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1-INTRODUCAQ

Desde o século XIX, estudos da neoplasia
maligna mamaria tém demonstrado a existéncia de uma rela
gao entre o crescimento tumoral e a influéncia hormonal.
Astley Cooper (1829) comentou nas suas observagoes clini
cas, que certos tumores mamarios apresentavam alguma re
gressao ou melhora na sua sintomatologia, de acordo com a
fase do ciclo menstrual. )

Também Schinzinger (1889), 60 anos mais
tarde mostrou que as pacientes jovens portadoras de carci
noma ramario, vinham a falecer mais cedo do que as pacien
tes idosas, e com esta premissa, ele apresentou empirica
mente sugestoes para que se realizasse a primeira terapia
end6crina ablativa. Esta terapéutica se baseia na 'suprei
sao dos principais hormdnios gonadais, o estr&geno e a
progesterona, com o propdsito de levar 3 modificacgdo do
ambiente hormonal onde o tumor tenha se desenvolvido, oca
sionando como resposta clinica a regressao ou parada do
crescimento tumoral em algumas pacientes.

Entretanto, os primeiros trabalhos sobre
0 carcinoma mamirio e sua resposta a ooforectomia, foram
realizados no Glasgow Cancer Hospital por Thomas Beatson
(1896) , o qual relatou desaparecimento de metastases apds
ablagdo gonadal em algumas pacientes com cincer inopera
vel,

Os Erabalhos iniciais de Thomson (1902)
e Clarke (1905), comegaram a questionar o uso empirico da
ooforectomia, pois estes autores encontraram dificuldades
em predizer quais as pacientes que poderiam obter melhor

resposta clinica com a terapia enddcrina ablativa.
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Este tratamento continuou sendo aplicado
empiricamente durante mais de quatro décadas, uma vez que
n3o havia uma melhor maneira de selecionar as pacientes
que responderiam ou n3c clinicamente 3 terapia endbécrina
ablativa ou aditiva.

A era moderna da terapia endScrina foi
iniciada com o isolamento dos hormdnios gstrogénicos (Mac
Corquedale & cols., 1936), como mais uma opgao terapéuti
ca, a terapia endScrina aditiva. Ela surgiu com o uso cli
nico de doses farmacoldgicas de estrdgenos (Haddow & cols.,
1944); andrbdgenos (Nathanson, 1952) -e recentemente dos
anti-estrogénicos (Cole & Jones, 1971), no tiatamento do
cincer avangado da mama.

Alguns tumores malignos mamarios mostra
ram resposta clinica bem sucedida com a . adrenalectomia
(Huggins & Bergenstal, 1952). A hipofisectomia, como tera
péutica hormonal para o carcinoma mamario comegou com Luft
& Olivecrona (1953) e Pearson & cols., (1956), que obtive
ram respostas clinicas em estddios avangados da doenga,
semelhantes aos obﬁidos pela ooforectomia e adrenalectomia.

Apenas 30% dos tumores mamarios respon
dem d manipulagao enddcrina. Entretanto, em vista do 1iIndi
ce de resposta em pacientes nao selecionadas ao tratamento
endScrino ser muito baixo, a éoliquimioterapia tornou-se
cada vez mais popular como terapéutica primaria da doenga
metastitica. Porém, este tratamento nao esta livre de mor
bidade significativa e mortalidade ocasional (Trocoli &
Baruffi, 1979).

Algumas pacientes poderiam ter uma re

missdo da doenga prolongada através da terapia enddcrina,
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que & mais simples e menos tdxica. Estas pacientes, as
vezes sao excluidas desta terapia por falta de um método
acurado para se determinar, "a padiordl", quais as melhores
candidatas para a manipulagao hormonal.

0s clinicos tém procurado meios para se
lecionar dentre as pacientes com neoplasias, aquelas que
melhor respondem e as que nao respondem 3 terapia endScri
na.

As primeiras téntativas de determinagao
da dependéncia hormonal do carcinoma mamario foram reali
zadas por Bulbrook & cols. (1958), que estudaram exaustiva
mente a excregdo dos metabSlitos dos hormSnios esterdides

adrenais e gonadais. Estes resultados apresentaram uma re

lacdo com a resposta clinica, e embora o grau de corre
lag3o nao fosse suficiente para influenciar na decisao
terapéutica, serviu para chamar a atengao sobre a depen

déncia hormonal.

Durante as duas Qltimas décadas houve
uma grande evolu¢ao no conhecimento do mecanismo de agao
dos hormdnios esterdides, verificando-se que os Grgaos efe
tores (Gtero, vagina e mama), apresentam componentes que
se ligam ao estrSgeno e que foram reconhecidos pelo acﬁ
mulo e captagao de hexestrol (Glascocké& Hoekstra, 1959) ou
estradiol triciado (Jensen & Jacobson, 1962). Este compo
nente, o receptor (R), & uma proteina citosdlica com capa
cidade limitada de se 'ligar biologicamente ao hormdénio
esterdide ativo com alta afinidade e especificidade de 1i
gagao ao tecido alvo.

No sistema endocrinoldgico as mensagens

sao transmitidas por substancias quimicas altamente espe
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cializadas, 08 hoamonios, que irao atuar em células dife
renciadas com capacidade de receber e responder tais infor
magOes através dos receptores que podem estar localizados
na célula ao nivel da membrana, citoplasma ou nicleo
(Baxter & Funder, 1979).

Depois que foram idealizadas técnicas
autoradiograficas para estudar a interagEo estrégeno—receg
tor "in vitro", verificou-se que o estradiol encontrava-se
localizado no nicleo, em combinaéEo com a proteina recep
tora de origem citoplasmatica (Gorski & cols., 1968;Jensen
& cols., 1968). Assim, foi possivel examinar em espécimes
de tecidos e demonstar especificidade de ligagao do hormg
nio naqueles horm6nio—sensiveis..

O receptor de estrSgeno (ER) € uma macro
molécula proteica, termoldbil e &cida,com coeficientes de
sedimentagdao 4S em alta for¢a idnica e 8S em baixa  forga
idnica, com peso molecular de 70.000 e 200.000 daltons res
pectivamente (Jensen & cols., 1971). A ligagao ° hormdnio-
receptor & do tipo hidrofébica, especifica, e segue a
regra da polaridade (Muller & cols., 1972). A constante
de dissociagd@o em equilibrio para reagao estrdgeno-receptor
estd entre 0,4 - 2,0 x 10-9M. A alta afinidade de 1ligagao
& definida pelo anel da moiécula de estradiol,e o pH esta
entre 7 e 9 para formagio do complexo receptor-hormdénio
(Notides, 1978).

O receptor de progesterona (PR) nos teci
dos alvos normais, incluindo a gldndula mamaria, & uma
proteina que esta dependente da agao estrogénica. Ele é
composto de duas subunidades conhecidas como proteina a,

reguladora transcricional e com peso molecular de 110.000
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daltons e a proteina B, especificadora com peso molecular
de 117.000 daltons (Schrader & Malley, 1972).

A interagao do hormdnio esterdide (es
trdogeno e progesterona) com Os receptores intracelulares no
citosol forma o complexo receptor-esterdide (RE) e depende
da quantidade do hormdénio circulante livre (Fig.l). A pas
sagem desse hormonio para a célula sensivel pode ocorrer
por difusao simples ou facilitada (Peck & cols., 1973).

Os hormOnios esterdides se ligam a muitas
macronmoléculas (albumina, globulina ligadora de testostero
na e estrfgeno), encontradas no sangue (TS). Elas estao
geralmente presentes em grandes concentragdes na corrente
sanguinea e cada uma tem grande afinidade prdpria pelo
esterbide (Murphy, 1968; Soloff & cols., 1971). Sua- 1liga
¢3o com horménio circulante diminui a disponibilidade de
se ligar intracelularmente com a proteina receptora cito
plasmitica (Rc).

A retengdao do hormdnio intracelular sob

condig¢3o de equilibrio envolve dois tipos de sitios de
ligagao: o receptor tipo I, sitio com nimero limitado e
que tem alta afinidade e especificidade (Rc I) e o recep

tor tipo II com baixa afinidade, mas com grande capacidade
de ligagao (Rc II) (Gorski & cols., 1968; Rochefort &
Baulieu, 1969; Clark & Markaverich, 1981).

0 horménio esterdide livre apds a entra
da na célula-alvo, se'liga 3 proteina receptora citoplasma
tica (Rc I e II) para formar um complexo receptor-esterdide
(Rc-E), e associa-se também com virios sitios de ligagao
nao especificos (RNe) dentro do compartimento citoplasma

tico. O complexo (Rc I e II-E) desloca-se para O nucleo,



formando o complexo (RnE) nas c&lulas alvo.

No nicleo este complexo (RnE) se liga
a um aceptor especifico na cromatina, resultando na forma
¢ao de uma nova molécula de RNA mensageiro, que depois é
transferido para o citoplasma,onde a sintese da proteina
especifica resulta na resposta fenotipica induzida pelo

hormdnio.

FiGura 1 - ESQUEMA DA LIGAGAO DO RECEPTOR ESTEROIDICO

ESPACO ESPAGO ESPACO INTRACELULAR
CAPIiLAR [EXTRA-CELULAR| ciToPLASMA | NUCLEO
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|
O crescimento e a diferenciagao da unida
de ductal mamaria dependem da presenga dos hormdnios:estrd
geno, corticdide e somatotrofinas (Lyons & cols., 1958). O
desenvolvimento da unidade ld0bulo mamidria & estimulado pe
la presenga dos horménios: prolactina, progesterona, estré
geno, somatotrofinas e hormdnios tireoidianos (Cowie &

Tindal, 1971), estimulagi3o essa que se processa pelo meca



nismo de interacgao hormagio—receptor.

