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Resumo 

A maioria dos carcinomas invasivos da mama são classificados como 

carcinoma ductal invasivo, sem outras especificações (CDI-SOE), enquanto que 

cerca de 25% são definidos como tipos especiais histológicos (TEH). Esses TEH de 

carcinomas da mama são categorizados em pelo menos 17 entidades patológicas 

distintas. Como a maioria dos estudos realizados na literatura em relação à 

classificação molecular (luminais A e B, sobreexpressão de HER2, “basal-like”) 

tenham utilizado somente CDI-SOE e lobulares invasivos, um estudo com mais TEH 

seria necessário. A CK19 pode ser utilizada como método de avaliação do linfonodo 

sentinela através de uma técnica molecular chamada de OSNA (amplificação de 

ácido nucléico de um passo). A expressão de sua positividade foi avaliada somente 

nos carcinomas ductais, lobulares, medulares e de pequenas células. Realizado 

tissue microarray (TMA) no IPATIMUP (Porto-Portugal) de 157 casos selecionados 

dos arquivos do Instituto de Patologia de Campinas. Obtido um total de 121 e 116 

casos  no TMA do perfil molecular e da CK19, respectivamente, estes incluíram 

carcinomas tubulares, mucinosos, papilares encapsulados e invasivo, lobulares, 

micropapilares, medulares, metaplásicos, apócrinos e mistos. Foram utilizados 

marcadores imunoistoquímicos tais como: RE, RP, RA (somente nos apócrinos), 

HER2, Ki67, P-caderina, CK5, EGFR e p63 para classificá-los quanto à classificação 
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molecular e CK19 para avaliar sua expressão na mama antes da realização da 

técnica de OSNA em linfonodo sentinela. Tubulares, papilares e mucinosos foram 

todos luminais A e B, dado semelhante ao perfil de expressão genética; medulares e 

metaplásicos foram quase todos “basais-like” (76.2% e 90%, respectivamente), 

enquanto que ao nível transcriptômico, todos os casos pertencem ao subtipo “basal-

like”; micropapilares foram luminais A e B e sobre-expressão de HER2, sendo que 

ao nível transcriptômico são praticamente todos luminais B devido à alta expressão 

de HER2; apócrinos foram os mais heterogêneos de todos com casos luminais A e 

B, sobre-expressão de HER2 e “basais-like”, dado diferente ao nível transcriptômico 

que revela o subtipo “molecular apócrino” (RE-/RA+/HER2- ou +). O risco relativo do 

Ki67 aumentou entre os TEH, sendo que o carcinoma medular teve 110 vezes mais 

risco de aumento do Ki-67 em relação ao tubular. A CK19 foi expressa em 98.2% 

dos TEH de carcinomas da mama, dado idêntico ao estudo anterior de Chu et al, 

sendo que sua positividade aumentou nos casos em que o bloco de parafina foi 

inteiramente estudado, pois sua marcação foi focal em muitos casos avaliados no 

TMA. Isso pode produzir eventualmente resultados falso-negativos nas “core-

biopsies”. 

 



 

Abstract xii

Abstract 
 

 

Most invasive breast carcinomas are classified as invasive ductal 

carcinoma, not otherwise specified (IDC-NOS), while approximately 25% are 

defined as special histological types (HST). These HST of breast carcinomas 

are categorized into at least 17 distinct pathological entities. Most studies in the 

literature regarding the molecular classification (luminal A and B, HER2-

overexpression, "basal-like") were evaluated only in IDC-NOS and in lobular 

invasive carcinoma, a study with more HST of breast carcinoma would be 

necessary. The CK19 can be used as a method of evaluation of sentinel lymph 

node using a molecular technique called OSNA (one step acid nucleic 

amplification). The expression of CK19 positivity was assessed only in ductal, 

lobular, medullary and small cell carcinomas. It was performed tissue microarray 

(TMA) in IPATIMUP (Porto-Portugal) of 157 cases selected from the archives of 

the Instituto de Patologia de Campinas, a private laboratory. A  total of 121 and 

116 TMA cases in the molecular profiling and in the CK19 studies was obtained, 

respectively, including tubular, mucinous, papillary encapsulated and invasive, 

lobular, micropapillary, medullary, metaplastic, apocrine and mixed carcinomas. 

It was used immunohistochemical markers such as ER, PR, RA (only in 

apocrine carcinomas), HER2, Ki67, P-cadherin, CK5, EGFR and p63 to classify 
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them as the molecular classification and as the CK19 expression in the breast 

before performing the technique of OSNA in sentinel lymph node. Tubular, 

papillary and mucinous were all luminal A and B, as similar as the gene-

expression profiling; medullary and metaplastic were almost all "basal-like" 

(76.2% and 90%, respectively), while at transcriptome level, all cases belong to 

subtype "basal-like"; micropapillary was luminal A and B and HER2-

overexpression and in the transcriptomic level was virtually all luminal B due to 

high expression of HER2; apocrine was the most heterogeneous tumours of our 

study with luminal A and B, HER2-overexpression and "basal-like" cases. This 

data was different from transcriptomic level that revealed the "molecular 

apocrine" subtype (RE-/ RA+/ HER2- or +). The relative risk of Ki67 increased 

between HST, because medullary carcinomas had 110 times more risk of 

increased Ki-67 than tubular carcinomas. The CK19 was expressed in 98.2% of 

HST of breast carcinomas, data identical to the Chu et al study, and the 

positivity increased in cases where the entire paraffin block had been fully 

studied, because its labeling was focal in many cases evaluated on TMA. This 

CK19 focal expression can produce  false-negative results in the breasts "core-

biopsies." 
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1. Introdução 

A heterogeneidade e complexidade do câncer de mama tem intrigado os 

patologistas durante muitos anos, sendo que desde 1968 existem tentativas para 

definir uma taxonomia morfológica padronizada para carcinomas da mama. (1-3) 

Por definição, tumores malignos originados em células epiteliais mamárias são 

considerados adenocarcinomas. Patologistas têm identificado padrões citológicos e 

arquiteturais específicos que são consistentemente associados com apresentações 

clínicas distintas e/ou sobrevida em adenocarcinomas da mama. Esses padrões são 

chamados “tipos especiais histológicos” e correspondem a pouco mais de 25% de 

todos os carcinomas da mama. (2,4) A última edição da classificação dos tumores 

de mama da Organização Mundial de Saúde (OMS) reconhece a existência de ao 

menos 17 tipos especiais histológicos distintos (2,4). A maioria (50-80%) dos 

carcinomas da mama são chamados carcinomas ductais invasivos (CDI) sem 

outra especificação (SOE) ou não tipo especial (NTE). Esse grupo de neoplasias 

compreendem adenocarcinomas que falham em exibir características suficientes 

para garantir sua classificação em um tipo especial. Nota-se ainda, que grau e 

tipo histológicos proporcionam informações complementares sobre achados 

clinicopatológicos do tumor, sobretudo informações prognósticas. (2,4-6) Embora o 
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grau tumoral identifique subgrupos prognósticos de tipos especiais de câncer de 

mama, algumas entidades com alto grau histológico apresentam um relativo bom 

prognóstico (por exemplo, carcinomas medulares). (2,4) 

Apesar de numerosas evidências sugerirem que tipos especiais de 

carcinomas da mama são associados com achados biológicos e clínicos 

distintos, o uso desta informação tem sido limitada na terapêutica de tais 

pacientes. Uma das explicações deve-se a ausência de critérios padronizados, 

a baixa prevalência e baixa reprodutibilidade interobservador no diagnóstico dos 

tipos especiais. Além disso, tipos histológicos especiais de câncer de mama 

têm sido amplamente negligenciados em estudos baseados em microarrays de 

descoberta de classes (7-10) e preditivo de classes. (11-15) 

Tradicionalmente, patologistas classificam carcinomas da mama em 

subgrupos baseados no tipo histológico, grau histológico, presença de invasão 

linfovascular, metástase linfonodal e na expressão de marcadores preditivos como 

receptores hormonais e HER2. (4,16). A informação do tipo histológico, porém, tem 

sido de uso limitado na escolha da decisão terapêutica. Com a tendência para 

terapia individualizada dos pacientes com carcinoma da mama, a sua taxonomia 

tem começado a se desenvolver desde o modelo histopatológico tradicional, ao mais 

recente modelo molecular, no qual fenótipos são definidos em base de padrões de 

expressão genética. (4,16) A caracterização dos subtipos moleculares através do 

uso de métodos moleculares podem trazer uma melhor definição de subgrupos 

específicos de pacientes, no que diz respeito ao prognóstico e resposta terapêutica. 

(4,7-10,17) Devido ao recente conceito da existência de subtipos de câncer de 
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mama e de múltiplas abordagens moleculares na identificação de tais subtipos, 

uma taxonomia baseada nos achados moleculares ainda não tem sido totalmente 

implementada na prática clínica de rotina. (4,16,18) 

O estudo pioneiro de Perou et al 

O estudo pioneiro de Perou et al. (1,7) utilizando “cDNA microarray” de 

38 carcinomas invasivos (36 carcinomas ductais e 2 carcinomas lobulares), 1 

carcinoma ductal in situ, 1 fibroadenoma e 3 amostras de mama normal, definiu 

uma lista de genes “intrínsecos” (isto é, genes que variam mais entre tumores 

de diferentes pacientes comparados com amostras do mesmo tumor/paciente). 

Análise agrupada hierarquizada usando esta “lista de genes intrínsecos” revelou 

a existência de quatro subtipos moleculares de câncer de mama: luminal, mama 

“normal-like”, HER2 e “basal-like”. (1,7) Um estudo subseqüente do mesmo grupo 

através de uma coorte extendida de pacientes, alguns deles com informação de 

seguimento disponível, revelou que o subgrupo luminal poderia ser dividido em pelo 

menos 2 grupos, luminal A e luminal B e que subtipos moleculares diferentes 

estariam associados com comportamento clínico distinto. (1,8) Esses subtipos 

moleculares de câncer de mama foram confirmados e expandidos em outros 

estudos, (1,9,10) inclusive por grupos independentes. (1,19) 

A mais robusta distinção observada na análise dos microarrays é entre os 

transcriptômicos carcinomas da mama receptor de estrogênio (RE), RE-positivo e 

RE-negativo. (1,11,16,21,22) Os tumores RE-positivo continham genes originalmente 

descritos como padrões de expressão reminiscentes das “células epiteliais 
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luminais normais” da glândula mamária, incluindo citoqueratinas de baixo peso 

molecular 8/18, RE e genes associados com uma via RE ativa. (1,7,8,10,22,23) 

Este grupo foi consequentemente dividido em luminal A e B. Tumores luminais 

A têm sido caracterizados por apresentar altos níveis de expressão de genes 

RE-ativados e baixos níveis de genes relacionados a proliferação, sendo 

geralmente de baixo grau histológico e com excelente prognóstico, enquanto 

tumores luminais B são mais freqüentemente de alto grau histológico, tem maiores 

taxas de proliferação e um significativo pior prognóstico em relação aos tumores 

luminais A. (1,7,8,10,16,20,22,23) O subtipo luminal B é caracterizado por ter 

uma expressão aumentada dos genes associados ao HER2 (isto é, ERBB2 e 

GRB7) e uma assinatura de proliferação celular que inclui a expressão de 

MK167, CCNB1 e MYBL2, que tem sido associada à resistência ao tamoxifeno. 

