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1-INTRODUÇÃO

rela
ção entre o crescimento tumoral e a influência hormonal.

comentou nas suas observações clíniAstley Cooper (1829)
re

gressão ou melhora na sua sintomatologiar de acordo com a
fase do ciclo menstrual.

Também Schinzinger (1889), 60 anos mais
tarde mostrou que as pacientes jovens portadoras de carci
noma mamario, vinham a falecer mais cedo do que as pacien
tes idosas, e com esta premissa, ele apresentou empirica
mente sugestões para que se realizasse a primeira terapia

supres
são dos principais hormônios gonadais, o estrõgeno

o propósito de levar ã modificação do
ambiente hormonal onde o tumor tenha se desenvolvido, oca
sionando como resposta clínica a regressão ou parada do
crescimento tumoral em algumas pacientes.

Entretanto, os primeiros trabalhos sobre
o carcinoma mamãrio e sua resposta ã ooforectomia, foram
realizados no Glasgow Câncer Hospital por Thomas Beatson
(1896), o qual relatou desaparecimento de metãstases após
ablação gonadal em algumas pacientes com câncer inoperâ
vel.

Os trabalhos iniciais de Thomson (1902)
Clarke (1905), começaram a questionar o uso empírico dae

ooforectomia, pois estes autores encontraram dificuldades
em predizer quais as pacientes que poderiam obter melhor
resposta clínica com a terapia endócrina ablativa.

e a
endócrina ablativa. Esta terapêutica se baseia na

Desde o século XIX, estudos da neoplasia 
maligna mamaria têm demonstrado a existência de uma

cas, que certos tumores mamários apresentavam alguma

progesterona, com
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Este tratamento continuou sendo aplicado
que

pacientes
que responderiam ou não clinicamente ã terapia endocrina
ablativa ou aditiva.

A era moderna da terapia endocrina foi
iniciada com o isolamento dos hormônios estrogênicos (Mac

terapêuti
clíca, a terapia endocrina aditiva. Ela surgiu com o uso

nico de doses farmacológicas de estrógenos (Haddow &cols.,
1944); andrógenos (Nathanson, 1952) e recentemente dos

do
câncer avançado da mama.

Alguns tumores malignos mamários mostra
ram resposta clínica bem sucedida com a adrenalectomia

tera
pêutica hormonal para o carcinoma mamário começou com Luft

obtive
ram respostas clínicas em estádios avançados da doença,

semelhantes aos obtidos pela ooforectomia e adrenalectomia.
Apenas 30% dos tumores mamários respon

dem ã manipulação endocrina. índiem vista doEntretanto,
ce de resposta em pacientes não selecionadas ao tratamento

tornou-se
cada vez mais popular como terapêutica primária da doença

este tratamento não está livre de mor
bidade significativa e mortalidade ocasional (Trocoli &

Baruffi, 1979).
Algumas pacientes poderiam ter uma re

missão da doença prolongada através da terapia endocrina,

não havia uma melhor maneira de selecionar as

metastãtica. Porem,

empiricamente durante mais de quatro décadas, uma vez

Corquedale & cols., 1936), como mais uma opção

(Huggins & Bergenstal, 1952). A hipofisectomia, como

endocrino ser muito baixo, a poliquimioterapia

anti-estrogênicos (Cole & Jones, 1971), no tratamento

& Olivecrona (1953) e Pearson & cols., (1956), que
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que ê mais simples e menos toxica. ãsEstas pacientes,
vezes são excluídas desta terapia por falta de um método

melhores
candidatas para a manipulação hormonal.

Os clínicos têm procurado meios para se
lecionar dentre as pacientes com neoplasias, aquelas que
melhor respondem e as que não respondem à terapia endôcri
na.

de te rmin aç ãoAs primeiras tentativas de
da dependência hormonal do carcinoma mamãrio foram reali

(1958), que estudaram exaustivazadas por Bulbrook & cols.
mente a excreção dos metabolitos dos hormônios esteroides
adrenais e gonadais. Estes resultados apresentaram uma re

corre
lação não fosse suficiente para influenciar na decisão
terapêutica, serviu para chamar a atenção sobre depena
dência hormonal.

Durante as duas ultimas décadas houve
açao

verificando-se que os órgãos efedos hormônios esteroides,
tores (útero, vagina e mama), apresentam componentes que
se ligam ao estrogeno e que foram reconhecidos pelo acu

estradiol triciado (Jensen & Jacobson, 1962). Este
nente,
cidade limitada de se'ligar biologicamente ao
esteroide ativo com alta afinidade e especificidade de li
gação ao tecido alvo.

No sistema endocrinolôgico as
espe

capa 
hormônio

mensagens
são transmitidas por substâncias químicas altamente

uma grande evolução no conhecimento do mecanismo de

mulo e captação de hexestrol (Glascock& Hoekstra, 1959) ou

lação com a resposta clínica, e embora o grau de

acurado para se determinar, na p/tZotá.", quais as

compo
o receptor (R), ê uma proteína citosolica com
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dife

localizados
núcleo

(Baxter & Funder, 1979).
técnicasDepois que foram idealizadas

autoradiogrãficas para estudar a interação estrõgeno-recep
tor "Zn uZZa.o", verificou-se que o estradiol encontrava-se

espécimes
de tecidos e demonstar especificidade de ligação do hormô
nio naqueles hormônio-sensíveis

termolãbil e acida,com coeficientes de
alta força iônica e 8S em baixa força

iônica, com peso molecular de 70.000 e 200.000 daltons res
pectivamente (Jensen & cols., 1971). A ligação hormônio-

ae segue
regra da polaridade (Muller & cols., 1972). A constante

M. A alta afinidade de
ê definida pelo anel da molécula de estradiol,e o pH esta
entre 7 e 9 para formação do complexo receptor-hormônio
(Notides, 1978).

uma
proteína que esta dependente da ação estrogênica. Ele ê

A,
110.000

composto de duas subunidades conhecidas como proteína 
reguladora transcricional e com peso molecular de

renciadas com capacidade de receber e responder tais infor 
mações através dos receptores que podem estar

receg
tora de origem citoplasmãtica (Gorski & cols., 1968;Jensen

sedimentação 4S em

localizado no núcleo, em combinação com a proteína

receptor ê do tipo hidrofobica, específica,

na célula ao nível da membrana, citoplasma ou

& cols., 1968). Assim, foi possível examinar em

de dissociação em equilíbrio para reação estrogeno-receptor 
-9esta entre 0,4-2,0x10 M. A alta afinidade de ligaçao

cializadas, o A , que irão atuar em células

O receptor de estrôgeno (ER) ê uma macro 
molécula proteica,

O receptor de progesterona (PR) nos tec£ 
dos alvos normais, incluindo a glândula mamaria, ê
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daltons e a proteína B, especificadora com peso molecular
de 117.000 daltons (Schrader & Malley, 1972).

pas;
ocorrer

Os hormônios esteroides se ligam a muitas

estão
corrente

pelo
esteroide (Murphy, 1968; Soloff & cols.9 1971). Sua • liga
ção com hormônio circulante diminui a disponibilidade de
se ligar intracelularmente com a proteína receptora cito
plasmãtica (Rc).

sob
de
e

recep
tor tipo II com baixa afinidade, mas com grande capacidade
de ligação (Rc II) (Gorski & cols., 1968; Rochefort &

1969; Clark & Markaverich, 1981).Baulieu,
O hormônio esteroide livre apôs a entra

citoplasma

associa-se também com vários sítios de
não específicos (RNe) dentro do compartimento

O complexo (Rc I e II-E) desloca-se para otico.

A interação do hormônio esteroide 
trógeno e progesterona)

(es
com os receptores intracelulares no

citoplasma
núcleo,

macromolêculas (albumina, globulina ligadora de testostero 
na e estrageno), encontradas no sangue (TS). Elas

sagem desse hormônio para a célula sensível pode 
por difusão simples ou facilitada (Peck & cols., 1973).

(Rc-E), e

A retenção do hormônio intracelular 
condição de equilíbrio envolve dois tipos de sítios 
ligação: o receptor tipo I, sítio com número limitado

da na célula alvo, se’liga ã proteína receptora 
tica (Rc I e II) para formar um complexo receptor-esterôide 

ligação

citosol forma o complexo receptor-esterôide (RE) e depende 
da quantidade do hormônio circulante livre (Fig.l). A

que tem alta afinidade e especificidade (Rc I) e o

geralmente presentes em grandes concentrações na 
sanguínea e cada uma tem grande afinidade própria
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liga
forma

ção de uma nova molécula de RNA mensageiro, que depois e
transferido para o citoplasma, onde a síntese da proteína
específica resulta na resposta fenotípica induzida pelo
hormônio.

