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HETEROGENEIDADE CELULAR NOS TUMORES MALIGNOS DE MAMA.
IMPLICACAO CLINICA DO ESTUDO DE RECEPTORES HORMONAIS

MARIA ROSA QUERALTO UBEDA DE KASTNER'

RESUMO

RICARDO SORAGGI ?

ANA MARIA DE SOUZA SCHETTINO 2

Conforme demonstrado, os tumores malignos ndo sdo entidades uniformes, consti-
tuidas por células com caracteristicas idénticas.
Utilizando método histoquimico direto por con;ugado hormonal fluorescente, mostra-
se que 0s carcinomas mamdrios sdo compostos por populagdo heterogenea, de células receptor-
positivas e receptor-negativas em diversas proporgoes.
Nossos resultados comprovam que poucos tumores malignos de mama podem ser con-

siderados como totalmente hormonio-dependentes.

Isto explicaria por que em alguns tumores

ER+e PgR+, obtém-se apenas respostas parciais ou curtas remissdes pela hormonioterapia.
As dificuldades inerenhtes a racionaliza¢do do tratamento s3do analisadas.

UNITERMOS: Cancer de mama. Receptores de estrogénio e progesterona.

Método histoquimico. Heterogeneidade celular.

INTRODUCAO

Sabe-se hoje que os tumores
malignos ndo sdo apenas um
conjunto de células neopla-
sicas e sim uma estrutura com-
plexa formada por uma popu-
lacdo celular heterogénea que
inclui, tanto células normais
(derivadas de progenitores nor-
mais), como células transfor-
madas (descendentes de célu-
las que sofreram modificacOes
neopldsicas) 18.

A existéncia de diferencas
morfoldgicas entre as células
gue constituem uma neoplasia
maligna, ja foi demonstrada

exaustivamente por varios pes-
quisadores, empregando técni-
cas simples em cortes histolo-
gicos. Porém, evidéncias mais
significativas s6 faram obtidas
recentemente com O emprego
de métodos mais sofisticados

“capazes de detectar os dife-

rentes clones celulares, ndo s6
pela morfologia de suas célu-
las, mas sobretudo por suas
caracteristicas intrinsecas re-
presentadas pelas propriedades
bioguimicas ou fisico-quimi-
cas, diferencas cariotipicas,
imunogenicidade, crescimento

em cultura, habilidade em es-

capar de serem reconhecidas e

destruidas pelas reacdes imu-
nologicas e susceptibilidade
frente a quimio, hormonio e
radioterapia.

No que se refere ao cancer
de mama, técnicas bioguimi-
cas !« 15, histoquimicas 6.13
e imunocitoquimicas 11, 14,
possibilitaram verificar dife-
rencas qualitativas e quantita-
tivas de receptores hormonais
em suas populacdes celulares.
Estes resultados passaram a ser
utilizados como indicadores da
hormonio-dependéncia dos tu-
mores.

Contudo, um terco das pa-
cientes com neoplasia mamaria-
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receptor-positiva, nao respon-
dem ao tratamento endécrino.
Isto em parte, seria devido a
heterogeneidade celular, e em
parte a existéncia de recepto-
res ndo funcionais 4. 7-10, 16,
17

Neste trabalho pretendemos
assinalar a presenca de um
espectro de dependéncia hor-
monal no préprio tumor, sua
importancia e suas implicacOes
no fracasso ou no sucesso da
hormonioterapia.

MATERIAL E METODOS

Foram estudadas 50 bibp-
sias de tumores mamarios, en-
viadas @ Anatomia Patoldgica
para diagnéstico histopatol-
gico e determinacdo de recep-
tores de estrogénio e proges-
terona (ER, PgR).

Realizamos nos cortes crios-
taticos a coloracdo pela hema-
toxilinaeosina (HE) com finali-
dade diagnéstica.

Para receptores hormonais,
a técnica histoquimica de
fluorescéncia usada foi a de
Lee, conforme descrita em tra-
balho anterior 5.

A intensidade de fluorescén-
cia das células epiteliais nor-
mais da mama foi escolhida
como sendo o controle posi-
tivo. De acordo com este cri-
tério, células neopldsicas apre-
sentando fluorescéncia igual
ou superior ao ‘‘standard’’ fo-
ram identificadas como recep-
tor-positivas e, da mesma for-
ma, quando a fluorescéncia se
apresentava inferior & ductal
normal, foram consideradas
COMO negativas.

