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O cancer da mama € hoje em dia
a principal causa de morte por cancer nas mulheres. A Organi
zagao Mundial de Saide (OMS),através de estudos,demonstrou que
a incidéncia populacional ‘do cancer varia conforme a localiza
¢ao geografica,e catalogou como de alto risco a ragé branca
dos Estados Unidos e Norte da Europa, pois apresentaram a in
cidéncia de 51,3/100.000 casos de carcinoma mamério por ano:
A Africa do Sul e o Japao tém a fregliéncia mais baixa com
12,2/100.000 casos por ano. A Europa Ocidental e América do
Sul ocupam uma populacao de risco intermediario co&123ﬁV1ML000
‘casos de carcinoma mamirio por ano (Shimkin, 1973).
| No Brasil, segundo os dados for
necidos pelo Registro Nacional de Tumores (Torloni, 1978), a
incidéncia do carcinoma da mama foi de 19,8% entre os tumores
malignos na populacao feminina, ocupando o 39 lugar entre as
neoplasias malignas (Mirra, 1969). No Estado de Sao Paulo a
freqliéncia foi de 36,8/100.000 casos por ano e diagnosticaram
1064 novos casos,s6 no Municipio da Capital Paulista (Souza &

Salvatore, 1979).

Sao diagnosticados anualmente
mais de 90.000 casos de carcinoma mamario e destes , 30.000
mulheres morrem anualmente pelo cancer de mama (Osborne &

Mc Guire, 1979). Poucos foram Os progressos no nosso conheci

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



Gltimos anos,no entanto, a pesquisa basica sobre os fatores
que controlam o crescimento celular do cancer de mama foi
recompensada com dados novos e significativos, susceptiveis de
sua aplicagao no tratamento clinico destas pacientes. Na rea
lidade, a conduta de tratamento dessa neoplasia foi alterada
com os avancgos das pesquisas laboratoriais. Este avango pelo
conhecimento dos feceptores hormonais, passou a orientar a te
rapéutica conforme a dependéncia hormonal do tumor.

Os estudiosos em Patologia Mama
ria sempre se interessaram pela dependéncia hormonal destes
tumores, O que pode ser evidenciado desde o século.XIX, quan
do Sir Astley Cooper (1829) comentou nas suas observagoes cli
nicas que os tumores mamarios apresentavam alguma regressao na
sintomatologia no comego de cada menstruacao. Baseado nestas
observagoes, Shinzinger (1889), 60 anos depois, apresentou su
gestoes empiricas para terapia enddcrina do carcinoma mamario
por ablagao das gonadas. Porém, os primeiros trabalhos apre
sentados sobre carcinoma mamario e sua resposta a ooforecto
mia foram realizados no Glasgow Cancer Hospital por George
Thomas Beatson (1896), relatando melhoras clinicas nas porta
doras do cancer inoperavel de mama. Esses resultados levaram-
no a pensar que a gonada era O ponto de estimulagcdao do carci
noma da glandula mamaria.

Posteriormente, uma série de

trabalhos mostrando resultados satisfatdérios & endocrinotera



pia aumentaram o entusiasmo com relagao éo tratamento hormo
nal do carcinoma mamario. Esse entusiasmo levou Boyd (1900) a
emitir a seguinte opinido sobre seus resultados:"pareciam a
mim provar que a regressao do tumor mamario depois da ooforec
tomia n3o era ocorréncia acidental".

E sabido ja ha quase um século;
que a alteragao éo ambiente hormonal induz a regressao tumo
ral em certas pacientes portadoras do cancer de mama metasta
tico. Essa observagdao nao constitui surpresa, uma vez que o)
crescimento da gléndulatmaméria normal & influenciado por ini
meros hormdnios. |

Os estudos epidemioldgicos do
carcinoma mamario mostraram alguns indicios de influéncias en
docrinoldgicas com relagao ao risco para doenga. Assim, este
é praticamente inexistente em mulheres com disgenesia gona
dal, bem como, nas pré-ptberes. E elevado o riscc nas mulheres
com menopausa‘precoce e/ou menopausa tardia e ainda naquelas
cuja primeira gestagao ocorreu apos os 30 anos de idade,ainda

que nao tenham sido wutilizados métodos anticoncepcionais.

Ainda com relagao ao risco do carcinoma mamario por infludn
cia endocrinoldgica, chama a atengdo a baixa incidéncia de
carcinoma mamario nos homens.

A glandula maméria,érgéo inte
grado ao sistema enddcriro reprodutor, estd sob.a agao de nu

merosos fatores que regulam a secregdao do leite e produzem um



desenvolvimento mamdrio normal. O crescimento e a diferencia
¢3o0 ductal dependem da presenga do estrdgeno, do corticdide e
de somatotrofinas (Lyons & cols, 1958). O ldbulo mamario é
estimulado em seu crescimento pelos hormonios: prolactina,
progesterona, estrogeno e somatotrofinas (Cowie & Tindal,
1971), estimulacao essa que se processa via receptor.

Quando ocorre a neoplasia, a cé
jula de um tecido sensivel que responde ao estrdgeno, podera
obedecer a teoria da progressao tumoral: cefufa normal sensi
vel + celula neoplasica Aehbluat + c2lula neoplasica autonoma
(Foulds, 1969). Assim, uma czfula neoplasica sensivel  seria
" aquela que contém quantidades normais ou diminuidas do nimero
dé seus receptores, estando sob controle hormonal e responden
do como a celula noxrmal sensivel. Na celula neoplasica autong
ma,o0s receptores estariam ausentes ou em muito menor concen
tragao, fazendo assim que se evidenciasse a perda da regula

cao enddcrina celular.