Figura 1 - Esquema da ligação do receptor esteroídico
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desenvolvimento da unidade lóbulo mamária ê estimulado
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(Cowie &
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TS- TRANSPORTADORES SANGUÍNEOS E" ESTEROÍDICORrRM- . . C*'N
TOR CITOPLÁSMICO E NUCLEAR RrN-NÃO ESPECÍFICO

O crescimento e a diferenciação da unidji 
de ductal mamaria dependem da presença dos hormôniossestro 
geno, corticoide e somatotrofinas (Lyons & cols., 1958). O

Tindal, 1971), estimulação essa que se processa pelo
geno, somatotrofinas e hormônios tireoidianos

a um aceptor específico na cromatina, resultando na

Rc

formando o complexo (RnE) nas células alvo.
No núcleo este complexo (RnE) se

E

TS lRnE
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nismo de interação hormônio-receptor.

ou
da

progressão tumoral segundo Foulds (1969) : ceZuZa no/tma£ hot.

ce.£u£a. nzo ptctAZca. hofanÔylco-a (hor
mônio-dependente, receptor positivo) e ceZuZa

O tumor hormônio-dependente tem um com
plexo de modulação endocrina (EMC) que regula o crescimento

ou
inespecíficos (Robustelli & cols., 1982).

critério
seletivo para estabelecer a dependência hormonal -do teci

dos

sucessivas: Hamburgo (Mass & cols.r 1972); Amsterdam
(Savlov & cols.,

1974). Num Workshop organizado pelo Dr. William McGuire
(1975)r sob os auspícios do "Breast Câncer Task Force of

labora

a

prostaglan
dinas), e entre os receptores hormonais específicos

A confirmação da utilização clínica 
I 

receptores estrogênicos veio através de varias publicações

nzopZíóZca.

aatonoma (hormônio-independente, receptor negativo).

do neoplãsico.' A escolha da terapia endocrina era completa 
mente empírica, orientada somente por alguns aspectos clí

não ao hormônio específico, obedecendo assim a teoria

Até recentemente, não havia um

tõrios com as mais diversas técnicas determinaram os receg 
tores estrogênicos, e todos foram unânimes em aceitar

corticosteróides, hormônio de crescimento e
geno e prolactina), e secundãrios (insulina, gonadotrofinas

nicos, epidemiologicos e histopatologicos.

the National Institute Bethesda-Maryland", vários

Quando se desenvolve a neoplasia maligna 
de um tecido hormônio-sensível, a célula respondera

(Engelsman & cols., 1973) e Rochester

da célula neoplâsica através da interação entre os diferen 
tes hormônios principais (estrogeno, progesterona, andro
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trata
mento e prognostico das pacientes portadoras de neoplasia
maligna da glândula mamaria.

A resposta clínica correlacionada com a
presença do receptor estrogênico fração citosolica dona

mostrou que das pacientes em cujos espécimestumor, foram
determinadas altas concentrações de receptores estro gêni^

a maioria (55%) apresentou maior sobrevida maiorcos, e
índice de intervalo clínico livre da doença (McGuire, 1980)
e nos tumores com quantidade baixa ou receptores ausentes,
apenas 8% responderam â terapia endocrina (Fisher & cols.,
1981).

A presença dos receptores para estrogeno
e progesterona na célula do carcinoma mamário, é indicadora
da dinâmica e ação funcional do estrogeno, e atividadesua
biologica ê equivalente ã célula responsiva normal.

O tumor hormônio-sensível, receptor para
estrogeno e progesterona positivo, indica que ele é capaz
de sintetizar pelo menos um produto final da ação

do
receptor para progesterona na neoplasia maligna mamária
ê regulada pelo estrogeno, e que ele estimula as rotas me

síntesetabolicas que regulam o crescimento do tumor e a
da proteína receptora de progesterona (Horwitz & McGuire,
1977; Koenders & cols., 1977).

Uma-das maneiras de aumentar a acuracida
de na previsão da resposta clínica à terapia endocrina,nas

pois observou-se que o maior índice de resposta clínica

a determinação dos receptores para progesterona positivos,
pacientes com tumores receptores estrogênicos positivos, ê

estrogê
nica (McGuire, 1975). Esta hipótese diz que a presença

sua validade na clínica oncologica para auxiliar no
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estã no grupo de pacientes que contêm(77%) receptores
estrogênicos e progesterona positivos (McGuire & cols.,
1982).

A seleção das pacientes portadoras de
carcinoma mamãrio ã terapia endócrina, não ê suficiente uti
lizando-se somente a positividade dos receptores para es
trógeno e progesterona. Os critérios clínicos,

concomitantemente para uma melhor triagem destas pacientes.
No carcinoma ductal infiltrante, o estro

ê constituído de fibroblastos, colãgeno, cêma periductal
lulas inflamatórias e fibras elásticas. Estas quando em
grande quantidade,são conhecidas como hiperplasia da cama
da elástica dos duetos mamários ou ztaôtoÁQ,.

A elastose ê formada por depositos de
substância amorfa hialina, eosinofílica e homogénea quando
vista pela coloração de hematoxilina e eosina (HE), porém
quando diferenciada pela coloração de Verhoeff Van Gieson,
apresenta-se em negro (Lundmark, 1972).

Ela ê conhecida desde 1860 por Billroth
(Davis, 1973), e pode ser originada das fibrilas de elas
tina na parede dos duetos mamários (Jackson & Orr, 1957) .
Uma outra hipótese, seria a proliferação de fibroblastos

reaçãocom alta atividade de fosfatase que produziria uma
estromal no tumor,e como resposta de defesa apareceria a
formação de elastose '(Jensen & Schiodt, 1971) .

cada através das estrias e manchas amareladas no tecido
neoplásico (Azzopardi & Laurine, 1974).

A hiperplasia da camada elástica ocorre

epidemiolo
gicos e histopatologicos, entre eles a elastose, são usados

Macroscopicamente, ê a elastose identifi
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em 90% das neoplasias malignas mamarias do tipo ductal cir
tipos

vem
sendo estudada para selecionar as pacientes de melhor res
posta ã terapia endocrina (Masters & cols., 1979; Glaubitz

como determinação de prognóstico (Shivas
cols.,

1980).

Baseado nos conhecimentos atuais, o obje_
recep_

tores hormonais esteroídicos
(PR) e o grau de eZa^Zo^e em neoplasias primaria malignas
da mama ,
parativa entre estes fatores e os parâmetros clinicos e
histopatológicos: e.Ata.d.0 mznót/Laat (me.na.c.mc, e. menopaccóa) ,

gfiau.

de aZZpZa nueZea/t e g4.au. de

tivo deste trabalho ê avaliar a correlação entre os 
e-óí/Logeno (ER) e p/toge^Xe/iona

do tipo ductal invasor, e realizar uma analise com

medular e mucóide (Azzopardi & Laurine, 1974)• Ela
roso e lobular invasivos, sendo menos freqttente nos

& cols., 1982), e
& Douglas, 1972; Wallgrem & cols.r 1976;. Mills &

dZ^eA.eneZaçao hsCAtoZÕgZca, ce£a£a>tZdade epZZe£Za£,
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2-MATERÍÃL E MÉTODOS

2.1. MATERIAL

Espécimes de tecidos neoplãsicos foram
obtidos de 41 pacientes portadoras de carcinoma mamário,
submetidas a cirurgia pelo Setor de Patologia Mamária do
Departamento de Ginecologia, Obstetrícia e Pediatria da
Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto da Universidade de
São Paulo, no período de outubro de 1981 a março de 1983.

As neoplasias foram analisadas histopato
logicamente no Departamento de Patologia do Hospital das
Clínicas da Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto da
Universidade de São Paulo.

Fragmentos de tumores foram armazenados
dos

tal do Departamento de Clínica Médica da Faculdade de Medi^
cina da Universidade de São Paulo.

As características clínicas e hormonais
das pacientes portadoras de carcinoma mamário ductal inva
sor segundo a idade, estado menstrual (menacme e menopau
sa), níveis plasmáticos de estradiol e progesterona, estão
representadas na tabela 1.

A idade das pacientes apresentou inter
88 anos de idade e o percentual das pa

cientes com menos de 35 anos de idade foi de 7,32
incidência da patologia predominou na quarta, quinta e
sexta décadas.

Os níveis plasmáticos registrados das 15

em nitrogénio líquido (N?) até o início da dosagem 
receptores realizada no Laboratorio de Oncologia Experimen

e a
valos entre 33 e
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níveisTabela 1 estado menstrual e
po r ta

in va so r.

Pacientes Idade

PacZenXeó* rfaae. Za-teaZ.na

Estado 
Menstrual

Níveis plasmãticos 
Ej pg/ml P ng/ml

1 ,00 
0,16 
0,14 
0,24 
1 ,04 
0,19 
0,17 
0,14 
0,20 
0,22 
0,27 
0,30 
0,40 
0,24 
3,25 

22,00 
0,30 
0,10 
0,10 
4,00 
0,10 
1,48 
0,10 
0,22 

76,00 
0,12 
0,10 
0,80 
0,45 
0,10 
0,22 
0,17 0,41 
2,40 
1,30 
0,10 
0,22 
0,10 
5,10 
0,35 
0,40

33
47
66
47
41
59
55
55
51
58
54
52
50
64
49
39
41
68
70
44
71
65
73
65
46
61
78
48
53
74
62
35
51
41
33
76
58
75
44
56
48

menacme 
mena eme 
menopausa 
menacme 
menacme 
menopausa 
menopausa 
menopausa 
menopausa 
menopausa 
menopausa 
menopausa 
menopausa 
menopausa 
menacme 
menacme 
menacme 
menopausa 
menopausa 
menacme 
menopausa 
menopausa 
menopausa 
menopausa 
menacme 
menopausa 
menopausa 
menacme 
menopausa 
menopausa 
menopausa 
menacme 
menopausa 
menacme 
menacme 
menopausa 
menopausa 
menopausa 
menacme 
menopausa. 
menacme

01
02 
03 
04 
05 
06 
07 
08 
09
1 0
1 1
12
13
I 4 

*75 
*16

1 7
18
19 

*20
21
22
23
24 

*25
26
27
28
29
30
31
32
33 

*34
35
36
37
38 

*39
40
41

63 ,00 
42 ,00 
30 ,00 
76 ,00 
89 ,00 

<30,00 
<30 ,00 
<30,00 
<30 ,00 
<30 ,00 
<30 ,00 
<30 ,00 
<30 ,00 
<30 ,00
76 ,00 

110 ,00
89 ,00 

<30 >0° 
<30 ,00 

96 ,0° 
<30 ,00 
<30,0° 
<30,0° 
<30,00 
140,00 
<30 ,00 
<30,00
50,00 

<30,00 
<30,00 
<30,00 
45,00 

<30,00 
160,00
50,00 

<30,00 
<30,00 
<30,00 
220,00 
<30,00 
46,00

A idade, estado menstrual e níveis plasmãticos 
de estradio 1 (E2) e progesterona (P) das pacientes 
doras de carcinoma mamário ductal
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pacientes no menacme, demonstraram que seis delas foram
submetidas a cirurgia no período luteal,e prinove na
meira fase do ciclo menstrual. As 26 pacientes catalogadas
como menopausadas se encontravam em amenorrêia secundaria
por mais de dois anos.