Identificação clínica eficiente dos carcinomas luminais B poderia isolar um subgrupo 

de pior prognóstico que eventualmente se beneficiaria de uma terapia sistêmica 

adicional. Como sugerido no perfil de expressão genética, coexpressão de HER2, 

RE e/ou RP podem identificar alguns tumores luminais B (isto é, grupo HER2-

positivo-luminal). Entretanto, somente aproximadamente 30% dos tumores luminais 

B são HER2 positivos, indicando que esse marcador clínico isoladamente não é 

sensível o suficiente para identificar a maioria dos carcinomas luminais B. (24) 

Avaliação do Ki-67 como marcador de luminais A e B 

Ki-67 é um marcador de proliferação bem estabelecido em câncer e é um 

excelente candidato para marcar os tumores luminais B. Duas recentes meta-

análises têm relatado uma associação estatística significante entre expressão 
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de Ki-67 e risco aumentado de recidiva do câncer de mama e óbito. (25,26) 

Entretanto, o uso do Ki-67 tem sido controverso na literatura e alguns estudos têm 

usado “cutoffs” de 10% (27,28), 20% (29,30), enquanto outros dicotomizaram em 

relação aos valores de média (31) ou mediana (32,33). O estudo de Cheang et 

al. (24) é o primeiro a aplicar escores imunoistoquímicos visuais quantitativos 

do Ki-67 em subtipos de câncer de mama que foram classificados pelo perfil de 

expressão genética. Uma vantagem deste método é que o “cutoff” do Ki-67 por 

imunoistoquímica (neste caso 14%) foi determinado em relação a uma distinção 

importante na biologia básica do câncer de mama, e não em relação ao 

resultado clínico ou ao valor da média ou mediana do índice do Ki-67 na 

população de estudo. Através deste método, o “cutoff” será mais provável de 

ser diretamente aplicável em outros coortes de pacientes com diferentes 

regimes de tratamentos e distribuições de riscos. Embora, o perfil de expressão 

genética ainda seja o método mais sensível, Cheang et al. (24) têm demonstrado 

que o Ki-67 pode ser utilizado associado ao painel de biomarcadores como RE, 

RP e HER2 para identificar tumores luminais B adicionais que não foram 

classificados por esses 3 marcadores. (24) 

A separação de tumores luminais em 2 subgrupos de significado 

prognóstico distinto tem sido repetidamente demonstrado pelos autores dessa 

classificação. Uma recente meta-análise sugeriu que tumores luminais formam 

um contínuo e que a separação desses tumores em 2 subgrupos baseados na 

proliferação pode ser arbitrária. (1,12,34) 

Avaliação de bcl-2 nas neoplasias mamárias 
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No estudo de Bertolo et al. (35), as neoplasias luminais apresentaram 

tendência a não mostrar metástases à distância durante o seguimento e a 

serem ciclina D1 (+) e bcl-2 (+), sendo que todos os tumores luminais foram 

positivos para esta última proteína. (36) A expressão da proteína anti-apoptótica 

bcl-2 varia em câncer de mama e parece estar associada com prognóstivo 

favorável. (36) Em carcinomas da mama, tumores que não expressam a 

proteína anti-apoptótica bcl-2, são de alto grau e têm altas taxas de proliferação 

celular e morte celular indicando a existência de um “turnover” celular rápido 

sendo frequentemente associados com pior sobrevida. (37). 

Classificação molecular por perfil de expressão genética do 

subgrupo RE negativo 

O grupo de carcinomas mamários RE-negativo parece ser significantemente 

mais heterogêneo. Em estudos realizados pelo grupo de Stanford, 3 diferentes 

subtipos foram identificados: mama “normal-like”, HER2 e “basal-like”. Tumores 

de mama “normal-like”, que são ainda pouco caracterizados, têm sido 

associados consistentemente a agrupamentos de amostras de fibroadenoma e 

mama normal e são enriquecidos por genes geralmente expressos no tecido 

adiposo. (1,38) O significado clínico dos tumores mama “normal-like” ainda 

deve ser determinado (1,16,20,39) – os autores dessa classificação molecular 

agora sugerem que este subgrupo possa ser um mero artefato de 

representação da amostra (isto é, contaminação por tecido normal). (1,23,38) 
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Os subtipos HER2 e “basal-like” têm em comum um comportamento clínico 

agressivo. Tumores com sobre-expressão de HER2 expressam genes associados a 

via HER2 e/ou a amplificação do HER2 no 17q12 (isto é, GRB7). Embora a 

maioria (>80%) dos carcinomas HER2 definidos pelos microarrays contêm 

amplificação do gene HER2, (1,40) nem todos os casos com amplificação do HER2 

detectado por ISH (hibridização in situ) e/ou por imunoistoquímica (com escore para 

HER2 de 3+) inserem-se no grupo HER2 por análise de expressão gênica. 

(1,23,40) Um significante número de carcinomas HER2-amplificado, RE-positivo 

atualmente entram no subtipo luminal B, em vez do subtipo HER2. (1,23,40) 

Tumores “basal-like” compreendem o terceiro subtipo RE-negativo e têm 

esse nome porque as células neoplásicas desses tumores expressam genes 

geralmente encontrados nas células basal/mioepitelial normais da mama, incluindo 

citoqueratinas de alto peso molecular 5 e 14, (7,34) P-caderina, (41,42) p63, 

(42) caveolinas 1 e 2, (44-51) nestina, (52) CD44, (53), e receptor do fator de 

crescimento epidérmico (EGFR). (46) Em uma minoria de casos, eles apresentam 

amplificação do gene EGFR (1,22) ou aneussomia. (1,54) Tumores “basal-like” 

podem expressar genes característicos do epitélio luminal, incluindo citoqueratinas 

8/18, também gene KIT, que é expresso por tumores do epitélio luminal RE-

negativo. (1,55) Carcinomas “basal-like” são geralmente de alto grau histológico, 

tendo alto índice mitótico, zonas de necrose central, bordas compressivas, 

infiltrado linfocitário evidente, achados medulares típico/atípico e áreas metaplásicas. 

(1,56-59) Eles são mais prevalentes em mulheres jovens descendentes africanas e 

hispânicas, sendo associados a fatores de risco distintos e paradoxalmente 
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mostram alta taxa de resposta aos regimes de  quimioterapia tradicional quando 

pior prognóstico. (1,60-62) 

Os achados morfológicos e imunoistoquímicos dos carcinomas “basal-

like” são semelhantes aqueles descritos em tumores originando-se em pacientes 

portadores de mutação germinativa do gene de suscetibilidade ao câncer de 

mama, BRCA1. (1,50) Existe evidência de que a via BRCA1 é disfuncional nos 

carcinomas esporádicos “basal-like”. (1,59) Modelos experimentais com 

camundongos tendo como alvo os genes Brca1 e Trp53 em células luminais e 

basais da glândula mamária destes resultaram em desenvolvimento de tumores 

mostrando achados morfológicos e imunoistoquímicos semelhantes aqueles 

vistos em carcinomas de mama humano “basal-like”. (1,63,64) 

Em adição a esses 3 subtipos, ao menos 3 outros grupos moleculares de 

câncer RE-negativo têm sido descritos: o grupo de tumores “molecular apócrino”, 

que tem sido referido por alguns autores ser semelhante ao subtipo HER2-

positivo/RE-negativo e parece ter ativação da sinalização do receptor de androgênio; 

(1,17,65) o subtipo “interferon”, que é caracterizado pela alta expressão de 

genes reguladores de interferon, incluindo STAT1 ;(1,9) e o subgrupo “claudin-

low”, que compreende tumores que têm achados transcriptômicos sugestivos 

de um fenótipo “cancer stem cell-like”. (1,66,67) Deve ser notado que os 

significados clínicos e biológicos dos tumores pertencentes a essas novas 

classes descritas ainda estão por serem determinados. (1) 

A taxonomia do câncer de mama 



 

Introdução 22

As primeiras classificações do câncer de mama foram baseadas somente 

em descrições morfológicas, com concordância limitada entre as entidades 

descritas na Europa e América do Norte. (68-71) O meticuloso trabalho de John 

Azzopardi, (68) que definiu muitas das entidades atualmente aceitas pela última 

classificação da OMS, seguido pelo influente trabalho de Page e Anderson, (70) 

tiveram um impacto dramático na taxonomia do câncer de mama. (4) 

A maioria dos esquemas de classificação falharam devido ao fato de que 

os carcinomas de mama são frequentemente compostos por áreas de padrões 

morfológicos distintos. Ellis et al. (72) usaram a mesma abordagem para 

demonstrar que tipos histológicos proporcionavam importante informação clínica 

em relação a sobrevida das pacientes com câncer de mama e demonstraram que 

algumas entidades (por exemplo, o carcinoma tubular) estiveram associadas a 

excepcional bom prognóstico e não deveriam requerer terapia adjuvante na 

maioria dos casos. (4) 

A última classificação da OMS (2) proporcionou uma precisa definição do 

CDI-SOE e tipos mistos de câncer de mama. CDI-SOE são definidos como tumores 

nos quais mais de 50% de sua massa mostram um padrão não especial. Tipos 

especiais puros são definidos como carcinomas que contém achados morfológicos 

de uma das entidades reconhecidas em mais de 90% da sua massa tumoral. 

Os carcinomas invasivos remanescentes são definidos como carcinomas mistos. 

Essa classificação reconhece a existência de 18 tipos de câncer de mama, 

incluindo CDI-SOE e 17 tipos especiais. (2) Em adição, 4 variantes do CDI-SOE 

são identificadas: carcinoma com células gigantes “osteoclasto-like”, carcinoma 
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com achados coriocarcinomatosos, carcinoma com achados melanóticos e 

carcinoma pleomórfico. Alguns tipos especiais são subclassificados, incluindo 

carcinomas lobular (alveolar, sólido, pleomórfico e tubulolobular), mucinoso 

(cistadenocarcinoma, células colunares e anel de sinete), neuroendócrino (sólido, 

carcinóide atípico, pequenas células ou “oat-cell” e grandes células) e metaplásico 

(epitelial e mesenquimal misto e puro epitelial que é subsequentemente subdividido 

em 4 subgrupos).(2) Wargotz et al. (73) sugeriram 5 variantes de carcinomas 

metaplásicos, incluindo carcinoma produtor de matriz, carcinoma de células 

escamosas (epidermóide), carcinoma de células fusiformes, carcinossarcoma e 

carcinoma metaplásico com células gigantes osteoclásticas. 

A subclassificação dos carcinomas metaplásicos é complexa do ponto de 

vista em definir seu uso na prática clínica, e controvérsias existem sobre o 

diagnóstico dos carcinomas medulares. (2) Após essa classificação da OMS de 

2003, surgiram algumas novas entidades, como por exemplo o tumor da mama 

semelhante a carcinoma papilar da tireóide, variante de células altas, (74) e o 

adenocarcinoma polimórfico da mama (75); entretanto, o significado clínico e 

biológico dessas novas entidades ainda não foi determinado. Além disso, algumas 

variantes do carcinoma papilar, previamente definidos como por exemplo, o 

carcinoma papilar in situ, sabe-se hoje, que são invasivos e têm potencial de 

metastatizar. (76,77) Trata-se do carcinoma papilar intracístico (CPI) cuja literatura 

é um pouco controversa em relação a sua categorização e nomenclatura. Em 

1980, um sistema de classificação foi desenvolvido por Leal et al. (78) dividindo 

carcinomas papilares em formas invasivas e não-invasivas. A forma não-invasiva foi 
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então, posteriormente subdividida em forma difusa, a variante papilar do carcinoma 

ductal in situ (envolvendo múltiplos ductos de tamanho pequeno a médio), e a 

forma localizada, também chamada de carcinoma papilar “intracístico” ou 

“encistada”. Essa forma localizada descreve um tumor solitário em um ducto 

dilatado ou encistado. A presença de uma camada de células mioepiteliais na 

periferia das áreas de carcinoma papilar tem historicamente sido usada para 

definir uma lesão semelhante a um carcinoma in situ e não invasivo. Estudos 

recentes têm mostrado que, em contraste ao carcinoma papilar in situ, CPI não 

parece demonstrar uma camada de células mioepiteliais circundando os nódulos 

tumorais. Esta observação tem levado a idéia de que, em alguns casos, o CPI 

não pode ser considerado um carcinoma in situ, mas um nódulo encapsulado 

de carcinoma invasivo de baixo grau ou parte de um espectro de progressão 

intermediária entre carcinoma in situ e doença invasiva. Alguns patologistas 

preferem agora o termo de “carcinoma papilar encapsulado” em relação ao 

mais tradicional “carcinoma papilar intracístico”. (79) Não há relatos na literatura 

quanto ao perfil molecular dos CPI. 