Receptores hormonats

O sistema nervoso transmite as
suas informacSes através de alteragbes do potencial de membra
na ao longo de suas fibras nervosas, enquanto que no sistema
enddcrino as mensagens sao transmitidas sistematicamente pela
corrente sanguinea, sob a forma de substancias quimicas alta
mente especializadas,os horménios, que vao atuar em células

distantes e diferenciadas, que tém a capacidade de receher



tais informacoes e a elas responderem. Os elementos que rece.
bem tais informagdes denominam-se receptores e podem estar
localizados ao nivel da membrana, citoplasma e nicleo.

A acdo dos hormdnios estrogéni
cos sobre os Orgaos alvos foi primeiro evidenciada por
Glascock & Hoekstra, (1959). Entretanto, a.demonstraQSO da
presénga dessas proteinas receptoras sb foi possivel pela uti
lizagdo de horménios marcados,e pela avaliacao da ooncentragao
desses hormdnios nos tecidos alvo. Assim, Jensen & Jacobson,
(1960) demonstraram a presenga de receptores para estrogeno
em tecido uterino, vagina e glandula mamaria.

' O receptor estrogénico & uma
macromolécula protéica (estrofilina), termolabil, {nica,acida
de ‘peso molecular 200.000 daltons com constante de dissocia

o 0,4~ 2,0'x% 1077

M, sensivel 3s ligagoes de reagentes SH
e iodinizacado. E destruida por enzimas proteoliticas, mas nao
por nucleases, se liga ao hormdnio por ligagbes nao  covalen
tes. A ligacao & especifica seguindo a regra da polaridade. A
interac3o entre receptor e hormdnio & do tipo hidrofdbico
formando um complexo que se sedimenta nas formas moleculares
solliveis 8 S e 4 Ssdependendo da forga idnica do gradiente
(Muller & cols, 1972).

A interacdo do estrdgeno com Os

receptores intracelulares (Fig.l),depende da quantidade do

hormdnio livre (E). A entrada desse hormdnio na célula pode



FiGura 1 - ESQUEMA DA LIGAGAO DO RECEPTOR ESTROGENICO,
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Peck, 1977).

(CLARK &



ocorrer por difusdo simples ou facilitada (Peck & cols, 1973),
independe da energia metabdolica e da presenca do receptor,
nao sendo inibida por outros agentes estrogénicos. Por outro
lado, parece existir uma correlagdo entre a resposta bioldgica
e a presenca de receptores (Katzenellenbogen, 1980).

Os estrdgenos se ligam a muitas
macromoléculas (albumina, alfa feto proteina e globulina liga
dora de testosterona e estrdgeno) encontradas no sangue
(TS, Fig.l). Essas macromoléculas estao presentes geralmente
em grandes concentragBes, cada qual tem uma afinidade propria
pelo estrdgeno (Murphi, 1968; Soloff & cols, 1971). Sua i
gagdao com o hormonio circulante diminui a disponibilidade do

estrdgeno circulante livre capaz de se ligar intracelularmen

te ao receptor.

Apds a entrada na célula alvo,
o estrBgeno se liga ao receptor citoplasmico (RC) para formar
o complexo receptor estrogénico (RQEZ),ou associa-se com va
rios sitios de ligacdo de baixa afinidade, nao especificos
(Ne) dentro do compartimento citoplasmico (Fig.l). Assim, a
retencio do estrdgeno intracelular sob condigao de equilibrio
envolve dois tipos de sitios de ligagdo: um numero limitado
que tem alta afinidade e especificidade; outro com baixa éspg
cificidade, mas com grande capacidade de ligagao (Gorski &

cols, 1968; Rochefort & Baulieu, 1969; Erdos & cols, 1971) .
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O complexo RQEZ de alta afinida
de desloca-se para O niucleo RnEZ nas células alvo (Fig.l),ﬁﬁ
te complexo se liga "a cromatina nuclear "in Loedl" chamado si
tios aceptores, e a partir dai se iniciam oOs processos desen
cadeadores da sintese de RNA mensageiro (King, 1976) e das
respostas precoces i agdo estrogénica (Katzenellenbogen &
cols, 1979). |

Varios pesquisadores demonstra
ram, anteriormente, que certos carcinomas de mama humana, pri
mirios ou metastdticos, contém diferentes concentragoes  des
ses receptores e que sao classificados como receptores poéi
tivos ou negafivos. Além disso, que a presenga desses recep
tores pode ser Util para predizer a resposta das pacientes a
terapia hormonal, embora nem todas respondam ao tratamento
com regressdo tumoral (Pisani & Pinotti, 1980).

Dados de varios laboratdrios
em 1964 no Wdrkshop Internacional em Bethesda, Maryland, con
firmaram que a dosagem da proteina receptora de estrogeno (RE)
em pecas neopldsicas & o indicador bioquimico Gtil da depen
déncia ou independéncia hormonal do tumor, segundo O receptor
estrogénico esteja presente ou ausente (Mc Guire & cols, 1975).
Além disso, cada vez mais se acumulam as evidéncias de que a
proteina réceptora de estrdgeno (RE) & uma variavel progndosti
ca importante, fornecendo informacoes sobre a historia natu

ral e a biologia do tumor, além de dados indicadores para no



vas estratégias no tratamento. A detecgao de outros indicado
res também foi tentada através da determinagao do sexo croma
tinico e sua topografia no carcinoma mamdrio (Baruffi & cols,
1971)

Os critérios cliniqos tais como:
a menopausa, os locais de comprometimento tumoral e o intexr
valo clinico da doenca apds a cirurgia, tamb&m n3o melhoraram
significativamente a capacidade do clinico para selecionar a
térapéutica adequada.

