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Importancia do Ciclo Menstrual

MARIA ROSA Q. UBEDA DE KASTNER!, ANA MARIA DE SOUZA SCHETTINO?,
PAULO ANTONIO DE PAIVA RABELO?, RICARDO SORAGGI*

Instituto Nacional de Cancer — Rio de Janeiro — RJ

RESUMO

Realizou-se uma anélise de receptores de estrogénio (ER) e progesterona (PgR) em le-
sOes benignas de mama, mediante técnica citoquimica de fluorescéncia. Os resultados em fibroade-
noma e mastopatia fibrocfstica foram similares entre si, apresentando capacidade varidvel de liga-
¢do estrogénica e progesterénica citoplasmética. A correlacio ciclo menstrual/niveis de receptores
foi determinada com conhecimento do dia exato de infcio do dltimo ciclo e sua regularidade, Nos-
sos resultados sugerem que a mensuragao na fase folicular inicial, mais que nas outras, previne a
ocorréncia de niveis falso-negativos de ER e PgR. Outrossim, o uso prévio de contraceptivos
orais apresentou-se associado a valores decrescentes de ER e PgR.

UNITERMOS: pato/og/as benignas de mama, rec:

fluorescéncla, ciclo ovariano, uso de anovulatério

INTRODUCAO

A determinacdo dos receptores de estrogénio
e progesterona (ER e PgR) ja esta bem estabele-
cida como exame indicador de uma possfvel
resposta clinica ao tratamento hormonal, abla-
tivo ou aditivo nas pacientes com cincer de
mama.

Dessa forma a investigacdo quantitativa
destes receptores passa a ser um componente
obrigatorio de qualquer esquema terapéutico
desta neoplasia maligna.

O seu objetivo pratico é estabelecer, antes
de iniciar a terapia, a hormonio-dependéncia
do tumor, identificando-o, ndo s&6 como ER
e PgR positivos, como também situé-lo quanti-
tativamente, para assim poder defini-lo de
acordo com 0 seu maior ou menor controle
endocrino?.

Tanto as técnicas bioquimicas como as cito-
quimicas usadas sdo de facil realizacdo. Utili-
zam como ponto de partida fragmentos de tu-
mor, em finos cortes criostaticos ou macerados
para obtencdo de solucdes proteicas (citosol) .

Adotamos em nosso laboratério o método
citoquimico pela fluorescéncia que, junto com

ep tores de estrogénio e progesterona método citoquimico de

a vantagem de apresentar intactas as caracter(s
ticas morfologicas do espécime, permite obser-
var a presenca de ER e do PgR in situ tanto nc
citoplasma como no nGcleo dos elementos
celulares?.

ObservacGes realizadas em vdrios laborato-
rios assinalam que os valores de ER e PgR sdo
freqUentemente mais positivos em pacientes
com cancer de mama pos-menopdusicas do que
nas pré-menopdusicas. Quando Heuson? procu-
rou explicar este fato, sugeriu que nas mulheres
pré-menopdusicas, o hormdnio endbgeno, ao se
ligar aos receptores espec(ficos, seria o respon-
sével pelo impedimento da detencdo de parte
destas protefnas pelas técnicas disponfveis.
Assim, visto que existe um suporte clinico
indicativo de uma variacdo hormonal no tecido
mamario durante o ciclo menstrual, acredita-
mos ser de grande importancia avaliar sua influ-
éncia em pacientes na menacme.

Com este objetivo, analisamos os receptores
hormonais em pacientes apenas com lesdes be-
nignas (fibroadenoma e mastopatia fibrocfstica),
cujos dados anamnésicos informavam o dia do
ciclo menstrual no momento da bibpsia, sua re-
gulatidade e a utilizacdo ou n3o de qualquer
hormonio.
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MATERIAL E METODOS

Duzentas e vinte e seis bitpsias de pacientes
com idade compreendida entre 13 e 50 anos,
com diagnostico histopatologico de lesdo benig-
na de mama, realizado pela equipe de patologis-
tas do Servico de Anatomia Patologica do Ins-
tituto Nacional de Cancer, foram processadas
imediatamente para a determinagdo dos recepto-
res hormonais, de acordo com a técnica cito-
quimica de fluorescéncia j& descrita em trabalho
anterior?.