A real validação do perfil de expressão genética 

Apesar da enorme aceitação pela comunidade científica de que o perfil de 

expressão genética poderia ser o padrão ouro (“gold standard”) na taxonomia 

do câncer de mama, (4,38) a validade desta taxonomia tem sido recentemente 

questionada, (4,80,81) dado que citoqueratinas luminais 8 e 18 são 

consistentemente expressas em carcinomas “basal-like”, (4,47,57) e um substancial 

número de tumores classificados como pertencentes ao subtipo HER2 por 
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análise de microarray não revelam expressão de HER2 e/ou amplificação de 

HER2. (4,23,40) Além disso, nem todos os carcinomas da mama podem ser 

sistematicamente classificados em subgrupos moleculares descritos, (4,10) e a 

estabilidade de alguns desses grupos é subestimada, opondo-se a sua identificação 

sistemática por análise agrupada hierárquica. (12) Traduzindo tudo o que foi 

mencionado anteriormente, essa taxonomia molecular proporcionou pouco avanço 

a uma subdivisão padronizada do câncer de mama para objetivos terapêuticos 

(que é, câncer de mama de subtipo luminal-RE- positivo, HER2-positivo, e de 

subtipo basal-like-RE-negativo, HER2-negativo). (12) 

Finalmente, outros pesquisadores independentes que tentaram elaborar 

uma taxonomia molecular baseada na tecnologia de expressão genética, mas 

usaram diferente avaliação de bioinformática, falharam em identificar os mesmos 

5 subgrupos fenotípicos. (17,65) Somente os subtipos luminais e “basal-like” 

puderam ser confirmados. Surpreendentemente, entretanto, esses estudos 

independentes demonstraram a existência de um subgrupo de câncers de mama 

RE-negativo caracterizado pelo aumento da expressão e sinalização do receptor 

de androgênio, que foram chamados de carcinomas “moleculares apócrinos”, 

(17) como mencionado anteriormente. 

A taxonomia molecular tem sido descrita como uma classificação que 

proporciona um preciso “retrato” (portrait) do câncer de mama que contém enorme 

diversidade fenotípica; entretanto, tipos especiais histológicos têm sido quase que 

completamente negligenciados. De fato, Perou et al. (7) analisaram somente 

CDI-SOE e 2 carcinomas lobulares invasivos. A questão na qual a taxonomia 
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molecular pode ser aplicada a tipos especiais de câncer de mama tem sido 

recentemente investigada. (4,81-89) Uma análise imunoistoquímica e molecular de 

11 tipos especiais de câncer de mama demonstrou que cada tipo especial de câncer 

de mama é composto por tumores que são mais homogêneos que CDI-SOE e 

carcinomas lobulares invasivos. (4,82) Com a exceção dos carcinomas apócrinos e 

lobulares, cada tipo especial de câncer de mama pertence a somente um 

subtipo molecular. Por exemplo, carcinomas tubular, mucinoso e neuroendócrino 

consistentemente apresentam um fenótipo luminal; carcinomas adenóide-cistico, 

medular e metaplásico apresentam um fenótipo “basal-like”. (4,82) De fato, esses 

achados estão em concordância com aqueles de estudos prévios. (4,57,58,88-90) 

Quando sujeitos a um agrupamento hierárquico não supervisionado, nenhum 

dos tipos histológicos especiais foram de um fenótipo mama “normal-like”, e 6% 

deles revelaram um fenótipo apócrino molecular. (4,81) 

Classificação dos tipos especiais histológicos de acordo com o 

perfil de expressão genética 

Embora tipos especiais de câncer de mama possam ser classificados em 

subgrupos moleculares, análise supervisionada que comparou tipos especiais de 

um determinado subtipo molecular com CDI-SOE do mesmo subtipo molecular 

tem consistentemente revelado importantes diferenças transcriptômicas e genéticas. 

Por exemplo, quando carcinomas metaplásicos (CM) foram comparados com 

CDI-SOE “basal-like”, vias e genes relatados ao reparo do DNA e resposta a 

quimioterapia, tais como BRCA1, PTEN e TOP2A, estavam significantemente 

“downregulated” em carcinomas metaplásicos. (4,86) Esses achados podem 
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explicar os relatos da fraca resposta à quimioterapia deste subtipo histológico. 

Em adição, CM mostraram significante maior expressão de genes relacionados 

a diferenciação mioepitelial e a transição epitelial-mesenquimal do que CDI-

SOE de subtipo molecular “basal-like”. (4,83,86) Além disso, mutações da -

catenina e ativação genética da via Wnt são mais prevalentes nos CM do que nos 

CDI-SOE e outros tipos especiais de câncer de mama. (4,91) O perfil transcripcional 

dos CM está relacionado ao subgrupo “claudin-low” que é claramente diferente 

dos carcinomas “basal-like” e através da avaliação do perfil de hibridização 

genômica comparativa foi constatado uma riqueza em marcadores “stem cell-

like”. Além disso, CM apresentam ativação da via PI3K/AKT devido a mutação e 

amplificação dos genes desses tumores, diferentemente dos carcinomas “basal-

like” em que mutações genômicas dessa via é um fenômeno incomum. (92) CM, 

como carcinomas “claudin-low”, expressam altos níveis de marcadores de transição 

epitelial-a-mesenquimal e mostram elevadas taxas de CD44+/CD24- e 

CD29+/CD24-, caracterizando assim a proposta de que tais tumores representem 

os marcadores de carcinomas de mama “stem cell-like”. Achados “claudin-low”, 

incluindo propriedades de transição epitelial-a-mesenquimal e “stem cell-like”, 

contribuem para que esses CM apresentem um fenótipo agressivo e de 

resistência ao tratamento quimioterápico. (92) 

Durante muitos anos, os carcinomas medulares têm sido um entidade 

fascinante e controversa. (88) São definidos como carcinomas bem circunscritos 

compostos de células pouco diferenciadas crescendo num padrão sincicial, sem 

nenhuma estrutura glandular, apresentando esparsa necrose tumoral, estroma 
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escasso e um proeminente infiltrado linfoplasmocitário (carcinomas medulares 

típicos). Tumores mostrando associação da arquitetura sincicial predominantemente 

com somente 2 ou 3 dos outros critérios são geralmente designados como 

carcinomas medulares atípicos ou carcinomas ductais invasivos com achados 

medulares. (93) 

Carcinomas medulares e CDI-SOE de fenótipo “basal-like” têm distintas 

características moleculares. (4,81,87-89) Uma análise do perfil de expressão 

genética dos carcinomas medulares revelou uma “upregulation” dos genes 

envolvidos na apoptose e resposta imune, tais como interleucinas, citoquinas 

TH1 e genes envolvidos na diferenciação TH1 comparados com CDI-SOE 

“basal-like”. (4,81,87) Reciprocamente, genes envolvidos na arquitetura do 

citoesqueleto e remodelamento, e invasividade celular foram “downregulated” 

nos carcinomas medulares, o que pode explicar a sobrevida favorável relatada 

desse tipo especial histológico RE-negativo. (4,81,87) 

Carcinomas adenóide-císticos, que consistentemente mostram um 

fenótipo “basal-like”, (4,82,90) têm achados morfológicos distintos, (2) apresentação 

clínica e mostram “downregulation” de genes relacionados à migração celular, 

proliferação e resposta imune, (82) que associam-se ao seu baixo grau histológico, 

explicando seu excelente prognóstico. (4) 

O estudo de Weigelt et al. (82) demonstrou que alguns subtipos histológicos 

não constituem entidades distintas. Alguns tipos especiais têm mostrado 

similaridades ao nível transcriptômico, enquanto outros têm perfis transcriptômicos 
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distintos. Como exemplo, o carcinoma micropapilar invasivo (CMI) puro constitui um 

grupo distinto de tumores RE positivos. A propósito, tumores micropapilares têm 

recentemente sido relatados por apresentarem perfis genéticos moleculares 

distintos do CDI-SOE, confirmando que CMI da mama constituem uma entidade 

patológica distinta. (94) São caracterizados por um padrão de crescimento 

distinto de agrupamentos celulares com “polaridade invertida” circundando 

espaços vazios no estroma. A identificação objetiva deste subtipo histológico se 

deve ao fato de apresentar um padrão característico “inside-out” de expressão 

da análise imunoistoquímica de EMA. A identificação do fenótipo micropapilar 

não é meramente acadêmica, desde que tais tumores são associados com 

peculiar invasão linfovascular, uma alta incidência de metástases para linfonodos 

axilares, e um pior prognóstico em relação aos CDI-SOE. (95) Estudos 

conflitantes em relação ao perfil imunoistoquímico dos CMI têm sido relatados. 

Expressão do RE tem sido encontrado em 25% a 91% dos CMI puros, 

enquanto que a sobreexpressão de HER2 tem sido observada em 36-100%. 

Interessantemente, Vargas et al, (95) relataram que 72% do CMI expressaram 

HER2, entretanto, amplificação do gene HER2 ocorreu em apenas 45% dos casos. 

Por outro lado, o estudo de Weigelt et al. (82) mostrou forte evidência sobre 

dois subgrupos grandes de tipos especiais de câncer de mama RE positivos: 

um caracterizado por diferenciação neuroendócrina e outro composto por tipos 

especiais apresentando comportamento clínico indolente. Neste estudo, tumores 

neuroendócrinos, mucinosos celulares e hipocelulares RE-positivos pertencem 

a um único subgrupo molecular, pois mostraram alta semelhança em relação a 



 

Introdução 30

expressão genética global e foram subtipos moleculares luminais. Não nos 

surpreende devido ao fato destes tipos especiais de câncer de mama terem 

semelhança na distribuição da idade, ocasionalmente mostrarem sobreposição nos 

aspectos morfológicos e terem comportamento clínico semelhantes. (2) Além disso, 

o mesmo estudo, (82) identificou genes de invasão e proliferação “down-regulated” 

em ambos carcinomas mucinosos e neuroendócrinos, o que pode explicar a 

baixa incidência de metástases em pacientes com carcinomas mucinosos. 