Entretanto, em vista do iIndice
de resposta ao tratamento enddcrino ser muito baixé,zi mono
e a poliquimioterapia tornaram-se cada vez mais populares co
mo terapéuticas primadrias da doenga metastatica. Porém, esta
terapéutica nao estad livre de morbidade significativa e morta
lidade ocasional (Trocoli & cols, 1979). Algumas pacientes
que poderiam ter uma remissao durdvel com a terapéutica endd
crina, que & mais simples e menos tdxica, as vezes s3o exclui
das desta terapéutica por falta de um método acurado para de
terminar, "a palonl", quais as melhores pacientes para a qui’
mioterapia e quais as melhores candidatas a manipulagao hor
monal. A selegao dé terapéutica, através do conhecimento  do
receptor estrogénico, diminuiria o numero de pacientes expos
tas 3 quimioterapia ou aos procedimentos ablativos enddcriros,

Os quais tém a probabilidadede serem ineficazes quando nao

bem selecionados.



-10~

Assim, com base nos conhecimen
tos apresentados, parece claro a necessidade e a utilidade de
determinar sempre que possivel a hormdnio-dependéncia do car
cinoma mamario para melhor orientagdo na terapéutica enddcri

nae.
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0BJETIVO

As publicagoOes sobre a utiliza-
cao de técnicas que visam a deteccdo de receptores hormonais
para o estrbgeno nas neoplasias malignas de mama, embora te
nham procurado demonstrar que sao 4teis na orientagao da tera
péutica hormonal, apresentam resultados bastantes diversos,as
vezes até mesmo contraditdrios, quanto as respostas clinicasa
endocrinoterapia.

O objetivo primordial deste tra
balho é procurar implantar como rotina, no Departamento de Gi
necologia, Obstetricia e Pediatria, o ensaio para receptor de
estrogeno (RcEZ)’ visando uma melhor orientacao terapéutica pa
ra os tumores horménio-dependentes do carcinoma mamario, a
fim de que o Servigo possa adquirir sua prdpria experiéncia e
tenha a sua opinido sobre a metodologia tao atual. Além disso,
permitirda avaliar a freqtiéncia de tumores hormonio-dependentes
e orientar a terapéutica hormonal nos casos do Departamento.

Os objetivos futuros serao a
implantagao de ensaios para a determinacao de receptores para
" outros esterdides, bem como, a longo prazo, avaliar os resul-
tados de uma orientacao terapéutica hormonal dirigida  pelos

ensaios de receptores hormonais.
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MATERIAL E METODO

O presente trabalho foi reaiizg
do com material obtido através de bidpsias e ae pecas cirlrgi
cas de 27 pacientes portaddras do carcinoma mamario do Setor
de Patologia Mamaria do Departémentorde Ginecologia, Obstetri
cia e Pediatria da Faculdade de Medicina de Ribeirao Preto da

Universidade de Sao Paulo.

A amostra

Na tabela 1, estao contidos os
dados referentes & distribuicao de freqtiéncia das _ pacientes
segundo a faixa etéfia e o estadiamento clinico da doenga. A
idade variou de 34 a 77\énqs, sendo mais freqliéntes 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 paci
entes pertenciam ao estadio II (70,4%).

Na tabela 2, estao relacionadas
as caracteristicas histoldgicas das neoplasias (tipo histoldo-
gico, grau de diferenciagao e celularidade) onde se observa
que todos os 27 casos sao carcinomas ductais invasores, prevé
lecendo os tumores diferenciados com hiper ou hipocelularida-
de.

A paridade, a lactagao média por
filho (meses) e o estado menstrual das pacientes submetidas a

determinacdo dos receptores estrogénicos estao contidos na
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TABELA 1 - Distribuicao de fregliéncia das pacientes portadoras
do cancer de mama ductal invasor, segundo a idade e o estadia

mento clinico.

Estadiamento Clinico

Idade T 1T IIT Iv Total
ne % ne %2 ne % ne % N9 2
31-35 0 (oi 1 (5,6) 0 (0) 1 (50,0) 2  (7,4)
36-40 0 (0) 4 (21,0) O (0) © (0) 4 (14,8)
- 41-45 O (0) O (0) O (0) 1 (50,0)' Lh) 43,7}
46-50 0 (0) 0 (0) 1 (20,0) O (0) 1 (3,7)
51-55 0 (0) 5 (27,7) \2 .(40,0) O (0)' 7 (25,9)
56-60 0 (0) 3 (16,7) O (0) o0 (0¥ ; 331 ,2)
61-65 0 (0) 1 (5,6) O (0) 0 0y 1 (3,7
66-70 1 (100,0) O (0) © (0) O (0) 1  (3,7)
170, "0 Oyl Sou{27:7) 2 Li(40;0)- @ (0) 7 (25,9)
TOTAL 1 19 ' S 2 27

(3,7%) (70,4%) (18,5%) (7,4%) (100,0%)
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TABELA 2 - Achados histoldgicos (tipo histoldgico, grau de di

ferenciacao e celularidade) dos 27 casos submetidos a deter
minacao de receptores estrogénicos. B
Casos Histologia Diferenciagao Celularidade
*01 Ca ductal invasor Diferenciado hipo
*02 Ca ductal invasor Diferenciado hiper
*03 Ca ductal invasor Mod. dif. hiper
*04 Ca ductal invasor Mod. dif. hiper
*05 Ca ductal invasor Diferenciado hipo
*06 Ca ductal invasor Diferenciado hiper
*07 Ca ductal invasor Diferenciado hiper
*08 Ca ductal invasor Diferenciado hipo
*09 Ca ductal invasor Diferenciado hiper
*10 Ca ductal invasor Diferenciado hipo
*11 . Ca ductal invasor Diferenciado hipo
*12 Ca ductal invasor Diferenciado “hiper
*13 Ca ductal invasor Diferenciado hiper
*14 Ca ductal invasor Diferenciado hiper
15 Ca ductal invasor Diferenciado hipo
16 Ca ductal invasor Mod. dif. hipo
£ Ca ductal invasohr Indifenenciado hipen
18 Ca ductal invasor Mod. ‘dif. hipo
19 Ca ductal invason Indiferenciado hipen
20 Ca ductal invasor Mod. dif. hiper
21 Ca ductal invasor Mod. dif. hipo
22 Ca ductal invasor Mod. dif. hiper
23 Ca ductal invasor Diferenciado hipo
24 Ca ductal invasor Indiferenciado hipo
29 Ca ductal invasor Diferenciado hipo
26 Ca ductal invasor Mod. dif. hiper
27 Ca ductal invasor Diferenciado hipo
Obs.: Mod. dif. - Moderadamente diferenciado