2.2. MÉTODOS

2.2. 1 . DETERMINAÇÃO DOS RECEPTORES HORMONAIS

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

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

As ratas Wistar de 3 meses foram ooforec
sétimo

dias pos-operatorio receberam por via intraperitonial- 10 yg
de 17-0-estradiol- diluídas em etanol a 30% e solução fisio
lógica. No oitavo dia pos-operatorio foram sacrificadas por

cor
qualidade

positivo da dosagem do receptor para progesterona (Milgrom
& cols., 1973).

2.2.1.1. PREPARAÇÃO DO CITOSOL

cornos
foram retirados das caçapas que estavam no nitrouterinos,

e os

Os espécimes cirúrgicos das pacientes por 
tadoras de neoplasia maligna primaria da mama e os

concussão cerebral e realizou-se a histerectomia, 
nos uterinos foram utilizados para o controle de

tomizadas por incisão lombar, e no quinto, sexto e
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gênio líquido e colocados para o degelo em placas de Petri,
sobre uma caixa de isopor contendo gelo picado temcom uma
peratura media de 4<?C, onde procedeu-se todo o ensaio. Na
figura 2 esta representado um gráfico simplificado da meto
dologia descrita abaixo.

As amostras foram pesadas e logo depois
picadas com o auxílio do bisturi e colocadas em tubos

de 1:4 (peso/volume).

2.2.1.2O HOMOGENEIZAÇÃO

O tecido foi homogeneizado num Polytron
PT10 ST (Brinkman Inst. USA.), utilizando-se 3 pulsos de 15
segundos na velocidade n9 4 com um intervalo de 45 segundos
entre cada pulso.

2.2.1 .3* CENTRIFUGAÇÃO

O homogeneizado foi transferido para uma

(45.000 rpm) durante 45 minutos a
temperatura de 4<?C. Apos a centrifugação obteve-se ouma

sobrenadante (citosol). Esta fração foi aspirada cuidadosa
mente com uma pipeta Pasteur e separada do precipitado. No

estrocitosol foram dosados proteína e os receptores para
geno e progesterona.

A determinação das proteínas no citosol

piás: 
ticos. Também se teve o cuidado de separar o máximo de tecjL 
do adiposo e coágulos do espécime. Estes fragmentos de teci 
do foram suspensos em tampão de homogeneização na proporção

a 105.000 g, rotor 50 ti
ultra-centrífuga refrigerada Beckman L3-50, e centrifugado

foi feita segundo o método de Lowry & cols., 1951.

2.2.1.A. DOSAGEM DE PROTEÍNA
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HOMOGENEIZADO DO TECIDO À 4°C 

• tXTRA-CENTRIFUGAÇA04O000rpmÀ 4®C

. ' -
ÍNDICE DE LIGAÇAO

Figura 2
COMPONENTES BÁSICOS DO ENSAIO RECEPTOR-ESTEROÍdICO

DETERMINADO DA PROTEÍNA
NO CITOSOL (LOWRY)

i

ADIÇAO :DE AGENTES 
BLOOUEADORES

ABSORÇÃO DE CARVÃO
REVESTIDO COM DEX- 
TRANA

SEPARA O RECEPTOR DOS LIPÍDIOS

E RESTOS CELULARES

FRAGMENTA A MEMBRANA
RECEPTOR LIVRE DO CITOSOL

ílNTERAGE COM OS SÍTIOS
7 ]DE LIGAÇAO DO RECEPTOR

BIÓPSIA

MASTECTOMIA

ARMAZENAMENTO EM NITROGÉNIO 
• LÍQUIDO OU GELO SEGO

I

INCUBAÇAO COM 
3HE2

Jestradiol * 
(R 5020*

3HR5020
3HR5O2O

tecido é lãbil
|GUARDAR CONGELADO

EXCISÃO DO TECIDO TUMORAL 

>500 mg

SEPARA O COMPLEXO 
Rc^HE2 DO EXCESSO 
DE 3HE2 NAO LIGADO

Kd
Bmax

i
ANÁLISE SCATCHARD DO 
CONTEÚDO RECEPTOR E
CARACTERÍSTICAS DA
LIGAÇÃO
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Alíquotas de 25 a 50 pl do citosol foram
pipetadas em tubos de ensaio contendo agua completando um
volume de 500 pl. Tubos com 500 pl de agua foram usados oomo

"pad/tão" foram usadas alíquotas de”b suinco ", albumi
na bovina na concentração de 800 pg/ml,e adicionados 3 ml de
uma solução de sulfato de cobre e bicarbonato de sódio na
relação 1:49 (volume/volume) respectivamente a cada dosum
tubos utilizados no ensaio.

Após agitação, os tubos foram deixados em
da

e os tubos foram agitados e aquecidos por
15 minutos a 609C, em banho-maria. Ao final deste tempo os
tubos foram esfriados ã temperatura ambiente.

A leitura foi feita em um espectofotômetro
densidades

ôpticas encontradas foram transformadas através de uma cur
va padrão de albumina previamente preparada.

DETERMINAÇÃO DOS RECEPTORES ESTRÕGENO E PROGESTE2.2.1 .5.
RONA CITOSÕLICOS PELO MÉTODO DE ADSORÇÃO EM CARVÃO-DEXTRANA.

às

o
hormônio antagonista frio.

Em uma série de tubos Eppendorf,alíquotas
de 75 pl do citosol contendo 5 mg/ml de proteína dosada

finais
de 0,5-1,0-2,5e5,0 x 10 e o

repouso por 15 minutos. Em seguida adicionou-se 0,3 ml
solução Folin,

e como

Coleman, em comprimento de onda de 700 nm. As

previamente, foram incubadas em triplicata, com quantidades 
crescentes de estradiol radioativo em concentrações

— 9 3M, e o H-estradiol foi adicionado

nossas condições por Brentani & cols., (1981). Ele tem como 
base a inibição competitiva entre o hormônio triciado e

O ensaio para receptor estrogênico (ER) pe 
i 
i

lo método de McGuire & cols., (1975), foi adaptado
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determinação

outra
igual, porem contendo dietilestilbestrol 10 numa con
centração final 100 vezes maior do que o estradiol marca

foi corrida com o proposito de se determinar asdo,

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

CONTAGEM DE RADIOATIVIDADE

A radioatividade total foi determinada
a partir de alíquotas de 5 yl retiradas de cada um dos tu

quido LS-100 Beckman durante 1 minuto. Os restantes. das

reves
procedeu-se

tubo
100 yl de mistura de carvão revestido com dextrana sob
agitação contínua. Apos 15 minutos as amostras foram cen

centrí
fuga refrigerada Sorvai Rc-2B. Depois alíquotas de 75 yl do

2.2.1.7 . CÁLCULOS

Apos conhecer os valores contados pelo
cintilador em cpm e transformados em unidades de concentra

sobrenadante foram retiradas e adicionadas a 5 ml de líqui 
do de cintilação e levadas para contar a radioatividade.

2.2.1.6e

alíquotas foram transferidas numa estante para a geladeira 
atê a determinação da separação do hormônio livre e ligado.

em 25 yl de tampao de homogeneização para a 
da ligação total do receptor.

apos a incubação por 18 horas. Adicionou-se a cada

liga 
çoes inespecíficas. Todas as duas baterias foram incubadas

trifugadas durante 15 minutos a 10.000 rpm, em uma

bos, antes da adição do carvão-dextrana, num cintilador lí

tido com dextrana (Koreman & cols., 1969), e

A separação do estradiol ligado ao recejD 
tor e o livre, foi realizada pelo método do carvão

Paralelamente a esta bateria, uma
-4m,
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ção (nM ou 10 saturação,construiu-se uma curva de
lançando na abcissa os valores da concentração do hormônio

e a trans
formação desta curva ê feita pelo método de Scatchard
(1949) .

O gráfico de Scatchard dá uma reta de
coeficiente angular negativo, pois na abcissa tem-se os va
lores da fração ligada que ê a específica,e na ordenada os
valores das frações específicas dividida pela fração livre
(total menos específica).

O valor máximo da fração específica (Bo)
abeis

quantidade de proteína determinada e se expressa o resul
tado em fentomoles por miligrama (fM/mg) de proteína no
citosol (European Organization Research Treatment Câncer,

A constante de dissociação (Kd) ê deter

De acordo com a resposta clínica, o
ensaio foi considerado positivo quando o número máximo de
sítios ligados foi maior do que 10,0 fM/mg de proteína

1979; Brentani & cols., 1981).
(caso

n9 24),
4.

O ensaio para receptor de progesterona

Exemplos de determinação de tumor com ER positivo
útero de ratas estão contidos nas figuras 3 e

minada dividindo o valor máximo da ligação específica pelo 
encontrado na intersecção da reta com a ordenada.