Quando se desenvolve a neoplasia maligna
de um tecido hormdnio-sensivel, a célula respondera ou
nao ao hormdnio especifico, obedecendo assim a teoria da
progressao tumoral segundo Foulds (1969): czlufa normal honr
monio-senslvel + celLula neoplasica hormonio-sensivel (hor
monio-dependente, receptor'positivo) e celula neoplasica
autonoma (hormdnio-independente, receptor negativo).

_ O tumor horménio-dependente tem um com

i
plexo de modulagdao enddcrina (EMC) que regula o crescimento
da cé&lula neopldsica através da interag@c entre os diferen
tes hormdnios principais (estrdgeno, progesterona, andré
geno e prolactina), e secundd3rios (insulina, gonadotrofinas
corticosterdides, hormGnio de crescimento e prostaglan
dinas), .e entre os receptores hormonais especificos ou
inespecificos (Robustelli & cols., 1982).

Até recentemente, nao havia um critério
seletivo para estabelecer a dependéncia hormonal -do teci
do neoplasico.’ A escolha da terapia enddécrina era completa
mente empirica, orientada somente por alguns aspectos clé
nicos, epidemiolbdgicos e histopatoldgicos.

A confirmagao da utilizagdo clinica dos

j P : - e " -
receptores estrogenicos veio atraves de varias publicacgoes

sucessivas: Hamburgo (Mass & cols., 1972); Amsterdam
(Engelsman & cols., 1973) e Rochester (Saviov & cols,,
1974) . Num Workshop organizado pelo Dr. William McGuire

(1975), sob os auspicios do "Breast Cancer Task Force of
the National Institute Bethesda-Maryland", varios labora
térios com as mais diversas técnicas determinaram os recep

tores estrogenicos, e todos foram unanimes em aceitar a
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sua validade na clinica oncolfgica para auxiliar no trata
mento e progndstico das pacientes portadoras de neoplasia
maligna da glindula mamiria.

A resposta clinica correlacionada com a
presenga do receptor estrogénico na fragao citosdlica do
tumor, mostrou que das pacientes em cujos espécimes foram
determinadas altas concentragdes de receptores estrogéni
cos, a maioria (55%) apresentou maior sobrevida e maior
indice de intervalo clinico livre daldoengé-(McGuire, 1980)
e nos tumores com quantidade baixa ou receptores ausentes,
apenas 8% responderam 4 terapia enddcrina (Fisher & cols.,
1981).

A presenga dos receptores para estrdgeno
e progesterona na célula do carcinoma mamario, € indicadora
da dinimica e acao funcional do estrdgeno,e sua atividade
biolégica & equivalente 3 célula responsiva normal.

O tumor hormdnio-sensivel, receptor para
estr8geno e progesterona positivo, indica que ele & capaz
de sintetizar pelo menos um produto final da agao estrogé
nica (McGuire, 1975). Esta hipdotese diz que a presenca do
receptor para progesterona na neoplasia maligna mamaria
&€ regulada pelo estrdgeno, e que ele estimula as rotas me
tabSlicas que regulam o crescimento do tumor e a sintese
da proteina receptora de progesterona (Horwitz & McGuire,
1977; Koenders & cols., 1977).

Uma' das maneiras de aumentar a acuracida
de na previsao da resposta clinica & terapia enddcrina,nas
pacientes com tumores receptores estrogenicos positivos, &
a determinagao dos receptores para progesterona positivos,

pols observou-se que o maior indice de resposta clinica



(77%) estd no grupo de pacientes que contém receptores
_estrogénicos e progesterona positivos (McGuire & cols.,
1982).

A selegao das pacientes portadoras de

carcinoma mamario 3 terapia enddcrina, ndo & suficiente uti
lizando-se somente a positividade dos receptores para es
trégeno e progesterona. Os critérios clinicos, epidemiold
gicos e histopatoldgicos, enfre eles a elastose, sao usados
concomitantemente para uma melhor triagem destas pacientes.-

No carcinoma ductal infiltrante, o estro
ma periductal & constituido de fibroblastos, coldgeno, cé
lulas inflamatdrias e fibras elasticas. Estas quando em
grande quantidade,sao conhecidas como hiperplasia da cama
da elastica dos ductos mamirios ou elastose.

A elastose & formada por depdsitos de
substi3ncia amorfa hialina, eosinofilica e homogénea quando
vista pela coloragao de hematoxilina e eosina (HE), 'porém
quando diferenciada pela coloragao de Verhoeff van Gieson,
apresenta-se em negro (Lundmark, 1972).

Ela € conhecida desde 1860 por Billroth
(Davis, 1973), e pode ser originada das fibrilas de elas
tina na parede dos ductos mamarios (Jackson & Orr, 1957) .
Uma outra hfpétese, seria a proliferagao de fibroblastos
com alta atividade de fosfatase que produziria uma reaqao
estromal no tumor,e como resposta de defesa apareceria a
formagao de elastose (Jensen & Schiodt, 1971).

Macroscopicamente, & a elastose identifi
cada atraves das estrias e manchas amareladas no tecido
neoplasico (Azzopardi & Laurine, 1974).

A hiperplasia da camada elastica ocorre
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em 90% das neoplasias malignas mamarias do tipo ductal cir
roso e lobular invasivos, sendo menos freqgliente nos tipos
medular e mucOide (Azzopardi & Laurine, 1974). Ela ‘ vem
sendo estudada para selecionar as pacientes de melhor res
posta & terapia eﬁdécrina (Masters & cols., 1979; Glaubitz
& cols., 1982), e como determinagao de progndstico (Shivas
& Douglas, 1972; Wallgrem & cols., 1976; Mills & cols.,

1980).

Baseado nos conhecimentos atuais, o obje
tiﬁo deste trabalho & avaliar a correlagao entre os recep
tores hormonais esteroidicos e4trogeno (ER) e progestenona
(PR) e o grau ae elastose em neoplasias primaria malignas
da mama, do tipo ductal invasor, e realizar'uma analise com
parativa entre estes fatores e os parametros clinicos e
histopatolégicos: estado menstrual (menacme e menopausal,
difenenciacao histologica, celularidade epitelial, grau

de atipia nuclean e gnrnau de ingifitragao Linfocitaria,
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J-MATERIAL E METODOS

2.1. MATERIAL

Espécimes de tecidos neopliasicos foram
obtidos de 41 pacientes portadoras de carcinoma mamario,
submetidas a cirurgia pelo Setor de Patologia Mamaria do
Departamento de Ginecologia, Obstetricia e Pediatria da
Faculdade de Medicina de Ribeirao Preto da Universidade de
Sao Paulo, no periodo de outubro de 1981 a margo de 1983.

As neoplasias foram analisadas histopato
loéicamente no Departamento de Patologia do Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirao Preto da
Universidade de Sao Paulo.

Fragmentos de tumores foram armazenados
em nitrogénio liquido (N,) até o inicio da dosagem dos
réceptores realizada no Laboratdrio de Oncologia Experimen
tal do Departaménto de Clinica Médica da Faculdade de Medi
cina da Universidade de Sao Paulo.

As caracteristicas clinicas e  hormonais
das pacientes portadoras de carcinoma mamario ductal inva
sor segundo a idade, estado menstrual (menacme e menopau
sa), niveis plasmaticos de estradiol e progesterona, estdo
repfesentadas na tabela 1.

A idade das pacientes apresentou inter

valos entre 33 e 88 anos de idade e o percentual das pa
cientes com-menos de 35 anos de idade foi de 7,32 e a
incidéncia da patologia predominou na qguarta, quinta e

sexta decadas.

Os niveis plasmaticos registrados das 15
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Tabela | - A idade, estado menstrual e nfveis plasmaticos
de estradiol (E;) e progesterona (P) das pacientes porta

doras de carcinoma mamario ductal invasor.

Pacientes Idade Estado Niveis plasmaticos
Menstrual Er pg/ml P ng/ml

01 33 menacme 63,00 1,00
02 47 menacme 42,00 0,16
03 66 menopausa 30,00 0,14
04 47 menacme . 76,00 0,24
05 4 menacme 89,00 1,04
06 59 menopausa <30,00 0,19
07 55 menopausa <30,00 0,17
08 55 menopausa <30,00 0,14
09 51 menopausa <30,00 0,20
10 58 menopausa <30,00 0,22
11 54 menopausa <30,00 0,27
12 52 menopausa <30,00 0,30
13 50 menopausa <30,00 0,40
14 64 menopausa <30,00 0,24
*15 49 ~ menacme 76,00 3,25
*16 39 menacme 110,00 22,00
17 18| menacme . 89,00 0,30
18 68 menopausa <30,00 0,10
19 70 menopausa <30,00 0,10
*20 44 menacme 96,00 4,00
2] 71 menopausa <30,00 0,10
22 65 menopausa <30,00 1,48
23 73 menopausa <30,00 0,10
24 65 menopausa <30,00 0,22
*x25 46 menacme 140,00 16,00
26 61 menopausa <30,00 0,12
27 78 menopausa <30,00 0,10
28 L8 menacme 50,00 0,80
29 53 menopausa <30,00 0,45
30 74 menopausa . <30,00 0,10
31 62 menopausa <30,00 0,22
32 35 menacme 45,00 0,17
33 51 menopausa <30,00 0,41
%34 41 menacme 160,00 2,40
35 33 menacme 50,00 1,30
36 76 menopausa <30,00 0,10
37 58 menopausa <30,00 0,22
38 75 menopausa <30,00 0,10
*39 44 menacme 220,00 5,10
Lo 56 menopausa. <30,00 0,35
LR L8 ~ menacme 46,00 0,40

* Pacientes na fase Luteal.
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pacientes no menacme, demonstraram que seis delas foram
submetidas a cirurgia no periodo luteal,e nove na pri
meira fase do ciclo menstrual. As 26 pacientes catalogadas
como menopausadas se encontravam em amenorréia secundaria

por mais de dois anos.