*RCE2 positivo > 3 fentomoles/mg proteina citosol
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tahela 3, onde se ohserva o predominio de pacientes pOs-meno-
pausadas, multiparas e que amamentaram.
Na tahela 4, estao contidos os

dados de idade, menarca, caracteristicas menstruais, diagn6§

tico clinico e histoldgico das pacientes como controle.

Coleta do maternial

A coleta de material foi reali
zada no centro cirlirgico ou no ambulatdrio de Patologia Mama
- ria do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ri
beirdo Preto da Universidade de Sao Paulo, logo apds a sua
exérese.

Cuidados especiais foram toma
dos na hora da coleta, tais como a limpeza macroscopica do
tecido para a retirada de areas necrdticas, tecido adiposo e

'coégulos. Ocasionalmente, quando ocorria dificuldades macrosco
pica, para auxiliar esta tarefa utilizou-se um microscopio este
reoscépico (Zeiss K120/76 aumento 10 vezes). Esses procedimen
tos se fizeram necessarios para evitar erros na etapa da de
terminacdo da concentragdo de proteina.

Quando nao foi possivel iniciar
o ensaio de imediato, a peca foi colocada num frasco de poli
propileno,,conténdo solugdo do tampao TRIS e armazenada, por
periodo ndo superior a 10 semanas em nitrogénio liquido,

(Barnes & cols, 1977; Leclercq & cols, 1973).
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TABELA 3 - Paridade, lactagao e estado menstrual das 27 paci

entes submetidas a determinagao de receptores estrogénicos.

Casos Paridade Lactagao média Estado Menstrual

p/filho meses

*01 7 2 POs-Menopausa
*02 0 0 POs-Menopausa
*03 3 6 Pés—Menopausa
*04 2 3 POs-Menopausa
*05 0 0 Pos-Menopausa
*Oé 0 0 Menacme

*07 6 4 P6s—-Menopausa
*08 -5, 2 P&s-Menopausa
*09 6 3 POs-=Menopausa
*10 2 4 POs-Menopausa
*13 3 2 Menacme

8 A 1 0 Menacme

*13 ne ne POs-Menopausa
*14 3 3 Menacme

15 2 0 Menacme

16 9 6 Pos-Menopausa
17 2 3 Menacme

18 3 3 Menacme

19 ne ne POs-Menopausa
20 1 2 Menacme

21 1 12 POs-Menopausa
22 10 6 PSs-Menopausa
23 0 0 . PGs-Menopausa
24 8 5 | PO&s-Menopausa
25 9 6 POs—-Menopausa
26 3 3 PSs-Menopausa
a7 1 12 POs-Menopausa

Obs.: ne (nao especificado)
*RcEZ positivo > 3 fentomoles/mg proteina citosol
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Preparacao do citosol

O material foi fragmentado com
o auxilio do micrdtomo de congelagao ou de bisturi. A seguir
os fragmentos de tecidos foram triturados a 49C num almofariz
contendo tampao TRIS (TRIS basico 10 mM, EDTA 1,5 mM em pH
7,4 acrescido de_6 mM B-Mercaptoetano), na proporgao de 1/4
(peso/volume) . A homogeneizagso foi realizada com o auxilio
de um microdismembranador Braun (Melsugen, Repiblica Federal
Alema), durante dois minutos, numa velocidade de 1.500 rota
¢Oes por minuto.

O citosol foi obhtido por ultra—
centrifugagéo-refrigerada a 492C do homogeneizado (Beckmam L
550 B), 105.000 x g, rotor 50 titanio, durante 60 minutos (Mc
Guire & De La Garza, 1973). O sobrenadante foi removido com
"0 auxilio de uma pipeta Pasteur, tomando-se o cuidado de nao

remover a camada de lipidios na por@éo superior do tubo.

Dosagem. de proteina

A determinacao da concentragao
de proteina na fracao citosdlica, foi realizada em aliquotas
de diluicoes adequadas do homogeneizado total do tecido da
glandula mamaria, utilizando o método de Lowry (Lowry & cols,
1951), e as leituras foram realizadas em espectrofotometro Du
2-Beckmann a um comprimento de onda 660 mu.

O citosol foi diluido de forma

a conter uma concentragéo de 4 mg de proteina/ml, concentra
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cao esta ideal para se trabalhar quando se emprega o método
de separagao do carvao revestido com dextrana (CRD), (Korenman

& Dukes, 1970).

Reallzacdo do ensalo para  detee¢ds

do necepfon cifoplasmico estrogénico (R,E,).