I

é determinado no ponto de intersecção da reta com a

e em

-9m) ,

sa. Conhecendo a ligação máxima específica, divide-se pela

•tosõlica (Allegra & cols.,

em nM e na ordenada os valores da ligação específica (liga 
ção total menos ligação inespecífica)< A ligação desses pon 
tos dá uma curva de forma parabólica retangular,

1980); Jordan & cols., (1983).
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Figura 0 - Determinação de ER positivo em útero de rata.
B (nM)

CURVA DE CONCENTRAÇÃO

2,0 -

1/0 - r

O

REPRESENTAÇÃO DE SCATCHARD
B/F

4,0

3/0

-2,0

1,0

0
B ( n M )3/0

ESPECÍFICO

I
«/O

__L_
2,0

I I I I I
1,0 2,0 3,0 4,0 5,0

I 
I

B<> = 3,20 nM 
d

Bo= 3,20 nM = 658,0 f.M/mg DE PROT. 
Kd = 0,66 X IO"9M

( 3H ) ESTRADIOL
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foi
também adaptado ãs nossas condições por Brentani & cols.r

(1981) .
A promegestona (R5020), progestãgeno sin

têtico com alta afinidade pelo receptor de progesterona
foi utilizada como inibidor

caracterís

(Rousseau & cols., 1972).
de

cortisol 10 concen

a 10 de
glicocorticoide.

Alíquota de 75 yl de citosol, contendo
uma

centrações crescentes de H-R5020 (1,25-2,5-5,0 e 10,0 x 10
Paralelamente a este ensaio • incubou-se

contendo hormônio frio (R5020)
M para a determinação da ligação inespecífica, sendo a

concentração final do hormônio frio no volume de incubação
100 vezes superior ao hormônio marcado.

Em seguida os tubos das duas séries com
hormônios triciado e frio, foram agitados e transferidos da
caixa de gelo picado para a geladeira, permanecendo em incu

acrescentou-
contendo

60% de glicerol, a fim de aumentar a estabilidade do com

bação por duas horas a 4<?C. Apos este período 
cada tubo,50 yl de tampão de homogeneização

tica de R5020 ê que ela apresenta uma afinidade relativa pe 
lo receptor de glicocorticôide

con
-9i M)..

se a

tração final do hormônio no volume de incubação fosse igual 
^M, para saturar os sítios de ligação do receptor

uma outra bateria igual, 
10“3

série de tubos Eppendorf e incubada em triplicata com
3

Por isso adicionou-se ao volume do citosol uma alíquota 
-2M diluída em álcool, de maneira que a

plexo receptor-hormônio, e foi incubado por mais duas horas.

aproximadamente 7 mg/ml de proteína, foi colocada em

(PR) foi feito pelo método Johnson & Nakamura (1978) e

(Philibert & Raynaud, 1974),
- 3competitivo da reaçao com H-R5020 marcada. Uma
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colocada
em 5 ml de líquido de cintilação para determinação da ra

Em seguida, para a separação dodioatividade total. hormô
adicionou-se 100 yl da suspensão de carvãonio livre, com

dextrana. e incubou-se por 15 minutos a 49C. Os tubos foram
centrifugados por 10 minutos a 10.000 rpm e depois 5 yl do
sobrenadante foram contados em 5 ml de líquido de cintila
ção.

máximo da saturação (0o) foram obtidos pelo gráfico de
Scatchard.

O ensaio foi considerado positivo quando
o número mãximo de sítios ligados específicos foi maior do
que 20r0 fM/mg de proteína citosol (Allegra & cols.; 1979).
Exemplos de determinação de tumor com PR positivo (caso n9

2.2.2. TÉCNICAS HISTOLÕGICAS

2.2.2.1 . COLETA D0 MATERIAL

O material foi obtido através de biopsia
cirúrgica per-operatoria e de mastectomias e fixado forem
mol a 10%.

2.2.2.2. MÉTODO DE COLORAÇÃO HEMATOXILINA E EOSINA (HE)

Parte do espécime utilizado para a deter
for

5 micras de espessura, corados em hematoxilina e eosina, fo
ram

minação dos receptores foi fixado em solução aquosa de 
mol a 10% e incluído em parafina. Os cortes histológicos de

Alíquota de 5 yl foi retirada e

12) e em útero de ratas, estão contidos nas figuras 5 e 6.

submetidos a microscopia optica para a classificação do 
tipo e gradação histológica,de acordo com Bloom e Richardson

A constante de dissociação (kd) e o sítio
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Figura 6 - Determinação de PR positivo em útero de rata,

,B ( nM )

l/O

0

B/F

I

B (nM)3,0

3,0 -
2,0 -

CURVA DE CONCENTRAÇÃO
_ ________ ESPECÍFICO

1/0
0

2,0 -

REPRESENTAÇÃO DE 'SCATCHARD
Bo= 3,10 nM = 449 fM/mg DE PROT. " 

1 Kd = 0,73 X IO-9 M

I 
2,0

j

Bo = 3,10 nM

f i 1 I t I I I I 1 I___________
2,0 4,0 6,0 8,0 10 (3H ) R50£0
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(1957) que consideram as características histomorfológicas.
Tumores

com padrão tubular ou adenocístico e núcleos bem diferencia
dos adenocístico

As características histológicas do grau
de celularidade epitelial, grau de atipia nuclear e grau de
infiltrado linfocitãrio, foram catalogadas subj etivamente

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

Os espécimes foram corados pelo método de
hematoxi

lina (alcoólica), 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.

nutos,
Lavar em agua corrente e diferenciar3. em

solução de cloreto férrico a 10%. Controlar a diferenciação

do
fibras elásticas devem ficar pretas;

os núcleos entretanto, devem permanecer corados levemente.
Se as fibras elásticas acidentalmente ficarem muito desco
radas, os cortes devem ser imediatamente retornados ã solu
ção corante;

- Tumores apre 
sentando perda do padrão tubular ou adenocístico.

Colocar na solução corante por 15 a 60 mi. 
até que os cortes tomem uma cor preta uniforme;

colágeno e músculo e as

em o grau leve +/+++; grau moderado ++/+++ e

ao microscópio com aplicações breves do diferenciador,alter 
nados com a água corrente. O corante vai sendo removido

Voeherff Van Gieson, que consiste numa solução de

Os casos estudados foram enquadrados em: Grau 1

2.2.2,3. MÉTODO DE COLORAÇÃO VOEHERFF VAN GIESON

mas sem núcleos bem diferenciados e Grau III
Grau II - Tumores com padrão tubular ou
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5
minutos para remover o iodo;

6. Lavar por 5 minutos em agua corrente;
7. Contrastar com solução de Van Gieson por

5 minutos;

Após a utilização deste método observa-se
que as fibras elásticas são coradas em preto e os núcleos
em marrom.

A leitura do material foi feita em micros
copia õptica de acordo com a quantidade de elastose periduc
tal apresentada no corte histológico (Lundmark, 1972) e
.classificada

abundantepouca ou moderada quantidade e Grau 2 quanti^
são exemplos representativos doAs figuras 7 e 8,dade.

grau de elastose 1 e 2 respectivamente.

DOSAGEM DE ESTRADIOL E PROGESTERONA PLASMaTICOS. ’2.2.3.

As medidas dos hormônios endógenos_: plas^
mãticos estradiol e progesterona foram realizadas no Labo

Se
Obste

trícia e Pediatria da Faculdade de Medicina de Ribeirão Pre
to da Universidade de São Paulo.

As dosagens foram realizadas por radioi

por

As medidas de radioatividade foram feitas
au
foi

em cintilador de cristal para emissões gama de contagem 
tomãtica (Phillipst modelo PW 4580). Em cada ensaio

ratório de Fisiologia e Farmacologia Tocoginecológica - 
tor de Endoc'rinologia do Departamento de Ginecologia,

Grau 1

vês de de estradiol e progesterona, fornecidos
Diagnostic Products Corporation, Califórnia, USA.

8. Desidratar, clarear e montar.

munoensaio utilizando-se a técnica do duplo anticorpo, atra

4. Lavar bem em água corrente;

em: Grau 0 - ausência de elastose,

5. Tratar os cortes com álcool a 95%, por
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feita uma curva padrão com concentrações conhecidas de Es
tradiol Total Humano (30-100-300-900-1800 e 3600 pg/ml) e

40,0 ng/
ml) , de
plasma respectivamente. Todos os tubos,

e
cada resultado expresso como a media aritmética das dupli
catas.

incluindo controles,
padrões e plasmas conhecidos, foram dosados em duplicata

e os resultados foram expressos em pg/ml e ng/ml
Progesterona Total Humana (0,1-0,5-2,0-10,0-20,0 e
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3-RESULTADQS
Os resultados do estudo nos tumores de 41

pacientes com carcinoma ductal invasor quanto ao grau de
elastose periductal e a determinação dos receptores hormo
nais para estrógeno (ER) e progesterona (PR) estão conti
dos na tabela 2, onde se observa que a elastose foi positi^

(gA.au..ó 1 e 2) em 32 tumores (7$, 05%) assim distribuiva
no grau 2.

A ausência de elastose (g/tau. 0) foi determinada em 9 turno
res.