2.2, METODOS

2.2,1, DETERMINAQKO DOS RECEPTORES HORMONAIS

Para o controle de qualidade dos ensaios
para receptor de estrbégeno (ER) e progesterona (PR) foram
utilizados Gteros de ratas com 21 dias e com 3 meses respec
tivamente.

As ratas Wistar de 21 dias foram sacrifi
cadas,e 0s cornos uterinos utilizados para o controle de
qualidade positiva da dosagem do receptor para estrdogeno
(Giannopoulos & Gorski, 1971) .

As ratas Wistar de 3 meses foram ooforec
tomizadas por incisao lombar; e no quinto, sexto e sétimo
dias pbs-operatdrio receberam por via intraperitonial- 10 ug
de 17-B-estradiol-diluidas em etanol a 30% e solugdao fisio
1égica. No oitavo dia pbs-operatdrio foram sacrificadas por
concussao cerebral e realizou-se a histerectomia, e os cor
nos dterinog foram utilizados para o controle de qualidade

positivo da dosagem do receptor para progesterona (Milgrom

& cols., 1973). ; S—

2.2.1.1. PREPARACAO DO CITOSOL

Os espécimes ciriirgicos das pacientes por
tadoras de neoplasia maligna primdria da mama e os cornos

uterinos, foram retirados das cagapas que estavam no nitro
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génio 1ligquido e colocados para o degelo em placas de Petri,
sobre uma caixa de isopor contendo gelo picado com uma tem
peratura média de 49C, onde procedeu-se todo o ensaio. Na
figura 2 estad representado um grafico simplificado da meto
dologia descrita abaixo.

As amostras foram pesadas e logo depois
picadas com o auxilio do bisturi e colocadas em tubos plég
ticos. Também se teve o cuidado de separar o maximo de teci
do adipzso e coigulos do espécimé. Estes fragmentos de teci
do foram suspensos em tampao de homogeneizag3o na proporgao

de 1:4 (peso/volume).

2.2.1.2, HOMOGENEIZACAO

O tecido foi homogeneizado num Polytron
PT10 ST (Brinkman Inst. USA.), utilizando-se 3 pulsos de 15
segundos na velocidade n® 4 com um intervalo de 45 segundos

entre cada pulso.

2.2.1.3. CENTRIFUGACGAD

(0] homogeneizado foi transferido para uma
ultra-centrifuga refrigerada Beckman L3-50, e centrifugado
a 105.000 g, rotor 50 ti (45.000 rpm) durante 45 minutos a
uma temperatura de 49C. Apds a centrifugagao obteve-se o
sobrenadante (citosol). Esta fragao foi aspirada cuidadosa
mente com uma pipeta Pasteur e separada do precipitado. No
citosol foram dosados proteina e os receptores para estré

ageno e progesterona.

2.2.1.4, DOSAGEM DE PROTETNA

A determinagao das proteinas no citosol

foi feita segundo o método de Lowry & cols., 1951.
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Aliquoéas de 25 a 50 ul do citosol foram
pipetadas em tubos de ensaio contendo dqua completando um
‘volume de 500 ﬁl. Tubos com 500 yl de dgua foram usados como
"brance", e como "padrdo" foram usadas aliquotas de albumi
na bovina na concentragdao de 800 pg/ml,e adicionados 3 ml de
uma solugao de sulfato de cobre e bicarbonato de s6dio na
relaqéo 1:49 (volume/volume) respectivamente a cada um dos
tubos utilizados no ensaio.

ApOs agitacgao, os tubos foram deixados em
repouso por'15 minutos. Em seguida adicionou-se 0,3 ml da
solugdo ¥olin, e os tubos foram agitados e aquecidos por
15 minutos a 609C, em banho-maria. Ao final deste tempo os
tubos foram esfriados 3 temperatura ambiente.

A leitura foi feita em um espectofotOmetro
Coleman, em comprimento de onda de 700 nm. As densidades
opticas encontradas foram transformadas através de uma cur

va padrao de albumina previamente preparada.

2.2.1.5. DETERMINACAO DOS RECEPTORES ESTROGENO E PROGESTE

RONA CITOSOLICOS PELO METODO DE ADSORCAO EM CARVAO-DEXTRANA,

O ensaio para receptor estrogénico (ER) pe
|

lo método de McGuire & cols., (1975), foi adaptado as
nossas condiFSes por Brentani & cols., (1981). Ele tem como
base a inibigdo competitiva entre o horménio triciado e o
hormonio antagonista frio.

Em uma série de tubos Eppendorf,aliquotas
de 75 pl do citosol contendo 5 mg/ml de proteina dosada
previamente, foram incubadas em triplicata, com quantidades

crescentes de estradiol radioativo em concentragdes finais

de 0,5-1,0-2,5e5,0 x 10_9M, e o SH-estradiol foi adicionado
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em 25 yl de tampao de homogeneizagido para a determinacgao
da ligagao total do receptor.

Paralelamente a esta bateria, uma outra
igual, porém contendo dietilestilbestrol 10-4M, numa con
centragao final 100 vezes maior do que o estradiol marca
do, foi corrida com o propdsito de se determinar as liga
¢Oes inespecificas. Todas as duas baterias foram incubadas

por 16 a 18 horas e mantidas 3 temperatura de 49C.

2,2.1.86, CONTAGEM DE RADIOATIVIDADE

A radioatividade total foi determinada
a partir de aliquotas de 5 ul retiradas de cada um dos tu
bos, antes da adigao do carvao-dextrana, num cintilador 131
quido LS-100 Beckman durante 1 minuto. Os restantes, das
aliguotas foram transferidas numa estante para a geladeira
até a determinag¢do da separagao do hormdnio livre e ligado.

A separagao do estradiol ligado ao recep
tor e o livre, foi realizada pelo método do carvao reves
tido com dextrana (Koremanl& cols., 1969), e procedeu-se
apSs a incubagdo por 18 horas. Adicionou-se a cada tubo
100 pyl de mistura de carvao revestido com dextrana sob
agitagao continua. ApSs 15 minutos as amostras foram cen
trifugadas durante 15 minutos a 10.000 rpm, em uma centri
fuga refrigerada Sorval Rc-2B. Depois aliquotas de 75 pl do
sobrenadante foram retiradas e adicionadas a 5 ml de liqui

do de cintilag¢do e levadas para contar a radioatividade.

2.2,1.7. CALCULOS

ApSs conhecer os valores contados pelo

cintilador em cpm e transformados em unidades de concentra
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¢ao (nM ou 10_9M), const&uiu—se uma curva de saturacao,
langando na abcissa os valores da concentragao do hormdnio

.em nM e na ordenada os valores da ligagao especifica (liga
g¢ao total menos ligagao inespecifica). A ligag3o desses pon
tos da uma curva de forma parabdlica retangular, e a trans
formagao desta curva & feita pelo m&todo de Scatchard
(1949).

O grafico de Scatchard d3a uma reta de
coeficients angular negativo, pois na abcissa tem-se os va
lores da fréggo ligada que é a especifica,e na ordenada os
valores das fragoes especificas dividida pela fragao livre
(total menos especifica).

O valor maximo da fragao especifica (Bo)
€ determinado no ponto de intersecgao da reta com a abcis
sa. Conhecendo a ligagao maxima especifica, divide-se pela
quantidade de proteina determinada e se expressa o resul
tado em fentomoles por miligrama (fM/mg) de proteina no
citosol (European Organization Research Treatment Cancer,
1980); Jordan & cols., (1983).

A constante de dissociagao (Kd) & deter
minada dividindo o valor maximo da ligagdo especifica pelo
encontrado na intersecg¢dao da reta com a ordenada.

i De acordo com a resposta clinica, o
ensaio foi considerado positivo quando o numero maximo de
sitios ligados foi maior do que 10,0 fM/mg de proteina ci
.tos8lica (Allegra & cols., 1979; Brentani & cols., 1981).
Exemplos de determinagdo de tumor com ER positivo (caso
n? 24), e em nteroc de ratas estao contidos nas figuras 3 e
4,

O ensaio para receptor de progesterona
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Ficura 4 - DeTERMINACAO DE ER POSITIVO EM UTERO DE RATA,
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(PR) foi feito pelo método Johnson & Nakamura (1978) e foi
também adaptado 3s nossas condigdes por Brentani & cols.,
(1981) .