Os carcinomas apócrinos invasivos foram inicialmente considerados uma 

variante do CDI-SOE, mais do que um subtipo distinto. Entretanto, essa 

suposição tem sido questionada recentemente. (96) Microscopicamente, carcinomas 

apócrinos invasivos demonstram o mesmo padrão de crescimento arquitetural 

do CDI-SOE, diferenciando somente pela aparência citológica. As células são 

caracterizadas pelos achados apócrinos típicos como citoplasma abundante 

eosinofílico granular, nucléolos proeminentes múltiplos. (96) A incidência de 

carcinoma apócrino puro varia de 1-4%. Esta variabilidade na incidência é 

provável resultar da falta de um critério diagnóstico bem definido. Rosen 

estipulou que o termo deveria ser reservado para neoplasias na qual quase 

todo o epitélio apresentasse aspectos citológicos apócrinos. (96,97) 

Estudos transcriptômicos e genômicos têm demonstrado que alguns tipos 

especiais histológicos de câncer de mama são, de fato, entidades moleculares 

distintas. (4,94) Carcinomas micropapilares invasivos preferencialmente têm um 

fenótipo luminal B; (4,82,94) entretanto, quando esses tumores são avaliados por 

análise agrupada hierárquica de expressão genética baseada em microarray, 
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associados com amostras de outros tipos especiais de câncer de mama, carcinomas 

micropapilares parecem formar um agrupamento quase que exclusivo. (4,82) Além 

disso, análise genômica revelou que tumores micropapilares são caracterizados por 

um grupo de aberrações no número de cópias de DNA que são diferentes daqueles 

encontrados nos CDI-SOE com RE e grau semelhantes. (4,94,98) Avaliando-se em 

conjunto, esses achados proporcionam forte evidência circustancial a sugerir que a 

histologia micropapilar não é simplesmente um padrão histológico peculiar, mas 

é de fato, uma entidade morfológica e molecular distinta. (4) 

O grupo desses e outros autores (58,86,99) têm demonstrado que mais 

de 90% dos carcinomas metaplásicos não expressam RE e HER2, e mostram 

um perfil imunoistoquímico e transcriptômico “basal-like”. Semelhante ao CDI-

SOE de fenótipo “basal-like”, carcinomas metaplásicos parecem ter a via 

BRCA1 disfuncional, (50,59) e em mais de 60% desses tumores, BRCA1 é 

“downregulated” devido a metilação do promotor do gene. (59) Dado que a 

maioria dos carcinomas de mama “basal-like” mostram uma disfunção da via 

BRCA1 e apresentam mutações no gene TP53, (100) foi construído o modelo 

condicionado experimental Blg-Cre; Brca1F22-24/F22-24 ; p53+/-, no qual o gene 

Brca1 é inativado nas células que expressam -lactoglobulina (que são, células 

epiteliais luminais da glândula mamária do rato), e todas as células do animal 

têm somente um alelo “wild-type” de Trp53. (101) Análises patológicas dos 

tumores destes ratos revelaram que 78% deles não expressavam receptores 

hormonais e HER2 e expressavam marcadores basais (citoqueratina 14 e/ou 

EGFR) e 88% mostravam elementos metaplásicos homólogos (metaplasia 
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escamosa e/ou fusocelular). (101) Esse modelo de rato proporcionou outra linha 

de evidência (59) para a conexão entre fenótipo “basal-like” e disfunção da via 

BRCA1 e pode ser um bom modelo para utilizar novas terapias para 

carcinomas “basal-like”. Outro modelo condicionado de rato (63) tem mostrado 

que a inativação do Brca1 e Trp53 nas células positivas para citoqueratina 14 

da glândula mamária do rato leva ao desenvolvimento de tumores com 

características morfológicas e fenotípicas idênticas aquelas observadas no 

estudo anterior. (101) Avaliando-se em conjunto, esses achados sugerem que a 

inativação concomitante desses genes pode levar ao desenvolvimento de 

câncer de mama “basal-like” com elementos metaplásicos, independentemente 

do tipo celular no qual Brca1 e Trp53 estão inativados. (4) 

Muitos estudos têm procurado identificar genes implicados na sobrevida 

e crescimento de células cancerosas (“drivers”), tanto quanto alvos terapêuticos 

novos; tais estudos têm sido desafiadores devido a heterogeneidade das 

aberrações cromossômicas presentes em grupos de tumores da mama. 

(3,15,102-104) 

Tipos especiais de câncer de mama têm padrões transcriptômicos mais 

homogêneos que CDI-SOE, (82) indicando que cada tipo especial histológico 

deve ser dirigido (“driven”) por uma pequena constelação diversa de eventos 

genéticos e epigenéticos. (3,82) A análise genética dos carcinomas lobular, 

tubular, lobular pleomórfico e micropapilar têm demonstrado que tumores 

pertencentes a cada um desses tipos histológicos são relativamente homogêneos 

no padrão de lesões genéticas, em particular quando comparados com a 
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heterogeneidade genética exibida pelos CDI-SOE. (94,102,105-107) Além disso, 

carcinomas micropapilares têm padrões de alterações genéticas que são 

distintas dos CDI-SOE com grau e RE semelhantes. (94,107) Carcinomas de 

histologia mista, nos quais um dos componentes tem achados micropapilares, 

revelam aberrações genéticas semelhantes aos carcinomas micropapilares 

bona fide, sugerindo que a histologia de alguns reflete as aberrações genéticas 

adjacentes em subgrupos de câncer de mama. (107) 

Um dos fatores limitantes em identificar novos alvos terapêuticos em 

câncer de mama é a heterogeneidade desses tumores. (7,15,16,38,102,108) Com 

base nos dados mencionados acima, estudar cada tipo histológico especial de 

câncer de mama separadamente poderia ser um caminho efetivo em reduzir a 

priori “viés” eventualmente associada a complexidade transcriptômica e genética 

destes tumores. Essa abordagem poderia promover a identificação de genes, 

vias moleculares e/ou redes que poderiam ser exploradas terapeuticamente no 

manuseio de pacientes com câncer de mama. (3,15) 

Os “drivers” biológicos 

Genes que são sobre-expressos quando amplificados poderiam constituir 

“drivers” biológicos (por exemplo, HER2 em mais de 20% dos câncers de 

mama) e serem explorados terapeuticamente. (104,108-110) Devido a sua 

heterogeneidade, quando CDI-SOE consecutivos são investigados quanto a 

presença de amplificações recorrentes, regiões de amplificação diferentes do locus 

HER2 são encontradas em somente uma pequena minoria de tumores. Reis-
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Filho et al. (110) testaram em um tipo histológico específico de câncer de mama 

que poderia levar a identificação de potenciais alvos terapêuticos. Uma análise de 

séries de carcinoma lobular clássico através de hibridização genômica comparativa 

por alta resolução e hibridização in situ revelaram amplificações recorrentes na 

região cromossômica 8p11.2-p12, que englobam o loco do gene FGFR1. (110) 

Posteriormente, foi identificado um modelo experimental para carcinoma lobular 

que apresenta essa amplificação, sendo usado uma combinação de RNA de 

interferência e inibição química para demonstrar que o silenciamento do gene 

FGFR1 é seletivamente letal nessas linhas celulares com essa amplificação e 

sobreexpressão, sugerindo que o FGFR1 é um potencial alvo terapêutico para o 

subgrupo de carcinomas lobulares. (110) Análise de estudos de coorte de pacientes 

com câncer de mama através de Southern blotting (111) ou hibridização in situ 

cromogênica (112) revelaram que amplificação do FGFR1 está presente em 

aproximadamente 10% de todos os carcinomas de mama, sendo encontrado 

com mais freqüência em casos RE-positivos. Amplificação do gene FGFR1 é 

um fator prognóstico independente de tamanho, grau e estado nodal e um 

preditor independente de recidiva tumoral seguido de terapia endócrina em 

doença RE-positiva. (112) 

Entendendo os achados genéticos e os “drivers” biológicos dos tipos 

especiais de câncer de mama podemos também proporcionar melhoria na 

terapia sistêmica adjuvante oferecida a esses pacientes. (4) O conceito de tipos 

especiais de câncer de mama têm recentemente sido incorporado pelo 

International Cancer Genome Consortium, e o tipo, padrão e complexidade das 
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aberrações genéticas e transcriptômicas desses tumores irão brevemente 

tornar-se disponíveis. Até então, patologistas devem esforçar-se a desenvolver 

uma classificação padronizada para essas fascinantes entidades, que nos 

levarão a um melhor entendimento dos seus comportamentos clínicos. (4) 

Portanto, a classificação imunoistoquímica molecular dos carcinomas 

invasivos da mama tem sido desenvolvida baseada no perfil de expressão 

genética dos dois tipos histológicos mais freqüentes de carcinomas invasivos da 

mama, os ductais e menos frequentemente os lobulares, que correspondem a 85-

90% de todos os carcinomas mamários invasivos existentes. 

Neste momento, há poucos trabalhos na literatura que busquem avaliar o 

perfil imunoistoquímico dos diferentes tipos especiais histológicos de 

carcinomas invasivos da mama que não sejam carcinomas ductais e lobulares 

em tissue microarrays, tais como tubulares, mucinosos, papilares encapsulados 

e invasivo, lobulares, micropapilares, medulares típicos e atípicos, metaplásicos, 

apócrinos e mistos. Portanto, é necessário caracterizar do ponto de vista 

imunoistoquímico os diferentes subtipos histológicos de carcinomas invasivos da 

mama em subtipos moleculares, tais como: luminal A, luminal B, 

sobreexpressão de HER2, “basal-like” e triplo negativo não-basal ou 

inclassificável. 
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Avaliação da expressão imunoistoquímica da CK19 nos carcinomas 

da mama 

É interessante ressaltar que a CK19 é um importante marcador para 

carcinomas de mama, sendo positivo em 98.2% dos adenocarcinomas mamários. 

(113) Após esse conhecimento, um grupo de Kobe no Japão criou um método 

molecular para diagnóstico intraoperatório de metástases no linfonodo de pacientes 

com câncer de mama chamado de amplificação de ácido nucléico em um passo 

(OSNA). (114-116) O método semiautomático de OSNA (Sysmex, Kobe, Japão) 

dura cerca de 30-40 minutos para avaliação de 3-4 linfonodos no total. Esse 

acesso molecular quantitativo também permite a distinção do tamanho da 

metástase. (114-115) No futuro próximo, essa metodologia poderá substituir o 

estudo tradicional do linfonodo sentinela (LS) que só utiliza a morfologia. 

Entretanto, é importante saber se o tumor primário da mama é realmente 

positivo para CK19 antes de avaliar o LS pelo método de OSNA para evitar 

taxas falso-negativas no exame do LS. Os estudos prévios somente avaliaram 

taxas de positividade para a CK19 em carcinomas ductais, lobulares, medulares 

e de pequenas células. Os carcinomas tubulares, mucinosos, micropapilares, 

metaplásicos, apócrinos, papilares encapsulados e invasivos e outros mesmos 

como mistos, não foram avaliados por Chu et al. (121) e demais autores. (117-120) 
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2. Objetivos 

2.1. Objetivo geral da tese 

Avaliar o perfil imunoistoquímico com ênfase na classificação molecular 

dos tipos especiais histológicos de carcinomas da mama, incluindo a expressão 

da CK19. 

2.2. Objetivo Geral do Primeiro Artigo 

Caracterizar segundo o perfil imunoistoquímico, os tipos especiais 

histológicos de carcinomas da mama de acordo com a classificação molecular: 

luminal A, luminal B, sobre-expressão de HER2, basal-like e triplo negativo não-

basal ou inclassificável. 

2.3. Objetivos Específicos do Primeiro Artigo 

 Avaliar o grau histológico, o tamanho do tumor mamário, o estado 

nodal de acordo com os diferentes tipos especiais histológicos de 

carcinomas da mama. 
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 Através dos marcadores RE, RP, RA (somente nos carcinomas 

apócrinos), HER2, Ki-67, P-caderina, CK5, EGFR, p63, caracterizar os 

diferentes tipos especiais histológicos de carcinomas da mama em 

luminal A, luminal B, sobreexpressão de HER2, basal-like e triplo 

negativo não-basal ou inclassificável. 