A proporcdo de células
ER+ varia de 0 a 100%, sendo
que quanto maior o percentual
de positividade, maior serd
a possibilidade de resposta a
hormonioterapia. Assim, con-
sideramos o tumor ER+, quan-
do demonstra 60% ou mais de
células ER+. Para um per-
centual de O a 40% a possi-

bilidade de resposta é peque-
na, e consideramos o tumor
ER—. No entanto, existe uma
faixa percentual que pode ou
ndo apresentar resposta ao tra-
tamento hormonal; por isto

Receptores hormonais

0s tumores com 41 a 60% de
células ER+ foram considera-
dos como duvidosos.

RESULTADOS

A existéncia de uma popu-
lagdo celular heterogénea é
demonstrada pela proporcao
variavel de células ER+ e ER—
em cada caso (Tabela I).

Somente em 4 casos o per-
centual de células positivas e
negativas era igual. Em 21 ca-
SOS OCOrreu Maior Proporcao
de células ER+ e nos demais
predominaram as células ER—.
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No que se refere ao PgR,
os valores encontrados foram
em geral superiores aos de ER.
" A Tabela Il mostra o nd-
mero de casos distribuidos em
diversas percentagens de célu-
las ER+. Observa-se que ape-
nas 2% dos tumores apresen-
tam 94-100% de suas células
ER+. Os tumores positivos
restantes demonstram maior
heterogeneidade celular, va-
riando de 61-90% . .

Dentre os tumores consi-
derados como ER—, 28% apre-
sentam pequeno nUmero de
células positivas (0-10%). Os

Carcinoma de mama. Diagnéstico. Idade. Estudo de ER e PgR citoplasmético.

Casos Iniciais ] Idade I Diagnéstico l % ER ] % PgR l Resultados
1 HCA 59 CDI 20 25 —
2 GAOM 42 CLI 0 0 -
3 EFL 66 CLi 100 100 +
4 AA 83 CDI 35 35 -
5 JAG 64 CDI 80 80 +
6 DSO 60 CDI 90 90 +
7 LGG 72 CDI 0 0
8 LM 41 CDI 0 0 . -
9 RLS 36 CDI 40 35 -

10 DPL 63 CLI 75 80 +

11 LRM 52 CDI 30 35 -
12 HN 52 CDI 70 70 +

13 RS 45 CDI 70 70 *

14 AGB 38 CLI 80 85 +

15 MMF 43 CDI 80 83 +

16 EC 48 CLI <] 5 -
17 CFF 71 CDI 15 25 -
18 JAS 58 CDI 80 90 +

19 LML 60 CDI 75 75 +

20 MLFS 67 CDI 20 20 -
21 CFL 60 CDI 0 0 -
22 AS 70 CDI 40 45 -
23 LMC 71 CDI 3 5 -
24 OSR 57 CDI 50 55 <

25 LRC 46 CDI 0 0 -
26 MJRC 60 CDI 10 15 -
27 HAC 56 CDI 2 5 -
28 OoMS 69 o1o]] 90 95 +

29 LRSB 56 CDI 65 80 +

30 CDS 48 CDI 10 10 -
31 CRMP 52 CDI 6 6 -
32 VML 79 CLI 80 85 +

33 IPF 50 CDI 30 30 -
34 Js 62 CDI 60 90 +

35  LMP 45 CDI 50 70 *

36 HBB 53 CDI 50 80 - J

37 DPM 58 CcDI 90 90 b

38 JAS .75 CDI 40 60 *

39 RBB 49 CDI 2 4 -
40 ESG 49 CDI 60 70 +

41 MNAP 44 CDI 90 90 +

42 NTF 56 CDI 5 5 -
43 IFS 58 CDI 90 90 +

44 AB 57 CDI 50 90 +

45 IRR 43 CDI 80 80 +

46 MFSM 29 CDI 0 0 -
47 EMS 58 cDlI 70 20 +

48 MMS 79 CDI 40 40 -
49 ICM 64 [ob] 70 85 +

50 BVS 74 CDI 12 25 -

CDI — carcinoma ductal infiltrante
CLI — carcinoma lobular infiltrante
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TAB.II CARCINOMA DE MAMA: PERCENTUAL DE CELULAS ER + EM 50 CASOS

demais oscilam entre 11-40%
de células ER+.