Uma vez obtida a fracao adequa
da dd citosol, realizou-se ensaio para detecgao de receptores
citopléasmicosestrogénicos com base no método empregado por
McGuire, (l973)f e Heuson, (1975), de acordo com o proto
colo na tabela 5. Usando»tuboé em duplicatas com cinco concen
tra§6es diferentes e crescentes de 17-B-estradiol  triciado
(50 Ci/mmol; 0,018838 pmol/ml), carvao revestido com dextrana
(CRD) carvao 0,5g% e dextrana 70 0,05g% e o citosol em volume
constante, completou-se o vblume dos tubos para 1,5 ml com

tampao TRIS. Esses tubos foram denominados como:

Total: 17-B-estradiol triciado

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

Branco: l7-B-estradiol triciado_
(0,018 pmol/ml a 0,110 pmol/ml), tampao TRIS (0,9 a 0,4 ml) e

carvao nrevestido com dextrana (CRD) 0,5 ml.

Citosol: 0,3 ml, 17-B-estradiol
(0,018 pmol/ml a 0,110 pmol/ml), tampao TRIS (0,6 a 0,1 ml) e
carvao revestido com dextrana (CRD) 0,5 ml.

ApSs um periodo de incubagao de



TABELA 5 - Protocolo do ensaio de receptor estrogénico.

-

Branco .§H—E Tampao Carvao
Tubo ml pmol ml ml
1 , 0,01838 , ,

2 , 0,03676 , ,
3 , 0,05514 > ,
4 ,4 0,07352 , ,
5 ,6 0,11028 , ,
Citosol 3u- Tampao Carvao
Tubo/ml ml pmol ml ml
1/0,3 : 0,01838 . ,
2/0,3 ) 0,03676 : ;
3/0,3 , 0,05514 : ,
4/0,3 ; 0,07352 . ,
5/0,3 ¢ 0,11028 ’ ’
Total HoF Tampao
Tubo ml pmol ml
: ; 0,01838 ,
2 : 0,03676 ,
3 , 0,05514 ,
4 g 0,07352 ,
5 , 0,11028 ,9
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18 horas a 49C as amostras contidas nos tubos de citosol e
branco foram submetidas ao tratamento com carvao fevesitido cém
dextrana (CRD). Foram pipetados 0,5 ml da suspensao de carvao
e sob agitacgao constante por 30 minutos a 49C. Logo depois o
material foi centrifugado por um periodo de 20 minutos numa
velocidade de 2.000 rotagoes por minuto a 49C., para a sedi
mentacao do carvao contendo o 7= B-estradiol tr1c1ado nao 1i

gado a proteina receptora.

Contagem da nadioatividade

| A contagem da radioatividade foi
efetuada pela adigao de uma aliquota de 0,3 ml do sobrenadan-
te, a um volumé de 5 ml de um coquetel para cintilagao liqui
da constituida 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

espectrometro de cintilagao liquida Beckman L S 8.100, Progra

ma 2 (Tricio, 10 minutos, erro Sigma 2%).

Caleulos
Pelas leituras dos tubos deno
minados citosol, branco e total foi possivel calcular os valo
res correspondentes ao estradiol ligado a proteina receptora,
estradiol livre‘e a xelagéo entre esses dois valores.- Empre
gando o método de Scatchard pdde-se estimar o valor da cons

tante de dissociag@o (Kd), bem como, a concentragao de recep



-22-

tores citoplasmicos presentes (Scatchard, 1949)..

O resultado foi expresso em feﬁ
tomoles de l7-B-estradiol ligado por miligrama de proteina no
citosol (European Organizétion Research Treatment Cancer i
1973). O critério histoiégico para caracterizar a .diferencig_
cao dos tumores analisados foi o de Mc Carty & cols (1977) ,
que leva em consideracao para classsificacgao a presenga de
estruturas tubulares e adenocisticas.

Como controle negativo de ensaio,
foram determinados 12 RQEZ deﬁecidos mamarios histoldgicamen
te normais, obtidos de pacientes portadoras de hipertrofia ma

maria bilateral, que foram submetidas a mastoplastias reducio

nais.
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RESULTADOS

Na tabela 6, estéo contidos os
valores das determinagdes dos receptores citoplasmicos estro
génicos RQEZ dos 27 casos de carcinoma ductal invasor.

A positividade do RcEQ no mate
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
7, onde estao apresentados os dados referentes "a positividade

do RCE sua relacao com a idade e o estadiamento clinico da

ZI
doencga, embora considerando pequeno o numero de casos investi
gados, verifica-se que nao existem diferengas no nimero de
receptores de estrbgeno positivo, nas diversas faixas etarias
e nos diferentes estadiamentos clinicos.

Quando se relacionam oOs dados
referentes a paridade, com a presenga do RcEZ’ verifica-se
que das 13 multiparas, 7 foram RcEZ positivo. Quando se agru
pa as nuliparas com as primiparas, num total de 8 casos, 4 fo
ram RcEZ positivo, tabela 8.

Duas pacientes nao tinham espe

cificacOoes na histdria clinica, quanto & paridade e & -amamen

tagao. Foram os casos de nimero 13, RcEZ positivo e nimero 19
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TABELA 6 - Valores das determinagoes ‘dos receptores estrogenl

cos nos casos de carcinoma invasor de mama

Casos Prontuario RcEZ

ne fentomoles/mg
proteina no citosol

*01 063906 22
%02 064319 72
%03 ' 037077 63
*04 063052 39
*05 062604 12
%06 078007 47
%07 021018 57
*08 ' 000362 29
*09 _ 074414 77
*10 066069 : 4z 60
*11 081232 40
*12 : 071959 | 39
*13 - 072726 114
*14 068595 44
15 064517 1,3
16 \ 063077 2,4
17 065630 0,0
18 030881 0,0
19 022778 1,8
20 084119 1,6
21 080657 2,5
22 | 074044 2,24
23 , 068182 2,46
24 : , 031259 1,6
25 041566 1,5
26 071157 2,3
0,0

e : ’ 079814

Obs.: *RCE2 positivo > 3 fentomoles/mg proteina no citosol



TABELA 7 - Distribuicao de freqliéncia das pacientes
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portado

ras de cancer de mama ductal invasor, segundo a idade, o esta

diamento clinico e a positividade do receptor citoplasmico es

trogénico.