A promegestona (R5020), progestageno sin
tético com alta afinidade pelo receptor de progesterona
(Philibert & Raynaud, 1974), foi utilizada como inibidor
competitivo da reagao com 3H—R5020 marcada. Uma caracteris
tica de R5020 & gue ela apresenta uma afinidade relativa pe
lo receptor de glicocorticodide (Rousseau & cols., 1972).
Por isso adicionou-se ao volume do citosol uma aliquota de
cortisol 10"2M diluida em &lcool, de maneira que a concen
tragao final do hormdénio no volume de incubacdo fosse igual
a lO-GM, para saturar os sitios de ligagao do receptor de
glicocorticéide.

Aliquota de 75 ul de citosol, contendo
aproximadamente 7 mg/ml de proteina, foi colocada em uma
série de tubos Eppendorf e incubada em triplicata com con
centracdes crescentes de 3H—R5020 (1,25-2,5-5,0 e 10,0 x 10_9M ).

Paralelamente a este ensaio -incubou-se
uma outra bateria igual, contendo horménio frio (R5020)
10 M para a determinagao da ligagao inespecifica, sendo a
concentragao final do hormonio frio no volume de incubagao
100 vezes superior ao hormdnio marcado.

Em seguida os tubos das duas séries com
hormonios triciado e frio, foram agitados e transferidos da
caixa de gelo picado para a geladeira, permanecendo em incu
bagao por duas horas a 49C. Apds este periodo acrescentou-
se a cada tubo,50 pl de tampao de homogeneizagso contendo
60% de glicerol, a fim de aumentar a estabilidade do com

plexo receptor-horménio, e foi incubado por mais duas horas.
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Aligquota de 5 yl foi retirada e colocada
em 5 ml de liIquido de cintilagao para determinagao da ra
dioatividade total. Em seguida, para a separag¢ao do hormd
nio livre, adicionou-se 100 ul da suspensao de carvao com
dextrana e incubou-se por 15 minutos a 49C. Os tubos foram
centrifugados por 10 minutos a 10.000 rpm e depois 5 pl do
sobrenadante foram contados em 5 ml de liquido de cintila
gao.

A constante de dissociagao (kd) e o sitio
maximo da saturagao (go) foram obtidos pelo grafico de
Scatchard.

O ensaio foi considerado positivo quando
o numero maximo de sitios ligados especificos foi maior do
que 20,0 fM/mg de proteina citosol (Allegra & cols., 1979).

Exemplos de determinagd3o de tumorcom PR positivo (caso n@

12) e em Gtero de ratas, estdo contidos nas figuras 5 e 6.

2.2.2. TECNICAS HISTOLOGGICAS

2.2,.2.1. COLETA DO MATERIAL

O material foi obtido através de bidpsia
cirirgica per-operatdria e de mastectomias e fixado em for

mol a 10%.

2.2.2.2. METODO DE COLORACAO HEMATOXILINA E EOSINA (HE)

Parte do espécime utilizado para a deter
minagdo dos receptores foi fixado em solugdo aquosa de for
mol a 10% e incluido em parafina. Os cortes histoldgicos de
5 micras de espessura, corados em hematoxilina e eosina, fo
ram submetidos a microscopia Optica para a classificagao do

tipo e gradaqSo histolégica,de acordo com Bloom e Richardson
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Ficura 6 - DeTERMINAGAO DE PR POSITIVO EM TERO DE RATA,
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(1957) que consideram as caracteristicas histomorfoldgicas.
Os casos estudados foram enquadrados em: Grau 1 - Tumores
com padrao tubular ou adenocistico e nficleos bem diferencia
dos, Grau Il - Tumores com padrao tubular ou adenocistico
mas sem nicleos bem diferenciados e Grau 11! - Tumores apre
sentando perda do padrao tubular ou adenocistico.

As caracteristicas histoldgicas do grau
de celularidade epitelial, grau de atipia nuclear e grau de
infiltrado linfocitario, foram catalogadas subjetivamente
em "chuzes", o grau leve +/+++; grau moderado ++/+++ e o

grau acentuado +++/+++ (Black & cols., 1975).

2.2.2.3. METODO DE COLORACAQ VOEHERFF VAN GIESON

Os espécimes foram corados pelo método de
Voeherff Van Gieson, que consiste numa solugao de hematoxi
lina (alcodlica), duplamente oxidada pelo percloreto de
ferro e pelo lugol (iodo), Bancroft & Stevens (1977), de
acordo com os passos seguintes:

1. Desparafinizar e hidratar os cortes;

2. Colocar na solugao corante por 15 a 60 mi
nutos, até que os cortes tomem uma cor preta uniforme;

3. Lavar em agua corrente e diferenciar em
solugao de cloreto férrico a 10%. Controlar a diferenciacgao
ao microscdpio com aplicagoes breves do diferenciador,alter
nados com a agua corrente. O corante vai sendo removido do
colageno e misculo e as fibras elidsticas devem ficar pretas;
os niicleos entretanto, devem permanecer corados levemente.
Se as fibras elasticas acidentalmente ficarem muito desco
radas, os cortes devem ser imediatamente retornados & solE

¢ao corante;
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4. Lavar bem em agua corrente;
5. Tratar os cortes com alcool a 95%, por 5
minutos para remover o iodo;

6. Lavar por 5 minutos em agua corrente;

7. Contrastar com solugao de Van Gieson por
5 minutos;

8. Desidratar, clarear e montar.

Apds a utilizagdo deste método observa-se
que as fibras elasticas sao coradas em preto e os niicleos
em marrom. |

A leitura do material foi feita em micros

copia Optica de acordo com a quantidade de elastose periduc

tal apresentada no corte histoldgico (Lundmark, 1972), e
classificada em: Grau 0 - auséncia de elastose, Grau 1 -
pouca ou moderada.quantidade e Grau 2 - abundante guanti
dade. As fiquras 7 e 8, sao exemplos representativos hdo

grau de elastose 1 e 2 respectivamente;

2.2.3. DOSAGEM DE ESTRAD!IOL E PROGESTERONA PLASMaTICOS.

As medidas dos hormdnios end6genos;__bla§
maticos estradiol e progesterona foram realizadas no Labo
ratdrio de Fisiologia e Farmacologia Tocoginecoldgica - Se
torlde Endoérinologia do Departamento de Ginecologia, Obste
tricia e Pediatria da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Pre
to da Universidade de Sao Paulo. i

As dosaéens foram realizadas por radioi
mumoensaio utilizando-se a técnica do duplo anticorpo, atra
vés de "Kits" de estradiol e progesterona, fornecidos por
Diagnostic Products Corporation, Califdrnia, USA.

As medidas de radiocatividade foram feitas

em cintilador de cristal para emissoes gama de contagem au

tomatica (Phillips, modelo PW 4580). Em cada ensaio foi



Figura 7 - Fotomicrografia de carcinoma mamario
tal invasor.
Caso n? 3
Corte 5y
Coloragao Verhoeff Van Gieson

Aumento 250 x

Grau de elastose periductal = 1
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Figura 8 - Fotomicrografia de carcinoma mamario
tal invasor.
Caso n? 1

Corte 5y
Coloragaoc Verhoeff Van Gieson

Aumento 250 x

Grau de elastose periductal - 2

du&
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feita uma curva padr3dao com concentragdes conhecidas de Es
tradiocl Total Humano (30-100-300-900-1800 e 3600 pg/ml) e
Progesterona Total Humana (0,1-0,5-2,0-10,0-20,0 e 40,0 ng/
ml), e os resultados foram expressos em pg/ml e ng/ml de
plasma respectivamente. Todos os tubos, incluindo controles,
padroes e plasmas conhecidos, foram dosados em duplicata e

cada resultado expresso como a média aritmética das dupli

catas.

-



-30-

3-RESULTADQS

Os resultados do estudo nos tumores de 41
pacientes com carcinoma ductal invasor quanto ao grau de
elastose periductal e a determinagao dos receptores hormo
nais para estrdgeno (ER) e progesterona (PR) estao conti
dos na tabela 2, onde se observa que a elastose foi positi
va (gnraus 1 e 2) em 32 tumores (7§,05%) assim distribui
dos: 23 tumores (546,10%) no grau l,e 9 (21,95%) no grau 2.

A auséncia de elastose (grau 0] foi determinada em 9 tumo

res.

A positividade de ER foi de 75,61% (31
casos) e de PR foi de 41,46% (17 cas0s) nos tumores estu
dados. Também observam-se . 17 casos no agrupamento ER e

PR positivos (41,46%); 10 casos no agrupamento ER e PR ne
gativos (24,39%) e 14 casos no grupo ER positivo e PR nega
tivo (34,15%). Naoforam registrados tumores com PR positi
vo e ER negativo.

A proporgao de positividade dos recep
tores para estrogeno (ER) e progesterona (PR] e seus reih
pectivos niveis de concentracao média e desvio padrao se
gundo o eséado menstrual estd apresentada na tabela 3,onde
seevidenci?ﬂlmaiores niveis de concentragao nos tumores de
pacientes ﬁenopausadas. Nas 26 pacientes menopausadas
(63,41%) a incidéncia de tumores ER positivos foi de 67,74%
e para PR positivos 5§,82%, apresentando niveis de concen
tragoes de 6§,01 * 3#,57 fM/mg proteina para ER e 131,42
i 48,23 fM/mg de proteina para PR.