Para conseguir documentar um mesmo deta-
lhe histolbgica e histoquimicamente, passamos
a fixar o corte logo apds a leitura dos receptores
pela fluorescéncia. Utilizamos fixagdo pelo
4lcool metflico-acetona em partes iguais, durante
30 minutos, seguida de coloragdo convencional
(HE) e reestudo.

A quantificacdo dos receptores foi realizada
sempre sem prévio conhecimento dos fatos
clinicos, sb posteriormente considerados.

Julgamos relevante o preenchimento obriga-
torio, para cada paciente, de um formulario
contendo informacdes referentes a idade, me-
narca, ciclo hormonal e uso de anovulatorios.

Quanto ao ciclo ovariano, optamos pela divi-
sd0 em: fase folicular inicial (dias 1 a 7), folicu-
lar final (dias 8 a 15), luteinica inicial (dias 16 a
22) e lutefnica final (dias 23 a 28).

Finalmente, procedeu-se andlise estatistica,
empregando-se o teste do qui-quadrado (x?),
apresentada em forma de tabelas.

RESULTADOS

Para melhor compreensdo dos dados analisa-
dos e computados, elaboramos um resumo préa-
tico dos principais itens:

Ndmero de pacientes
De um total de 226 pacientes, foram excluf-

das 16, pela impossibilidade de determinacdo
da fase do ciclo, devido & menopausa ou histe-
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rectomia, restando, assim, uma populacdo
de 210.

Tipos histopatoldgicos

No grupo estudado, 156 mulheres (74,3%)
eram portadoras de fibroadenoma e 54 (25,7%)
de mastopatia fibrocistica, dando uma relacdo
de 3:1.

Histologicamente, tanto os fribroadenomas
como mastopatias apresentaram diferentes ga-
mas de celularidade, proliferacdo epitelial e
estromal.

Idade cronologica e da menarca

Analisando a idade média das pacientes por
patologia, observamos uma ligeira superioridade
naquelas com mastopatia fibrocfstica; no entan-
to, a diferenca néo foi estatisticamente significa-
tiva devido ao grande desvio padrdo (Tabela 1) :

TABELA 1 — Idade cronoldgica e da menarca

IDADE
Diagnéstico
Cronologica Menarca
Fibroadenoma 2562 7,6 127£1,1
Mastopatia Fibrocistica 31,3956 12720
Total 268 8,5 128+1,8

Em relacdo & idade da menarca, ndo houve
diferenca em termos absolutos, nem diferenca
estatisticamente significativa entre os dois gru-
pOS.

A ocorréncia de grande desvio padrdo na ida-
de média mostrou a conveniéncia de anélise por

faixa etaria dos dois grupos, visando identificar

variacdes setoriais (Tabela 2). Houve uma con-
centracdo de mastopatia fibrocistica da 32 a 52
décadas e de fibroadenoma da 22 a 43 décadas.
Vale ressaltar que ndo foram apreciados casos
com idade superior a 50 anos, nem inferior a
13 e que 45,2% do total estavam na terceira
década de vida.

TABELA 2 — Faixa etaria

Diagnostico

FAIXA ETARIA

1019 20— 29 30-39 40 — 50 Total
Mgstopatia 4 (7,4%) 21 (38,9%) 18 (33,3%) 11 (20,4%) 54 (100%)
Fibroadenoma 39 (25%) 74 (47.4%) 34 (21.8%) 9 (5,8%) 156 (100%)
Total 43 (20,5%) 95 (45,2%) 52 (24.8%) 20 (9.5%) 210 (100%)
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TABELA 3 — Lateralidade da lesdo
LATERALIDADE
Diagnbstico
Mama Direita Mama Esquerda Bilateral Total
Mastopatia fibrocistica 72 (46,2%) 74 (47 ,4%) 10 (6,4%) 156 (100%)
Fibroadenoma 20 (37%) 31 (57,4%) 3(5,6%) 54 (100%)
Total 92 (43,8%) 105 (50% ) 13 (6,2%) 210 (100%)
TABELA 4 — Uso de anovulatério
Diagnéstico Nunca Sim Sim/Suspenso Total
Mastopatia Fibrocistica 27 (50%) 7 (13%) 20 (38%) 54 (100%)
Fibroadenoma 93 (59,6%) 17 (10,9%) 46 (29,5%) 156 (100%)
Total 120 (57,2%) 24 (11,4%) 66 (31,4%) 210 (100%)
TABELA 5 — Determinagdo de receptores hormonais x patologia
RECEPTOR
Diagnostico ESTROGENIO PROGESTERONA
+ + - Total + + - Total
Mastopatia 14 1 39 54 16 3 35 54
Fibrocistica (25,9%) (1,9%) (72,2%) (100%) (29,6%) (5,6%) (64,8%) (100%)
. 33 21 102 156 44 18 95 156
Fibroadenoma (21,1%) (13,5%) (65,4%) (100%) (28,2%) (10,9%) (60,9%) (100%)
Total 47 22 141 210 60 20 130 210
(22,4% (10,5%) (67,1%) (100%) (28,6%) (9,5%) (61,9%) (100%)

