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INTRODUÇÃO
O câncer da mama ê hoje em dia

a principal causa de morte For câncer nas mulheres. A Organi

zação Mundial de Saúde (OMS),através de estudos,demonstrou que

a incidência populacional 'do câncer varia conforme a localiza

cão geográfica,e catalogou como de alto risco a raça branca

dos Estados unidos e Norte da Europa, pois apresentaram a in

ciâência de 51,3/100.000 casos de carcinoma mamário por anOï

A Africa do Sul e o Japão têm a frequência mais baixa com

12,2/100.000 casos por ano. A Europa Ocidental e América do

Sul ocupam uma população de risco intermediário com 23,5AOO.OOO

casos de carcinoma mamaria por ano (Shiinkin, 1973).

No Brasil^ segundo os dados fo^

necidos pelo Registro Nacional de Tumores (Torloni, 1978), a

incidência do carcinoma da mama foi de 19,8% entre os tumores

malignos na população feminina, ocupando o 3° lugar entre as

neoplasias malignas (Mirra, 1969). No Estado de São Paulo a

frequência foi âe 36,8/100.000 casos por ano e diagnosticaram

1064 novos casos,só no Município da Capital Paulista (Souza &

Salvatore, 1979).

São diagnosticados anualmente

mais de 90.000 casos de carcinoma mamaria e destes , 30.000

mulheres morrem anualmente pelo câncer de mama (Osborne &

Mc Guire, 1979). Poucos foram os progressos no nosso conhece

mento sobre a doença e seu tratamento ,até recentemente. Nos

fe;
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últimos anos,no entanto, a pesquisa básica sobre os f atares
que controlam o crescimento celular do câncer de mama foi
recompensada com dados novos e significativos, susceptíveis âe
sua aplicação no tratamento clínico destas pacientes. Na rea
lidade, a conduta de tratamento dessa neoplasia foi alterada
com os avanços das pesquisas laboratoriais. Este avanço pelo
conhecimento dos receptores hormonais, passou a orientar a te
rapëutica conforme a dependência hormonal do tumor.

Os estudiosos em Patologia Mamã

ria sempre se interessaram pela dependência hormonal destes
tumores, o que pode ser evidenciado desde o século XIX, quan
do Sir Astley Cooper (1829) comentou nas suas Observações cli
nicas que os tumores mamarias apresentavam alguma regressão na
sintomatologia no começo de cada menstruação. Baseado nestas
observações,Shinzinger (1889), 60 anos depois, apresentou su
gestões empíricas para terapia enâôcrina do carcinoma mamârio
por ablação das gônadas. Porém, os primeiros trabalhos apre^
sentados sobre carcinoma mamaria e sua resposta ã ooforectq
mia foram realizados no Glasgow Câncer Hospital por George
Thomas Beatson (1896), relatando melhoras clínicas nas porta
doras do câncer inoperável de mama. Esses resultados levaram-
ho a pensar que a gônada era o ponto de estimulação do carcj^
noma da glândula mamaria.

Posteriormente, uma série de

trabalhos mostrando resultados satisfatórios ã enâocrinotera

l
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pia aumentaram o entusiasmo com relação ao tratamento hormo

nal do carcinoma mamaria. Esse entusiasmo levou Boyd (1900) a

emitir a seguinte opinião sobre seus resultados:"pareciam a

mim provar que a regressão do tumor mamaria depois da ooforeç

tomia não era ocorrência acidental".

É sabido já ha quase um século,

que a alteração do ambiente hormonal induz a regressão tum^

ral em certas pacientes portadoras do câncer de mama metasta

tico. Essa observação não constitui surpresa, uma vez que O

crescimento da glândula mamaria normal é influenciado por inu
I - ~

meros hormônios.

Os estudos epiâemiolõgicos do

carcinoma mamario mostraram alguns indícios de influências en

docrinolõgicas com relação ao risco para doença. Assim, este

ë praticamente inexistente em mulheres com disgenesia gona

dal, bem como y nas pré-puberes. É elevado o risco nas mulheres

com menopausa precoce e/ou menopausa tardia e ainda naquelas

cuja primeira gestação ocorreu apôs os 30 anos âe idade,ainda

que não tenham sido utilizados métodos anticoncepcionais.

Ainda com relação ao risco do carcinoma mamãrio por influên

cia endocrinolõgica, chama a atenção a baixa incidência de

carcinoma mamaria nos homens.

A glândula mamaria.órgão inte

grado ao sistema endõcriro reprodutor, esta sob,a açáo de nu

merosos fatores que regulam a secreção do leite e produzem um

•
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desenvolvimento mamaria normal. O crescimento e a diferencia

cão âuctal dependem da presença do estrogeno, do corticôiâe e
de somatotrofinas (Lyons & cols, 1958). O lóbulo mamário é

estimulado em seu crescimento pêlos hormõnios: prolactina,

progesterona, estrogeno e somatotrofinas (Cowie & Tindal,

1971), estimulação essa que se processa via receptor.
Quando ocorre a neoplasia, a cê

lula de um tecido sensível que responde ao estrôgeno, poderá
obedecer a teoria da progressão tumoral: ce.^u.^a. nofima.t 4e.n4-c
üe-£ -^ c.e.tu.ia. n&o pia.é ^c-a. íe.n^Ive.i -^ c.ztu.ía. ne.opia^^ca. a.u.tÏnoma.
(Foulds, 1969). Assim, uma c.e.iu.ta ne.opta.^lc.a. í>e.n^ïvíí seria

aquela que contêm quantidades normais ou diminuídas do numero

de seus receptores, estando sob controle hormonal e responden

do como a c.&tu.ía. no^mat 4&n-&íü&£« Na c.e.tu.ta. n&optà.^Ã.c.a. a.u.tonq^

ma., os receptores estariam ausentes ou em muito menor concen

tração, fazendo assim que se evidenciasse a perda da regula

çáo endõcrina celular.