Estadiamento Clinico

Idade RéEZ . T IT ITE v Total

ne 2 ne 2 ne % ne 2 ne 2

Positivo © 1 (5,3 ©) 1 (50,00 2 (7,4)

31-35 Negativo O @ 0 (0 © 0o (© 0 (0

Positivo 0  .(0) 1 (5,3) (0) © 1 (3,7

36-40 Negativo ) 3 (15,8 (0) ) 3 (11,1)

4145 POSitivo 0 0) (0) © o (© 0 (0

Negativo (0) (0) (0) 1 (50,0) r (3,7

Positivo (0) ) 1 (20,0) © 1 (3,7

46-50 jegativo 0) © 0 (0 (0) (0)

Positivo ©) 3 (15,8 (0) ©) 3 (11,1)

51-35 Negativo 0 (0) 2 (10,5) 2 (40,0) (0) 4 (14,8)

Positivo ©) 2 (10,5) (0) 0 2 (7,4)

56-60 yegativo (0) (5,3) (0) © 1 (3,7

Positivo © 0  (0) (0) © 0 (0

61-65 Negativo (0) (5,3) (0) © 1 (3,7

pPositivo 1 (100,0) (0) (0) (0) 0)

66770 Negativo 0 (0) (0) (0) (0) (0)

Positivo ©0) 3 (15,8) 1 (20,0) 0) 4 (14,8)

> 70 Negativo 0) 2 (10,5 1 (20,0) ) 3 (11,1)
TOTAL 1 19 5 2 27

| (3,7%) (70 ,42) (18,5%) (7,4%)  (100,0%)
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TABELA 8- Distribuicao de freqtiéncia das pacientes portadoras

do cancer de mama ductal invasor, segundo a paridade e a posi

- tividade do receptor citoplasmico estrogénico.

‘Paridade
R_E, Nulipara Primipara  Secundipara Multipara Total
nQ $ n@ 2 nQ $ no g N9 ‘%

Posi
tivo 3 (23,1) I (7,7) 2 (15,4) 7 (53,8) 13 (100,0)
Nega :
tivo 1 (8,3) 3 (25,0) 2 (16,7) 6 (50,0) 12 (100,0)
Total 4 4 4 13 25

(16,0) (16,0) (16,0) (52,0) (100,0)
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RcEZ negativo.

Na tabela 9, encontram-se os da
dos que relacionam a amamentagao com a positividade do RcEZ
Verifica-se que das 6 pacientes que nao amamentaram, 4 foram
RcEZ positivo e 2 RCEZ negativo e das 19 pacientgs que amamen
taram, 9 foram RCEZ positivo e 10 RCEZ negativo, demonstrando
um equilibrio na freqtiéncia da positividade do RcEZ'

O material apresentado na tabe
la 10, mostra que das 8 biopsias de pacientes no menacme, 4
foram RcEZ positivo e 4 RcEZ negativo. Nas 19 menopausadas a
positividade esteve presente em 10 bidpsias.

A diferenciagao histoldgica do
tumor e a positividade do RQEZ’ tabela ll,‘evidenciam que ©Os
tumores diferenciados tendem a ser RcEZ positivo e os indifef
renciados RQEZ negativo. Nos tumores diferenciados num total
de 16 casos o numero de RCE2 positivo foi de 12 (75%), nos mo
deradamente diferenciados um total de 8 casos, somente 2 fo
ram RCEZ positivo (25%) e nos indiferenciados em 3 casos to
dos foram RcEZ negativo (0% de positividade).

Quanto a celularidade tumoral ,
na tabela 12, observa-se que dos 14 casos hipercelulares, 9

casos foram RcEZ positivo (64,3%) ao passo que dos 13 tumores

hipocelulares, somente 5 foram RQEZ positivo (35,7%).
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TABELA 9 - Distribuicao de freqliéncia das pacientes portadoras
do cancer de mama ductal invasor, segundo a amamentagao e a

positividade do receptor citoplasmico estrogénico.

Amamentacao
RcEZ Nao amamentaram Amamentaram Total
ne % ne %3 N@ 3
Positivo 4 (30,8) 9 (69,2) 13 (100,0)
Negativo 2 (16,7) 10 (83,3) 12 (100,0)
Total 6 19 « 25

(24,0) ' (76,0) (100,0)
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TABELA 10-Distribuicao de freqtiéncia das pacientes portadoras
do cancer de mama ductal invasor, segundo o estado menstrual e

a positividade do receptor citoplasmico estrogénico.

Estado Menstrual

RCE2 Menacme Menopausa Total

no 3 no 3 N© 3
Positivo 4 (28,6) 10 (71,4) 14 (lOQ,O)
Negativo 4 (30,8) 9.(69,2) 13 (100,0)
Total 8 19 ‘ 27

(29,6) | (70,4) (100,0)
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TABELA 11 - Distribuigao de freqliéncia das pacientes portado
ras do cancer de mama ductal invasor, segundo O grau de dife
renciacao do tumor e a positividade do receptor citoplasmico

estrogénico.

Diferenciacao Histoldgica .

RcE2 Diferenciado Moderado Indiferenciado - Total
diferenciado
ne %2 neQ % n@? % N@ %
Positivo 12 (85,7) 2 (14,3) O (0) 14 (100,0)
Negativo 4 (30,8) 6 (46,2) 3 (23,0) 13 (100,0)
Total 16 8 3 27

(59,3) {29,7) (11,0) (100,0)

CULIYERSIBADE FLOERAL YU VIARA |
Polamd wen Setacial ae Cifincias da Sadde ‘



TABELA 12 - Distribuicao de freqliéncia das pacientes
ras do cancer de mama ductal invasor, segundo a celularidade e

a positividade do receptor citoplasmico estrogénico.