Lateralidade da lesdo

Em relacdo & lateralidade (Tabela 3), consta-
tou-se pequena incidéncia de bilateralidade
(6,2%) e pequena predominancia de acometi-
mento da mama esquerda (50%), em compara-
cdo adireita (43,8%).

Regularidade do ciclo menstrual

N&o houve significado estat(stico entre as pa-
tologias, no que se refere a regularidade do
ciclo, ocorrendo 75% de ciclos regulares e 25%
de irregulares.

Uso de anovulatdrios

Na populagdo considerada, 57,2% nunca ha-
viam utilizado anovulatorios; 31,4% tinham

historia pregressa e 11,4% historia atual de uso
(Tabela 4) .

As variacBes observadas entre as portadoras
de mastopatia e naquelas de fibroadenoma n3o
possuem significancia estatistica.

Determinacdo dos receptores

A pesquisa dos receptores de estrogénio e
progesterona evidenciou em relacdo ao estrogé-
nio 67,1% de resultados negativos, 22,4% de po-
sitivos e 10,5% de intermedi4rios (Tabela b). Pa-
ra progesterona, ocorreram 61,9% de negativi-
dade, 28,6% de positividade e 9,5% de interme-
diérios.

Como os grupos de mastopatia fibrocfstica
e de fibroadenoma ndo apresentam diferencas
significativas a nfvel de 95 e 99% em relacdo &
idade média, menarca, lateralidade da patologia,
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TABELA 6 — Determinacao de receptores hormonais
RESULTADO
ER+ ER+ ERt ER-— ER— ERz+
PgR+ PgR+ PgR+ PgR+ PgR+ PgR—
Namero de pacientes 46 14 7 6 6 1
(21,9%) (6,6%) (3,3%) (2,6%) (2,9%) (0,5%)

regularidade do ciclo e mensuracdo de recepto-
res, passamos a considera-los homogéneos e,
para fins de calculo, consideralos como um
s6 grupo. Nessas circunstancias, evidenciamos
(Tabela 6) que 21,9/ sdo ER e PgR positivas;
61,9% ER e PgR negativas; 2,9% ER negativas
e PgR positivas; e ndo observamos nenhum caso
ER positivo e PgR negativo.

Localizacdo dos receptores

O estudo histopatologico dos receptores pe-
la fluorescéncia mostrou diferencas nitidas en-
tre as células epiteliais-alvo e as estromais e
mioepiteliais ndo-alvo. Porquanto as primeiras
exibiram escala espectral, variando do negativo
ao intensamente positivo; as demais foram
negativas ou apenas ligeiramente fluorescentes.

A presenca concomitante de ductos total-
mente negativos e positivos, de segmentos e/ou
de células isoladamente positivos nos ductos
resultou em ampla gama de espectro fluorescen-
te, comprovante da heterogeneidade celular,
ndo s6 entre os ductos, como dentro de um
mesmo ducto.

Em relacdo a localizagdo celular, ocorreu
predominio de fluorescéncia em forma de cas-
quete no polo apical das células luminares,
seguida de presenga no polo basal das células
externas, em contato com a membrana basal.

Observamos, também, fluorescéncia citoplas-
mética difusa comumente em é&reas de maior
proliferacdo epitelial.