 Avaliar a porcentagem de positividade dos marcadores “basais-like”, 

tais como P-caderina, CK5, EGFR, p63, em relação aos carcinomas 

“basal-like”. 

 Avaliar o risco relativo do Ki-67 nos diferentes tipos especiais 

histológicos de carcinomas da mama em relação ao carcinoma 

tubular. 

2.4. Objetivo Geral do Segundo Artigo 

Avaliar a imunoexpressão da CK19 nos diferentes tipos especiais 

histológicos de carcinomas da mama tanto no tissue microarray (TMA) quanto 

no bloco de parafina dos casos negativos, relatando a porcentagem de 

positividade de cada subtipo histológico para tal marcador. 
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3. Sujeitos e Método 

Foram selecionados dos arquivos do laboratório privado Instituto de 

Patologia de Campinas, 157 blocos de parafina referentes à tumores mamários 

provenientes de biópsias excisionais de tipos especiais histológicos de 

carcinomas invasivos da mama, incluindo 14 carcinomas ductais invasivos 

durante o período de janeiro de 2004 a agosto de 2009. As amostras foram 

obtidas apenas de um laboratório com o intuito de torná-las bastante 

homogêneas para a realização do tissue microarray (TMA) na cidade do Porto, 

em Portugal. Foi realizado TMA contendo: 16 tubulares, 27 mucinosos, 8 

papilares encapsulados e 1 papilar invasivo, 8 lobulares invasivos (5 clássicos e 

3 pleomórficos), 8 micropapilares, 16 medulares atípicos e 5 medulares típicos, 

10 metaplásicos, 24 apócrinos invasivos e 6 mistos. A primeira lâmina obtida do 

tissue microarray  foi corada pela coloração de hematoxilina-eosina para 

avaliação da morfologia, sendo que o grau histológico já havia sido feito 

anteriormente e as demais lâminas do TMA foram submetidas a estudos 

imunoistoquímicos referentes ao trabalho. Após a técnica do TMA foram 

‘perdidos’ 14 cilindros no trabalho da classificação molecular, sendo que os 

lobulares foram excluídos do estudo por falta de casuística suficiente  (TOTAL : 
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121 casos) e 27 cilindros no trabalho da CK19 (TOTAL : 116 casos), pois o 

TMA já estava bastante aprofundado (‘desgastado’). 

A classificação imunoistoquímica molecular ficou demonstrada da 

seguinte maneira: 

1- Luminal A: RE+/HER2-/Ki-67<14%; 

2- Luminal B: RE+/HER2-/Ki-67 14%; 

3- Sobreexpressão de HER2: RE-/HER2+ (3+); 

4- “Basal-like”: RE-/HER2-/marcadores basais + (P-caderina+ e/ou CK5+ 

e/ou EGFR+ e/ou p63+); 

5- Triplo negativo “não-basal” (inclassificável): RE-/HER2-/marcadores 

basais -. 
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4. Publicações 
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Madalena Gomes, Rozany Dufloth, Sirlei Siani Morais, Luiz Carlos Zeferino, José Vassalo 

e Fernando Schmitt 

 

Abstract 

 Introduction: Most invasive breast cancers are classified as invasive ductal carcinomas 

NOS, whereas about 25% are defined as histological special types (HST). These HST of breast 

cancers are categorized into at least 17 pathological entities; however, whether these also 

constitute different molecular entities remains to be determined. Material and methods: Seven 

of 17 HST of breast carcinomas (121 cases) were selected, including tubular, mucinous, 

papillary, micropapillary, medullary, metaplastic and apocrine carcinomas. Using 

immunohistochemistry markers like ER, PR, AR (only for apocrine carcinomas), HER2, Ki67, P-

cadherin, CK5, EGFR and p63, those tumours were classified according the so-called molecular 

subtypes. This is the first paper that odds to compare gene expression profile (GEP) and 

immunohistochemical molecular classification (IMC) in HST of breast carcinomas. Results: 

Tubular, mucinous and papillary were all luminal A and B;  medullary and metaplastic were 

almost basal-like tumours; micropapillary were luminal A, luminal B (50%) and HER2 

overexpression. Apocrine carcinomas were the most heterogeneous of them with examples of 

luminal A, luminal B, HER2 overexpression and basal-like cases. The relative risks of Ki67 

increased between the HST of breast carcinomas. The medullary carcinomas had the higher 

odds ratio (the risk increases to 110 times when compared with tubular carcinomas). 

Discussion: The IMC of HST of breast carcinomas was different from GEP in most cases, with 

the exception of tubular, mucinous and papillary that were the same;  medullary and metaplastic 

were almost basal-like tumours (76.2% and 90%, respectively), although in GEP they were 

100% basal-like tumours; micropapillary were luminal A, luminal B (50%) and HER2 

overexpression, data different from GEP that showed almost all cases luminal B. Apocrine 

carcinomas had examples of luminal A, luminal B, HER2 overexpression and basal-like cases 

with high AR expression (91%). In Farmer’s study those tumors belong to “apocrine molecular” 

group with ER-/AR+/HER2+or-. The immunostain expression did not correspond to GEP 

because there was a difference between genetic mutations and their protein expression. 
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Introduction 

Breast cancer is the most common non-skin malignancy in women and is a 

heterogeneous disease, comprising numerous distinct entities that have different biological 

features and clinical behavior. (1-3,4-6) There are the “histological special types” (HST) that 

account for up to 25% of all breast cancers, in contrast with the large majority (50-80%) of breast 

carcinomas that are called invasive ductal carcinomas not otherwise specified (IDC-NOS). (7) 

 The invasive breast cancers have been classified into subgroups based on histological 

grade, histological type, and on the expression of some predictive markers, including hormone 

receptors and HER2. (3,8) Ellis et al (7), in 2003, has proposed the World Health Organization 

classification of tumors by HST, using morphological criteria, genetic alterations and clinical 

information to demonstrate those different types of breast carcinomas with distinctive clinical 

presentations and outcomes. 

 Tubular carcinoma is composed of distinct, well differentiated tubular structures with 

open lumens that are lined by a single layer of epithelial cells. (9)  Mucinous carcinoma is 

a well-differentiated adenocarcinoma characterized by abundant accumulation of extracellular 

epithelial mucus secreted by tumor cells. (10) Intracystic papillary carcinoma (IPC) is a 

distinctive variant of papillary ductal carcinoma confined to a dilated cystic space and 

surrounded by a fibrous capsule, and it has been suggested that finding only very few or absent 

myoepithelial cells (MEC) around IPC indicates that this tumor is invasive..[11-14]  Pure 

micropapillary carcinomas is characterized by a distinctive growth pattern of cell clusters with 

‘inverted polarity’, surrounded by empty spaces in a spongy stroma. [15] Medullary carcinoma 

(MC) is defined as a well circumscribed carcinoma composed of poorly differentiated cells 

growing in a syncytial pattern, with no glandular structures, sparse tumour necrosis (< 25%), 

scant stroma, and a proeminent lymphoplasmacytic infiltrate. [16] Metaplastic carcinoma is a 

histologically  heterogeneous and unique group of tumours defined by the presence of a 

glandular and a nonglandular component, that shows component derived from mesenchymal 

differentiation, including cells with spindle, osseous, or cartilaginous features. [17]  Invasive 

apocrine carcinoma (IAC) has been regarded as a morphological variant of IDC-NOS, rather 

than a distinct subtype, but microscopically, these tumors only differ in their cytological 

appearance, characterizing by the typical apocrine features of abundant eosinophilic granular 

cytoplasm and prominent, and often multiple, nucleoli. [18]  

This long-appreciated morphological and clinical heterogeneity in breast cancer was 

rediscovered at the molecular level in the study by Perou et al. [19,20] Breast carcinomas can be 

classified by hierarchical cluster analysis, into one of five molecular subtypes: luminal A, luminal 

B, basal-like, HER2 overexpressing and normal breast-like. (19-25) The most robust distinction 

observed by microarray analysis is between the estrogen receptor (ER)-positive and ER-

negative breast cancers. [8,9,26-28] The ER-positive branch of the cluster dendograms 

contained the luminal tumors, originally described as those that show expression patterns 
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reminiscent of ‘normal luminal epithelial cells’ of the mammary gland, including low molecular 

weight cytokeratins 8/18, ER and genes associated with an active ER pathway. [19-22,24,29] 

The ER-negative branch appears to be more heterogeneous: normal breast-like, HER2 and 

basal-like. Normal breast-like cancers, which are most probably an array artifact, have been 

shown to cluster together with fibroadenoma and normal breast samples and to be enriched for 

genes usually expressed in adipose tissue. [30] The HER2 and basal-like subtypes have in 

common an aggressive clinical behavior.  The majority of microarray-defined HER2 cancers 

harbour HER2 gene amplification or HER2 3+ immunohistochemical expression. [19,20,22] 

However, significant number of HER2-amplified, ER-positive cancers, actually fall into the 

luminal B subtype, rather than in the HER2-microarray subtype. [31,32]  

Basal-like tumors comprise the third ER-negative subtype and were thus named 

because the neoplastic cells of these tumors consistently express genes usually found in normal 

basal/myoepithelial cells of the breast, including high molecular weight cytokeratins (5 and 17), 

P-cadherin and epidermal growth factor receptor (EGFR). [33] Basal-like tumours may express 

genes characteristic of luminal epithelia, including cytokeratins 8/18, albeit at lower levels than 

luminal carcinomas. [34] 

Although extensively studied in IDC-NOS there are few studies using 

immunohistochemistry surrogate markers to classify special types of breast carcinomas 

according the so-called molecular subtypes. Therefore the aim of this study was to characterize 

a series of HST of breast carcinomas using immunohistochemistry and then compare the results 

with the current knowledge of gene-expression profiling (GEP) of the same HST of breast 

carcinomas.  

 

Material and methods 

 

Breast tumour samples 

We selected from lumpectomies, 121 invasive breast carcinomas of special types: 16 

tubular carcinomas, 27 mucinous carcinomas, 9 papillary carcinomas (8 encapsulated papillary 

carcinomas and 1 invasive papillary carcinoma), 8 pure micropapillary carcinomas. 21 medullary 

carcinomas (16 typical and 5 atypical), 10 metaplastic carcinomas (4 matrix production, 4 

squamous cell carcinomas, 1 adenosquamous cell carcinoma and 1 spindle cell carcinoma), 24 

apocrine carcinomas and 6 mixed carcinomas (2 ductal and micropapillary, 1 tubular and 

micropapillary, 1 tubulo-lobular, 1 ductal and tubular and 1 ductolobular carcinoma) .There were 

also selected 14 invasive ductal carcinomas for appropriate negative and positive controls, to 

ensure the quality and adequacy of immunostain markers that are mentioned below. These 

tumours were consecutively retrieved from the histopathology files of the same laboratory of 

pathology in Campinas, São Paulo, Brazil. All cases were reviewed by three pathologists (CA, 

PP and FS) on hematoxylin and eosin-stained (H&E) sections. 