Os 15 tumores (36,59%) das pacientes no

menacme apresentaram ER positivos (32,26 %$)e PR positivos
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Tabela 2 - 0 grau de elastose e as determinagoes dos recep
tores para estréogeno (ER) e progesterona (PR) das pacien

tes portadoras de carcinoma ductal invasor,

Pacientes Grau de elastose ER PR
01 2 28,74 61,33
02 1 <10,00 <20,00
03 1 32,74 79,56
04 1 16,44 46,75
05 0 <10,00 <20,00
06 0 52,00 <20,00
07 0 16,14 64,12
08 1 40,26 87,14
09 ] <10,00 <20,00
10 2 bo,60 91,23
| 2 55,80 <20,00
12 0 69,23 104, 34
13 0 18,80 <20,00
14 0 82,73 <20,00
15 ] <10,00 <20,00
16 1 10,85 <20,00
17 0 <10,00 <20,00
18 2 58,80 <20,00
19 ] 37,92 <20,00
20 1 <10,00 <20,00
21 1 36,00 <20,00
22 1 <10,00 <20,00
23 0 60,70 104,70
24 0 64,96 168,20
25 2 11,70 <20,00
26 1 43,53 <20,00
27 1 <10,00 <20,00
28 ] 13,40 <20,00
29 ] 88,30 192,65
30 ] <10,00 <20,00

.31 2 79,88 125,03
32 1 36,47 95,23
33 ! ] 96,30 <20,00
34 2 25,17 73,17
35 1 20,71 76,40
36 | 2 153,14 193,72
37 ] 138,26 161,96
38 1 37,12 <20,00
39 1 22,38 <20,00
Lo 2 120,90 204,14
R 1 <10,00 <20,00

ER - negativo < 10 {m/mg proteina de citosol.
PR - negativo < 20 §m/mg proteina de citosol.
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(41,18%), com os niveis de concentragdes de 20,46 % 8,08 £M/

- mg de proteina para ER e de 70,57 1 16,04 fM/mg de protel
na para PR.

A distribuicao de freqfiéncia do agrupa
mento dos receptores para estrdgeno (ER) e progesterona
(PR), segundo o estado menstrual esta apresentada na tabe
la 4, onde a distribuigdo da positividade do agrupamento
ER e PR positivos em 17 casos foi maior nas menopausadas
(70,59%). Também verifica-se que no agrupamento ER positi
vos e PR negativos, em 14 casos, foi maior a incidé&ncia nos
tumores das pacientes menopausadas (71,43%) do que no me
nacme, enguanto que no agrupamento ER e PR negativos, em
10 casos, a negatividade foi maior nos tumores de pacien
tes no menacme (60,00%).

As caracteristicas histoldgicas (grau de
difenenciacao histologica, celularidade epitelial, atipia
nuclear e ingiltrado Linfocitario) dos carcinomas ductais
invasores estao contidas na tabela 5.

A distribuigdo de freqliéncia da positivi
dade dos receptores para estrégeno (ER] e progesterona (PR)
segundo o grau de diferenciagdo histoldgica (tabefa 6),ms
tra que hia uma preferéncia para positividade dos recep
tores estergidicos ser em maior proporg¢ao nos tumores mais
diferenciados, grau I (19,35%) e II (70,97%) do que naque
les pouco diferenciados, grau III (9,68%).

Na tabela 7 & demonstrado que n3o hi uma
correlagao entre a incidéncia na positividade do grau de
elastose e a diferenciagao histoldgica, embora nos tumores

bem diferenciados (grau I) n3o fosse determinada a elas

tose (grau 0),e nostumores pouco diferenciados (grau I171),
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Tabela 4 - Distribuigao de freqUéncia do agrupamento de

receptores para estrogeno (ER) e progesterona (PR) segundo

o estado menstrual,

Agrupamento de receptores

Estado menstrual ERTPRY ErRTPR™ ER™PR”
n¢ b4 ne 2 n? 3
Menacme 5 29,41 4 28,57 6 60,00
(15)
Menopausa 12 70,59 10 71,43 L Lo,o00
(26)
TOTAL 17 100,00 14 100,00 10 100,00

( ) n? de casos,
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Tabela 5 - 0 grau de diferenciagao histoldgica, celulari
dade epitelial, atipia nuclear e infiltrado linfocitario
de pacientes portadoras de carcinoma mamario ductal inva
sor.
Pacientes Diferenciagcao Celularidade Atipia Infiltrado
histolégica epitelial nuclear linfocitario

01 II ++ + ++

02 II +++ o+ +++

03 IIT + + +

04 IT + + +

a5 I ++ ++ +++

06 I1 + + *4

07 IT L ++ + +

08 11 +4 ++ 4

a9 I + + +

10 I1 ++ + +

11 IT + + +

12 II ++ + +

13 Ix +++ + ++

14 11 EIE S ++ o

15 III ++ ++ ++

16 II o + +

17 ITY +4++ +++ +++

18 IT + + +

19 ITI ++ ++ +

20 ITT + + +

21 IIT ++ ++ +

22 IIT +++ +++ +

23 II ot + ++

24 II +++ ++ ' ++

25 IT ++ + +

26 ITI +++ ++ ++

27 IIT +++ +++ +4

28 IT b+ . ++

29 II +++ ++ +

30 ITI ++ +++ +

3] I + + ++

32 I + + +

33 IX 4 ++ +

34 II +++ + +

35 IT ++ + +

36 I ++ + +

37 I - + +

38 IT + ++ +

39 IT ++ ‘ ++ +

4o I + + +

4 IIX + +++ »

+ Leve, ++ moderado, +++ acentuado.
I bem , ++ moderado, 111 pouco diferencdado.
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Tabela 6 - Distribuigao de fregllencia da positividade dos

receptores para estrégeno (ER) e progesterona (PR) segundo

o grau de diferenciagao histoldgica.

Receptor

Grau de diferenciagao ER PR
histoldgica ne 3 ne 3
I 6 19,35 6 35,29
(6)
II 22 70,97 11 64,71
(22)
III 3 9,68 0 0,00
(13) ‘
TOTAL 31 100,00 17 100,00
() n? de casos.
I bem, 11 modenado, 111 pouco diferencdiado.
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Tabela 7 - Distribuigao de freqlUencia do grau de elastose

segundo o grau de diferenciagao histologica.

Grau de elastose

Grau de diferenciagdo 0 ] 2
histologica no 3 ne % n? 4

I 0 0,00 3 13,04 3. 33,33
(6)
I 6 66,67 10 43,48 6 66,66
(22)
I1I 3 33,33 10 L3,48 0 0,00
(13)

TOTAL g 100,00 23 100,00 9 100,00

( ) n% de casos.

1 bem, 11 moderado, 111 pouco diferenciado.
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o0 grau II de elastose estivesse ausente.

A distribuicgao de freqfiéncia da positivi
dade dos receptores para estrdgeno (ER] e progesterona (PR)
sequndo o grau de celularidade epitelial, sugere que houve
uma correlagac entre a positividade de ER e PR e o grau de
celularidade epitelial, pois a freqliéncia foi maior nos
graus leve e moderado (tabelca §).

Na tabela 9 a presenca de elastose (graus
1 e 2) relacionada com a celularidade mostra que quando
ela foi graus leve e moderaao, maior foi a positividade de
elastose,e quando a celularidade foi acentuada, maior ° o
nimero de tumores com elastose grau 0.

A distribuigdo de freqliéncia da positivi
dade dos receptores para estrédgeno (ER) e progestefona (PR)
segundo o grau de atipia nuclear na tabela 10, demonstra
que quando a atipia nuclear foi grau leve (ER 5§,06% e PR

64,71%), e moderado (ER 3§,71% ¢ PR 29,41%), maior foi a

’
freqliéncia de positividade de ER e PR do que gquando a ati
pia nuclear foi grau acentuado (ER 3,23% e¢ PR 5,88%).

A tabela 11 mostra que houve tendéncia
para que a positividade da elastose (graus 1 ¢ 2] ocorres
se em maior fregliéncia nos graus de atipia nuclear leve e
moderado.

A distribuigao de freqliéncia da positivi
dade dos receptores para estrogeno (ER| e progesterona (PR)
segundo o grau de infiltrado linfocitario encontra-se na
tabela 12, onde se demonstra que houve maior distribuigao
da positividade dos receptores hormonais esteroidicos ER

€ PR nos tumores com menor grau de infiltrado linfocita

rio.



-39~

Tabela 8 - Distribuicao de freqléncia da positividade dos

receptores para estrdogeno (ER) e progesterona (PR) segundo

o grau de celularidade epitelial,

Receptor
Grau de celularidade ER PR
epitelial ne y 4 n® 4
+ 6 19,35 3 17,65
(9)
++ 17 54,84 10 58,82
(20)
+++ 8 25,81 b 23,53
(12) :
TOTAL 31 100,00 17 100,00

() n? de casos.
+ Leve, ++ moderado,

+++ acentuado.
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Tabela 9 - Distribuigao de freqlléncia do grau de elastose

segundo o grau de celularidade epitelial.

Grau de elastose

Grau de celularidade 0 1 2
epitelial neo 4 ne Z n¢ b 4

+ ] 1,17 5 21,74 3 33,33
(9)
++ 3 33,33 12 52,17 5 55,56
(20)
4+ 5 55,56 6 26,09 1 11,11
(12)

TOTAL 9 100,00 23 100,00 9 100,00

() n? de casos.
+ Leve, ++ moderado, +++ acentuado.
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Tabela 10 - Distribuicao de freqUéncia da positividade dos

receptores para estrogeno (ER) e progesterona (PR) segundo

0 grau de atipia nuclear.

