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1. INTRODUCAO

0] comportamento bioldbgica de células
cancerosas € caracterizado por alguns padr@es fundamentais como,
por exemplo, crescimento, invas3o, dispersdo e, ocasionalmente,
alterac8o das fungles. As principais caracteristicas bioldgicas
que distinguem as células cancerosas das células normais s3o a
habilidade de invadir os tecidos adjacentes e a capacidade de se

disseminarem para cutros tecides (WOOD & STRAULI, 19732, Muitos

mecanismos de invasfo est8o relacionados & degradag3o dos
tecidos, na gqual, aparentemente, a destruici3oc da matriz
extracelular por substincias liticas desempenha um papel
importante CDANO, ANDREASEN, GRONDAHL-HANSEN et al., 198%).

Alguns estudos utilizando técnicas histoquimicas demonstram a
presenca de enzimas proteocliticas dentro ou ao redor de células
tumorais em Aareas de invas3o (WOOD & STRAULI, 1873; CLAVEL,
CHAVANEL, BIREMBAUT, 19882, Dentre estas substincias, uma classe
especifica de enzimas, a dos ativadores de plasminogénio (PAD,
vem tendo um papel de destaque em relaclfo aos processos de
invas8o.

Esses ativadores de plasminogénio sHo
glicoproteinas pertencentes a classe das proteases serinas e iém

a propriedade de catalisar a hidrdlise de uma ligagSo peptidica

do zimédgeno plasminogénio, transformando-o em plasmina



CREBOUD-RAVAUX, 1985; DANO, ANDREASEN, GRONDAHL-HANSEN et al.,
1985: SAKSELA, 1985; BUSSO, BELIN, FAILLY-CREPIN et al.., 1987D.
Sxo divididos em dois grupos: o dos ativadores do tipo uroquinase
- uPA - e o do tipo tecidual - tPA. Nos mamiferos, diferem entre
si pelo tamanho da molécula, por suas pfopriedades imunoldéglicas e
por sua seqiéncia de aminodcidos CREBOUD-RAVAUX, 1985;
GRONDAHL~-HANSEN, AGERLIN, MUNKHOLM-LARSEN et al., 1988, A
comparag¥o de suas seqiéncias de amincacidos, assim como da

seqliéncia de nucleotideos de seus cDNAs, indica que o© tPA e o uPA

sX¥o produtos de genes diferentes, mas relacionados CBUSSO, BELIN,

| FAILLY-CREPIN et al., 1888). O uPA tem peso molecular de
aproximadamente 50,000 dialtons, localiza-se no CromosSsomo 10 da
célula humana, ¢ neutralizado por anticorpos anti-urogquinase e
sua interag¥c com a fibrina é baixa. Ja& o tPA tem peso molecul ar
de aproximadamente 70.000C daltons, localiza-se no CromosSsSOmo 8 da
célula humana, n¥o reage com anticorpos anti-uroquinase, mas com
anticorpos preparados conﬁfa ativadores retirados de determinados
tecidas e possui alta afinidade por fibrina CREBQUD-RAVAUX, 1985,
GRONDAHL-HANSEN, AGERLIN, MUNKHOLM-LARSEN et al., 1888). Tanto a
uroquinase humana como © tPA produzido por uma cﬁitura de células
de melanoma humano Jj& tiveram suas estruturas primarias

completamente determinadas C(REBOUD-RAVAUX, 198%50.

A plasmina, gerada através da ativaglo do

plasminogénio peloc uPA ou pelo tPA, é uma enzima proteclitica de



baixa especificidade semeihante a  +tripsina, que atua na
degradagfo de proteoglicanos, fibronectina, laminina, fibrina e
caseina, sendo_. assim, importante nos processos de destruigio da
matriz extracelular CWOOD & STRAULI, 1973; MAHMOUD & GAFFNEY,
1985; SAKSELA, 198%9; BUSSO, BELIN, FAILLY-CREPIN et al., 19800 e
da membrana basal C(LIOTTA, GOLDFARB, BRUNDAGE et al., 189812. A
plasmina por si sé n¥o é capaz de degradar © colagenc, outro
componente da matriz extracelular, mas pode ativar a col agenase

tipo IV que tem esta capacidade C(CLAVEL, CHAVANEL, BI REMBAUT,
18865.