ï?ÊC£pío-íê<& hon.wô^^ü

O sistema nervoso transmite as

suas informações através âe alterações ao potencial de membro
na ao longo de suas fibras nervosas, enquanto que no sistema

endõcrino as mensagens são transmitidas sistematicamente pela

corrente sanguínea, sob a forma de substâncias químicas alta
mente especializadas,os harmónios, que vão atuar em células

distantes e diferenciadas, que têm a capacidade de receber

(
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tais informações e a elas responderem. Os elementos que rece

bem tais informações denominam-se receptores e podem estar
localizados ao nível da membrana, citoplasma e núcleo.

A ação dos hormõnios estrogën^

cos sobre os órgãos alvos foi primeiro evidenciada por

Glascock & Hoekstra, (1959). Entretanto, a demonstração âa

presença dessas proteínas receptoras só foi possível pela uti
lização de hormõnios marcados,e pela avaliação da concentração
desses harmónios nos tecidos alvo. Assim, Jensen & Jacobson,

(1960) demonstraram a presença de receptores para estrõgeno
em tecido uterino, vagina e glândula mamaria.

O receptor estrogènico è uma

macromolëcula proteica (estrofilina), termolãbil, única,ácida
de 'peso molecular 200.000 daltons com constante de dissocia

-9 < , ^ ,. ~cão 0,4 - 2,0 x 10 ^ M, sensível as ligações de reagentes SH
e ioâinização. Ê destruída por enzimas proteolíticas, mas não
por nucleases, se liga ao hormônio por ligações não covalen
tes. A ligação ë específica seguindo a regra âa polaridade. A
interaçao entre receptor e hormônio ê do tipo hidrofõbico
formando um complexo que se sedimenta nas formas moleculares

solúveis 8 Se 4 S» dependendo da força iõnica do gradiente

(Muller & cols, 1972).

A interação do estrõgeno com os

receptores intracelulares (Fig.l),depende da quantidade do
hormônio livre (E). A entrada desse harmónio na célula pode

fê'-.
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FIGURA l - ESQUEMA DA LIGAÇÃO DO RECEPTOR ESTROGÊNICO.
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ocorrer por difusão simples ou facilitada (Peek & cols, 1973),

independe da energia metabólica e da presença do receptor,

não senão inibida por outros agentes estrogênicos. Por outro

lado,parece existir uma correlação entre a resposta biológica

e a presença de receptores (Katzenellenbogen^ 1980).

Os estrogenos se ligam a muitas

macromoleculas (.albumina, alfa feto proteína e globulina liga

dora de testosterona e estrôgeno) encontradas no sangue

(TS, Fig.1). Essas macromolëculas estão presentes geralmente

em grandes concentrações, cada qual tem uma afinidade própria

pelo estrõgeno (Murphi, 1968; Soloff & cols, 1971). Sua li

gação com o hormõnio circulante diminui a disponibilidade ao

estrõgeno circulante livre capaz de se ligar intracelularmen

te ao receptor.

,' .

Apôs a entrada na célula alvo,

o estrcgeno se liga ao receptor citoplâsmico (R^) para formar

o complexo receptor estrogênico (R E^)y0u associa-se com va

rios sítios de ligação de baixa afinidade, não específicos

(Ne) dentro do compartimento citoplásmico (Fig.l). Assim, a

retenção do estrôgeno intracelular sob condição de equilíbrio
envolve dois tipos de sítios de ligação: um número limitado

que tem alta afinidade e especificidade; outro com baixa espe

cificidade, mas com grande capacidade de ligação (Gorski &

cols, 1968; Rochefort & Baulieu, 1969; Erdos & cols, 1971).

',



"'

AY- -8-

O complexo R^E^ de alta afinida

de âesloca-se para o núcleo I?,,E^ nas células alvo (Fig.l) oEs

te complexo se liga >à cromatina nuclear >in toc.'i chamado si
tios aceptores, e a partir daí se iniciam os processos desen
cadeadores da síntese de RNA mensageiro (King, 1976) e das
respostas precoces ã ação estrogênica (Katzenellenbogen &

cols, 1979).

Vários pesquisadores demonstra

ram, anteriormente, que certos carcinomas de mama humana, pr±_

mârios ou metastâticos^ contêm diferentes concentrações dês
sés receptores e que são classificados como receptores pos^

ti vos ou negativos. Além disso, que a presença desses receg
tores pode ser útil para predizer a resposta das pacientes ã
terapia hormonal, embora nem todas respondam ao tratamento

com regressão tumoral (Pisani & Pinotti, 1980).
Dados de vários laboratories

em 1964 no Workshop Internacional em Bethesâa, Maryland, con

firmaram que a dosagem da proteína receptora de estrôgeno(RE)
em peças neoplãsicas ê o indicador bioquímico útil da depe^
dência ou independência hormonal do tumor, segundo o receptor
estrogênico esteja presente ou ausente (Mc Guire & cols, 1975).
Alem disso, cada vez mais se acumulam as evidências de que a
proteína receptora de estrôgeno (RE) é uma variável prognõst^
ca importante, fornecendo informações sobre a história natu
ral e a biologia do tumor, alem de âados indicadores para n^

(
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vás estratégias no tratamento. A detecção de outros indicado

rés também foi tentada através da determinação ao sexo croma

tínico e sua topografia no carcinoma mamãrio (Baruffi & cols,

1971).

Os critérios clínicos tais oomo:

a menopausa, os locals de comprometimento tumoral e- o inter

valo clínico da doença apôs a cirurgia, também não melhoraram

significativamente a capacidade do clínico para selecionar a

terapêutica adequada.

Entretanto, em vista do índice

de resposta ao tratamento endocrino ser muito baixo,a mono

e a poliquimioterapia tornaram-se cada vez mais populares co

mo terapêuticas primarias da doença metastãtica. Porém, esta

terapêutica não esta livre de morbidade significativa e morta

lidade ocasional (Trocoli & cols, 1979). Algumas pacientes

que poderiam ter uma remissão durável com a terapêutica endo

crina, que ë mais simples e menos toxica, as vezes sáo exclua

das desta terapêutica por falta de um método acurado para de

terminar, "a pA.^.0^", quais as melhores pacientes para a qu^

mioterapia e quais as melhores candidatas â manipulação hor

monal. A seleção da terapêutica, através do conhecimento do

receptor estrogênico, diminuiria o número de pacientes expos^

tas â quimioterapia ou aos procedimentos ablativos endõcrinos,

os quais têm a probabilidadede serem ineficazes quando não

bem selecionados.
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Assim, com base nos conhecimen

tos apresentados, parece claro a necessidade e a utilidade de

determinar sempre que possível a hormõnio-dependëncia do car

cinoma mamârio para melhor orientação na terapêutica endôcn

na.