— O envoltorio de células mioepiteliais, bem
nftido quando hipertrofiado, apresentou con-
torno celular corado, mas nunca fluorescente.

Dosagem de receptores x ciclo hormonal

A andlise de receptores hormonais de estro-
génio e progesterona por fase de ciclo hormo-
nal mostrou, na fase folicular inicial, uma cor-
respondéncia de 100%; na fase folicular final,
de 89,8%; na fase luteinizante inicial, de 84,4%
e na fase luteinizante final de 83,3% dos casos.

Devido ao nUmero insuficiente de pacientes e
ao grande numero de possibilidades quando da
associacdo de trés varidveis, ndo foi possivel
agrupar separadamente os casos de uso atual e
pregresso de anovulatorio.

Un: exame mais detalhado foi feito na distri-
buicdo das pacientes por tipo de receptor, se-
gundo as fases dociclo ovariano (Tabela 7). Apli-
camos aqui o teste do qui-quadrado cercado,
para saber se a distribui¢do por fase era propor-
cional a global, tendo sido esta hipotese rejeita-
da com 99% de certeza.

TABELA 7 — Determinacdo de receptores hormonais
x ciclo ovariano

Receptor

Estrogénio Progesterona

Ciclo Ovariano + = - + + =
Fase folicular inicial 31 1 26 31 1 26
Fase folicular final 6 4 49 10 3 46
Fase luteinizante iniciai 2 9 34 8 7 30
Fase luteinizante final 7 8 33 12 7 29

Aplicamos em seguida o mesmo teste, para
verificar se a distribuicdo por fase seria unifor-
me. A hipdtese foi igualmente rejeitada a nivel
de 99% de certeza para determinacdo de recep-
tores com valores positivos; a nivel de 95% para
valores intermediarios; a nivel de 90% para
estrogénio negativo e a nivel de 75% para pro-
gesterona negativo.

Finalmente, para testar se o fato da distribui-
cdo ndo ser uniforme nas fases do ciclo poderia
estar associado ao comportamento apresentado
por uma delas, procedemos a um estudo compa-
rativo de cada uma em relacdo as demais, e ob-
servamos que realmente ndo existe uniformida-
de entre elas, sendo que na fase folicular esta
evidéncia é mais forte, com nivel de certeza
acima de 90%.
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Dosagem de receptores x uso de anovulatérios

Em relagcdo a anovulatoério, as pacientes foram
subdivididas em dois grupos: um, daquelas com
historia atual ou pregressa de utilizagdo e outro
daquelas que nunca fizeram uso deles(Tabela 8).
Observamos diferenga estatisticamente significa-
tiva a nivel de 95% de certeza entre os dois gru-
pos, para resultados positivos, negativos e inter-
mediarios de estrogénio e progesterona.

TABELA 8 — Determinagao de receptores x uso de
anovulatério

Receptor
Estrogénio Progesterona
Anovulatério + + - + £ -
Usa/usou 10 4 76 17 3 69
Nunca usou 36 18 66 4 15 62

DISCUSSAO

A mama normal humana, assim como suas le-
sdes, é influenciada pelo meio hormonal, sendo
fato demonstrativo a resposta obtida em vérias
pacientes com cancer avancado de mama, sub-
metidas @ hormonioterapia aditiva ou ablativa
cirGrgica. Para estes casos, o valor da determi-
nacdo de receptores de estrogénio e progestero-
na no citosol ou no proprio corte do tecido pas-
sou a ser um procedimento standard na selecdo
para o tratamento.

De um modo geral, se admite que as patolo-
gias benignas apresentam receptores esteroides
em quantidades muito mais baixas que as obtidas
em tumores malignos. Entretanto, existem con-
sideraveis controvérsias quanto a freqgléncia
desta positividade.

Assim, para Johanson e col.#, o tecido normal
e 0s tumores benignos sdo, salvo raras excecdes,
sempre negativos; ja outros relatos citam positi-
vidade variavel de 7 a 85%°7"3.

Qutro ponto relevante é sua localizacdo tissu-
lar. Segundo Rosen'?, o receptor estaria situado
preferencialmente nas células epiteliais e menos
nas estromais. E vdrios autores™ 8 !4 tém assina-
lado a importancia da proliferacdo epitelial na
quantificacdo dos receptores.