Receptor

Grau de atipia nuclear PR
n¢ 3 ne %

+ 18 58,07 11 64,71
(22)
e 12 38,71 5 29,41
(14)
+H4 1 3,22 1 5,88
(5)

TOTAL 31 100,00 17 100,00

() n? de casos.

+ Leve, ++ modenado, +++ acentuada.
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Tabela 11 - Distribuigao de freqUéncia do grau de elastose

segundo o grau de atipia nuclear,

Grau de elastose

Grau de atipia nuclear 0 ] 2
ne 3 ne 2 n¢ 4

+ 4 Ly, 44 10 43,48 8 88,89
(22)
++ L Ly 4y 9 39,13 1 11,11
(14)
+++ 1 11,12 b 17,39 0 0,00
(5)

TOTAL 9 100,00 23 100,00 9 100,00

() n? de casos.
+ Leve, ++ moderado, +++ acentuado.
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Tabela 12 - Distribuigcao de freqléencia da positividade dos

receptores para estrogeno (ER) e progesterona (PR) segundo

o grau de infiltrado

linfocitario.

Receptor
Grau de infiltrado ER PR
linfocitario ne 4 n?° 4

+ 21 67,74 12 70,59
(26)
i 9 29,03 5 29,
(11)
+++ 1 3,22 0 0,00
(4)

TOTAL 31 100,00 17 100,00

() n? de casos.
+ Leve, ++ modenrado,

+++ acentuado.
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Os tumores ER positivos apresentaram a
seguinte distribuigao: no grau 1leve 67,74%, no grau mo
derado 29,03% e no grau acentuado 3,23%. A mesma tendéncia
foi verificada com tumores PR positivos que apresentaram a
seguinte distribuigcao: nos graus leve 70,59%, no grau
moderado 29,41% e no grau acentuado nenhum caso foi regis
trado.

A tabela 13, evidencia que nos casos de
elastose grau 0, nao existe relagao com grau de infiltrado
linfocitario. Nos tumores com elastose grau 1 foi obser
vada a seqguinte distribuicao quanto ao grau de infiltrado
linfocitario;feve 73,91%; moderado 21,74% e acentuado
4,35% e quando a elastose foi classificada em grau 2, feve
77,78%; moderado 22,72% e acentuido 0,00%, evidenciando
assim que ha uma tendéncia para maior positividade da elas
tose nos graus de infiltrado linfocitario leve e moderado.

A correlagao entre a determinagao dos re
ceptores hormonais para estrdgeno (ER) e progesterona (PR])
quanto a positividade e a& negatividade com o grau de elas
tose esta contida na tabela 14, onde se observa que ha 9
casos de elastose grau 0 assim distribuidos: 7 tumores fo
ram ER positivos (22,58%) e somente 2 casos foram ER nega
tivos (20,00%). Assim, no grupo elastose negativa e ER ne
gativo, esta combinagac ocorreu em 22,22% e quando os tumo
res foram elastose negativa e ER positivo esta proporgao
alcangou 78,78%.

Por outro lado quando a elastose foi posi
tiva (graus 1 e 2) em 32 casos, 24 destes tumores também
foram receptores estrogénicos positivo, concordando as

duas metodologias em 75% e discordando em 25%.
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Tabela 13 - Distribuigao de freqlUéncia do grau de elastose

sequndo o grau de infiltrado linfocitario.

Grau de elastose

Grau de infiltrado 0 1 2
"linfocitario ne 2 ne % ne 2

e 2 22,23 17 73,91 7 77,78
(26)
++ ll' "Il'l,l'l* 5 21,7" 2 22:22
(11)
+4++ 3 33,33 1 h,35 0 0,00
(4)

TOTAL 9 100,00 23 100,00 9 100,00

() n? de casos.
+ Leve, ++ moderado, +++ acentuado.



-46~-

*eo9vo 2p U [ )

0o0‘o0l 4wt 00001 L 00‘001 0l 00‘001 L€ Tv1l0l
_ (6)
L9°91 Y L4612 S 00‘0 0 £0°67 6 Z
(€2)
05°Z9 gl 90°“Ly 8 00‘og 8 6€°gY Sl 1
(6)
€802 S £5°¢€7 4 00‘0¢ 14 g5‘ze L 0
4 ou % su % ou % - su—
_¥d ¥d KE KE 9solse|d ap neuy
J031daoay

*asojse|a ap nedb o s (yd) euosaiysaboud

 (y3) ousboiisa esed saitoildedat sop apeplAjlebau e s apep|ajijsod e aJ3ua oede|aJl0) - 4| e|aqe]



—-47-

Todavia, todos os 9 tumores catalogados
como grau 2 de elastose foram também receptores estrogéni
cos positivo 100%, concluindo que tumores sem elastose tém
uma menor probabilidade de ser receptores estrogénicos po
sitivo do que tumores com o grau acentuado de elastose.

Os resultados com receptores de progeste
rona pnositivo e elastose positiva, evidenciaram concordan

cia entre os dois métodos em 50% dos casos.
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4-D{SCUSSAQ

A positividade dos receptores citoplas
maticos para estrdgeno (ER) e progesterona (PR), vem sendo
usada como fator de progndstico em pacientes nos estadios
iniciais da doencga, pois estas pacientes portadoras de tu
mores receptores ER e PR positivos,apresentam maior inter
valo clinico livre da doenga e maior sogrevida do que as
pacientes cujos tumores siaoc ER e PR negativos (Knight &
cols., 1977; Hahnel & cols., 1979 e Pichon & cols., 1980).
Este fator favoravel das pacientes com tumores ER e PR po
sitivos, sugere que as células neoplasicas ainda possuem
certo controle hormonal da sua proliferacgao.

Também a positividade € utilizada como
indicador para terapia nos estadios avangados, pois sele
ciona as melhores pacientes para tratamento endbécrino e
aquelas gue obedecerao a outras condutas terapéuticas adju
vantes (Holdaway & cols., 1980).

No material estudado de 41 pacientes por
tadoras de neoplasia maligna primaria da mama, tipo ductal
invasor, a freqfiéncia de ER e PR posiﬁivos, foi de 76,61%
e 41,46% respectivamente. Estes resultados estao concordes
com a literatura mundial, pois a positividade em pacientes
nao selecionadas em varios grupos, variou em proporcdes de

40% a 80% para ER, e de 22% a 50% para PR (Aflegra & cols.,

1979; Bnrentani & cols., 1981). Quando determinado especifi
Camente em carcinoma ductal invasor, Antondiades & colsa,
1979 apresentaram a incidéncia de ER positivo em 88,9%.

As razoes para a grande variabilidade en

contrada nas determinagoes de receptores positivos, estio
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na dependéncia de pardametros tais como: idade, estado mens
trual, fase do ciclo menstrual e caracteristicas histopato
logicas de malignidade.

No material estudado ha uma tendéncia
para que a freqliéncia de ER positivo e seu nivel de con
centragao, seja maior nas mulheres com mais de 50 anos de
idade do que nas jovens. A positividade de ER e PR corre
lacionada com a idade mostra uma leve associagao, pois os
tumores de mulheres idosas, apresentaram maiores indices
de positividade em nivel de concentragao. No entanto, apa
rentemente a variagao da positividade e o nivel de concen
tragdao estao mais correlacionados com o estado  menstrual
(menopausadas) do que com a idade. Trabalhos recentes de
monstraram uma associagao significativa entre freqgfiéncia
de ER positivo com idade das pacientes principalmente apoOs
a menopausa (ELwood & cols., 1980; McCarty & co@d., 1983).
Nao ha uma explicagadao satisfatoria para este fendmeno, mas
pode ser resultado de uma fungdo ovariana diminuida e alte
ragoes no balango estrdgeno-progesterona. Outros autoresve
rificaram que a freqtiéncia de ER positivo & dependente do
estado menstrual (Martin & cols., 1978; Lessen & cols.,
1981).

Os tumores de pacientes menopausadas apre
sentaram maior nivel de concentragao da dosagem dos recep
tores esteroidicos do que as pacientes no menacme. Os re
sultados de 20,46 fM/mg de proteina no citosol de pacien
tes no menacme e de 68,01 fM/mg de proteina nos tumores de
pacientes menopausadas, foram semelhantes aos obtidos nos
diversos grupos em 1978 com os seguintes valores para as

pacientes no menacme e menopausa respectivamente: McGuinre
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30,30 e 108,10 fM/mg proteina de ER; Saez & cols., 32,00 e
174,00 £fM/mg proteina de ER e Jonat & Mass 33,10 e 69,60
fM/mg de proteina de ER.

A diversificagao dos niveis de concentra
g¢ao e a positividade de ER e PR entre as pacientes no me
nacme e menopausa, podem ser explicados através dos niveis
hormonais.

As pacientes no menacme tém alto nivel de
hormonio estrogénico enddgeno (plasmatico) que seria res
ponsavel por uma translocagao dos receptores citosOlicos
para o nlicleo (Sahkai & Saez, 1976). Nestas pacientes,altos
niveis de estradiol citosdlico também foram encontrados por
Thonsen & cols., (1982), demonstrando uma menor quantidade
de receptores de estradiol desocupados.