1

tíS^

s:.
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OB JET IVO

As publicações sobre a utiliza-

cão âe técnicas que visam a detecção de receptores hormonais

para o estrõgeno nas neoplasias malignas de mama, embora te

nham procurado demonstrar que são úteis na orientação da terá

pêutica hormonal, apresentam resultados bastantes diversos,as

vezes ate mesmo contraditórios, quanto as respostas clínicas â

enâocrinoterapia.

O objetivo primordial deste tra

balho ë procurar implantar como rotina, no Departamento de Gi

necologia. Obstetrícia e Pediatria, o ensaio para receptor âe

estrõgeno (R E^), visando uma melhor orientação terapêutica pa

ra os tumores hormõnio-dependentes do carcinoma mamãrio, a

fim de que o Serviço possa adquirir sua própria experiência e

tenha a sua opinião sobre a metodologia tão atual. Além disso,

permitira avaliar a frequência âe tumores hormõnio-âependentes

e orientar a terapêutica hormonal nos casos do Departamento.

Os objetivos futuros serão a

implantação de ensaios para a determinação de receptores para

outros esterõiâes, bem como, a longo prazo, avaliar os resul-

taâos de uma orientação terapêutica hormonal dirigida pêlos

ensaios de receptores hormonais.

t

<

1

ï
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•"-•.
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MATERIAL E MÉTODO

O presente trabalho foi realiza

ao com material obtido através de biópsias e de peças cirurgia

cãs âe 27 pacientes portadoí^s do carcinoma mamaria do Setor

de Patologia Mamaria do DepartamènJ-p de Ginecologia, Qbstetrí

cia e Pediatria da Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto da

Universidade âe São Paulo.

A amo&t^oL

Na tabela l, estão contidos os

dados referentes a distribuição de frequência das pacientes

segundo a faixa etãr^^ e o estadiamento clínico da doença. A

idade variou de 34 a 77 ài\os, sendo mais frequentes as pacien

tes situadas nos intervalos de 36 a 40 anos, 51 a 55 anos e

> 70 anos. Quanto ao estadiamento clinico a maioria das pacl

entes pertenciam ao estádio II <70,4%).

Na tabela 1, estão relacionadas

as características histológicas das neoplasias (tipo histolô-

gico, grau de diferenciação e celularidade) onde se observa

que todos os 27 casos são carcinomas ductais invasores, preva

lecendo os tumores diferenciados com hiper ou hipocelularida-

de.

A paridade, a lactação média por

filho (meses) e o estado menstrual das pacientes submetidas a

determinação dos receptores estrogënicos estão contidos na

^

•I
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TABELA l - Distribuição de frequência das pacientes portadoras
ao câncer de mama ductal invasor, segundo a idade e o estadia
mento clínico.

Idade

31-35

36-40

41-45

46-50

51-55

56-60

61-65

66-70

> 70

Estadiamento Clínico

n?

I II III IV Total
% no % n9 % n9 % N9 %

o

o

o

o

o

o

o

(0) l (5,6) O

(0) 4 (21,0) 0

(0) O

(0) O

(0)

(0)

(0)

(0) o

l

(0)

(0)

(0)

(0) l (20,0)

5 (27,7) 2 (40,0)

3 (16,7) O Y (O)

O (0)l

l (100,0) O

(5,6)

(0) o (0)

o (0) 5 (27,7) 2 (40,0)

l

o

l

o

o

o

o

o

o

(50,0) 2 (7,4)

(0) 4 (14,8)

(50,0)

(0)

(0)

(0)

(0)

(0)

(0)

l

l

(3,7)

(3,7)

7 (25,9)

3 (11,2)

(3,7)

(3,7)

l

l

7 (25,9)

TOTAL 1 19 5 2 27
(3,7%) (70,4%) (18,5%) (7,4%) (100,0%)

',. • -
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TABELA 2 - Achados histológicos (tipo histológico, grau de di
ferenciação e celularidade) dos 27 casos submetidos a deter
minação de receptores estrogênicos.

Casos

-;^

:;a
^'1

Histologia Diferenciação Celularidade

*01 Ca ductal invasor

*02 Ca ductal invasor

*03 Ca âuctal invasor

*04 Ca ductal invasor

*05 Ca ductal invasor

*06 Ca ductal invasor

*07 Ca ductal invasor

*08 Ca ductal invasor

*09 Ca ductal invasor

*10 Ca ductal invasor

*11 . Ca ductal invasor

*12 Ca ductal invasor

*13 Ca âuctal invasor

*14 Ca ductal invasor

15 Ca ductal invasor

16 Ca ductal invasor

17 Co. du.ctcLi ^nvoL&on.

18 Ca ductal invasor

Ï 9 Ca. duLc-tctt ^nvcL&on.

20 Ca ductal invasor

21 Ca ductal invasor

22 Ca ductal invasor

23 Ca ductal invasor

24 Ca. du.c.ta.t Á.nvot^oh.

25 Ca âuctal invasor

26 Ca ductal invasor

27 Ca ductal invasor

Diferenciado

Diferenciado

Mod. dif.

Mod. dif.

Diferenciado

Diferenciado

Diferenciado

Diferenciado

Diferenciado

Diferenciado

Diferenciado

Diferenciado

Diferenciado

Diferenciado

Diferenciado

Mod. dif.

Jnd^^e.^.ívic.^.a.do

Mod. dif.

Indi.^e.n.in^oido

Mod. dif.

Mod. dif.

Mod. ai f.

