupo do grupo luminal A (B).  

 
 
 
 

 

Tabela 2 Porcentagem de casos com células Bcl-2-positivas nos subtipos de câncer 

de mama luminal A e triplo-negativo. 

Grupos Positivo 

n (%) 

Negativo 

n (%) 

   Total 

  n (%) 

Triplo-negativo   12 (40,0) 18 (60,0)  30 (100,0) 

Luminal A   26 (86,7) *   4 (13,3)  30 (100,0) 

Total   38 (63,3)   22 (36,7)   60 (100,0) 

  

* Houve aumento estatisticamente significativo da expressão de Bcl-2 em A luminal 

em comparação com o subtipo de câncer de mama triplo negativo (p<0,0003).   

 
 
 
DISCUSSÃO 
 

A proteína Bcl-2 é um dos membros da família Bcl-2 de proteínas que atuam 

regulando a morte celular programada ou apoptose, que possui duas subfamílias de 
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proteínas, uma pro-apóptótica que favorece a morte celular cuja principal 

representante é a Bax e a outra antia-apoptótica, que bloqueia a apoptose,  

representada principalmente pela Bcl-2 19, expressa no epitélio glandular normal 

20. Todavia no câncer de mama, a expressão de Bcl-2 tem sido associada a 

fatores de melhor prognóstico, tais como neoplasias bem diferenciadas ou grau 

histológico 1, receptor de estrógeno positivo e menor indice de proliferação celular 

21.  Na mama, a Bcl-2 é regulada pelo estrogênio como resultado direto da 

indução transcricional 22. 

No presente estudo, as pacientes com câncer de mama luminal A 

apresentaram maior expressão de Bcl-2 em comparação com as mulheres com 

câncer triplo negativo. Os dois grupos foram homogêneos em relação à idade, status 

hormonal, paridade e status axilar. Apesar de muitos estudos já terem avaliado a 

importância clínica da expressão da Bcl-2 no câncer de mama, os resultados têm 

sido inconsistentes e controversos, todavia a maioria dos autores sugerem uma 

associação positiva entre o aumento da expressão da Bcl-2 e o desfecho clínico 

favorável 10,15-16, 20-21, 23-26. 

Alguns autores correlacionaram a expressão da Bcl-2 do câncer de mama 

triplo negativo com a expressão do Bcl-2 de outros subtipos moleculares de 

carcinomas primários de mama. El-Mageed et al. 27 mostraram que o câncer triplo 

negativo apresentou a expressão do Bcl-2 significativamente menos correlacionada 

com características clínico-patológicas de bom prognóstico, tais como idade jovem, 

status axilar e tamanho tumoral pequeno, concluindo que a expressão de Bcl-2 foi 

similar em todos os subtipos moleculares de câncer de mama. 

Por outro lado, outros estudos mostraram que o tumor triplo negativo 

apresentou menor expressão de Bcl-2 em comparação aos outros subtipos 

moleculares 20,29-30. Ba et al. 30 compararam a expressão de Bcl-2 no câncer 

triplo negativo com os outros subtipos moleculares e mostraram um resultado 

benéfico da menor expressão de Bcl-2 em alguns pacientes com câncer de mama 

tiplo negativo. Além disso, Kallel-Bayoudh et al. 20 estudaram o papel da Bcl-2 

com biomarcadores já conhecidos no câncer de mama, tais como receptores 

hormonais, HER2 superexpresso e características clínico-patológicas e concluiram 

que o câncer de mama triplo negativo expressou menos Bcl-2 que os outros 

subtipos moleculares, tendo sugerido a inclusão da expressão do Bcl-2 como 
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biomarcador em associação com os outros usados rotineiramente no câncer de 

mama. 

Eom et al. 15 analisaram o papel da Bcl-2 como marcador prognóstico nos 

subtipos moleculares classificados de acordo com 13º Consenso St. Gallen, em uma 

amostra de 605 casos e mostraram uma expressão positiva de Bcl-2 associada com 

os receptores hormonais positivos, HER2 superexpresso negativo e cancer de 

mama luminal A. Estes achados levaram aos autores concluir que a expressão da 

proteína Bcl-2 pode ser um biomarcador que apresenta correlação com o subtipo de 

cancer de mama de bom prognóstico como o luminal A. De maneira similar, Dawon 

et al. 28 revelaram que a maior expressão de Bcl-2 esteve correlacionada com o 

cancer de mama menos agressivo. Honma et al. 16 sugeriram que o prognóstico 

favorável no câncer de mama mediante a expressão da proteína Bcl-2 no subtipo 

luminal A parece refletir uma ação contrária da Bcl-2 à do receptor de estrogênio que 

favorece a apoptose. Embora, nossos achados tenham revelado maior expressão da 

Bcl-2 no cancer de mama luminal A, sugerimos a realização de estudos futuros com 

um maior tamanho amostral para melhor definir a expressão da proteína Bcl-2 como 

um biomarcador no  prognóstico do câncer de mama. 