-3]1-

portado

Celularidade
RcEZ hipercelular hipocelular Total
ne % ne % N@ %
Positivo 9  (64,3) 5 (35,7) 14 (100,0)
Negativo 5 (38,5) 8 (61,5) 13 (100,0)
Total 14 13 27
(51,9) (48,1) (100,0)
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DISCUSSAQ

No presente trabalho efetuamos
a determinacao dos receptores citoplasmicos estrogénicos nos
carcinomas mamarios de 27 pacientes, com a finalidade de que
estas pudessem se beneficiar com um tratamento coadjuvante
mais adequado, aumentando a sua possibilidade de resposta cli
nica positiva ao tratamento enddocrino.

Quando a manipulagdo enddcrina &
feita de maneira aleatdria, sabe-se que 30% das pacientes res
pondem positivamente aoﬁtratamento. Entretanto, quando se dg
termina a concentragao de receptores citoplasmicos estroge
nicos é possivel aumentar a probabilidade de respostas clini
cas para a endocrinoterapia para 50 a 70%, ficando o percen
tual de respostas positivas, entre as pacientes com dosagens
negativas para receptores citoplasmicos estrogénicos ao nivel
de 5%. Tais respostas seriam explicadas admitindo a possibili
dade de resultados falsamente negativos (Lipmann & Alegra,
1978). Para tanto, poderiam contribuir o armazenamento incor
reto da amostra, bem como, a realizagao do ensaio em condigoes
inadequadas de temperatura. O eXxcesso de tecido normal, a pre
senca de sangue ou a quantidade excessiva de tecido  adiposo
seriam outros fatores capazes de alterar a relacgao receptor/
proteina inespecifica interferindo no resultado. Além disso ,

-

os niveis plasmaticos de estrdgenos acima de 150 pM (Panki &
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McLeod, 1978) poderiam bloguear os receptores livres no cito
sol, tornando-os indetectaveis pelo estradiol marcado.

As neoplasias com determinagoes
RCEZ negativo, podem em pequena percentagem (5%), responder ao
tratamento enddcrino. A interpretacao sugere que a . negativi
dade poderia ser devida a auséncia de receﬁtores thzhou por
valores falso negativos devidos as dificuldades técnicas
(Howwonitz, 1981). Por outro lado alguns tumores RcEZ positivo
falham & manipulacdo hormonal (Stoll, 1977). Esta discordancia
entre a determinagao do RQEZ no tumor e a resposta clinica, po
dera ser explicada pelos seguintes fatos: - foi demonstrado por
Adams & Wong (1969), que cerfas células tumorais podem ter en
zimaS'metabéiicas ativas que conseguem inativar os hormonios
administrados, tornando a terapéutica hormonal ineficaz, embora
com determinacoes corretas do RQEZ positivo. - O insuceséo
desse tratamento podera também decorrer da heterogeneidade das
células tumorais com relacdo ao contefido de receptores. - Tam
bém sabemos que os tumores possuem RcEZ positivo e negativo em
uma mesma populacdo de células neopladsicas ( Nenci & cols,1978).
- Além disso, as células neoplasicas do carcinoma mamario  po
dem nao responder a endocrinoterapia, porque um passo distal a
ligagao inicial do hormdnio ao receptor estrogénico foi alterg'
do. Assim, se outros receptores estgréides fossem determinados,

a integridade do controle hormonal na célula tumoral poderia

ser melhor conhecida (King & Mainwang, 1974).
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No material estudado a freqlién
cia de pacientes RQEZ positivos foi de 51,9%. Esses resultados
est3o de acordo com a variacdo de 41 a 70% referida na litera
tura pertinente; Alegra & cols, 1979 (41 a 70%); Antunes, 1980
(72%) ; Brentani, 1981 (58%). ’

O conhecimento da presenca do

RcEZ nos tumores primarios & importante nao s6 para a orien
tagao clinica do tratamento, mas também como valor progndsti
co. E sabido que nas pacientes com tumores RcEZ positivo, o}
intervalo clinico livre da doenca e a sobrevida sao maiores do
que nas com determinacoes de RcEZ negativo (Maynard & cols 7
1978},

Em nossds dados nao encontramos-
indIcios sugestivos de uma relagao entre o estadiamento clini
no cancer de mama (Union Internacional Contre Le Cancer, 1973)
e a positividade do receptor citoplasmico estrogénico. Isto e,
nao houve teﬁdéncia na nossa pequena amostra para que os tumo
res menores ou maiores que 3 cm, tivessem mais vpositividade de
RQEZ' Nossos dados estao de acordo com Maass, 1972; Spaeren,
1973 e Saez, 1975, embora Heuson & cols, (1975) tenham mostra
do que h3a uma tendéncia para que os tumores de grande dimensao
sejam RQEZ negativo.

Quando tentamos correlacionar a

capacidade total do citosol de ligar estrdgeno e a idade da pa

ciente ao tempo da mastectomia, verificou-se que nao houve mais
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positividade de RQEZ para as pacientes abaixo de 45 anos. Os
nossos dados sao semelhantes aos encontrados na literatura pé£
tinente (Saez & cols, 1978; Nagai & cols, 1979). As neoplasias
da glandula mamaria em pacientes jovens sao de péssimo prognds
tico, pois tém um alto grau de replicagao celular. Alto grau
de desdiferenciacao do tecido mamario & acompanhado por valé
res baixos ou neéativos de RQEZ' No nosso material nao parece
haver diferenca qualitativa gquanto ao grau de replicacao celu
lar quahdo se considera as diferentes faixas etarias. Entre
tanto, o numero de paci?ntes por faixa etaria, &€ muito pequeno
principalmente nas faixas mais baixas. O RcEZ poderia ser ﬁm
indicador biogquimico da desdiferenciagao celular, pois os tumo
res RcEZ negativo geralmente sao associados com alto grau de
replicagao celular (Meyer & cols, 1977).