Assim, tanto nos tumores
considerados ER+ como ER—,
encontramos um determinado
percentual de células ER+,
que determinard a maior ou
menor sensibilidade & hormo-
nioterapia.

DISCUSSAO

Os tumores s3ao constitul-
dos por tecido proliferativo
especifico, que geralmente €
acompanhado pelo crescimen-
to do tecido conectivo-vas-
cular, necessdrio a nutricdo e
‘sustentacdo das células neo-
plasicas.

Nos casos dos tumores mas-
lignos espontdneos, as células
do parénquima derivam sem-
pre de outras preexistentes
jovens e ainda ndo plenamen-
te diferenciadas, e suas resul-

tantes poderdao reproduzir ou
ndo as matrizes (tumores dife-
renciados e indiferenciados, re-
respectivamente). Além disto,
apresentam variacOes e altera-
cOes essenciais ‘que lhes con-
ferem uma série de novas
propriedades em seus carac-
teres biolégicos, morfoldgicos,
funcionais; imunolégicos e
mesmo fisico-quimicos. Esta
diversidade ou heterogenei-
dade celular, segundo opinidao
geral, resulta do aparecimento
de mutantes durante a pro-
gressdao tumoral.

Para Novell 12, a maioria
dos tumores humanos teriam
uma origem unicelular, e o seu
crescimento progressivo e ra-
pido, determinaria o apareci-
mento de ampla gama de sub-
populacdes com fenotipos di-
Versos.

A amplificagdo da diversi-
dade celular tumoral, depen-

derd também de outros fato-
res, derivados do préprio hos-
pedeiro (mecanismos de defe-
sa, irrigacd0 sanguinea, etc.),
ou da terapia aplicada. Por
outro lado, por ser o cresci-
mento tumoral dindmico, as
interagdes entre as diversas
sub-populagbes impdem uma
estabilidade fenotfpica relati-
va, que poderd ou n3o permi-
tir a formacdo de novas mu-
tantes.

Acredita-se que os tumores
malignos em progressao, apre-
sentam um mosaico de clones
fenotipicamente variado, sen-
do seu numero exato desco-
nhecido. Provavelmente, o0s
ndo invasivos e 0s com capa-
cidade metastatica, represen-
tam seus extremos.

Para Fidler 2. O processo
metastdtico é seqlencial e nem
todas as células de um tumor
primdrio sdo capazes de com-
pletar o -ciclo; destas, sO so-
brevivem aquelas que tém con-
dicGes de crescer no parén-
quima de ¢6rgdos distantes.
Este conceito passa a substi-
tuir o anterior, pelo qual
acreditava-se que qualquer cé-
lula procedente de um tumor
maligno seria capaz de metas-
tatizar.

Neste trabalho, realizamos o
estudo de dois receptores hor-
monais (ER e PgR), objeti-
vando demonstrar que 0s tu-
mores humanos de mama apre-
sentam heterogeneidade celu-
lar, o que explicaria em parte,
as diferentes respostas clinicas
a hormonioterapia.

Com o método histoquimi-
CO conseguimos constatar célu-
las com diferentes quantidades
e mesmo total auséncia de
receptores, distriburdas regular
ou irregularmente na massa
tumoral, o que comprova a
diversidade de tipos celulares
na neoplasia maligna de mama.

Quando analisamos a pro-
porcao de células consideradas
ER+, comprovamos que sua
percentagem varia entre limi-
tes muito amplos. Assim,
qguando o percentual de células
ER+ é de 0-40%, consideramos
0 tumor como ER— ou seja,
com pouca susceptibilidade a



hormonioterapia. Quando a
propor¢cdao de células ER+ é
de 61-100% o tumor é ER+,
e portanto passivel de bons re-
sultados pelo tratamento en-
décerino. Ja nos tumores com
percentuais de 41-60% de célu-
las ER+, o tratamento hor-
monal poderd ou ndo ser
efetivo.