Diferenciado

Ind^^e.^.ínc.^.ado
Diferenciado

Mod. dif.

Diferenciado

hipo

hiper

hiper

hiper

hipo

hiper

hiper

h i po

hiper

hipo

hipo

'hiper

hiper

hiper

hipo

hipo

h.^ipe.^L

hipo

h'ipe.^.

hiper

hipo

hiper

hipo

Upo

h i po

hiper

h i po

I
•a

.]

•I

i

Obs.: Mod. dif. - Moderadamente diferenciado

*R^E^ positivo > 3 fentomoles/mg proteína citosol

I
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tabela 3, onde se observa o predomínio de pacientes pôs-meno-
pausadas, multíparas e que amamentaram.

Na tabela 4, estão contidos os

dados de idade, menarca, características menstruais, diagnôs
tico clínico e histológico das pacientes como controle.

Colecta, do matí^iaA.

A coleta de material foi reali

zaâa no centro cirúrgico ou no ambulatório âe Patologia Mamã

ria do Hospital das Clínicas da Faculdade de Medicina âe Ri
beirão Preto da Universidade âe São Paulo, logo apôs a sua

exérese.

Cuidados especiais foram toma

dos na hora âa coleta, tais como a limpeza macroscópica ao

tecido para a retirada de áreas necrõticas, tecido adiposo e
coágulos. Ocasionalmente, quando ocorria dificuldades macroscõ

pica, para auxiliar esta tarefa utilizou-se um inicroscõpio este

reoscôpico (Ze.^.4-0 KÏ2Ü/76 aumenío ?0 ve.z.e.^] . Esses procedimen
tos se fizeram necessários para evitar erros na etapa da de

terminação âa concentração âe proteína.
Quando não foi possível iniciar

o ensaio de imediato, a peça foi colocada num frasco de po 1^
propileno, contendo solução do tampão TRIS e armazena-âa, por
período não superior a 10 semanas em nitrogénio líquido,
(Barnes & cols, 1977; Leclercq & cols, 1973).

•;1
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TABELA 3 - Paridade, lactação e estado menstrual das 27 paci

entes submetidas a determinação de receptores estrogënicos.

Casos Paridade Lactação media

p/filho meses

Estado Menstrual

*01

*02

*03

*04

*05

*06

*07

*08

*09

*10

*11

*12

*13

*14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

7

o

3

2

o

o

6

5,
6

2

3

l

ne

3

2

9

2

3

ne

l

l

10

o

8

9

3

l

12

o

6

3

o

o

4

2

3

4

2

o

ne

3

o

6

3

3

ne

2

12

6

o

5

6

3

12

•••

Pôs-Menopausa

Pòs-Menopausa

Pôs-Menopausa

Pos-Menopausa

Põs-Menopausa

Men acme

Pôs-Menopausa

Pos-Menopausa

Pôs-1 Menopausa

Põs-Menopaus a

Menacme

Menacme

Pòs-Menopausa

Men acme

Men a eme

Põs-Menopausa

Men a erne

Menacme

Pôs-Menopaus a

Menacme

Pos-Menopausa

Pos-Menopausa

Põs-Menopausa

PÔs-Menopausa

Pôs-Menopausa

Pos-Menopausa

Pos-Menopaus a

Obs.: ne (não especificado)

*R_E^ positivo > 3 fentomoles/mg proteína citosol

^
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P/LtpoL/La.ç.do do aJito&ot

O material foi fragmentado com

o auxílio do microtomo de congelação ou âe bisturi. A Seguir

os fragmentos de tecidos foram triturados a 4°C num almofariz

contendo tampão TRIS (TRIS básico 10 mM, EDTA l,5 mM em pH

7,4 acrescido de 6 mM g-Mercaptoetano), na proporção âe 1/4

(peso/volume). A homogeneização foi realizada com o auxílio

de um microâismembranador Braun (Melsugen, República Federal

Alemã), durante dois minutos y numa velocidade âe 1.500 rota

coes por minuto. ,

O citosol foi obtido por ultra-

centrifugação refrigerada a 4°C do homogeneizado (Beckmam L

550 B),105.000 x g, rotor 50 titânio, durante 60 minutos (Mc

Guire & De La Garza, 1973). O sobrenadante foi removido com

o auxílio de uma pipeta Pasteur, tomanâo-se o cuidado de não

remover a camada de lipídios na porção superior do tubo.

üo4ag am da pAofeZna

A determinação da concentração

âe proteína na f ração citosôlica, foi realizada em alíquotas

âe diluições adequadas ao homogeneizado total ao tecido da

glândula mamaria, utilizando o método de Lowry (LowryS cols,

1951) e as leituras foram realizadas ert espectrofòtõmetro Du

2-Beckmann a um comprimento de onda 660 mp.

O citosol foi diluído de forma

a conter uma concentração de 4 mg de proteína/ml, concentra

>
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cão esta ideal para se trabalhar quando se emprega o método

de separação ao ca.^.uao ^e.v&^.t^do com de.x.t^a.na. (CRP) , (Korenman

& Dukes, 1970).

R&ft^<ízfte,ft0 de &ní6L^õ peuta. d&t&c.ça^

do /t2.s'.<K.pto*. lEÂ.tdpÍ.ï&vU.e.o e^twg&fU-&0 ^'8'e€^\'
Uma vez obtida a frac'ao adequa

da do citosol, realizou-se ensaio para detecção de receptores

citoplásmicosestrogênicos com base no método empregado por

McGuire, (1973); e Heuson, (1975), de acordo com o proto

colo na tabela 5. Usando tubos em duplicatas com cinco concen

traçóes diferentes e crescentes de 17-P-estradiol triciado

(50 Ci/mmol; 0,018838 pmol/ml) , CCL^VOLO fi.e.ví& tA.do com de.xt^a.na

(CRÍ>) carvão 0,5g% e dextrana 70 0,05g% e o citosol em volume

constante, completou-se o volume dos tubos para 1,5 ml com

tampão TRIS. Esses tubos foram denominados como:

Total: 17-g-estradiol triciado

(0,018 pmol/ml a 0,110 pmol/ml), tampão TRIS (1,4 a 0,9 ml).