Em nossa experiéncia, através de metodologia
citoquimica de fluorescéncia, a presenca de am-
bos os receptores foi praticamente exclusiva
de células epiteliais ductais e acinares, com fluo-
rescéncia predominando nos seus p6los apical e

basal, e ausente nas células mioepiteliais e estro-
mais. Verificamos também que quanto mais acen-
tuada a hiperplasia epitelial, maior tende a ser o
grau de positividade. Porém, sempre persistindo
uma heterogeneidade celular, no sb entre os v&
rios ductos e/cu 4cinos, como até dentro da mes-
ma estrutura. O fator responsavel desta heteroge-
neidade da populagdo epitelial com respeito ao
receptor deve residir, em parte, nas propriedades
intrinsecas das células', uma vez que todas estdo
expostas a meio hormenal idéntico.

Apesar de a idade média das pacientes, quan-
do decomposta por faixa etaria, mostrar que o
fibroadenoma acomete mulheres mais jovens
gue a mastopatia, 0s outros itens estudados ndo
apresentaram diferencas estatisticas entre as
duas patologias, 0 que nos permitiu considera-las
como um s6 grupo homogéneo para fins de cal-
culos posteriores.

Assim, na quantificacdo dos receptores hor-
monais, verificamos que em 90,4% do total de
casos havia coincidéncia de ER e PgR, sendo os
resultados duplo-negativos os mais freqlientes
(61,9%), seguido dos duplo-positivos (21,9%) e
dos duplos-intermediéarios (6,6%); uma falta de
concordéncia entre ER e PgR foi menos freqlen-
te como assinalado na literatura.

Quando esta mensuracdo é abordada em rela-
¢do as fases do ciclo, encontramos na folicular
inicial uma concordancia de 100%, na folicular
final de 89,8%, na luteinizante inicia! de 84,4%
e na luteinizante final de 83,3%.

Devido a esta diferenca de resposta nas qua-
tro fases, realizamos novo estudo que mostrou
existir um predominio de positividade para ER
e PgR somente na fase folicular inicial e de nega-
tividade para as outras, sendo que esta mudanca
de padrdo é maior na folicular final. Todas estas
alteracBes possuem significado estatistico e de-
monstram uma direrenca mais acentuada da fase
folicular inicial em relacdo as outras, principal-
mente a folicular final.

Visto gque existe um critério endocrinologico
unanime que admite uma atividade ritmica de
producdo de estrogénio e progesterona endbge-
nos durante o ciclo menstrual, é facil concluir
que isto podera ter efeito apreciavel na determi-
nacdo dos receptores. Assim, resultados negati-
vos obtidos em pacientes na menacme poderdo
ser devidos a auséncia ou a saturacdo dos recep-
tores especificos pela quantidade elevada de hor-
monio circulante. De fato, Meyer!* aconselha
muito cuidado na interpretacdo de casos recep-
tor-negativos em cancer de mama de mulheres
na menacme, quando a concentracdo de estra-
diol no sangue apresenta valores superiores a
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300pg/ml, e assinala a existéncia de uma rela-
¢do inversa entre ambos.

A nosso ver, devem existir, na fase folicular
inicial das pacientes que nunca usaram anovula-
torios, uma auséncia de estrogénio e progestero-
na endbgenos e, conseqlentemente, uma eleva-
cdo dos receptores especificos livres. Mais tarde,
e em decorréncia de um infcio gradual da pre-
senca de estrogénio, 0s receptores passam a ser
ocupados e translocados para o nucleo, haven-
do concomitantemente formacdo de novos
receptores, mas que também sdo imediatamente
ocupados. No infcio da fase lutefnica, pelo apa-
recimento da progesterona enddgena, iniciar-se-4
um efeito antiestrogénico, prolongando a reten-
cdo do complexo receptor-estradiol e inibindo
a produgdo de novos receptores estrogénicos e
progesteronicos. Finalmente, na fase lutefnica
tardia existird um decréscimo tanto de estrogé-
nio como de progesterona, e este sinergismo pos-
sibilitara o infcio de uma nova elevacdo de recep-
tores livres.