Também para explicar alguns niveis baixos
de receptores (ER e PR), bem como alguns resultados falso
negativos,& possivel que haja interferéncia na indugiao dos
receptores causada pelos altos niveis plasmaticos de  pro
gesterona. O trabalho de Saez £ cofs., [(1978) postulou que

-

a concentracgao plasmatica da progesterona controla a sin

tese de ER e PR, pois na fase pré-luteal os niveis de con
centragéo de ER e PR sao maiores do que na fase luteal "
onde ha maior nivel de progesterona plasmidtica circulante.

Na fase proliferativa do ciclo menstrual
foram encontrados altos niveis de concentragao de ER em ci
tosois de neoplasia ﬁaligna mamdria em comparagao aos valo
res obtidos na fase luteal (Hedise £ Goalich, 1982).

De fato, na amostra estudada os tumores

das pacientes operadas na fase luteal apresentaram niveis

baixos de concentragdo ou auséncia de ER e todos os resul
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tados de PR foram negativos.

O elevado nivel de concentragao de PR ob
tido nas pacientes menopausadas cuja fungdao ovariana esti
inibida,mas com niveistdnicos de andrdgenos adrenais e ova
rianos sao convertidos perifericamente em estrdgeno com
concentragoes minimas, mas suficientes para induzir os
receptores de ER e PR (Saez & cols., 1978).

De acordo com Fisher & cofs., (1975) neo
plasias malignas mamarias em pacientes menopausadas apre
sentam caracteristicas clinicas e histopatoldgicas distin
tas das pacientes jovens no menacme. Os tumores em pacien
tes no menacme s3o mais agressivos no seu comportamento
bioldgico e de pior progndstico, por apresentarem alta
replicagao celular e esta desdiferenciagao acarreta uma
diminuigao ou perda do ER, tornando o tumor na maioria das
vezes ER negativo, evidenciando a perda do controle hormo
nal da célula tumoral e tornando-a autdonoma em seu cresci
mento (Meyer & cofs., 1977).

A diferenciagdao histoldgica do tumor pri
mario tem sido importante para ser usado como progndstico,
pois pacientes com tumores bem diferenciados tendem a ter

sobrevida mais' prolongada do que aquelas com neoplasia

pouco difefenciada (Freedman & cofs., 1979). No presente

estudo a diferenciagao quando correlacionada com a positi
vidade dos receptores de eétrégeno (ER) e progesterona (FR),
mostra que had uma tendé&ncia para que nos tumores bem dife
renciados haja uma maior incidéncia de positividade de re
ceptores do que nos pouco diferenciados. Estes resultados
est3o concordes com os publicados por Maynard £ cols.,

(1978); McCarty & cols., (1980) e Brentani £ cols., (1983).
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Inimeros trabalhos revelam que hd um aumento na incidéncia
de ER negativo nos tumores pouco diferenciados, gquando com
parados com os bem diferenciados (Rosen & cols., 1976;
Nicholson & cols., 1981),

Na amostra estudada, a diferenciacao his
toldgica e os niveis de concentragao dos receptores nao
mostraram correlagao, e trabalhos na literatura estao con
cordes (Heuson & cols., 1975; Thoresen & cols., 1981).

Estudos sobre a celularidade epitelial
mostram uma tendéncia para uma associagao direta de positi
vidade em tumores mamarios e celularidade epitelial
(Antondiades & Specton, 1979}). Resultados semelhantes foram
~obtidos no presente trabalho, embora Rasmussem & cols.,
(1981) n3o tenham encontrado correlagdo.

No entanto, & sabido que numa mesma popu
lag3o de cé&lulas tumorais, ha uma heterogeneidade de clones
receptores positivos e negativos (Cafabresi & cols., 1979]),
mostrando assim que a celularidade epitelial nao interfere
na positividade dos receptores.

O grau de atipia nuclear & um importante
parametro na previsdao da sobrevida das pacientes com cancer
de mama (BLack & cols., 1956)., Nos tumores estudados  evi
denciou-se que a positividade de ER tende a diminuir quan
do a neoplasia apresenta acentuada atipia nuclear, e o
" mesmo acontece com PR positivo. O presente resultado estd
de acordo com um Gnico estudo recentemente publicado
(Synjlinen, 1982), correlacionando o grau de atipia nuclear
€ os receptores esteroidicos (ER e PR).

As .bidpsias de tumores com grau de infil

trado linfocitadrio leve, apresentaram maior proporgao de
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positividade para ER e PR do que os graus moderado e acen
tuado, sugerindo uma relagao inversa com a positividade dos
receptores esteroidicos. Esses dados sdo semelhantes aos de
Rosen & cols., (1975) e Chabon & cokls., (1983).

Todas as caracteristicas histopatoldgicas
estudadas com a presenca de ER e'PR, também foram direta ou
indiretamente relacionadas com a diferenciagao tumoral, in
dicando que a presenga dos receptores hormonais esteroidi
cos nas neoplasias malignas mamidrias representam outro 1in
dice deste processo. O pequeno nimero da amostragem nas
varias categorias & insignificante para uma avaliagdo abso
luta.

A correlagao entre a presenca de ER e a
evidéncia morfoldgica da diferenciagéo tumoral complementa
estudos morfoldgicos (F.isher & cols., 1981) e cinéticos
(Meyen & cols., 1977), que encontraram uma boa correlagao
entre varios aspectos morfoldgicos desfavoraveis como alto
indice de timidina e uma distribuigdo hiperpldide de  DNA
(OLzewshi & cols., 1981) e a auséncia de ER, demonstrando
alto poder de proliferacao dos tumores Eﬁ negativo.

Os tumores com elastose positiva (graus
l e 2) sao em sua maioria (aproximadamente 77%)ER positivo
e na auséncia de elastose (grau 0), somente 23% dos tumo
res foram ER e PR positivos. Estes resultados em relagao a
ER estao perfeitamente de acordo com o trabalho de Masters
£ cols., (1976).

A presenga de elastose e PR mostrou uma
correlagao quando ER e PR foram simultaneamente comparados
a elastose; 76,48% dos tumores ER e PR positivos estavam

no agrupamento de elastose graus 1 e 2.
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No entanto, aproximadamente 80% dos tumo
res ER e PR negativos apresentaram elastose graus 1 e 2, o
que demonstra falta de correlacao entre a metodologia da
determinagao de receptores hormonais e a dosagem histoqul
mica de elastose, o que torna inviavel uma tentativa de
substitui¢ao de uma metodologia por outra. Reys & cols.,
(1982), Tamb@&m nao observaram correlagao entre a presenga e
a concentracdo de ER com a presenga ou auséncia de elas
tose.

Durante a elaboragao deste trabalho, as
presencasde elastose e receptores estrogénicos (ER) foram
sugeridas como fatores progndsticos independentes (Humeniuk
& cols., 1983). Esta publicagao estd perfeitamente de acor
do com os resultados apresentados. Entretanto, Mastexrs 4
cols., (1978)eMiLls & cols.,(1980) relataram que quando
estes fatores estao associados, as pacientes poderiam apre
sentar melhor resposta clinica 3 terapéutica da doenga.

Neste estudo ocorreu uma maior incidéncia
-de elastose graus 1 e 2 nos tumores com baixo grau de ati
pia nuclear e infiltrado linfocitario, e todas estas carac
teristicas indicam no tumor sua natureza de grau bem dife

renciado.
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5-CONCI USQFS

1- As pacientes menopausadas apresenta
ram maior incidéncia e nivel de concentracgcao de receptores
de estrdgeno e progesterona.

2- A maior distribuigao de receptores
(ER e PR) positivos se encontraram nos graus leve e moderg
do de diferenciagao histoldgica, celularidade epitelial,
atipia nuclear e infiltrado linfocitario.

! 3- A incideéncia de elastose positiva foi
maior nos tumores com graus leve e moderado de diferencia
¢d3o histoldgica, celularidade epitelial, atipia nuclear e
infiltrado linfocitario.

4- Total concordincia ocorreu entre o)
grau II de elastose periductal e a positividade dos recep
tores estrogénicos.

5- A determinacao dos receptores de estrd
geno e progesterona nao pode ser substituida pela elas

tose.
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6-SUMARIO

No presente estudo foram analisados numa
série de 41 tumores de pacientes portadoras de carcinoma
mamario tipo ductal invasor, a positividade dos receptores
hormonais esteroidicos estnrogeno (ER) e progesterona (PR)
e o grau de efastose. Estes fatores foram correlacionados
com © eétado-menbt&uat, difenenciacao hi$to£59ica,ce£u£ah£
dade epitelial, atipia nuclean e. infiltrado Linfocitario.

A correlagdo de positividade de ER e¢ PR
.e a presenca de elastose {(graus 1 ¢ 2) ocorreu em 75% dos
casos. Nos casos de elastose (grau 0) ndo houve correlagao,
pois 80% dos casos eram PR posifivo. Todavia, consideran
do-se o grua 2 de elastose, ha uma total correlacao com ER
positivo e na metade dos casos com PR posditdivo.

No presente estudo observou-se uma maior
incidéncia de elastose positiva em tumores catalogados com
baixo grau de diferenciagdao histologica, celularidade epi
telial, atipia nuclear e infiltrado linfocitario.

A incidéncia e nivel de concentragao de
ER foram maiores nas pacientes menopau&adaé. Nao ocorreu
variagao quanto ao PR conforme o estado menstrual, mas ocor

reu quanto ao nivel de concentragao.