Branco: 17-g-estradiol triciado

(0,018 pmol/ml a 0,110 pmol/ml), tampão TRIS (0,9 a 0,4 ml) e

cabrão ^.e.ve.^t^ido c-om de.x.tn.a.ncL (CRU) 0,5 ml.

Citosol: 0,3 ml, 17-g-estradiol

(0,018 pmol/ml a 0,110 pmol/ml), tampão TRIS (0,6 a 0,1 ml) e

c.cL^.va.o ^iva.&t^do com de.x.tft.a.na. (CRV] 0,5 ml.

Apôs um período de incubação âe

i

•I

,i
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TABELA 5 - Protocolo do ensaio de receptor estrogênico.

Branco

Tubo ml

. 3H-E
2

pmol

Tampão

ml

Carvão

ml

l

2

3

4

5

0,1
0,2

0,3
0,4
0,6

0,01838

0,03676

0,05514

0,07352

0,11028

0,9
0,8

0,7
0,6

0,4

0,5
0,5
0,5
0,5
0,5

Citosol

Tubo/ml

3

ml

H-E2
pmol

Tampão

ml

Carvão

ml

1/0,3
2/0,3
3/0,3

4/0,3
5/0,3

0,1
0,2
0,3
0,4
0,6

0,01838
0,03676

0,05514

0/0.7352

0,11028

0,6

0,5
0,4

0,3
0,1

0,5
0,5
0,5
0,5
0,5

Total

Tubo

"?

ml

H-E2
pmol

Tampão

ml

l

2

3

4

, 5

0,1
0,2
0,3
0,4
0,6

0,01838

0,03676

0,05514

0,07352

0,11028

1,4
1,3
1,2
1,1
0,9

I

l
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18 horas a 49C as amostras contidas nos tubos de citosol e

branco foram submetidas ao tratamento com c.a.^.va.o A e. ue.4i-t.do com

de.x.t^.a.na. (CRU). Foram pipetados 0,5 ml âa suspensão de carvão

e sob agitação constante por 30 minutos a 4°C. Logo depois o

material foi centrifugado por um período de 20 minutos numa

velocidade de 2.000 rotações por minuto a 49C., para a sed^

mentaçáo do carvão contendo o 17-3-estradiol triciado não M

gado ã proteína receptora.

Conía-gem da. n.a.dÂ.oo^Liví.da.de.

j A contagem da radioatividade fQi

efetuada pela adição de uma alíquota de 0,3 ml ao sobrenadan-

te, a um volume de 5 ml de um coquetel para cintilação líqui^

âa constituída de: Dioxano 1.000 ml, Naftaleno 12,5 g%, PPO

0,75g% e POPOP 0,38 g% (Mc Guire, 1973).

A leitura foi realizada no

espectrômetro de cintilação líquida Beckman L S 8.100, Progra

ma 2 (Trício, 10 minutos, erro Sxgma 2%).

C%í&ut@<&

Pelas leituras dos tubos deno

minados citosol, branco e total foi possível calcular os valo

rés correspondentes ao estradiol ligado ã proteína receptora,

estradiol l,ivre e a relação entre esses dois valores.- Empre

gando o método de Scatchard pôde-se estimar o valor da cons^

tante de dissociação (Kd), bem como, a concentração de rece£



l
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tores citoplâsmicos presentes (.Scatchard, 1949)..

O resultado foi expresso em fen

tomoles de 17-g-estradiol ligado por miligrama de proteína no

citosol (European Organization Research Treatment Cancer ,

1973). O critério histológico para caracterizar a .diferencia

cão dos tumores analisados foi o de Mc Carty & cols (1977) ,

que leva em consideração para classsificaçao a presença âe

estruturas tubulares e aâenocísticas.

Como controle negativo de ensaio,

foram determinados 12 R^E^ dê tecidos mamãrios histolõgicamen

te normais, obtidos de pacientes portadoras de hipertrofia ma

maria bilateral, que foram submetidas ã mastoplastias reducio

nais.

ÍÍ
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RESULTADOS
\

Na tabela, 6, estão contidos os
\^/-"

valores das determinações dos receptores citoplâsmicos estro

gênicos R^E^ dos 27 casos de carcinoma ductal invasor.

A positividade do R'_E^ no mate
, /' c z —

rial estudado, tabela 6, foi de 51,9%, "estando na média apre

sentada pela literatura, variando de 41 a 70% (Mc Guire &

cols, 1975; Alegra & cols, 1979; Antunes 1980; Brentani &

cols, 1981).

Analisando os dados da tabela

1, onde estão apresentados os dados referentes ~a positiviâade

do R^E^, sua relação com a idade e o estadiamento clínico da

doença, embora considerando pequeno o numero âe casos investe

gados, verifica-se que não existem diferenças no número de

receptores âe estrogeno positivo, nas diversas faixas etárias

e nos diferentes estadiamentos clínicos.

.Quando se relacionam os dados

referentes ã paridade, com a presença do R^E^, verifica-se

que das 13 multíparas, 7 foram R,E^ positivo. Quando se agru

pa as nulíparas com as primíparas, num total de 8 casos, 4 f o

ram R,E^ positivo, tabela 8.

Duas pacientes não tinham espe

cificaçoes na história clínica, quanto ã paridade e ã amamei^

tacão. Foram os casos âe número 13, KEy positivo e número 19

:i

•i

j

ï
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TABELA 6 - Valores das determinações aos receptores estrogëni
cos nos casos âe carcinoma invasor âe mama.

l

Casos Prontuário

nç

RcE2
fentomoles/mg

proteína no citosol

*01

*02

*03

*04

*05

*06

*07

*08

*09

*10

*11

*12

*13

*14

J5

16

17

IS

?9

20

2?

22

23

24

25

26

27

I

063906

064319

037077

063052

062604

078007

021018

000362

074414

066069

081232

071959

072726

068595

064517

063077

065630.