A positividade de ER foi de 75,615 (31
estu

dados. Também observam-se . 17 casos no agrupamento ER e
PR positivos (41,46%]; 10 casos no agrupamento ER e PR ne

e 14
pOSÍt£

vo e ER negativo.
A proporção de positividade dos recep

seus res
se

se evidenciam maiores níveis de concentração nos tumores de
pacientes menopausadas. Nas 26 pacientes menopausadas

incidência de tumores ER positivos foi de 67,74%

concen
131,42

Os 15 tumores (36,595) das pacientes no
apresentaram ER positivos (32, 26 % )e PR positivosmenacme

pectivos níveis de concentração média e desvio padrãoI
gundo o estado menstrual esta apresentada na tabela 3,onde

trações de 6 8,01 t 34,57 fM/mg proteína para ER e 
- 4 8,23 fM/mg de proteína para PR.

gativos (24,395) e 14 casos no grupo ER positivo e PR nega 
tivo (34,155)* Não foram registrados tumores com PR

e para PR positivos 58,8 2%, apresentando níveis de

casos) e de PR foi de 41,46% (17 eaóoé] nos tumores

(63,415) a

tores para estrógeno (ER) e progesterona (PR) e

dos: 23 tumores (56,105) no grau 1, e 9 (21,955)
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Grau de elas tose ERPac i entes PR

I

ER - ne.ga.tZvo
PR - negativo

2 
l 
1 
1 
0 
0 
0
1 
1
2 
2 
0 
0 
0
1 
1
0 
2
1 
I
1 
1
0 
0
2 
1
1 
1
1 
1
2 
1
1 
2
1 
2
1 
1
1 
2
I

01 
02 
03 04 
05 06 
07 08 
09 
1 0 
1 1 
1 2 
13 14 
15 1 6 
1 7 18 
1 9 20 
21 
22 
23 24 
25 26 
27 28 
29 30 

. 3132 
33 
31» 
35 36 
37 38 
39 40 
41

i 
I

28,74 
<10,00
32,74
16,44 

<10,00
52,00
16,14
40,26 

<10,00
40,60
55,80
69,23
18,80
82,73

<10,00
10,85 

<10,00 
58,80
37,92

<10,00
36,00 

<10,00 
60,70
64,96
11,70
43,53 

<10,00
13,40
88,30 

<10,00 
79,88
36,47
96,30
25,17
20,71

153,14
138,26
37,12
22,38

120,90 
<10,00

61 ,33 
<20,00 

79,56 
46,75 

<20,00 
<20,00 
64,12 
87,14 

<20,00
91,23 

<20,00 
104,34 
<20,00 
<20,00 
<20,00 
<20,00 
<20,00 
<20,00 
<20,00 
<20,00 
<20,00 
<20,00 
104,70 
168,20 
<20,00 
<20,00 
<20,00 
<20,00 
192,65 
<20,00 
125,03
95,23 

<20,00 
73,17 
76,40 

193,72 
161,96 
<20,00 
<20,00 
204,14 
<20,00

< 10 farn/mg pA.ote.Zna. de. c.Zto&ot,
< 20 frm/mg pA.ote.Zna. de. c.Ztoí>ot.

Tabela 2-0 grau de elastose e as determinações dos rece£ 

tores para estrógeno (ER) e progesterona (PR) das pacieji 

tes portadoras de carcinoma ductal invasor.
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18,04 fM/mg de protejí

na para PR.

A distribuição de freqtlência do agrupa
mento dos receptores para estrógeno (ER) progesteronae
(PR)r segundo o estado menstrual estâ apresentada tabena

onde a distribuição da positividade dola 4, agrupamento
ER e PR positivos em 17 casos foi maior nas menopau sada s

tumores das pacientes menopausadas (77,43%) do que no me
nacme, enquanto que no agrupamento ER e PR negativos, em
10 casos, a negatividade foi maior nos tumores de pacien
tes no menacme (60,00%).

dz

ceiaiastidade. e.piiztia£, atipía

nucizast z in^Hisiado tin^oaiidscío] dos carcinomas ductais
invasores estão contidas na tabela 5.

A distribuição de freqttência da

naque

uma
correlação entre a incidência na positividade do grau de
elastose e a diferenciação histológica, embora nos tumores
bem diferenciados (gA.au I) não fosse determinada a elas

nos tumores pouco diferenciados (gA.au III),

les pouco diferenciados, grau III (9,6S%).
Na tabela 7 é demonstrado que não hã

As características histológicas (gA.au 
dl^eA.encZaç.ão híàioLoQÍca,

positi.
foi maior a incidência nos

(4 1,18%), com os níveis de concentrações de 10,46 - 8,0 8 fM/ 
mg de proteína para ER e de 10,51 -

tose (gA.au 0),e

e II (70,97%) do que

tra que hâ uma preferência para positividade dos recep 
Ltores esteroidicos ser em maior proporção nos tumores mais

diferenciados, grau I (19,351)

vos e PR negativos, em 14 casos,

positivi^ 
dade dos receptores para estrógeno (ER) e progesterona (PR) 
segundo o grau de diferenciação histológica (XabeZa 6 ), nos

(70,59%). Também verifica-se que no agrupamento ER
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de

er+pr“Estado menstrual ER PR
% % %

29,41 4 28,57 6 60,005

71 ,43 4 40,001 01 2 70,59

14 100,00 1 0 100,0017 100,00TOTAL

( ) nÇ de. C.CLÒOÁ.

Menopausa
(26)

Menacme
(15)

n? n?n?

Agrupamento de receptores 
ER+PR+

Tabela 4 - Distribuição de freqUência do agrupamento 
receptores para estrogeno (ER) e progesterona (PR) segundo 
o estado menstrual.
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Tabe1 a 5

ca rcinoma

sor.

Pac ientes

+ 
+

+ + modelado, 
+ + modelado,

Diferenciação 
histológica

II 
II 
III 
II 
I 
II 
II 
II 
I 
II 
II 
II 
II 
II 
III 
II 
III 
II 
III 
III 
III 
III 
II 
II 
II 
III 
III 
II 
II 
III 
I 
I 
II 
II 
II 
I 
I 
II 
II 
I 
III

+ + + acentuado.
III pouco dZ^e/tenciado.

+ 
+++
+

c e 1 u 1 a r j_
1 i n foc i tã r i o

i nva

+
++
+
+
+
+
+
+
+
+
+

++
++

01 
02 
03 04 
05 
06 
07 08 
09 
1 0 
1 1 
12 
13 
14 
15 
16 
17 
18 
19 
20 
21 
22 
23 24 
25 
26 
27 
28 
29 
30 
31 
32 
33 
3^ 
35 
36 
37 38 
39 
40 
41

* Zeue,
I bem ,

Celularidade 
ep i te 1i a 1

+
. + 
+
+
+
+
+ 
+
+
+ 
+
++

++
+ 
+++

atipia nuclear e
- 0 grau de diferenciação histológica, 

dade epitelial, atipia nuclear e infiltrado 
de pacientes portadoras de carcinoma mamãrio ductal

Atipia Infiltrado 
nuclear 1 infoci tãrio



-36-

Receptor
ER PR

% %

6 619,35 35,29

64,7122 70,97 1 1

9,68 0 0,003

100,0031 17 100,00TOTAL

III pouco dZ^cA.e.nc-í.ado.

Grau de diferenciação 
h i s to 1õg i ca

II
(22)

III
(13)

I
(6)

( ) n9 de caóoó.
I bem, II mo de.tia.do,

n°n?

Tabela 6 - Distribuição de freqllência da positividade dos 
receptores para estrõgeno (ER) e progesterona (PR) segundo 
o grau de diferenciação histológica.
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e1 a s tos e

0 2
% % %

13,0*»0 0,00 3 3 33,33

6 66,67 43,^8 6 66,661 0

^3,481 0 033,33 0,003

100,009 100,00 23 9 100,00TOTAL

Grau de diferenciação 
histológica

II
(22)

III
(13)

I
(6)

Tabela 7 - Distribuição de freqUencia do grau de 
segundo o grau de diferenciação histológica.

Grau de elas tose
1

n?n? n?

( ) n? de ea-óoó.
I bem, II mode/tado, III pouco dZ^e/tencZado.
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o grau II de elastose estivesse ausente.
A distribuição de freqtlência da

segundo o grau de celularidade epitelial,
uma correlação entre a positividade de ER e PR e o grau de
celularidade epitelial, pois a freqtlência foi maior nos
graus leve e moderado (ZafaeZa 8).

Na tabela 9 a presença de elastose (g/tau4
1 e 2) relacionada com a celularidade mostra que quando

de
o

número de tumores com elastose grau 0.
A distribuição de freqtlência da

segundo o grau de atipia nuclear na tabela 10, demonstra
que quando a atipia nuclear foi grau leve (ER 58,06% PRQ.

e moderado (ER 3S,71§ e PR 29,411), maior foi64,711), a
freqtlência de positividade de ER e PR do que quando a ati
pia nuclear foi grau acentuado (ER 3,23% e PR 5,88%).

A tabela 11 mostra que houve tendência
para que a positividade da elastose (g/tatU 1 e 2) ocorres
se em maior freqtlência nos graus de atipia nuclear leve e
moderado.

A distribuição de freqtlência da

segundo o grau de infiltrado linfocitãrio encontra-se na
tabela 12, onde se demonstra que houve maior distribuição
da positividade dos receptores hormonais esteroídicos ER
e PR nos tumores com menor grau de infiltrado linfocitã
rio.

positivj.
dade dos receptores para estrógeno (ER) e progesterona (PR)

positivi^
dade dos receptores para estrógeno (ER) e progesterona (PR)

positivjL
dade dos receptores para estrógeno (ER) e progesterona (PR)

sugere que houve

ela foi graus leve e moderado, maior foi a positividade 
elastose,e quando a celularidade foi acentuada/ maior ‘
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Recepto r
ER PR

% %n?