 

Publicações 45

 

TMA construction 

Representative areas of the invasive breast carcinomas were carefully selected on the 

H&E-stained sections and marked on individual paraffin blocks. Two tissue cores (2mm in 

diameter) were obtained from each specimen and precisely deposited into a recipient paraffin 

block using a TMA workstation (TMA builder 20010.02, Histopatholoy Ltd., Hungary). Fourteen 

TMA blocks were constructed, each one containing 24 tissue cores, arranged in a 4x6 sector. In 

each TMA block, normal breast and testicular tissue were included as a guide reading of the 

slides. After construction, 2µm tissue sections were cut and adhered to glass slides (Polysine TM, 

Menzel-Glasser, Germany) for the immunohistochemical studies and a H&E-stained section 

from each TMA block was reviewed in order to confirm the presence of morphological 

representative areas of the original lesions. All immunostain markers were already validated in 

TMA series of the literature. [35-37] 

 

Immunohistochemistry 
 

Slides were incubated with primary monoclonal antibodies against ER, PR, AR (only for 

apocrine carcinoma), HER2, Ki-67, CK5, EGFR, P-cadherin and p63. Details about primary 

antibodies, antigen retrieval and IHC detection systems are described in Table 1. Briefly, from 

the TMAs, 3µm serial sections were deparaffinised and rehydrated. Antigen retrieval was heat-

induced at 98°C in a water-bath, using a commercially available citrate buffer solution (Lab 

vision, USA), 1:100, pH=6,0, or an ethylenediaminetetraacetic (EDTA) solution (Novocastra, 

UK), 1:10, pH=9. Except for EGFR, which antigen unmasking was performed by proteolytic 

enzyme digestion for 30 minutes (pepsin A,4 g/L;Sigma-Aldrich, USA) at 37°C. Endogenous 

peroxidase activity was blocked with 0.3% (v/v) hydrogen peroxide in methanol for 10 minutes, 

after the slides were then incubated with the primary antibodies. After washes, the slides were 

incubated with biotinylated secondary antibody, followed by streptavidin-conjugated peroxidase 

(Lab Vision, USA) or HRP labeled polymer (Dako, Denmark). Subsequently, the color was 

developed with 3,3-diaminobenzidine tetrahydrochoride (DAB) and the slides were 

counterstained with Gill’s haematoxylin, dehydrated and mounted for evaluation by light 

microscopy.  

The evaluation of the immunohistochemical results was performed by three pathologists (CA, PP 

and FS). 

Positive nuclear staining of ER, PR and AR were evaluated according to the College of 

American Pathologists (CAP) guidelines (score above more or equal than 1% of positive cells). 

For p63, samples were scored as positive when at least 10% of nuclei were immunoreactive. 

Similarly the same cut off was used for CK5 cytoplasmic staining, as well P-cadherin membrane 

staining. [38,39] Membrane expression for HER-2 and EGFR was evaluated according to the 
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CAP and ASCO (ASCO/CAP 2007) guidelines. Breast carcinomas were considered HER2-

overexpression when 3+ was attributed, and for EGFR was considered positive whenever the 

immunostaining was 2+ or 3+. The HER2 2+ cases in TMA were selected to repeat the 

immunostain in the entire paraffin tissue block. Ki-67 immunostaining was evaluated by 

estimating the percentage of tumour cells with positive nuclear staining, counting 1000 

neoplastic cells in areas with highest positivity. 

Tumors were classified as Luminal A (ER+,PR+,HER2-,low ki67),  Luminal B 

(ER+,PR+,HER2+,high ki67), HER2 overexpressing (ER-, PR-,HER2+). The cut off for low Ki67 

was lower than 14% of positivity and high ki67 was higher or equal than 14% of positivity. [40]  

Cases (ER-,PR-,HER2-) with immunoreactivity for CK5 or EGFR or P-cadherin or p63 were 

considered basal-like tumors and cases without expression of those basal markers were 

considered triple negative non-basal like or unclassified. [41] The Ki67 index (high and low also) 

was evaluated according to the histological subtypes of breast carcinomas, using tubular 

carcinomas like reference. 

 

Results  

The patient mean age for mixed breast carcinoma was 48 years (42-52), for mucinous 

and papillary carcinomas were 64 years (40-88) and 65 years (35-87), respectively, and for the 

others types the patient mean age ranged between 55 and 59 years.  All tubular carcinomas 

were histologic grade 1, and all micropapillary, medullary, metaplastic and apocrine carcinomas 

were histologic grade 2 or 3. Micropapillary and mixed carcinomas showed 71.4% and 66.7%, 

respectively, of prevalence of metastases in axillary lymph nodes (Table 2). 

The Table 3 showed the immunohistochemical molecular classification (IMC) of HST of 

breast carcinomas. All tubular, mucinous and papillary carcinomas were estrogen receptor (ER) 

positivity, i.e., were luminal tumors. Most of the micropapillary and mixed carcinomas were 

luminal. 

The estrogen receptor (ER) positivity ranged between 100% for tubular and papillary carcinomas 

and 10% for metaplastic carcinomas (Chi-square: p < 0.00001).  The progesterone receptor 

(PR) positivity ranged between 100% for papillary carcinoma, 80% for tubular carcinoma, 9% for 

medullary carcinoma and 0% for metaplastic carcinoma (Chi-square: p < 0.00001). We observed 

also that 76.2% of medullary and 90% metaplastic were classified as basal-like. The apocrine 

carcinomas classified as luminal or HER2 overexpression or basal-like. There were no cases of 

triple negative non-basal.  

 Among the basal-like markers expression, P-cadherin [38] was positive in 100%  of 

metaplastic  carcinomas, 100% of medullary  carcinomas and 57.1% in apocrine  carcinomas. 

CK 5 was positive in 88.8% of metaplastic, 81.2% of medullary and 85.7% of apocrine 

carcinomas. EGFR was positive in 66.6% of metaplastic, 81.2% of medullary and 42.8% of 
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apocrine carcinomas. p63 was positive in only 6 basal-like cases, most of them metaplastic 

carcinomas (5 out 9 cases) (Table 4). 

 The Ki-67 protein expression in special histological types of breast carcinomas was 

evaluated (Table 5). The mean percentage of positive cell for Ki-67 protein ranged from 5% for 

tubular carcinoma to 74.6% to medular carcinoma), and this percentage variation was 

statistically significant (Kruskal-Wallis Test: p <0.00001). The analysis Ki-67 protein expression 

considered tubular carcinoma as reference because it showed the lowest mean percentage of 

positive cells, and the lowest percentage of cases (13.3%) classified as high expression level. 

The medullary and mixed carcinomas revealed the highest percentage of high ki-67 expression 

level (OR: 110.50; CI95%: 9.01-1355.31), but this percentage was high also for apocrine (OR: 
29.25; CI95%: 4.64-184.40) micropapillary (OR: 32.50; CI95%: 2.38-443.17), metaplastic (OR: 

52.00; CI95%: 4.03-670.63)  and mixed carcinomas (OR: 59.40; CI95%: 2.44-1448.80). 

 

   

Discussion 

According to the results of this study, tubular carcinomas were all luminal A and luminal 

B , with high expression of ER, PR and low expression of Ki-67 index (5.5% of positivity). 

Mucinous and  papillary carcinomas had almost the same immunostain profile than tubular, 

being all of them luminal A and luminal B. But they show a higher expression of Ki-67 index 

(17% for mucinous and 10% for papillary). They also showed cases of higher histological grade 

(2 and 3). Tubular, papillary and mucinous tumours had the same IMC than gene-expression 

profiling (GEP). [41] Micropapillary were luminal A, luminal B (50%) and HER2 overexpression, 

data different from GEP that showed almost all luminal B examples. [41]   

Basal-like breast cancers were shown to encompass all metaplastic, and the good 

outcome medullary and adenoid cystic carcinomas in genetic profile expression arrays. [41] In 

our study, most cases, but not all of them, medullary and metaplastic carcinomas were basal-like 

tumours in IMC (76.2% and 90% respectively) with higher Ki-67 index than the others HST 

breast carcinomas, and the majority of them had high histological grade.  Metaplastic 

carcinomas were almost all basal-like tumours by immunostain because they showed 

significantly higher expression of genes related to myoepithelial differentiation and epithelial-to-

mesenchymal transition than invasive ductal carcinoma of a basal-like molecular subtype. [3] 

Apocrine carcinomas were the most heterogeneous tumours of our study with luminal A, 

luminal B, HER2 overexpression and basal-like examples. The expression of AR in apocrine 

carcinomas was 91% and these tumours could belong to the ‘apocrine molecular’ group created 

by Farmer et al., [42] that showed upregulation of AR genes. Apocrine carcinomas had the 

highest levels of positivity for HER2 with 8 out 24 cases (33.3%) and 72% of all HER2 3+ cases 

of our study. This number is slightly higher than the invasive ductal carcinomas of English 

literature that varies between 25 and 30%. [43] In molecular profile microarrays they correspond 
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the molecular apocrine tumours with upregulation of genes for HER2 amplification and 

downregulated of genes for ER and PR. [42] 

We had 66.2% luminal (A and B) cases of IMC in our study, data higher than the 

majority of studies with ductal and lobular carcinomas, like Sousa et al reported, [44] with 58% of 

positivity. Just 7% were HER2-overexpression cancers,  the majority of them being apocrine 

carcinomas (7 out 11 cases of HER2 3+ positive) with one case micropapillary and one case 

mixed carcinoma. 

 Morfologic aspects of the tumours, ER, PR and HER2 expression are important data for 

patients treatment [45] but we can not exclude the IMC because it can behave as a tool to 

classify the HST of breast carcinomas. The immunostain expression does not correspond to 

genetic expression profile arrays because there is a difference between genetic mutations and 

their protein expression. 
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Table 1: Immunostain markers in our study 
 
 
 
 
 

Primary antibody Clone Supplier Incubation time 
(min) 

Diluition Antigen retrieval Detection method 

ER SP1 Neomarkers 60 1:100 Citrate HRP-polymer 

PR 1A6 Novocastra 60 1:40 Citrate HRP-polymer 

HER2 SP3 Neomarkers 30 1:80 Citrate SABC 

EGFR 31G7 Zymed 60 1:100 Pepsin HRP-polymer 

CK5 XM26 Neomarkers 60 1:50 EDTA SABC 

P-cadherin 56 BD Transduction 60 1:50 EDTA HRP-polymer 

p63 4A4 Neomarkers 60 1:150 Citrate SABC 

Ki-67 SP6 Neomarkers 60 1:200 Citrate HRP-polymer 

AR AR27 Novocastra 60 1:50 EDTA HRP-polymer 
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Table 2: Characteristics of patients and breast cancers according to histologic types: age, histologic grade, tumor size and 
lymph node status 
 
 

Histologic types n Mean age 

Histologic grade Tumor size 
(mm)  
n (%) 

Lymph node status 
1 

n (%) 
2 

n (%) 
3 

n (%) 
Negative  n 

(%) 
Positive 
n (%) 

Tubular 16 55 (39-75) 16 (100.0) - - 10 (6–18) 10 (91.0) 1 (  9.0) 

Mucinous 27 64 (40-88) 19 (70.3) 6 (22.3)  2 (  7.4) 26 (1 –120)  12 (75.0) 4 (25.0) 

Papillary 9 65 (35-87) 1 (11.1) 5 (55.6) 3 (33.3) 23 (3–35) 6 (86.0) 1 (14.0) 

Micropapillary 8 57 (47-77) - 4 (50.0) 4 (50.0) 17 (5-35) 2 (28.6)  5 (71.4) 

Medullary 21 56 (35-85) - 2 (  9.6) 19 (90.4) 24 (4-50) 9 (64.3) 5 (35.7) 

Metaplastic 10 57 (55-59) - 4 (40.0) 6 (60.0) 16 (11-25) 3 (100.0) 0 (  0.0) 

Apocrine 24 59 (30-90) - 4 (16.7) 20 (83.3) 17 (8-30) 11 (61.1) 7 (38.9) 

Mixed 6 48 (42-52) 2 (33.3) 3 (50.0) 1 (16.7) 31 (30-32) 1 (33.3) 2 (66.7) 
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Table 3: Molecular classification of histological types of breast carcinomas. 
 