030êS1

02277S

OS4119

OS0657

074044

06SJS2

03J259

041566

071157

079S14

22

72

63

39

12

47

57

29

77

60

40

39

114
44

Ï,3
2,4
0,0
0,0:
?,^
?,6
2,5
2,24
2,46

J ,6
?,5
2,3
0,0

Obs.: *R_E^ positivo > 3 fentomoles/mg proteína no citosol
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TABELA 7 - Distribuição âe frequência das pacientes portado
rãs âe câncer de mama ductal invasor, segundo a idade, o esta
diamento clínico e a positividade ao receptor citoplâsmico es
trogênico.

Estadiamento Clínico

Idade RcE2 I

n9 %

II

n9 %

Ill

n? %

IV

n9 %

Ttotal

nç %

Positivo

Negativo

Positivo

36-40 Negativo

41-45 positivo
Negativo

Positivo

46-50 Negativo
Positivo

5?-55 Negativo
Positivo

56-60 Negativo

Positivo

61 ~65 Negativo

Positivo

66-70 Negativo
Positivo

> 70 „
Negativo

o

o

o

o

o

o

o

o

o

o

o

o

o

o

(0)
(0)

(0)
(0)

(0)
(0)

(0)
(0)

(0)
(0)

(0)
(0)

(0)
(0)

l (100,0)

O (0)

o

o

(0)
(0)

l

o

(5,3)
(0)

l (5,3)
3 (15,8)

O (0)
O (0)

o

o

(0)-
(0)

3 (15,8)
2 (10,5)

2 (10,5)
l (5,3)

o (0)

l (5,3)

o

o

(0)
(0)

3 (15,8)
2 (10,5)

o

o

o

o

o

o

(0)
(0)

(0)
(0)

(0)
(0)

l (20,0)

O (0)

O (0)
2 (40,0)

O (0)
(0)o

o

o

o

o

(0)
(0)

(0)
(0)

l (20,0)

l ,(20,0)

l (50,0)

O (0)

o

o

(0)
(0)

O (0)
l (50,0)

o

o

o

o

o

o

o

o

o

o

o

o

(0)
(0)

(0)
(0)

(0)
(0)

(0)
(0)

(0)
(0)

(0)
(0)

2

o

(7,4)
(0)

l (3,7)
3 (11,1)

O (0)
l (3,7)

l (3,7)
O (0)

3 (11,1)
4 (14,8)

2

l

o

l

o

o

(7,4)
(3,7)

(0)
(3,7)

(0)
(0)

4 (14,8)
3 (11,1)

TOTAL l 19 5 2

(3,7%) (70,4%) (18,5%) (7,4%)

27

(100,0%)

'I



-26-

TABELA 8- Distribuição de frequência das pacientes portadoras
ao câncer de mama ductal invasor, segundo a paridade e a posi

tividade do receptorcitoplásmico estrogênico.
l

Paridade

R_E^ Nulípara Primípara Secundípara Multípara Total
nç % n9 % n? % nç % NÇ •%

Pôs i
tivo 3 (23,1) 1 (7,7) 2 (15,4) 7 (53,8) 13 (100,0)

Nega
tivo l (8,3) 3 (2^,Q) 2 (16,7) 6 (50,0) 12 (100,0)

Total 4 4 4 13 25

(1.6,0) (16,0) (16,0) (52,0) (100,0)

-s

.1
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R^E^ negativo.

Na tabela 9, encontram-se os da

aos que relacionam a amamentação com a positividade ao R^E^ .

Verifica-se que das 6 pacientes que não amamentaram, 4 foram

R^E^ positivo e 2 R^E^ negativo e das 19 pacientes que amamen

taram, 9 foram R^E^ positivo e 10 R^,E^ negativo, demonstrando

um equilíbrio na frequência da positividade do R^E^.

O material apresentado na tabe

la 10, mostra que das 8 biópsias de pacientes no menacme, 4

foram R^E^ positivo e 4 R^E^ negativo. Nas 19 menopausadas a

positividade esteve presente em 10 biópsias.

A diferenciação histológica ao

tumor e a positividade do R^E^, tabela 11, evidenciam que os

tumores diferenciados tendem a ser R^E^ positivo e os indife-

renciados R^E^ negativo. Nos tumores diferenciados num total

de 16 casos o numero de R^E^ positivo foi de 12 (75%), nos mo

deradamente diferenciados um total de 8 casos, somente 2 fo

ram R^E^ positivo (25%) e nos indiferenciados em 3 casos to

dos foram R^E^ negativo (0% de positividade).

Quanta ã celularidade tumoral ,

na tabela 12, observa-se que dos 14 casos hipercelulares, 9

casos foram R,E/, positivo (64,3%) ao passo que dos 13 tumores

hipocelulares, somente 5 foram R^E^ positivo (35,7%).

.".' '

:J

I

,1
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TABELA 9 - Distribuição de frequência das pacientes portadoras

do câncer de mama ductal invasor, segundo a amamentação e a

positividade do receptor citoplâsmico estrogênico.

Amamentação

R=E2 Não amamentaram

n9 %

Amamentaram Total

n? % N9 %

•^

•:3

Positivo 4 (30,8) 9 (69,2) 13 (100,0)

Negativo 2

Total 6

(16,7)

(24,0)

10 (83,3) 12 (100,0)

19 -25

(76,0) (100,0)
^
..^

( -

4
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TABELA 10-Distribuição de frequência das pacientes portadoras
ao câncer de mama ductal invasor, segundo o estado menstrual e
a positividade do receptor dtoplasmico estrogenico.

RCE2
Estado Menstrual

Men acme

nç %

Menopausa

nç %

Total

NÇ

:1

l • '-Í
i

Positivo 4 (28,6) 10 (71,4) 14 (100,0)

Negative 4 (30,8) 9 (69,2) 13 (100,0)

Total 8

(29,6)

19 27

, (70,4) (100,0)

:-ï

•:'l

. •/-'
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TABELA 11 - Distribuição de frequência das pacientes portado
rãs ao câncer âe mama ductal invasor, segundo o grau de dife
renciaçáo do tumor e a positividaâe do receptor citoplasmico
estrogênico.