6 17,6519,35 3

54,84 58,8217 1 0

25,81 48 23,53

TOTAL 31 100,00 17 100,00

Grau de celularidade
ep i te 1i a 1

(12)

(20)

+
(9)

n?

( ) n? de
+ £eve, ++ modelado, +++ acentuado.

Tabela 8 - Distribuição de freqUência da positividade dos 
receptores para estrõgeno (ER) e progesterona (PR) segundo 
o grau de celularidade epitelial.
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e1 as tose

Grau de e1 a s tose
0 1 2

% %%

21,741 11,11. 5 3 33,33
(9)

55,561233,33 52,17 53

55,56 26,096 1 11,115

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

Tabela 9 
segundo

Grau de celularidade
ep i.te 1 i a 1

+++
(12)

(20)

- Distribuição de freqUência do grau de 
o grau de celularidade epitelial.

n? n?n?

( ) n? de <moá.
+ ++ modo-tiado, +++ acentuado.
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Recepto r
Grau de atipia nuclear ER PR

% %n?

18 58,07 64,711 1

38,71 29,411 2 5

5,88l 3,22 1

31 100,00 17 100,00TOTAL

+
(22)

+++
(5)

(14)

n?

Tabela 10 - Distribuição de freqllência da positividade dos 
receptores para estrõgeno (ER) e progesterona (PR) segundo 
o grau de atipia nuclear.

( ) n? de caóoó.
+ £eve, ++ mode.sia.do, + + + aceníuadq.
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Grau de elas tose
0 I 2

% % %

44,44 43,48 8 88,891 0

44,444 39,139 1 11,11

41 11,12 17,39 0 0,00

TOTAL 9 100,00 9 100,0023 100,00

+
(22)

+++
(5)

(14)

n? n?n?
Grau de atipia nuclear

- Distribuição de freqUência do grau de elastose 
segundo o grau de atipia nuclear.

( ) n? de. caóoi.
+ te.ve., ++ mo de.fi.ado, + + + acentuado.

Tabela 11
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Receptor
ER PR

% %

67,7421 1 2 70,59
(26)

29,419 29,03 5

1 3,22 0 0,00

TOTAL 100,00 17 100,0031

(H)

(4)

Grau de infiltrado
1i n foc i tá r i o n?n?

Tabela 12 - Distribuição de freqlíência da positividade dos 
receptores para estrõgeno (ER) e progesterona (PR) segundo 
o grau de infiltrado 1infocitário.

( ) n? de caòoó.
+ £e.vz, + + mode.fta.do, + + + ae.e.ntu.ado,
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Os tumores ER positivos apresentaram a
leve 67, 741 ,grau no grau mo

foi verificada com tumores PR positivos que apresentaram a
seguinte distribuição: nos graus leve 70,59%, no grau
moderado 29,47% regi£
trado.

A tabela 13, evidencia que nos casos de
elastose grau 0, não existe relação com grau de infiltrado
linfocitãrio. Nos tumores com elastose grau 1 foi obser
vada a seguinte distribuição quanto ao grau de infiltrado
linfocitãrio;Zevc 73,91%; modelado 21,74% e acentuado

4,35% e quando a elastose foi classificada em grau 2, Zeve

modelado 22, 22% e acentuado 0,00%77,78%; evidenciandoo r

assim que hã uma tendência para maior positividade da elas^
tose nos graus de infiltrado linfocitãrio leve e moderado.

A correlação entre a determinação dos re
ceptores hormonais para estrogeno (ER) e progesterona (PR)

quanto à positividade e à negãtividade com o grau de elas
tose estã contida na tabela 14, onde se observa que hã 9
casos de elastose grau 0 assim distribuídos: 7 tumores fo

ne

proporção
alcançou 78, 78%.

também
foram receptores estrogênicos positivo, concordando as
duas metodologias em 75% e discordando em 25%.

gativo, esta combinação ocorreu em 22,22% e quando os turno
res foram elastose negativa e ER positivo esta

derado 29,03% e no grau acentuado 3,23%. A mesma tendência
seguinte distribuição: no

ram ER positivos (22,5S%) e somente 2 casos foram ER

Por outro lado quando a elastose foi posj- 
tiva (g/tauó 1 e 2} em 32 casos, 24 destes tumores

e no grau acentuado nenhum caso foi

nega
tivos [20,00%). Assim, no grupo elastose negativa e ER
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G rau de e1 as tose
0 1 2

% % %n?

77,782 22,23 17 73,91 7

21 ,7444,444 2 22,225

A,351 0 0,003 33,33
(A)

100,0023 100,00 9100,00TOTAL 9

Grau de infiltrado

1 i n foc i tã r i o

(11)

+
(26)

Tabela 13 - Distribuição de freqllência do grau de elastose 

segundo o grau de infiltrado 1infocitãrio•

n?n?

( ) n? de c.cláoá.
+ tzve., ++ modelado, + + + acentuado.
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catalogados

como grau 2 de elastose foram também receptores estrogêni^

cos positivo 100%, concluindo que tumores sem elastose têm

uma menor probabilidade de ser receptores estrogênicos po

sitivo do que tumores com o grau acentuado de elastose.
Os resultados com receptores de progeste

concordânrona positivo e elastose positiva, evidenciaram
cia entre os dois métodos em 50% dos casos.

Todavia, todos os 9 tumores
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O-DÍSCUSSÃO

A positividade dos receptores

usada como fator de prognóstico em pacientes nos estádios
iniciais da doença, pois estas pacientes portadoras de tu
mores receptores ER e PR positivos,apresentam maior inter
valo clínico livre da doença e maior sobrevida do que as
pacientes cujos tumores são ER e PR negativos (Kn.-cgh.-t í

Este fator favorável das pacientes com tumores ER e PR po
possuem

certo controle hormonal da sua proliferação.
Também como

indicador para terapia nos estádios avançados, pois sele
ciona as melhores pacientes para tratamento endócrino e
aquelas que obedecerão a outras condutas terapêuticas adju

No material estudado de 41 pacientes por
tadoras de neoplasia maligna primária da mama, tipo ductal
invasor, a freqtiência de ER e PR positivos, 76,61%foi de
e 41,46% respectivamente. Estes resultados estão concordes

pois a positividade em pacientescom a literatura mundial,
não selecionadas em vários grupos, variou em proporções de
40% a 80% para ER, e de 22% a 50% para PR (A£ZegA.a í cotó .,
7 9 7 9;

1979 apresentaram a incidência de ER positivo em 88,9%.
As razões para a grande variabilidade en

contrada nas determinações de receptores positivos, estão

a positividade é utilizada

citoplas
mãticos para estrõgeno (ER) e progesterona (PR) , vem sendo

sitivos, sugere que as células neoplásicas ainda

B/teníanZ í coió., 1981). Quando determinado especifi_ 
camente em carcinoma ductal invasor, AnZonZadei i

vantes (HoZdawat/ í c.o£-t>., 1980).

C.0Í&., 1 977; HafineZ í coió. , 1 979 e P-cchon í c.o£a ., 1980).
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na dependência de parâmetros tais como: idader estado mens
trual,

No material estudado hâ uma tendência
para que a freqtiência de ER positivo e seu nível de con
centração, seja maior nas mulheres com mais de 50 anos de
idade do que nas jovens. A positividade de ER e PR corre

os
índices

de positividade em nível de concentração. No entanto, apa
rentemente a variação da positividade e o nível de concen

menstrualtração estão mais correlacionados com o estado

de(menopausadas) do que com a idade. Trabalhos recentes
freqtiência

1 980; McCa/iXí/ í coU., 1983).a menopausa (EZwood í eotò.,

mas

Outros autores ve
do

í coió.,

1981 ) .
Os tumores de pacientes menopausadas apre

sentaram maior nível de concentração da dosagem dos receg
re

sultados de 20,46 fM/mg de proteína no citosol de

pacientes menopausadas, foram semelhantes aos obtidos nos
diversos grupos em 1978 com os seguintes valores para as
pacientes no menacme e menopausa respectivamente: McGuZax

Não hã uma explicação satisfatória para este fenômeno, 
pode ser resultado de uma função ovariana diminuída e alte
rações no balanço estrôgeno-progesterona.

freqtiência de ER positivo é dependente

pacien
tes no menacme e de 68,01 fM/mg de proteína nos tumores de

monstraram uma associação significativa entre
de ER positivo com idade das pacientes principalmente após

fase do ciclo menstrual e características histopato 
lógicas de malignidade.

rificaram que a

lacionada com a idade mostra uma leve associação, pois

tores esteroídicos do que as pacientes no menacme. Os

tumores de mulheres idosas, apresentaram maiores

estado menstrual (MotlZZh í C-o£á., 1 978;
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30,30 e 108,10 fM/mg proteína de ER; Saez í cotò., 32,00 e
174,00 fM/mg proteína de ER e Jonat í Ma.Á.ó 33,10 69,60e
fM/mg de proteína de ER.