No que se refere a paridade e a
amamentacao, tentamos analisar a positividade dos RcEZ' nas
portadoras do carcinoma mamario, com a lactacdo e a paridade.
Nao encontramos nenhuma relacao éntre a tendéncia dos tumores
virem a ser RcEZ positivo com as carcinomatosas que . amamen
taram ou n3o, nuliparas ou multiparas, apesar do pequeno nime
ro de casos estudados. Na literatura nao ha estudos correlacio
nando a positividade dos RQEZ em tumores do carcinoma mamario
com a paridade e a amamentagao. '

Na nossa amostra o estado mens

trual parece nao interferir na freqﬂéncia de positividade do
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RcEZ’ posto que, esta foi semelhante nas pacientes no menacme e
nas menopausadas. Esses achados estao de acordo com os de
Nomura & cols, (1977). Entretanto, os niveis de RCEZ foram

mais elevados nas pacientes menopausadas, O que concorda com
as observagoes de Heuson & cols, (1975); Saez & Meyer, (1977).

0 trabalho de Heusoh &,‘ cols,
(1975) mostra que a negatividade do RQEZ & semelhante nos tumo
res indiferenciados e moderadamente diferenciados, enquanto
que a positividade de RCEZ & associada aos tumores diferen

ciados. Os niveis elevados de concentracoes de RCE positivo

2
nao diferem entre os tumores diferenciados ou moderamente dife
renciados. O nosso material mostra uma certa tendéncia para
que os tumores diferenciados e moderadamente diferenciados se
correlacionem com maior probaﬁilidade de ser RCEZ positivo, en
quanto que, os tumores indiferenciados venham a ser RcEZ neég
tivo. Os nossos dados estao concordantes com os de Maynard &
cols, (1978).

No que concerne a celularidade
-dos tumores foi possivel constatar que os tumores hipercelula
res foram mais frequentemente RcEZ positivo (64,3%) ,independen
temente de outros fatores, sendo que nos hipocelulares a posi

tividade de RcE foi de 35%. Essas observagoes estao de acordo

2
com as de Rosen & cols, (1975).
Embora a detecgao dos R.E, seja

uma varidvel importante e de valor progndstico no carcinoma ma
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mario, ela tem suas limitagOes, representadas principalmente
pelo niimero de pacientes que nao respondem ao tratamento endé
crino, apesar de terem tumores RcEZ positivo. Essa auséncia de
resposta clinica poderia ser explicada de forma ampla e geral
por defeitos presentes na cadeia debacontecimentos bioquimicos
que se iniciam pela ligagao do estrdgeno ao seu receptor espe
cifico.

A maioria dos autores na litera
tura aceita que a utilizagao de um indicador Unico, tem pouco
valor para o progndstico clinico do carcinoma mamario. A combi
nagéo do estadiamento clinico, idade, estado menstrual, locali
zagao do tumor, comprometimento de nddulos linfaticos, diferen
ciagaq do tumor e a positividade do RcEZ’ possibilita mais con
fianga no progndstico (Maynard & cols, 1978).

Por outro lado a literatura per
tinente mostra que a detecgao de outros receptores poderia de
finir melhor os sub-grupos de pacientes, os quais sendo RQEZ
positivo, estariam também sob controle de outros hormonios
(Horwitz & McGuire, 1975). Além disso, sendo o receptor de pro
gesterona um pro&ével produto da agao estrogénica, ele poderia
ser um excelente marcador daqueles tumores nos quais, com
maior probabilidade o controle enddcrino foi mantido (Leclércq
& cols, 1977). Assim, & de nosso interesse introduzir no futu
ro a utilizacao desse receptor, a fim de melhorar o ctitério
de seletividade das pacientes que deverao ser submetidas a

terapia enddcrina.
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CONCLUSOES

A positividade do RCE no mate

2

rial estudado, composto de 27 casos de carcinoma ductal inva

sor foi de 51,9%.
A fregliéncia de positividade do

RQE nao foi influenciada pelos fatores idade, estadiamento

2 ‘
clinico da doenca, paridade, amamentagao e estado menstrual.
A diferenciagcao histoldgica dos
tumores relacionou-se diretamente com a positividade dos RCEZ’
mostrando uma tendéncia maior bara a positividade nos tumores
histologicamente diferenciados, ao passo que Os ihdiferencig

dos foram todos RcEZ negativo.

A celularidade & fator que pode

influir na positividade dos RcEZ°
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Em 27 casos de carcinoma ductal
invasor mamario foram determinédas as concentracoes de recep
tores citoplasmicos esé:ogénicos (RCEZ) pela técnica do carvao
nevesiido com dextrana (CRD) em preparacoes de citosdis com
positividade de 51,9%5

Os casos foram analisados quan
to i idade, paridade, amamentac¢ao, estado menstrual, estadia
mento clinico e caracteristicas histoldgicas.

| Nao houve maior positividade
quanto aos parametros referidos, exceto as caracteristicas his
toldgicas, onde a diferenciacgao e a.celularidade dos tumores
foram fatores que demonstraram poder interferir na positivi

dade dos RQEZ'
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The concentration of estrogen
cytoplasmic receptors (RQEZ) in 27 patients with invasive
ductal breast cancer were determined, utilizing the Dextran
Coated Chancoaf (DCC) 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 characte
ristic, there was no correlation between the positivity of
RcEZ and these parameters.

Indeed the tumor's cells diffe
rentiation and cell number were determinant factors that may

interfer to RCEZ positivity.
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