Diferenciação Histológica .

RcE2 Diferenciado Moderado Indiferenciado • Total
diferenciado

no % nç % nç % N9 %

Positivo 12 (85,7) 2 (14,3) 0 (0) 14 (100,0)

Negative 4 (30,8) 6 (46,2) 3

Total 16 8 3

(59,3) (29,7)

(23,0) 13 (100,0)

27

(11,0) (100,0)

.,1

Î

•f
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TABELA 12 - Distribuição âe frequência das pacientes portado
rãs do câncer âe mama ductal invasor, segundo a celularidade e
a positividade do receptor citoplasmico estrogenico.

Celularidade

RcE2 hipercelular
n? %

hipocelular Total
n9 % N9 %

Positivo 9 (64,3) 5 (35,7) 14 (100,0)

Negativo 5 (38,5) 8 (61,5) 13 (100,0)

Total 14

(51,9)

13 27

(48,1) (100,0)

I
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niscussÃo

No presente trabalho efetuamos

a determinação aos receptores citoplásmicos estrogênicos nos
carcinomas mamarias de 27 pacientes, com a finalidade de que
estas pudessem se beneficiar com um tratamento coadjuvante

mais adequado, aumentando a sua possibilidade de resposta clí
nica positiva ao tratamento endõcrino.

Quando a manipulação endôcrina ê

feita âe maneira aleatória,sabe-se que 30% das pacientes rés

pondem positivamente ao'tratamento. Entretanto, quando se âe
termina a concentração de receptores citoplãsmicos estroge
nicas ê possível aumentar a probabilidade de respostas clíni
cãs para a endocrinoterapia para 50 a 70%, ficando o percen
tual de respostas positivas, entre as pacientes com dosagens
negativas para receptores citoplásmicos estrogênicos ao nível
de 5%. Tais respostas seriam explicadas admitindo a possibila^
daâe de resultados falsamente negativos (Lipmann & Alegra,
1978). Para tanto, poderiam contribuir o armazenamento incor
reto da amostra, bem como, a realização do ensaio em condições
inadequadas de temperatura. O excesso de tecido normal, a pr^
sença de sangue ou a quantidade excessiva de tecido adiposo •
seriam outros fatores capazes de alterar a relação receptor/
proteína inespecífica interferindo no resultado. Alem disso ,
os níveis plasmâticos de estrôgenos acima de 150 pM (Panki &

\

j



-33-

McLeod, 19781 poderiam bloquear os receptores livres no cito

sol, tornando-os indetectãveis pelo estradiol marcado.

As neoplasias com determinações

R^E^ negativo, podem em pequena percentagem (5%), responder ao

tratamento endõcrino'. A interpretação sugere que a negativi

daâe poderia ser devida ã ausência de receptores R^E^ ou por

valores falso negativos devidos as dificuldades técnicas

(Howwonitz, 1981). Por outro lado alguns tumores R^E^ positivo

falham ã manipulação hormonal (Stoll, 1977). Esta discordância

entre a determinação do R E no tumor e a resposta clínica, po

dera ser explicada pêlos seguintes fatos: - foi deifionstrado por

Adams & Wong (1969), que certas células tumorais podem ter en

zimas metabólicas ativas que conseguem inativar os hormônios

administrados, tornando a terapêutica hormonal ineficaz, embora

com determinações carretas do R^E^ positivo. - O insucesso

desse tratamento poderá também decorrer da heterogeneidade das

células tumorais com relação ao conteúdo de receptores. - Tam

bem sabemos que os tumores possuem R,E^ positivo e negativo em

uma mesma população de células neoplãsicas ( Nenci & co.ls, 1978).

- Além disso, as células neoplâsicas do carcinoma mamârio po

dem não responder a endocrinoterapia, porque um passo distai â

ligação inicial do hormônio ao receptor estrogënico foi altera

do. Assim, se outros receptores esterôides fossem determinados,

a integridade ao controle hormonal na célula tumoral poderia

ser melhor conhecida (King & Mainwang, 1974).
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No material estudado a freqüën

cia de pacientes R'^E^ positivos foi de 51,9%. Esses resultados

estão de acordo com a variação de 41 a 70% referida na litera

tura pertinente; Alegra & cols, 1979 (41 a 70%); Antunes, 1980

(72%); Brentani, 1981 (58%).

O conhecimento da presença do

R^E^ nos tumores primários ê importante não só para a orien

tacão clínica do tratamento, mas também como valor prognôsti

co. É sabido que nas pacientes com tumores R^E^ positivo, o

intervalo clínico livre da doença e a sobrevida são maiores do

que nas com determinações de R^E^ negativo CMaynard & cols ,

1978) .

Em nossos dados não encontramos

indícios sugestivos de uma relação entre o estadiamento clíni

no câncer de mama (Un^on Inte.^ncic-í.ona.t ContfLe. ^& Cance.^., ?973)

e a positividade do receptor citoplásmico estrogênico. Isto ê,

não houve tendência na nossa pequena amostra para que os turno

rés menores ou maiores que 3 cm, tivessem mais positividade âe

R.E^. Nossos dados estão de acordo com Maass, 1972; Spaeren,

1973 e Saez, 1975^ embora Heuson & cols, (1975) tenham mostra

do que ha uma tendência para que os tumores de grande dimensão

sejam R^E^ negativo.

Quando tentamos correlacionar a

capacidade total do citosol de ligar estrõgeno e a idade âa pa

ciente ao tempo da mastectomia, verificau-se que não houve mais

l
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positividade de R,E^ para as pacientes abaixo de 45 anos. Os

nossos dados são semelhantes aos encontrados na literatura per

tinente (Saez & cols, 1978,- Nagai & cols, 1979). As neoplasias

da glândula mamaria em pacientes jovens são âe péssimo prognôs

tico, pois tem um alto grau de replicaçao celular-. Alto grau

de âesâiferenciação do tecido mamaria é acompanhado por valo

rés baixos ou negativos de R^Eç. No nosso material não parece

haver diferença qualitativa quanto ao grau âe replicaçáo celu

lar quando se considera as diferentes faixas etárias. Entre

tanto, o número de pacientes por faixa etária, é muito pequeno
)

principalmente nas faixas mais baixas. O R^E^ poderia ser um

indicador bioquímico da desdiferenciação celular, pois os turno

res R^E^ negativo geralmente são associados com alto grau âe

replicaçao celular (Meyer & cols, 1977).