A diversificação dos níveis de concentra
ção e a positividade de ER e PR entre as pacientes no me

hormonais.
As pacientes no menacme têm alto nível de

hormônio estrogênico endógeno (plasmático) que seria res
ponsãvel por uma translocação dos receptores citosólicos

níveis de estradiol citosõlico também foram encontrados por
TkoA.4 en & coté . ,

de receptores de estradiol desocupados.
Também para explicar alguns níveis baixos

de receptores (ER e PR) , bem como alguns resultados falso
negativos,é possível que haja interferência na indução dos
receptores causada pelos altos níveis plasmáticos de pro

(1975) postulou quegesterona. O trabalho de Saez í c.o£&.,

sínconcentração plasmãtica da progesterona controla aa
con

centração de ER e PR são maiores do que na fase luteal 9

onde hã maior nível de progesterona plasmãtica circulante.
Na fase proliferativa do ciclo menstrual

res obtidos na fase luteal 1 GoA-li-ch., 1952).
tumoresDe fato,

das pacientes operadas na fase luteal apresentaram níveis
baixos de concentração ou ausência de ER e todos os resul

foram encontrados altos níveis de concentração de ER em ci 
tosóis de neoplasia maligna mamária em comparação aos valo

na amostra estudada os

tese de ER e PR, pois na fase prê-luteal os níveis de

nacme e menopausa, podem ser explicados através dos níveis

(1952), demonstrando uma menor quantidade

para o núcleo (SakaZ i Sazz, 1976). Nestas pacientes,altos
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tados de PR foram negativos.
O elevado nível de concentração de PR ob

estã
inibida,mas

são convertidos perifericamente em estrõgenorianos com
suficientes para induzir os

De acordo com FZ-óheA í cotó., (7975) neo
plasias malignas mamárias em pacientes menopausadas apre
sentam características clínicas e histopatolõgicas distin

pacien
tes no menacme comportamento
biológico e de pior prognóstico, por apresentarem alta
replicação celular e esta desdiferenciaçao acarreta uma

hormo
nal da célula tumoral e tornando-a autónoma em seu cresci
mento (Met/e/t. í coíá., 7977).

A diferenciação histológica do tumor pri
mãrio tem sido importante para ser usado como prognóstico,
pois pacientes com tumores bem diferenciados tendem a ter

neoplasiacom
presente
posit jl

vidade dos receptores de estrógeno (ER) e progesterona (PR),

difemostra que há uma tendência para que
renciados haja uma maior incidência de positividade de re

diferenciados. Estes resultados
co£4.,

(7978); Mc.Ca.fity í c.o£.&,,

ceptores do que nos pouco 
estão concordes com os publicados por Mat/naA.d í

(1980) e. Bfie.nta.nt í c.ot&., ( 7 983 ).

tido nas pacientes menopausadas cuja função ovariana
com níveistônicos de andrógenos adrenais e ova

concentrações mínimas, mas

nos tumores bem

são mais agressivos no seu
tas das pacientes jovens no menacme. Os tumores em

vezes ER negativo, evidenciando a perda do controle
diminuição ou perda do ER, tornando o tumor na maioria das

receptores de ER e PR (Saez & c.o£t>., 1978).

estudo a diferenciação quando correlacionada com a

sobrevida mais prolongada do que aquelas 
pouco diferenciada (F/ieedman í eo£-t>., 7979). No
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Inúmeros trabalhos revelam que hã um aumento na Incidência
de ER negativo nos tumores pouco diferenciados, quando com
parados com os bem diferenciados (Ro4en í coíá., 1 976;

Ní.cho£Aon í coZà., 1981) .

a diferenciação hisNa amostra estudada,
nãotológica e os níveis de concentração dos receptores

e trabalhos na literatura estãomostraram correlação, con

cordes (He.ubon í cot-b., 1 975; ThaMA&n

epitelialEstudos sobre a celularidade
mostram uma tendência para uma associaçao direta de positá.
vidade em tumores mamários e celularidade epitelial
(AníonZade.4 í Spe-ctosi, 1979). Resultados semelhantes foram

co-C-b.,

(1981) nao tenham encontrado correlação.
popu

mostrando assim que a celularidade epitelial não interfere
na positividade dos receptores.

importante

1956). Nos tumores estudados evide mama (BZacfe £ coió.,

tende a diminuir quandenciou-se que a positividade de ER
do a neoplasia apresenta acentuada atipia nuclear, e o

estámesmo acontece com PR positivo. 0 presente resultado
publicadode acordo com um único estudo recentemente

correlacionando o grau de atipia nuclear

As biópsias de tumores com grau de infil
apresentaram maior proporçãotrado linfocitãrio leve, de

lação de células tumorais, hã uma heterogeneidade de clones 
receptores positivos e negativos (Ca£abA.e.4Z í coti., 1979),

obtidos no presente trabalho, embora Ra4mu44em í

O grau de atipia nuclear ê um 
parâmetro na previsão da sobrevida das pacientes com câncer

No entanto, ê sabido que numa mesma

e os receptores esteroídicos (ER e PR).

& co£4., 1981 ) .

(Sy*.jlLne.n, 1982),
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acen

receptores esteroídicos. Esses dados são semelhantes aos de
( 7 9 75) e Cha.bon í coZò.,Ro.óe.n í c.o£a., ( 1 983) .

Todas as características histopatolõgicas
também foram direta ouestudadas com a presença de ER e PR,

indiretamente relacionadas com a diferenciação tumoral. in
dicando que a presença dos receptores hormonais esteroídi
cos nas neoplasias malignas mamárias representam outro in
dice deste processo. O pequeno número da amostragem nas
várias categorias é insignificante para uma avaliação abso
luta.

presença de ER e a
evidência morfológica da diferenciação tumoral complementa

e cinéticos
correlação

entre vários aspectos morfológicos desfavoráveis como alto
indice de timidina DNA
(0Zze.u)ókZ í C-OÍA., 19 81) e a ausência de ER, demonstrando
alto poder de proliferação dos tumores ER negativo.

Os tumores com elastose positiva (graus

e na ausência de elastose (grau 0), somente 23% dos tumo
Estes resultados em relação ares foram ER e PR positivos.

ER estão perfeitamente de acordo com o trabalho de Ma-ó-te-i-ô
í c.o£a., (1976) .

A presença de elastose e PR mostrou uma
PR foram simultaneamente comparados

à elastose; 76,48% dos tumores ER e PR positivos estavam
correlação quando ER e

A correlação entre a

e uma distribuição hiperplõide de

positividade para ER e PR do que os graus moderado e

no agrupamento de elastose graus 1 e 2.

sua maioria (aproximadamente 77%) ER positivo

tuado, sugerindo uma relação inversa com a positividade dos

1 e 2) são em

estudos morfológicos í c.o£a., 19 81)

(Met/d &. co-bi., 1 977), que encontraram uma boa
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No entanto, aproximadamente 80% dos turno
res ER e PR negativos apresentaram elastose graus 1 e 2, o
que demonstra falta de correlação entre a metodologia da

mica de elastose, de
substituição de uma metodologia por outra. Ret/4 í e-oti.,

(1 9S2 ). Também não observaram correlação entre a presença e
a concentração de ER com a presença ou ausência de elas
tose.

Durante a elaboraçao deste trabalho, as
presenças de elastose e receptores estrogênicos (ER) foram
sugeridas como fatores prognósticos independentes (Hame.n<.ak

1983). Esta publicação está perfeitamente de acorl ,

Entretanto, Ma<s£eA-6 ído com os resultados apresentados.
co£4., (J97«)eMZ££A í coió.,(1980) quandorelataram que
estes fatores estão associados, as pacientes poderiam apre
sentar melhor resposta clínica ã terapêutica da doença.

Neste estudo ocorreu uma maior incidência
ati

pia nuclear e infiltrado linfocitário, e todas estas carac
terísticas indicam no tumor
renciado.

determinação de receptores hormonais e a dosagem histoquí 
o que torna inviável uma tentativa

sua natureza de grau bem dife

de elastose graus 1 e 2 nos tumores com baixo grau de
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5-C0NCLUS0ES
1- As pacientes menopausadas apresenta

incidência e nível de concentração de receptoresram maior
de estrógeno e progesterona.

2- A maior distribuição de receptores
(ER e PR) positivos se encontraram nos graus leve e modera

epitelial,

atipia nuclear e infiltrado linfocitário.
3- A incidência de elastose positiva foiI

diferencia
nuclear e

infiltrado linfocitário.
4- Total concordância ocorreu entre o

grau II de elastose periductal e a positividade dos recep
tores estrogênicos.

5- A determinação dos receptores de estro
geno e progesterona não pode ser substituída pela elas
tose.

I

maior nos tumores com graus leve e moderado de

do de diferenciação histológica, celularidade

ção histológica, celularidade epitelial, atipia
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6-SUMÃRIO
No presente estudo foram analisados numa

serie de 41 tumores de pacientes portadoras de carcinoma

hormonais esteroídicos eAZfcoge.no (ER) e p/ioge-óZe/tona (PR)
correlacionados

PR
dos

consideran
do-se o grua 2 de elastose, hã uma total correlação com ER
po^ZíZvo e na metade dos

No presente estudo observou-se uma maior
incidência de elastose positiva em tumores catalogados com

epjí
telialr

de
Nãopacientes menopa.uAa.dciA . ocorreu

mas ocor

po^ZíZ
se encontravam nos graus Zeve £ mo destado de diferenciavoó

celularidade epitelial, atipia nuclearção histológica, e

infiltrado linfocitãrio.

baZxo g/tau. de diferenciação histológica, celularidade 

atipia nuclear e infiltrado linfocitãrio.

A incidência e nível de concentração

com o eAta.do menA&tuaJl., dZ^estencZação h.ZA£o£ogZea.,ee£a£aJLZ 

dade epZZeZZaJL, atZpZa, nucZea/t e Zn f/JL&ta do ZZn^oeZtãscZo.

e a

A correlação de positividade de ER e

ER foram maiores nas

casos com PR poAZtZvo.

mamário tipo ductal invasor, a positividade dos receptores

variação quanto ao PR conforme o estado menstrual, 
reu quanto ao nível de concentração.