Esta distribuicdo ndo se apresenta tdo nitida
quando héa historia atual ou pregressa de uso de
anovulatorios. Nossos resultados mostram uma
maior negatividade neste grupo, com uma dife-
renca estatisticamente significativa a nfvel de
certeza de 95%.

Uma possivel explicacdo para este fato seria
que os hormdnios exbgenos, ao se ligarem aos
receptores especificos, impediriam a deteccdo
de pelo menos uma parte dos mesmos e/ou ndo
permitiriam o desencadeamento de formacdo
de novos receptores.

Assim sendo, tanto a fase do ciclo (exceto a
folicular inicial), como o uso de anovulatério,
poderdo ser os responsaveis por parte de algumas
mensuragcdes negativas de receptores hormonais
e, portanto, resultados obtidos nestas condicdes
poderdo njo estar representando a quantificacdo
real dos mesmos.

CONCLUSOES

1 — S30 considerados homogeéneos, para fins
de célculo, os dois grupos estudados (mastopa-
tia e fibroadenoma) uma vez que as diferencas
observadas ndo tém significancia especifica em
relacdo a idade média, menarca, lateralidade de
patologia maméria, regularidade do ciclo, fre-
gliéncia no uso de anovulatorio e pesquisa de
receptores hormonais.

2 — Existe uma significancia estatistica de
99% de certeza de que o fibroadenoma acomete
mulheres mais jovens que a mastopatia.

3 — S3o realmente as células epiteliais dos
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ductos e &cinos as que caracterizam a positivi-
dade e negatividade para ER e PgR.

4 — 0O nUumero de células receptor-positivas
varia em quantidade e qualidade entre as estrutu-
ras epiteliais e, por vezes, até dentro das mesmas,
devido a distribuicdo heterogénea do receptor.

5 — Existe uma tendéncia especifica na loca-
lizacdo dos receptores, no citoplasma das células
epiteliais, para o po6lo apical e em forma de
casquete.

6 — Na avaliacdo dos receptores hormonais,
90,4% dos casos mostram coincidéncia no resul-
tado do receptor para estrogénio e progesterona,
sendo os duplo-negativos mais frequentes.

7 — A mensuracdo dos receptores mostrou di-
ferentes respostas de significado estatistico nas
quatro fases do ciclo ovariano. A diferenca mais
acentuada é da fase folicular inicial em relacdo as
outras, principalmente da folicular final.

8 — As quantidades de hormonios circulantes,
guando elevadas, podem interferir na determi-
nacdo dos receptores, saturando as ligacOes espe-
cificas ou interferindo na formacdo de novos
receptores.

9 — A fase do ciclo (exceto a folicular inicial)
e 0 uso de anovulatbrio podem ser responsaveis
pela negatividade de receptores hormonais,
principalmente de estrogénio.

10 — Devido as variacOes ciclicas da presenca
de estrogénio e progesterona que ocorrem na
menacme e a interrelacdo entre estes hormodnios
e o crescimento dos tecidos-alvo, os dados refe-
rentes ao status mensal e ao uso de anovulatoérios
devem ser sempre computados quando da deter-
minacdo das células hormdnio-dependentes.

11— Uma vez que a fase folicular inicial
apresentou o comportamento mais homogéneo
e devido ao seu menor nivel de estrogénio endo-
geno nao tender a apresentar resultados negati-
vos, consideramos ser esta a fase ideal para a
determinacdo dos receptores.

SUMMARY

A fluorescent cytochemical assay for the estrogen and
progesterone receptors (ER, PgR) has been used to ana-
lyze the receptor content in benign human mammary
lesions. The findings in fibroadenoma and fibrocystic
mastopathy were similar, and showed varying degree of
estrogen — and progesterone-binding capacity of the
cellular cytoplasm. The relationship between menstrual
cycle and receptor levels was studied, knowing exactly
the day of the beginning of the last menses and the
regularity of the cycle. Our results suggest that the mea-
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surements in the early follicular phase, rather than in
other phases, prevent the occurrence of false low ER
and PgR levels. Moreover, previous oral contraceptive
use was positively associated with a decreased frequency
of ER and PgR levels.

UNITERMS: benign breast pathology, estrogen and progeste-
rone receptor, fluorescent cytochemical method, ovarian cycle,
oral contracep tive
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