No que se refere á paridade e a

amamentação, tentamos analisar a positiviâade dos R^E^, nas

portadoras do carcinoma mamaria, com a lactação e a paridade.

Não encontramos nenhuma relação entre a tendência aos tumores

virem a ser R^E^ positivo com as carcinomatosas que amamen

taram ou não, nulíparas ou multíparas, apesar do pequeno nume

ro de casos estudados. Na literatura não ha estudos correlacio

nando a positividade dos R^E^ em tumores do carcinoma mamario

com a paridade e a amamentação.

Na nossa amostra o estado mens

trual parece não interferir na frequência de positividâde do

-?

;1
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aã

R^E^, posto que y esta foi semelhante nas pacientes no menacme e

nas menopausadas. Esses achados estão âe acordo com os de

Nomura & cols, (1977). Entretanto, os níveis de R^E^ foram

mais elevados nas pacientes menopausadas, o que concorda com

as observações de Heuson & cols,(1975); Saez & Meyer, (1977).

O trabalho âe Heuson &^ cols,

(1975) mostra que a negatividade do R^E^ ë semelhante nos turno

rés indiferenciados e moderadamente diferenciados, enquanto

que a positiviâade de R^E^ é associada aos tumores diferen

ciados. Os níveis elevados de concentrações de K^E positivo

não diferem entre os tiimores diferenciados ou moderamente dife

renciados. O nosso material mostra uma certa tendência para

que os tumores diferenciados e moderadamente diferenciados se

correlacioneip.com maior probabilidade de ser R^E^ positivo, en

quanto que, os tumores indiferenciados venham a ser R^£,7 nega

tivo. Os nossos dados estão concordantes com os de Maynard &

cols, (1978).

No que concerne â celularidaâe

dos tumores foi possível constatar que os tumores hipercelula

rés foram mais frequentemente R^E^ positivo (64,3%)yindependen

temente de outros f atares, sendo que nos hipocelulares a pos^

tiviâade de R^E^ foi de 35%. Essas observações estão de acordo

com as de Rosen & cols, (1975).

Embora a detecção dos R^E^ seja

uma variável importante e de valor prognostico no carcinoma ma;

'^

"N
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mário, ela tem suas limitações, representadas principalmente

pelo numero de pacientes que não respondem ao tratamento enâõ

crino, apesar de terem tumores R,E^ positivo. Essa ausência âe

resposta clínica pode-ria ser explicada de forma ampla e geral

por defeitos presentes na cadeia de acontecimentos bioquímicos

que se iniciam pela ligação do estrôgeno ao seu receptor espe

cif iço.

A maioria aos autores na litera

tura aceita que a utilização de um indicador ünico, tem pouco

valor para o prognóstico clínico do carcinoma mamãriò. A comb^

nação do estadiamento clínico, idade, estado menstrual, locale

zação ao tumor, comprometimento de nódulos linfáticos, diferen

ciaçâo do tumor e a positividade do R^E^r possibilita mais con

fiança no prognostico (Maynard & cols, 1978).

Por outro lado a literatura per

tinente mostra que a detecção de outros receptores poderia de

finir melhor os sub-grupos de pacientes, os quais sendo R^E

positivo, estariam também sob controle de outros hormõnios

(Horwitz & McGuire, 1975). Além disso, sendo o receptor de pró

gesterona um provável produto da ação estrogënica, ele poderia

ser um excelente marcador daqueles tumores nos quais, com

maior probabilidade o controle endocrine foi mantido (Leclercq

& cols, 1977). Assim, é de nosso interesse introduzir no futu

ro a utilização desse receptor, a fim de melhorar o critério

de seletividade das pacientes que deverão ser submetidas ã

terapia endõcrina.

;.f
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CONCLUSÕES

A positividade do R^E^ no mate

rial estudado, composto de 27 casos de carcinoma âuctal inva

sor foi âe 51,9%.

A frequência de positividade do

R^E^ não foi influenciada pêlos f atares idade, estaâiamento

clínico da doença, paridade, amamentação e estado menstrual.

A diferenciação histológica dos

tumores relacionou-se diretamente com a positividade aos R^E^,

mostrando uma tendência maior para a positividade nos tumores

histologicamente diferenciados, ao passo que os indiferencia

dos foram todos R^E^ negativo.

A celularidade ë fator que pode

I

influir na positividade dos R.Efl.

I
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••SUMARIO
Em 27 casos de carcinoma ductal

invasor mamârio foram determinadas as concentrações de recejp
tores citoplãsmicos estrogênicos (R^E^) pela técnica do carvão
A.e.ue.^^do com d&xtn.a.ncL (CRO) em preparações de citosôis com
positividaâe de 51,9%.

Os casos foram analisados quan

to ã idade, paridade, amamentação, estado menstrual, estadia
mento clínico e características histológicas.

j Não houve maior positividaâe

quanto aos parâmetros referidos, exceto as características his
tolõgicas, onde a diferenciação e a celularidaâe aos tumores
foram fatores que demonstraram poder interferir na positive
dade dos R. En .
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SUMMARY .
The concentration of estrogen

cytoplasmic receptors (R^E^) in 27 patients with invasive

ductal breast cancer wçre determined, utilizing the Pex-t/ia.n

Coctte-d Cha.^.eoaí (ÜCC) procedure in cytosol preparations. They

were detected in 51.9%.

The patients age, parity,breast

feeding, menstrual status, clinical stage and hystological

features were analysed.

Except to hystological charact^

ristic, there was no correlation between the positivity of

R^E^ and these parameters.

Indeed the tumor's cells aiffe

rentiation and cell number were determinant factors that may

interfer to R^E, positivity.
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