A maior distribuição de ER e PR

pois 80% dos casos eram PR poAZtZvo. Todavia,

presença de elastose {gstauA 1 e 2) ocorreu em 75% 
casos. Nos casos de elastose (g/tau. 0) não houve correlação,

e o grau de eZaAtoAe. Estes fatores foram

eAZfcoge.no
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7-SMARY
Positivity of steroid receptors (e4íA.ogen

and pfLOge-Síe-tone) and levei were investigated in
a series of 41 tumors of patients with breast carcinoma of

correlated
with me.nAtsiu.aZ AtataA, hZAtoZogZc dZ^eA.eníZaXZon, epéí/ieZZzzZ

c.e.ZZuZaA.ZZí/, nucZea/i atypy, and Zymphocytz Zn^ZZtftatZon.

Correlation between ER and PR positivity

and the presence of elastose (ZeveZ-5 1 and 2] occurred in

0) cases there was no

ER-po-óZZZue. However,

total
correlation with poAtttve ER and for half of the case with
po-óZ-tZve PR.

In the present study we observed greater
occurrence of positive elastose in tumors with a low levei
of histologic differentiation, epithelial cellularity,

nuclear atypy, and lymphocyte infiltration.
ofThe incidence and concentration

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

ERThe highest distribution of positive
modeaate.and PR was detected in tumors having AZZyht and

nuclear atypy, and lymphocyte infiltration.
leveis of histologic differentiation, epithelial cellularity,

the invasive ductal type. These factors were

when levei 2 of elastose is considered, there was
correlation, since 80% of cases were
75% of cases. In the elastose (ZeueZ
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9-APÊNDICE

Material para a determinação dos recepto

a- 17-g (6,7- H) estradiol 138 Ci/mM.
b- R5020 (17,21-dimetil-19-nor- pregna-

4,9-dieno-3,20 diona (Promogestona)85 Ci/mM.

c— R5020.
I Todos foram obtidos da New England Nu

Boston , Massachusetts t USA.
Tanto o estradiol como o R5020, foram

estocados a 2-49C em tolueno-etanol (9:1). Apos evaporação

os esteroides marcados fo

-209C
concentração de 6x10em uma

d- 17-B-estradiol.
e- Cortisol.
d- DES (Dietilestilbestrol).
f- DHT (5-a-dihidrotestosterona).
Estes compostos foram adquiridos da Sigma

ReagenZea
a- DTT (Ditiotreitol)..

(Hidroximetil, metilamina).b- TRIS
tetra-acê(Etilenediamina acidoc- EDTA

tico).
(Etileneglicol-bis (B“ aminoetild- EGTA

éter) NNN'N'-ãcido tetra-acêtico).

ii
Chemical Company,

EaZe/toZcfea A.adZoaZZvoa e não /LadZoaZZvoa

e- PPO (2,5 difeniloxazol).

Saint Louis, Mo.USA.

ram dissolvidos em etanol absoluto e mantidos entre 
"6M.

clear, Albany Street,

do solvente, sob corrente de ar,

res de estrogeno (ER) e progesterona (PR) .
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f- POPOP (1,4-bis (2-(5-feniloxazolil-ben

zeno) .
g- BSA (Soro albumina bovina).
h- Sulfato de cobre.
i— Monotioglicerol.
j- Dextran T70.
Reagentes obtidos da Sigma Chemical

Company.

k- Álcool etílico.

1- Acido clorídrico.
m- Glicerol.
n- Tolueno.
o- Folin (Ciocalteus phenolreagenz).

TCA (Acido tricloriacético).P“

Acido Sulfúrico concentrado.q-
r- Difenilamina.

de sódio.Cloreto de potássio es—
t- Carbonato de sódio anidro.
Reagentes adquiridos da Merck.

Coleman and Bell Norwood, Ohio, USA.
Fosfato de sódio e potássio foram adv-

quiridos da Tennant Química S.A.
Triton X-100 da Rohn and Haas.x-

prõ-anãTodos os demais reagentes eram
A água utilizada no preparo das soluções era desionilise.

zada e bidestilada em aparelhagem de vidro.

10 mM de TRIS/HC1 pH 9,0-

■SoZuçõe.4
a— Tampão de homogeneização.

u— Carvão Norit A, foi obtido da Matheson,
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1,5 nM de EDTA
10% de glicerol
2 nM de DTT
PH 7,4

b- Tampão TRIS/HC1.
10 mM de TRIS/HC1 pH 8,5
0,6 M de KC1
1 mM de Monotioglicerol
10% de Glicerol
Carvão-Dextrana.c—
l,25g de Norit A

T 700,125g de Dextran
50 ml do tampão de homogeneização
pH 7,4

d- Solução sulfato de cobre.
0,5g sulfato de cobre

potássiol,0g tartarato de sódio e
para volume final de 100 ml.

Solução carbonato de sódio..e-
4g hidróxido de sódio
20g bicarbonato de sódio anidro para

volume final de 1000 ml.
f- Solução padrão de soro albumina bovi

na.
800 yg de BSA
1,0 ml água bidestilada

g- Solução cintiladora (aquasol).
2 litros de tolueno
.1 litro de triton X-100
12g de PPO
0,6g de POPOP
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MZiíu/ta de. tH.a.d-í.0£ - 10 m£.

a- Sem inibidor
400 pl de EGTA
12,5 pl de DHT 10
5967,5 pl de tampão
20 pl de etanol

b- Com inibidor

400 pl de EGTA

20 pl de DES 10

5967,5 pl de tampão

MZ-4Zu7ta de ptto ge.Atesiona. - 6 m£

a- Sem inibidor
2400 pl de EGTA
8 pl de cortisol 10
3556 pl de tampão
36 pl de etanol

b- Com inibidor
2400 pl de EGTA

36 pl de R5020 10
3556 pl de tampão

Apa/tel/iagem

Balança analítica Mettler, irodêlo H 51.a-
b- Polytron modelo PT 10ST Brinkman.
c—

Acta III.
d- Ultracentrífuga refrigerada Beckman,

modelo L5-50 (rotor 50 Ti).

"3M8 pl de cortisol 10
"3M

12,5 pl de DHT 10
"3M
“3m

-3m

“3m

Espectofotômetro Beckman, modelo T.M.
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Centrífuga Sorvai, modelo RX2-B(rotore-
SS-34).

modêlo LS-100 com
eficiência de contagem para 40%.

g- Pipetas automáticas Gilson Pipetman,
tipo 20,200,500 e 1000 pl.

h- Agitador (tipo vortex) Super Mixer
Line.

Total cpm e Total nM.a-
b- Bound cpm e Bound nM (Bound cpm/Fator

Bound).
(Bound sem inibidor - Bound comc— Delta

inibidor) nM.
d- Free (Total - Bound) nM.
e- Bound/Free.

f- Cintilador líquido, 

3h,
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METODOFigura 9 - PARA DOSAR RECEPTOR
*

18 horas 3 horas

5 ml Total5pl + Lc 5ml Total

DCC 100 plDCC 100 pl

5ml + 400 pl de agua (específica),•75 pl .+ Lc

TOTAL, cpm BOUND cpmTOTAL nM

P o =

í

10.000 Rpm
10 minutos

25 pl
75 pl

BOUND .
(Cl/SI)

4

\ 
í

^o nM 
proteína 
*E 5
*P 7

x 1.000 = fM/mg-de proteína citosol

/10.000 Rpm 
15 minutos

r5020
MISTURA
CITOSOL

BOUND nM 
Ax Fator-t- Bound

1000

FREE- BOUND/FREE
(Total nM -^nM)

*E2
MISTURA 25 pl
CITOSOL 75 pl
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Ftxadon.

a- 100 ml de formalina 37-40%
b- 900 ml de água destilada

CLa./tt^tc.adon.

a- Xilol

'Deòtdfi.a.ta.ç.ã.o

He.ma.to xtttna. de Hautó

a- 5g de hematoxilina
b- 50 ml de álcool absoluto 100%

lOOg de alúmen de potássioc—
d- 1000 ml de água destilada

2,5g de óxido de mercúrio (vermelho)e-

Sotação de hema.to xtttna

a- 5g de hematoxilina
b- 100 ml de álcool absoluto 100%

So£u.çã.o de tugot

a- 2g de iodo
b- 4g de iodeto de potássio

a 1%.

saturada.

Material para a determinação de elastose 

pelo método Voeherff Van Gieson.

Solução de cto^eto ^en.n.Zc.0 10% 

a- lOg de cloreto férrico 

b- 100 ml de água destilada

a- Álcool absoluto 100%

c- 100 ml de água destilada

Solução de Va.n Gteion

a- .5 ml. de fucsina ácida, solução aquosa

b- 95 ml de ácido pícrico, solução aquosa
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10Figu ra
I

i 
I

- Fotomicrografia de carcinoma mamário du£ 
tal invasor. 
Caso n? 5 
Corte 5p 
Coloração Hematoxilina 
Aumento 250 x

e Eos i na
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Figura 1 1
invasor.

1 0Caso n ?

Eos i na

2

J

Corte 5p 
Co1 o ração 
Aumento 250 x 
Grau de elastose periductal

Hematoxi1 i na e

Fotomicrografia de carcinoma mamário duc 

ta 1
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Fig u ra 12

Caso n? 31

2

Corte 5 p
Coloração Hematoxilina
Aumento 250 x
Grau de elastose periductal

e Eos i na

Fo tom i c ro g r a f i a de carcinoma mamário d ujc 

tal invasor.
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13

2

Corte 5p

Coloração Verhoeff Van Gieson

Aumento 250 x

Grau de elastose periductal -

Fotomicrografia de carcinoma mamário duc 
ta 1 invasor.
Caso n? 18