A maior distribuigdo de ER e PR posiitl
VoA se encontravam nos graus feve e moderado de diferencia
¢d3o histolbgica, celularidade epitelial, atipia nuclear e

infiltrado linfocitario.
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/-SUMMARY

Positivity of steroid receptors (estrogen
and progestenone] and elastose level were investigated in
a series of 41 tumors of patients with breast carcinoma of
the invasive ductal type. These factors were correlated
with menstrual status, histologic differentiation, epithelial
cellulanity, nuclearn atypy, and Lymphocyte infiltration.

Correlation between ER and PR positivity
and the presence of elastose (fLevefs 1 and ?2) occurred in
75% of cases. Ih the elastose (fLevel 0] cases there was no
correlation, since 80% of cases were ER-positive. However,
when level 2 of elastose is considered, there was total
correlation with positive ER and for half of the case with
positive PR.

In the present study we observed greater
occurrence of positive elastose in tumors with a lgw level
of histologic differenﬁiation, epithelial cellularity,
nuclear atypy, and lymphocyte infiltration.

The incidence and concentratioh of
estrogen receptors (ER) were higher among post-menopausal
women. No variation in progesterone receptors (PR) by
menstrual status was observed.

The highest distribution of positive ER
and PR was detected in tumors having s£ight and moderate
levels of histologic differentiation, epithelial cellularity,

nuclear atypy, and lymphocyte infiltration.
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9-APEND]CE

Material para a determinagao dos recepto

res de estrdgeno (ER) e progesterona (PR).

Estenoides radioativos e ndo radioativos

a- 17-BI(6,7-3H) estradiol 138 Ci/mM.

b- R5020 (17,21-dimetil-19-nor- pregna-
4,9-dieno-3,20 diona (Promogestona)85 Ci/mM.

c= R5020.

Todos foram obtidos da New England Nu
clear, Albany Street, Boston,Massachusetts, USA.

Tanto o estradiol como o R5020, foram
estocados a 2-49C em tolueno-etanol (9:1). ApSs evaporagao
do solvente, sob corrente de ar, os esterdides marcados fo
ram dissolvidos em etanol absoluto e mantidos entre =209C
em uma concentragdo de 6x10 M.

d- l17-g-estradiol.

e— Cortisol.

d- DES (Dietilestilbestrol).

f- DHT (5-a-dihidrotestosterona).

| Estes compostos foram adquiridos da Sigma

Chemical Company, Saint Louis, Mo.USA.

1

| Reagenteé
a- DTT (Ditiotreitol).

b- TRIS (Hidroximetil, metilamina).

c- EDTA (Etilenediamina &dcido tetra-acé

tico).

d- EGTA (Etileneglicol-bis (- aminoetil

éter) NNN'N'-Aacido tetra-acético).

e- PPO (2,5 difeniloxazol).



zZeno) .

Company.
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f~ POPOP (1,4-bis(2-(5-feniloxazolil-ben
g—- BSA (Soro albumina bovina).

h- Sulfato de cobre.

i- Monotioglicerol.

j- Dextran T70.

Reagentes obtidos da Sigma Chemical
k- Alcool etilico.

1- Acido cloridrico.

m- Glicerol.

n~- Tolueno.

o~ Folin (Ciocalteus phenclreagenz).

p- TCA (Acido tricloriacetico).

g- Acido Sulfirico concentrado.

r- Difenilamina.

s— Cloreto de potdssio e de soddio.

t- carbonato de sddio anidro.

Reagentes adquiridos da Merck.

u—

Carvao Norit A, foi obtido da Matheson,

Coleman and Bell Norwood, Ohio, USA.

v—

Fosfato de s6dio e potdssio foram ad

quiridos da Tennant Quimica S.A.

x—

Triton X-100 da Rohn and Haas.

Todos os demais reagentes eram prd-ani

lise. A dgua utilizada no preparo das solugoes era desioni

zada e bidestilada em aparelhagem de vidro.

a-—

Solugoes

Tampao de homogeneizacgao.

10 mM de TRIS/HC1l pH 9,0.



para volume final de

e-

volume final de 1000
f...
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1,5 nM de EDTA
10% de glicerol
2 nM de DTT

pH 7,4

Tampao TRIS/HCL.

10 mM de TRIS/HCl pH 8,5
0,6 M de KC1

1l mM de Monotioglicerol
10% de Glicerol

Carvao-Dextrana.

1,25g de Norit A

0,125g de Dextran T 70

50 ml do tampao de homogeneizagao
pH 7,4

Solucdo sulfato de cobre.

0,59 sulfato de cobre
1,0g tartarato de sdédio e potassio

100 ml.

Solucao carbonato de sddio..

4g hidrdxido de sbédio
20g bicarbonato de s6dio anidro para

ml.

Solucao padrdo de soro albumina bovi

800 ug de BSA
1,0 ml agua bidestilada

Solucao cintiladora (aquasol).

2 litros de tolueno

1 litro de triton X-100

12g de PPO
0,6 g de POPOP



Misturna de estrnadiof - 10 mi.

a-—

Mistura de progesterona - 6 mé

Sem inibidor

400 ul de EGTA

12,5 pl de DHT 10 M
5967,5 pl de tampao
20 ul de etanol

Com inibidor

400 yl de EGTA

12,5 ul de DHT 10™°M

20 ul de DES 10 M

5967,5 ul de tampao

a—

Sem inibidor

2400 ul de EGTA

8 ul de cortisol 10" 3M
3556 ul de tampao

36 pyl de etanol

Com inibidor

2400 pyl de EGTA

8 ul de cortisol 107 3u

36 pl de R5020 10 °M

3556 pl de tampao

Aparelhagem

a—

b- Polytron modélo PT 10ST Brinkman.

c—

Acta III.
d

-7 4

Balanga analitica Mettler, modélo H 51.

EspectofotOmetro Beckman, modelo T.M.

Ultracentrifuga refrigerada Beckman,

modélo L5-50 (rotor 50 Ti).
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e~ Centrifuga Sorval, mddélo RX2-B (rotor
Ss-34).

f- Cintilador liquido, modélo LS-100 com
eficiéncia de contagem para 3H, 40%.

g~ Pipetas automaticas Gilson Pipetman,
tipo 20,200,500 e 1000 ul.

h- Agitador (tipo vortex) Super Mixer

Line,

Caleulos

a- Total cpm e Total nM.

b- Bound cpm e Bound nM (Bound cpm/Fator
Bound) .

c- Delta (Bound sem inibidor - Bound com
inibidor) nM.
d- Free (Total - Bound) nM.

e- Bound/Free.
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Flewra 8 -  METODO PARA DOSAR

*Ez
MISTURA 25 pl
CITOSOL 75 pl

/18 horas

Sul+ Lc] 5ml Total

'DCC 100 pl

RECEPTOR

*
R5020
MISTURA 25 pl

CITOSOL 75 pl

/3 horas

Spl +Lc| Sml Total

DCC 100 pl

10.000 Rpm
{0 minutos

BOUND cpm

BOUND/FREE -

o /1o.ooo_ Rpm
'/5 minutos
;75 pi + Lc 5ml + 400 pl - de dqua (especifica)
TOTAL.cpm ©  TOTAL nM
/A - BOUND M FREE
BOUND . /\x Fator+ Bound (Total nM -BnM) -
(CI/sSI) 1000
' -(:?o=B°n,M X 1.000 = fM/mg- de proteina citosol
proteina P ; - gt :
®E-5 i s s ' ‘

C o %*p 7
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Material para a determinagao de elastose

pelo método Voeherff Van Gieson.

a ls.

saturada.

" Fixadonr

a- 100 ml de formalina 37-40%

b- 900 ml de agua destilada

Clanificadon

a- Xilol

Desidratacao

a- Alcool absoluto 100%

Hematoxifina de Harnnis

a- 5g de hematoxilina

b~ 50 ml de alcool absoluto 100%
c- 100g de alimen de potassio
d- 1000 ml de aAgua destilada

e- 2,59 de O0xido de mercirio (vermelho)

Solucao de hematoxilina

a- 5g de hematoxilina

b- 100 ml de 3lcool absoluto 100%

Sofucao de Lugol

a=~ 2g de iodo
b- 4g de iodeto de potassio

c- 100 ml de agua destilada

Solucdo de cloreto ferrnico 10%

a- 10g de cloreto férrico

b- 100 ml de agua destilada

Solucdo de Van Giedon

a- 5 ml de fucsina 3cida, solugao aquosa

b- 95 ml de adcido picrico, solugao aquosa



=

duc

10 - Fotomicrografia de carcinoma mamario

Figura

invasor.

tal

Caso n? 5

Corte 5y

Hematoxilina e Eosina

Coloragao

Aumgnto 250 x
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Figura 11 - Fotomicrografia de carcinoma mamario duc

tal invasor.
Caso n¢ 10

Corte 5y

Coloragao Hematoxilina e Eosina

Aumento 250 x

Grau de elastose periductal

2
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duc

Inoma mamarilio

12 - Fotomicrografia de carc

Figura

invasor.

tal

Caso n° 31

Corte 5y

Hematoxilina e Eosina

Coloragao

Aumento 250 x

2

Grau de elastose periductal
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Figura

)

Fotomicrografia de carcinoma mamario duc
tal invasor.

Caso n? 18

Corte 5p

Coloracao Verhoeff Van Gieson

Aumgnto 250 x

Grau de elastose periductal - 2