Em alguns processos hiolégicos normais onde
ocorrem invasZe celular e rearranjo dos tecidos., como: na
degradacZo de tecidos; na dissoluglo de coagulos; i nvasfio de
tecidos por macréfagos; na ovulag3o, quando da ruptura dos
foliculos de Graaf:; na espermogénese; na embriogénese inicial
durante a implantagZo do trofoblasto e na involug¥o da glandula
mamaria apéds © término da lactag¥o, tem sido demonstrade o
envolvimento dos ativadores de plasminogénio CDANO, MOLLER,
OSSOWSKI et al., 1980; CARLSEN, RAMSHAW, WARRINGTON, 1984;
SAKSELA, 1985: FEINBERG, KAO, HAIMOWTIZ, 19880,

Embora oz ativadores de pl asmi nogénic sejam

encontrados como tragos em todos os tecidos normais, sua produgo

parece aumentada nos processos de transforma¢Zo maligna

COSSOWSKI , QUI GLEY, KELLERMAN et al, 18973; OSSOWSKI, JAMES,



QUIGLEY et al, 19742. Os virus oncogénicos e os promotores de
tumor relacionados com esta transformag3o induzem a sintese
celular e a liberagZiioc de PA (WOOD & STRAULI, 1973). BELL,
BRAKENBURY, LESLIE et al, (19900 mostraram que a secreglo de uPA
por fibroblastos de embri%io de galinha ¢ aumentada em B0 vezes
apés Lransformagio pelo virus do sarcoma Rous (RSVD.

Muitos estudos tém sido realizados para
avaliar a produgio de PA em tumores humanos, como tumores de
codlon CMARKUS, CAMIOLO, KOHGA et al., 1983; KOHGA, HARVEY, WEAVER

et al., 1985; BURTIN, CHAVANEL, ANDRE-BOUGARAN et al., 1887,

tumores de préstata CCAMIOLO, MARKUS, ENGLANDER et al., 1984,
tumcres de endométrio (SOSZKA & OLSZEWSKI, 18986), melanomas
CWANG, MCLOUGHLIN, RICHIE et al., 1980; MARKUS, KOHGA, CAMIOLO et
al., 19840 e outros.

Sabe-se que uma grande gquantidade de tecidos
tumorals humanos mostra uma elevagZo significante de _ PA quando
comparados ac tecido normal correspondente do mesmo hospedeiro, e
descobriu-se que este aument.o da | atividade do PA &
predominantemente do tipo urogquinase CuPA) (SOSZKA & OLSZEWSKI,
19868). Sugere-se que os produtos de degradag¥o gerados pela
atividade destas enzimas poderiam constituir uma reserva

nutritiva para o tumor, e, ainda, ser um reservatérioc de fatores

anglogénicos, os quals facilitariam o crescimento dos vasos

sanglinecs na direg3o do tumer e no seu interior, garantindo a



nutrigfo das células com o aumente do volume tumoral
CREBOUD-RAVAUX, 1885).

Com relagfo as patologlas malignas, tLem—se
buscado estabelecer uma correlag¥co sdélida entre o© aumento do
conteddo de PA e a invas3o cie tecidos adjacentes normais pelas
células tumorais, com © intuito de esclarecer o© processo de
invas3o local, loco-regional e mesmo de metastatizagHo.

Em tecidos mamarios malignos sio indmeros os
trabalhos que analisam a producfio de PA e sua relag3o com a

invasividade (SUTHERLAND, 1880; PARANJPE, ENGEL, YOUNG et al..

1980; MIRA-Y-LOPEZ, REICH, OSSOWSKI, 1983; O'GRADY, LIJNEN,
DUFFY, 198%; MIRA-Y-LOPEZ & OSSOWSKI, 1987; BURTIN, CHAVANEL,
ANDRE--BOUGARAN et al., 1887; PACHECO, MARQUES, BRENTANI, 1989).
PETERSON, KJARTANSSON, KORSAN-BENGTSEN et al. (18730 mostraram um
aumento da atividade fibrinolitica associado a uma tendéncia para
¢ crescimento invasivoe de carcinomas de mama e formagHo de
metastase em linfonodos regicnais. EVERS, PATEL, MADEJA et al.
(19820 encontraram um nivel de PA no tecido tumoral mamario
quatro vezes maior que no tecido normal. LAYER, BURNAND, GAFFNEY
et al. C1987) verificaram que o uPA encontra-se aumentado em
extratos de tecidos mamarios malignos em relag3o aos benignos,

enquanto © tPA permanece igual em todos os tecidos estudados.

JANICKE, SCHMITT, ULM et al. €1989) também relataram um aumento

de wyPA no tecido carcinomatoso mamario em relag3o as lesBes



benignas da mama, sendo o aumento do uPA assoclado a variaveis de
mau prognédstico e a uma diminuicfo do intervalo livre de doenca.