 

Molecular classification 
Tubular n 

(%) 
Mucinous 

n (%) 
Papillary 

n (%) 
Micropapilla

ry n (%) 
Medullary 

n (%) 
Metaplas
tic n (%) 

Apocrine 
n (%) 

Mixed    
n (%) 

Luminal A 14  (87.5) 13  (46.1) 6  (66.7) 3  (37.5) 2  (  9.5) – 2  (  8.3) 1  (16.7) 

Luminal B 2  (12.5) 14  (51.9) 3  (33.3) 4  (50.0) 3  (14.3) 1  (10.0) 8  (33.3) 4  (66.6) 

HER2-overexpression – – – 1  (12.5) – – 7  (29.2) 1  (16.7) 

Basal-like – – – – 16  (76.2) 9  (90.0) 7  (29.2) – 

Triple negative non-
basal – – – – – – – – 
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Table 4: Basal-like markers in metaplastic, medullary and apocrine carcinomas. 
 
 
 
 
 
 

Basal-like 

markers 

Metaplastic  

 n=9 (%) 

Medullary  

n=16 (%) 

Apocrine  

n=7 (%) 

P-cadherin 9/9 (100%) 16/16 (100%) 4/7 (57.1%) 

CK5 8/9 (88.8%) 13/16 (81.2%) 6/7 (85.7%) 

EGFR 6/9 (66.6%) 13/16 (81.2%) 3/7 (42.8%) 

P63 5/9 (55.5%) 0 (0%) 1/7 (14.2%) 
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Table 5: Ki-67 protein expression in special histological types of breast carcinomas 
 
 

 Percentage of Positive tumor cells1  Ki67 expression level2  
Invasive 
breast 

carcinomas 
Mean Std Dev Median  High  Low  OR (CI95%) 

Tubular 5,5 4,7 4,0  2 
13,3 

13 
86,7 Reference 

Papillary 10,0 11,0 5,0  3 
42,9 

4 
57,1 4,88 (0,59 a 40,26) 

Mucinous 16,8 14,4 15,0  14 
51,9 

13 
48,1 7,00 (1,32 a 37,16) 

Apocrine 48,4 34,3 42,5  18 
81,8 

4 
18,2 29,25 (4,64 a 184,40) 

Micropapillary 29,3 18,6 27,5  5 
83,3 

1 
16,7 32,5 (2,38 a 443,17) 

Metaplastic 49,3 36,9 40,0  8 
88,9 

1 
11,1 52,00 (4,03 a 670,63) 

Mixed 41,0 27,0 35,0  5 
100,0 

0 
0,0 59,40 (2,44 a 1448,80) 

Medullary 74,6 34,6 92,5  17 
94,4 

1 
5,6 110,50 (9,01 s 1355,31) 

1. Kruskal-Wallis Test:  <0.00001. 2. High Ki67 expression: >14% positive tumor cells. 
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ABSTRACT 

Background The sentinel lymph node (SLN) is the first lymph node (LN) to receive the lymphatic 

drainage of a primary tumour and based on the knowledge that CK19 is positive in more than 95% of 

breast carcinomas cases, it was developed a molecular method for intraoperative diagnosis of SLN 

metastases (OSNA assay). Aims To evaluate CK19 immunoreactivity in a series of special 

histological types of breast carcinomas to verify if OSNA assay can be used in all breast cancer 

cases independently of the histological type. Methods One hundred and sixteen samples of 

invasive breast carcinomas of special type were investigated for CK19 immunoreactivity in tissue 

microarrays (TMA) and those negative cases were evaluated in the entire tissue tumour tissue. 

Results In the 116 cases of special types of breast carcinoma we found 88.9% positive cases 

for CK19 by TMA examination. Micropapillary and apocrine carcinomas were all positive for 

CK19 in TMAs. The tubular (93%), mucinous (86%), medullary typical and atypical (84%), mixed 

carcinomas (83%) had rose the rate of positivity for this marker to 100% after repeating the 

immunostain in whole tissue of negative TMA cases, because the expression of those cases 

were focal. Conclusion Most of breast cancer cases were positive for CK19, independently of 

the histological type and therefore OSNA assay can be used in all breast cancer cases with a 

potential low rate of false negative for CK19 detection of micrometastasis. Observed an 

important variation between the positivity assessed on TMAs and the entire tissue, these 

findings can be clinically relevant because in some cases CK19 is evaluated on core-needle 

biopsy previously the surgery.  

 

What the paper adds 

The paper showed that majority of special types of breast carcinomas was positive for CK19. Thus, 

OSNA assay can be performed in all breast cancers with low false-negative rates for detection of 

breast cancer metastasis on sentinel lymph nodes. TMA method was not as accurate as the whole 

section method for evaluating the CK19 because the tumours exhibited focal expression patterns. This 

problem may occur when we assess CK19 on core-needle biopsy with the possibility of false-negative. 

INTRODUCTION 

Breast cancer is a heterogeneous disease, comprising numerous entities that have different 

biological features and clinical behaviour.[1,4] The large majority (50-80%) of breast carcinomas are 

invasive ductal carcinoma not otherwise specified (IDC-NOS). This group of carcinomas comprises 

adenocarcinomas that fail to exhibit sufficient characteristics to warrant their classification into 

one of the special types.[1,5] These “histological special types” account for up to 25% of all 

breast carcinomas.[4] The latest edition of the WHO breast carcinoma classification accepts at 

least 17 distinct “histological special types”.[1,5]  

An important marker for breast carcinomas is CK19 that was described as positive in 

98.2% of breast adenocarcinomas.[6] After this, a group from Kobe created a molecular method 
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for intraoperative diagnosis of lymph node (LN) metastases in breast cancer patients called one-

step nucleic acid amplification (OSNA).[7-9] The semiautomated OSNA assay consists of a short 

sample preparation step and real-time amplification of CK19 mRNA directly from the 

homogenate, without RNA purification steps. The time to perform the assay is 30-40 min for 3-4 LNs. 

This quantitative molecular assessment also allows to assess the metastasis size.[7,8] In a near future, 

this methodology may replace the traditional study of sentinel lymph node (SLN) just using 

morphology. However, it is important to know if the primary tumour is really positive for CK19 

before the evaluation of SLN by OSNA assay to avoid false-negative rates in the SLN 

examination. 

The studies showing high rate of positivity for CK19 in breast adenocarcinomas 

(98.2%)[6] evaluate only the medullary and the small cell carcinoma between the different 

“histological special types” of breast cancer. The tubular, mucinous, metaplastic, apocrine, 

micropapillary, encapsulated and invasive papillary and other breast carcinomas were not 

evaluated in Chu et al study.[6] 

The aim of this study was to evaluate CK19 immunoreactivity in the different histological 

types of breast carcinomas by tissue microarray (TMA) and in the entire tissue of negative TMA 

cases to compare the results before the use of OSNA method in the practice routine. 

 

METHODS 

Histological examination 

Formalin-fixed, paraffin-embedded tissues of 116 invasive special type breast carcinomas 

were consecutively retrieved from the histopathology files of a private Pathology Laboratory in 

Campinas, São Paulo, Brazil. All cases were reviewed by three pathologists on hematoxylin and eosin-

stained (H&E) sections. This study was conducted under the national regulative law for the usage 

of biological specimens from archives, where the samples are exclusively available for research 

purposes in the case of retrospective studies. 

 

Tissue microarray 

Representative areas of the invasive breast carcinomas were selected on the H&E-

stained sections and marked on individual paraffin blocks. Two tissue cores were obtained from 

each specimen and deposited into a recipient paraffin block using a TMA workstation 

(Histopathology Ltd., Hungary). Fourteen TMA blocks were constructed, each one containing 24 

tissue cores, arranged in a 4x6 sector. After construction, 2µm tissue sections were cut and 

adhered to glass slides for the immunohistochemical studies and the H&E-stained section from 

each TMA block was reviewed in order to confirm the presence of morphological representative 

areas of the original lesions. 

 

Immunohistochemistry 
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Immunohistochemistry was performed using the streptavidin-biotin-peroxidase technique 

(LabVision, USA). Antigen retrieval was performed by proteolytic enzyme digestion (pepsin A, 4g/L; 

Sigma –Aldrich, Germany) at 37⁰C for 30 minutes. After washes in a phosphate buffer solution, 

slides were submitted to endogenous peroxidase activity blockage by incubation in a commercial 

solution (Dako, Denmark). Sections were incubated with blocking serum (LabVision) for 15 min. 

Anti-CK19 monoclonal antibody (clone b170, Novocastra, UK) was applied at a dilution of 1:100 

for 1h at room temperature. After washes, the slides were incubated with biotinylated secondary 

antibody, followed by streptavidin-conjugated peroxidase (Lab Vision) and revealed with 

diaminobenzidine (Dako). The tissues were counterstained with Mayer’s hematoxylin, dehydrated and 

coverslipped using a permanent mounting solution (Zymed, USA). The evaluation of immunostainings 

was done by three pathologists (FS, CA and PP). Positive cytoplasmic staining for CK19 was 

considered if a tumour presented at least 10% positive cells, regardless of intensity of the 

reaction.  The negative cases were selected to repeat the CK19 antibody in the whole paraffin-

tissue block. 

 

RESULTS 

In this study, 116 samples of invasive breast carcinomas of special type (lobular classic 

and pleomorphic, tubular, mucinous, micropapillary, encapsulated and invasive papillary, medullary 

typical and atypical, metaplastic and apocrine) were investigated for CK19 immunoreactivity in 

TMAs.  

The results are summarized on Table 1 and Figures 1 and 2. Micropapillary and 

apocrine carcinomas were all positive for CK19 in TMAs. Tubular and mucinous carcinomas 

were almost totally positive for CK19 in TMA (93% and 86% of positivity) with a percentage of 

positivity that rose to 100% after the immunostain for CK19 in the whole tissue. Encapsulated 

and invasive papillary carcinomas were negative in only one case of TMA evaluation (85%) that 

remained negative after the whole tissue evaluation. Medullary carcinomas were negative by 

TMA examination in 3 cases. All these cases were focally positive when we evaluated the whole 

tissue (Figure 2).  

There were six cases of mixed carcinomas: two cases of ductal and micropapillary 

carcinomas, one case of tubulo-lobular, one case of ductal and tubular carcinoma, one case of 

ductal and lobular carcinoma and one case of ductal, tubular and micropapillary carcinoma. On 

TMAs there was only one negative case for CK19, the ductal and micropapillary carcinoma, but 

this case also showed focal positivity when stained for the whole tissue.  

In 10 cases of lobular carcinomas we had two negative cases for CK19 by TMA examination 

(both classic lobular carcinomas). These two negative cases did not show enough tumour material, 

so we could not evaluate these results. There were 6 cases of metaplastic carcinomas: 2 matrix-

producing carcinomas, 2 squamous cell carcinomas, 1 adenosquamous cell carcinoma and 1 
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spindle cell carcinoma. When the entire tissues of two negative cases by TMA (one squamous 

cell carcinoma and one spindle cell carcinoma) were examined, the squamous cell carcinoma 

became positive (focal), but the spindle cell carcinoma remained negative (Figure 2).  