 

 

CONCLUSÃO 

Em conclusão, nossos resultados demostraram uma maior expressão de Bcl-

2 em mulheres com câncer de mama luminal A em comparação com o subtipo 

molecular triplo negativo. 
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Na análise do polimorfismo genético do receptor do fator de crescimento 

epidérmico humano em mulheres com câncer de mama não foram observadas 

diferenças estatisticamente significativas nos genótipos entre os grupos caso e 

controle, assim como também não houve diferença do SNP do gene HER2 para a 

variante rs1136201 entre os grupos caso e controle em relação ao status 

menopausal, ou seja, pré-menopausa versus pós-menopausa. 

O presente estudo também mostrou uma expressão significativamente maior 

da proliferação celular, avaliada pela expressão da proteína Ki-67, do câncer de 

mama triplo negativo em comparação ao subtipo molecular luminal A, portanto o que 

demonstra a importância da expressão do biomarcador Ki-67 no estudo da 

agressividade tumoral e orientação terapêutica.  

Por outro lado, o câncer de mama luminal A, de prognóstico mais favorável, 

apresentou uma maior expressão da proteína anti-apoptótica Bcl-2 em comparação 

ao triplo negativo, que tem prognóstico desfavorável, o que está de acordo com a 

literatura, que mostra que os cânceres de outras localizações, menos agressivos, 

apresentam maior expressão do biomarcador Bcl-2.  
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ANEXO A - Parecer de aprovação do Comitê de Ética em Pesquisa da 

Universidade Federal do Piauí. 

 



92 

 

TESE DE DOUTORADO – Carla Solange de Melo Escórcio Dourado  

Estudo do HER2 por qPCR e expressão dos antígenos Ki-67 e Bcl-2 no carcinoma mamário 

 

 
 

 



93 

 

TESE DE DOUTORADO – Carla Solange de Melo Escórcio Dourado  

Estudo do HER2 por qPCR e expressão dos antígenos Ki-67 e Bcl-2 no carcinoma mamário 

 
 

 



94 

 

TESE DE DOUTORADO – Carla Solange de Melo Escórcio Dourado  

Estudo do HER2 por qPCR e expressão dos antígenos Ki-67 e Bcl-2 no carcinoma mamário 

 



95 

 

TESE DE DOUTORADO – Carla Solange de Melo Escórcio Dourado  

Estudo do HER2 por qPCR e expressão dos antígenos Ki-67 e Bcl-2 no carcinoma mamário 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



96 

 

TESE DE DOUTORADO – Carla Solange de Melo Escórcio Dourado  

Estudo do HER2 por qPCR e expressão dos antígenos Ki-67 e Bcl-2 no carcinoma mamário 

ANEXO B – Comprovante de submissão de artigo original derivado da 

tese. 

-------- Mensagem original -------- 

Assunto: European Journal of Cancer: Submission Confirmation for Human 

Epidermal Growth Factor Receptor-2 gene polymorphism in women with 

breast cancer 

Data: 15/08/2017 17:49 

De: "European Journal of Cancer" <eesserver@eesmail.elsevier.com> 

Para: beneditoborges@globo.com 

Responder para: "European Journal of Cancer" <ejcancer@elsevier.com> 

  

Title: Human Epidermal Growth Factor Receptor-2 gene 

polymorphism in women with breast cancer 

European Journal Of Cancer 

Original Research Article 

 

Dear Professor da Silva 

 

Thank you for your submission entitled "Human Epidermal Growth 

Factor Receptor-2 gene polymorphism in women with breast 

cancer" has been received by the European Journal Of Cancer 

 

You may check on the progress of your paper by logging on to 

the Elsevier Editorial System as an author. The URL is 

https://ees.elsevier.com/ejc/. 

 

Your username is: beneditoborges@globo.com 

If you need to retrieve password details please go to: 

http://ees.elsevier.com/ejc/automail_query.asp 

 

Your manuscript will be given a reference number once an 

Editor has been assigned. 

 

Thank you for submitting your work to this journal. 

 

Regards 

 

Yours sincerely 

 

EJC Editorial Office 

European Journal Of Cancer 
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ANEXO C – Comprovante de publicação de artigo original derivado da 

tese. 
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ANEXO D – Comprovante de publicação de artigo original derivado da 

tese. 

 
 
 

 