Como a degradag3o do tecido pode apresentar um
papel crucial na invasividade dos tumores e comoc a invasividade,
pelo menos em alguns casos, pode ser parte do processo
metastitico, essa hipétese pode ser ampliada, postulando-se um
papel para os PA na invasividade e na metastase C(DANO,
ANDREASEN, GRONDAHL-HANSEN et al., 1898%),

COLOMBI, BARLATI, MAGDELENAT et” al. C1984)

sugeriram que uma alta atividade de PA no tecido tumoral poderia

participar da destruig¢3c do tecido peritumoral, permitindo,
assim, a sua invas¥o pelo tumor. Por outrco lado, uma alta
atividade coagulatéria tem sido descrita em pacientes com tumor,
podende esta alteragfo ser causada por uma diminuig3o da
atividade de PA no plasma de pacientes com céncer, o© que
aumentaria a fibrina plasmitica e seus depdsitos,

Essa desordem inicial na ccagulagfo do sangue
favoreceria a formag3c de metistases, pois a fibrina aumentada
poderia originar microtrombos, que seriam usados para a
ancoragem das células metastiticas no plasma ou ainda como
envoltdérios de Tfibrina para as células metastiticas,

protegendo-as das possi{veis reag®es imunclégicas do hospedeiro e

da forga de atrito na circulagXo CCOLOMBI, BARLATI, MAGDELENAT et

al., 1984>. Esta diminui¢Xo da atividade do PA do plasma parece



estar relacionada a existéncia de metastases em linfonodos
axilares, uma vez que quase todos os linfonodos invadidos ocorrem
"em pacientes com nivels muito baixos de atividade plasmatica de
PA CCOLOMBL, BARLATI, MAGDELENAT et al., 19840, OSSOWSKI & REICH
(19830 forneceram uma evidéncia direta, embora experimental, da
participagiico do PA no processo metastatico através da descoberta
de gqgue anticorpoes contra wuPA, mas n3o contra tPA, inibiam
metastase apds transplante de células de carcinoma humano HER3 em
embrifies de galinha.

Alguns agentes que previnem a formagZe de

microtrombos, que os dissolvem quando formados ou dque inibem a
agregacio das plaquetas normalmente suprimem a implantag¢io das
células metastaticas no drg¥Eo-alvo. Por outro lado, o processo é
geralmente aumentado por agentes antifibrinoliticos. Estes
resultados vém fortalecer a hipétese de que o5 microtrombos
seriam responsaveis pelo aumento do processo de implantag¢Zo
CDANO, ANDREASEN, GRONDAHL-HANSEN et al., 1988; MARKUS, CAMIOLO,
KOHGA et al., 1983).

A partir do conhecimentoc de que © uPA & uma
enzima-chave na degrada¢lo dos tecidos e na invasividade e que o
LtPA é uma enzima-chave na trombdlise, especialmente por sua alta

afinidade por fibrina CCOLLEN, 19802, pode-se especular que oS

dois tipos de ativadores, em alguns casos, podem ter efeitos

opostos na formaglo de metastases, exercidos em diferentes passos



do processo metastatico CDANO, ANDREASEN, GRONDAHL-HANSEN et al.,
19853,

A metastase ¢ a principal causa de morte na
maioria dos pacientes portadores de tumores malignos.
Aproyximadamente B0¥ dos pacientes que desenvolvem um tumor
maligno podem ser curados pelas terapias utilizadas atualmente.
No grupo onde o tratamento falha, a maioria dos pacientes morre
devido as metastases. Em geral, as metistases a distancia sXo
muito pequenas para serem detectadas enquanto o tumor primaric é

tratade, e © inicio da dispers3o das coldnias metastiticas ocorre

comumente antes que os sintomas clinicos das metistaszes sejam
evidentes. Além disso, a maioria dos paclentes apresenta
metastases mGltiplas CLIOTTA, RAO, WEWER, 198860,

Dado que a formaglo de coldnlas & um processo
continuo e crescente com o tempo, a identificacBio de grandes
metastases num dado &rgido ¢ freglentemente acompanhada de um
grande numero de micrometastases ocultas. A variacXo de tamanho e
idade das metastases, sua localiza¢Xo anatdmica, sua dispers3o e
composicdo heterogénea sXo fatores que impedem a remog¢3o
cirdrgica e limitam a concentra¢fo efetiva de drogas anticancer
que devem atingir as colédnias metastaticas (LIOTTA, RAQ, WEWER,