In the 116 cases of special types of breast carcinomas we found 103 cases positive for CK19 

by TMA examination (88.9%). Ninety seven cases were positive with diffuse pattern for CK19 and 6 

cases were positive with focal pattern (around 10% of cells stained). Metaplastic and lobular 

carcinomas were the subtypes with higher figures of negative cases on TMAs. When we evaluated the 

whole sections of those 13 negative cases, 9 cases became positive for CK19 (one or more foci 

of positive cells, in all cases with percentage between 10 to 20% of the tumour section) and only the 

spindle cell carcinoma (metaplastic) and the papillary encapsulated carcinoma remained negative, 

with the percentage of positivity for CK19 in special histological types of breast cancer reaching 

98.2%. The two cases of lobular carcinoma were not evaluated in whole tissue because of lacking of 

enough material.  

 

DISCUSSION 

The sentinel lymph node (SLN) is the first lymph node (LN) to receive the lymphatic 

drainage of a primary tumour, playing an important role in the evaluation of nodal status and 

providing important prognostic information for planning systemic therapy. Its evaluation provides 

a better locoregional disease control, being less aggressive than complete axillary lymph node 

dissection, with less morbidity and cost, although with little or no impact on survival.[10-12] 

Molecular approaches such as real-time PCR have been applied for the detection of 

tumour deposits in SLN of breast cancer patients and indicated higher sensitivity than 

histological investigations.[9,13-15] Results obtained with RT-PCR correlated with traditional 

predictors of prognosis.[9,14] 

CK19 mRNA is a suitable marker for identifying breast cancer deposits in SLN because 

virtually all breast cancers express this cytoskeleton protein.[6] According the work of Lan Su et 

al.[16] there are a high concordance between positivity for the mRNA and protein of CK19 in 

malignant breast epithelial cells. Recently, a new semi-automated molecular method for rapid 

intra-operative diagnosis of SLN metastases in breast cancer patients was developed using One 

step nucleic acid amplification (OSNA method).[8] 

This study is the first one, as far as we know, that evaluates CK19 positivity in the majority of 

different special types of breast carcinomas, because the previous published studies in the 

literature[6,17-19] reported CK19 positivity in ductal, lobular, medullary and small cell carcinomas. The 

overall CK19 positivity in our study was the same reported by Chu et al study for breast 

adenocarcinomas (invasive ductal carcinomas) (98.20%).[6] We also studied only 15 selected cases 

of invasive ductal carcinomas by TMA (data not shown). Only one case was negative on TMA but it 

was positive in the whole tissue examination. So, we found a 100% of positivity for CK19 

immunostain in this small setting of invasive ductal carcinomas. 



 

Publicações 62

All micropapillary and apocrine carcinomas in our study were positive for CK19 on TMAs 

because the majority of them had a diffuse and strong staining and probably the results could be 

the same in breast core-needle biopsy (CNB) of these subtypes of breast cancer. A tubular, 

mucinous, medullary and mixed (including ductal also) carcinomas rose the rate of positivity for 

CK19 to 100% after repeating this immunostaining in whole tissue of negative TMA cases. Our 

results of positivity for this marker in medullary carcinomas were higher than Chu et al report[6]  

and Tot et al also[19] (100% x 90.2% and 87%, respectively).  

Lobular and  metaplastic carcinomas presented the lowest positive for CK19 on TMA (78% 

and 67%, respectively), but after the examination of whole tissue of negative TMA cases, we found one 

more focal positive case of squamous cell carcinoma (metaplastic carcinoma) and the positivity of 

CK19 rose to 80% on metaplastic carcinoma. When we studied the entire tissue of two negative 

TMA cases of classic lobular carcinomas, there was not enough material, so we could not 

evaluate these cases.   

The TMA technique is an efficient and economic method to study many different 

tumours at the same time, but because it does not evaluate the entire tumour section, it could be 

compared with breast CNB that shows just a small sample of the primary tumour. The finding that in 

most of the tumours negative for CK19 on the TMA evaluation, it was possible to demonstrate focal 

positivity in whole tissue, should highlight that CK19 evaluation on CNB of special types of breast 

carcinoma can bring some false negative results. We found that almost all histological special 

types of breast invasive carcinomas showed the same results reported for IDC-NOS, with almost 

100% of positivity for this marker when evaluated in whole tissue, with exception of metaplastic 

(spindle cell carcinoma) and papillary encapsulated carcinoma that showed lower rates of 

positivity for this marker (80% and 85%, respectively), because the positive tissue cases were 

focal or multifocal immunostain in the majority of the eleven studied cases.   

In conclusion, most of breast cancer cases were positive for CK19, independently of the 

histological type and therefore OSNA assay can be used in all breast cancer cases with a 

potential low rate of false negative for CK19 detection of micrometastasis.  However, a word of 

caution should be added, because as in those cases with only focal positivity, the small 

metastases may not harbour the CK19 positive component. 

 

TAKE HOME MESSAGES: 

Most of histological special types of breast carcinomas were positive for CK19 and 

therefore OSNA assay can be used in all breast cancer cases with a potential low rate of false 

negative for CK19 detection of micrometastasis. 

The positivity for CK19 assessed on TMAs and the whole tissue session was discordant, 

because the positivity can be focal probably these can produce false-negative results in core-

needle biopsy. 
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Tabela 1: Expressão da CK19 em casos do tissue microarray e no bloco de parafina dos 

tipos especiais histológicos de carcinomas da mama. 

 

CARCINOMAS 
INVASIVOS               
DA MAMA 

TOTAL DE 
CASOS  
(N=116) 

POSITIVIDADE DA 
CK19 NO TMA        

N (%) 

POSITIVIDADE DA 
CK19 NO BLOCO 

DE PARAFINA N (%) 

MICROPAPILAR 7 7 (100) 7 (100) 

APOCRINO 21 21 (100) 21 (100) 

TUBULAR 14 13 (  93) 14 (100) 

MUCINOSO 26 23 (  86) 26 (100) 

PAPILAR 7 6 (  85) 6 (  85) 

MEDULAR 19 16 (  84) 19 (100) 

MISTO # 6 5 (  83) 6 (100) 

LOBULAR 10 8 (  78) N.A* 

METAPLASICO 6 4 (  67) 5 (  80) 

# Mais de um tipo diferente de carcinoma invasivo estava presente, como: ductal, lobular, 
tubular and micropapilar. 

*Não acessado, pois não havia mais tumor residual no tecido (bloco de parafina). 
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5. Discussão 

• Artigo 1: 

• Carcinomas tubulares são todos grau 1 histológico, enquanto que carcinomas 

mucinosos, papilares e mistos foram grau 1, 2 e 3 histológicos. Carcinomas 

micropapilares, medulares, metaplásicos e apócrinos foram de pior grau 

histológico (2 e 3). 

• Carcinomas micropapilares metastatizaram mais para a axila (75% dos casos), 

enquanto que os metaplásicos não (0%). 

• A classificação imunoistoquímica molecular (CIM) dos TEH de carcinomas da 

mama é diferente da classificação dos tumores por perfil de expressão genética. 

• Carcinomas tubular, mucinoso e papilar foram todos luminais (A e B). Dado 

semelhante ao perfil de expressão genética. 

• Carcinomas micropapilares e mistos foram luminal A, luminal B (50% 

apenas) e sobre-expressão de HER2. Dado um pouco diferente do nível 

transcriptômico que demonstra altos níveis RE+/HER2+ (luminal B) com altas 

cópias de DNA. 
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• Carcinoma medular e metaplásico: “basais-like” ao nível imunoistoquímico 

em 76.2% e 90%, respectivamente com alto Ki-67 e grau histológico. Pouco 

diferente do nível transcriptômico que classifica esses tumores em “basais-

like” na sua totalidade.  

• Carcinoma apócrino: mais heterogêneo dos tumores com casos luminais A e 

B, sobre-expressão de HER2 e “basais-like”. Expressão elevada de RA=91% 

(receptor de androgênio) e de HER2 (33.3%), dado semelhante a literatura. 

Pertencem ao grupo “molecular apócrino” do ponto de vista de perfil de 

expressão genética (Farmer et al) com genes RA upregulated e RE-/HER2+ 

ou menos frequentemente -. 

• Artigo 2: 

• CK19 RNAm: bom marcador para detectar depósitos de CA mama no LS 

(alta detecção em seu citoesqueleto). 

• Lan Su et al: alta concordância entre + RNAm e proteína CK19 em células 

epiteliais da mama malignas. 

• Em 2007, novo método de amplificação de ácido nucléico de um passo 

(OSNA) usado em congelação de linfonodo axilar para câncer de mama. 

• Chu et al: ductal, lobular, pequenas células e medular apenas. Nosso estudo: 

maioria dos tipos especiais histológicos (TEH) de carcinomas de mama. Chu 
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et al: 98.2% de positividade para a CK19 nos adenocarcinomas. Nosso 

estudo teve positividade idêntica de 98.2%. 

• TMA: 100% de positividade da CK19 nos apócrinos e micropapilares (+ forte 

e difusa). 

• Tubular, mucinoso, medular e misto: positividade da CK19 aumentada para 

100%. 

• Lobular: 78% (positividade final comprometida pela falta de tecido tumoral 

residual nos 2 blocos de parafina). 

• Metaplásico: 67% no TMA. 1 caso de Carcinoma Fusocelular negativo na 

avaliação do bloco de parafina (5/6 ou 80%).  

• Papilares encapsulados e invasivo: 1 caso negativo no TMA e na avaliação 

do bloco de parafina (6/7 ou 85%). 
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6. Conclusões 

 Artigo 1: 

 A classificação imunoistoquímica molecular (CIM) dos TEH de carcinomas da 

mama é diferente da classificação dos tumores por perfil de expressão genética, 

pois expressão de proteína é diferente de alterações genéticas. 

 Artigo 2: 

 Maioria dos TEH de carcinomas da mama foram positivos para CK19 

(98.2%, dado idêntico ao de Chu et al.) e além disso OSNA pode ser usado 

em todos os casos de CA de mama, com baixas taxas de falso negativo 

para detecção de micrometástases. 

 A positividade da CK19 nos TMA e no bloco inteiro de parafina foi 

discordante, pois a positividade pode ser focal; isso pode produzir resultados 

falso-negativos nas core-biopsies. 
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8. Anexos 

8.1. Anexo 1 – referente ao Artigo 1 : 

 
 
Figura 1: H&E staining (A) and immunohistochemistry  for AR (B), HER2 
(C) and P-cadherin in Apocrine carcinoma (magnification X200). 
 
 
 
 
 
 
 
 
8.2 Anexo 2 - referente ao Artigo 1 : 
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Figura 2 : Tubular carcinoma (A and B) and Medullary carcinoma (C and D) 
of the breast. H&E staining (A and C), ) and immunohistochemistry  for ER 
(B) and CK5 (D) (magnification X200). 
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8.2. Anexo 3 - referente ao Artigo 2 :  
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Figura 1: Coloração de H&E (A,C,E,G,I) e painel imunoistoquímico 
mostrando expressão de CK19 (B,D,F,H,J) em diferentes tipos 
histológicos especiais de carcinoma da mama: Papilar (A,B); Apocrino 
(C,D); Mucinoso (E,F); Lobular (G,H); Metaplasico (I,J). Imunoistoquimica 
positiva (D,H) e negativa (B,F and J) para CK19.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
8.4  Anexo 4 – referente ao Artigo 2: 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2: Coloração imunoistoquímica da CK19 nos blocos de parafina 
dos casos negativos por exame de tissue microarray. Carcinoma medular 
e mucinoso mostrando positividade focal (A e B), e carcinoma 
metaplásico (fusocelular) mostrando negatividade para CK19 (C).  
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