A presenca de PgR+ foi
utilizada como um dado adi-
cional, pois sua presenca de-
monstra a existéncia de um
sistema ER ‘operante no céan-
cer de mama. Portanto, do
ponto de vista pratico, a pre-
senca de PgR em grande nu-
mero de células neopldsicas
indicaria possivelmente me-
Ilhor resposta & terapia hormo-
nal, auxiliando principalmente
a orientagdo dos casos em que
o percentual de ER+ oscila
de 41 a 60%.

Um programa terapéutico
baseado somente no tratamen-
to a uma subpopulagdo, servi-
ré para agredir e destruir estas
células, porém produzird tam-
bém um impacto potencial no
equilibrio dos clones que so-
brevivem, estimulando a for-
macao de novas variantes a
partir das populacdes remanes-
centes. Isto explicaria o fato
de que um tratamento endo-
crino utilizado em tumores
receptor-positivos, pode de-
terminar inicialmente uma re-
gressdo, e posteriormente ma-
nifestar recidiva completamen-
te autdbnoma.

Se aceitamos a hip6tese de
que os tumores ER+, apresen-
tam proliferacdo mais lenta e
menor agressividade 3, a des-
truicdo destas células hormo-
nio-sensiveis, poderd liberar a
proliferacdo do clone ndo
hormonio-responsivo, que &
mais agressivo e proporciona
menor sobrevida.

A rapidez no uso de um
protocolo de tratamento
SuUCessSivo ou concomitante nos
casos que apresentam uma per-
centagem moderada ou pe-
quena de ER+, permitird des-
truir ndo somente as subpo-
pulacBes sobreviventes ao pri-
meiro tratamento, antes destas
gerarem grande numero de
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novas variantes, como des-
trul-las @ medida que apare-
cam.

Como nem todas as células
sdo capazes de metastatizar,
pocdemos encontrar metdstases
formadas por subclones feno-
tipicamente iguais ou diferen-
tes do clone predominante do
tumor primaério. Por outro la-
do, o agente utilizado no pri-
meiro protocolo de tratamen-
to pode influenciar o tipo do
clone sobrevivente. Assim, os
casos tratados por hormonio-
terapia t€m maior possibilida-
de de apresentar metdstases
constituidas por subclones re-
sistentes a esta terapéutica, e
aqueles que sofreram trata-
mento quimico ou radiotera-
pico, tenderdo a apresentar
metastases ER+. De acordo
com este raciocinio, também
as recidivas poderdo ser cons-
titufdas por células fenotipica-
mente diferentes do tumor
original.

CONCLUSOES

1.Uma melhor compreens3o
da heterogeneidade entre as
diversas subpopulacdes de um
tumor, é muito importante
para predizer a resposta a te-
rapia.

2. A vantagem do método
histoquimico no estudo dos
receptores hormonais  no
cancer de mama, é permitir
uma avaliagdo das propor-

¢Oes de células receptor-posi-~

tivas e negativas entre o total
das células neopldsicas.

3. A heterogeneidade cellar
nos tumores de mama, deter-
minando diferentes percen-
tuais de células receptor-posi-
tivas, explica em parte, as
variadas respostas clinicas a
hormonioterapia.

4. A probabilidade de que um
sO agente para tratamento sefa
efetivo para todos os sub-
clonés é muito pequena, sobre-
tudo em estdgios progressivos
clinicamente avancados, onde
as variagdes fenotipicas entre
as diversas subpopulacdes de-
vem ser extremas.

5. 0 uso de protocolo de tra-
tamento em sucessio ou
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concomitante, permitird obter
melhores resultados.

6.0 clone metastidtico e as
recidivas, poderdo ser recep-
tor-positivo ou negativo inde-
pendentemente do tumor pri-
mario.

SUMMARY

It has been shown that malig-
nant tumors are not uniform
entities composed of cells with
similar characteristics.

Therefore, a direct histochemical
approach using a fluorescent hor-
mone conjugate indicates that
mammary carcinomas are compo-
sed of heterageqeous populations
of receptor-positive and receptor-
negative cancer cells in varying
proportions.

Our present data clearly de-
monstrates that only very few
breast cancers can be labeled as
totally hormone-dependent. This
could explain why some ER+
and PgR+ tumors show only
partial or short-term remissions
during hormonal therapy.

Difficulties concerning ratiorial
treatment are discussed.
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