19885,

Além da existéncia de fatores enzimiticos ou

liticos modificando o estroma e a atividade coagulatédria,



participam, aparentemente, dos nesmos pProcessos algumas
substancias capazes de moedular a acg3o invasiva através da
regulag¥o das enzimas do tipo PA  CDANO, ANDREASEN,
GRONDAHL-HANSEN et al., 1€8B5). A regulagloc do PA pode se dar em
varios niveis, como, por exemplo, na sintese, na transcrigfo, na
tradug3o, na liberagdo para o© meioc extracelular e na atividade
f.-nzi matica. Desta forma, os hormdnlos esterdides, a trombina, os
fatores de creséi mento, o hormdnicos peptidicos e as aminas

biogénicas s&%o substiancias que podem alterar a sintese de tPA

(GERARD & MEIDELL, 1888). O phorbol ester, um promotor de tumor,
-apresent,a come afeito fregliente, mas n8o universal, a induglio
a/ou estimilacio da sintese de PA (DEGEN, ESTENSEN, NAGAMINE et
al., 1983). A calcitonina, vascpressina e outros agentes que
elevam © AMPc intracelular induzem uma linhagem celular de rim
CLIC~PK1D, a qual preoduz pouce ou nenhum uPA detectavel sob
condig@es basals, a formar grandes quantidades de uPA e mRNA uPA
CDEGEN, ESTENSEN, NAGAMINE et al., 18850,

Além dessas substéncias regul adoras, a
descrig3o dos inibidores de PA conduziu ao conceito de que a
atividade fibrinolitica das células reflete o balango entre a
atividade de PA e a de seus inibidores: assim, agentes gque

modificam a atividade de PA podem fazé-lo alterando tanto os

nivels de PA como os niveis de inibldores ou ambos (BUSS0O, EELIN,

FAILLY~CREPIN et al., 1986D.



Os inibidores de PA sHo uma familia de
inibidores de proteases serinas C(serpins) que controlam a

atividade de PA, formando complexos com eles. Estas substaAncias

s%o distintas, genética e imunologicamente, e foram descritos na
literatura o inibidor de PA do £ip¢ endotelial <(PAI-12, o
inibidor de PA tipo placentario (PAI-2) e protease nexina-l
CSPRENGERS & KLUFT, 1987; FEINBERG, KAO, HAIMOWIZ et al., 1983;
BAKER, BLEAKLEY, WOODROW et al., 18900, O PAI-1 pode inibir tanto
uPA quanto tPA, é produzido por células endoteliais em cultura

assim como por outras linhagens celulares e ¢ encontrade no

plasma humano, em condig¢®es normais, numa concentracfo média de
3,8 Ul ml. O PAI-2 fol isolado da placenta humana, reage com uPA
e LtPA e sé é encontrade no plasma humanc a partir do terceiro
trimestre de gravidez, em concentrag¥es muito altas. A protease
nexina-l, ausente no plasma, ¢ produzida por varias células
dependentes de ancoragem, incluinde fibroblastos, célul as
musculares cardiacas e células do epitélio .r enal; inibe varias
proleases serinas como tripsina, trombina e plasmina com maior
afinidade que uPA e tPA C(SPRENGERS & KLUFT, 1987; BAKER,
BLEAKLEY, WOODROW et al., 18980). Recentemente fol descrito um
outro inibidor de. PA, o inibidor urinario de uroquinase C(PAI-3)

CCASTELLOTE, GRAU, LINDE et al., 1990).

Oz inibidores de atividades fibrinoliticas

s3o, geralmente, considerados como o primeiro mecanismo de defesa
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contra ¢ aumento da atividade fibrincolitica. A baixa atividade
inibitdéria encontrada ao nivel do tecido tumoral pode ser
interpretada como um resultado da depleg3o da barreira defensiva
deste local. De acorde com alguns pesqulsadores pode-se especular
que uma taxa alta de ativadores em relag3o a inibidores
corresponde a alterag¢gBes patoldgicas mails avangadas CSOSZKAV &
OLSZEWSKI, 18860,

~Um importante desafio aos pesquisadores do

cAncer ¢ o desenvolvimento de métodos mais adequados para
predizer a agressividade metastatica do tumor do paciente,

prevenir a invasZo local, identificar e tratar clinicamente as
micrometastases silenciosas. Muitos laboratérios est¥o estudando
os mecanismos fundamentais de invasZo e metastases, na esperanga
de identificar fatores bioguimicos especificos para constituir a
base de tais estratégias diagnésticas ou terapéuticas. Nos
gltimos anos, relevantes progressos foram feitos em direg®oc a
este cbjétivo CLIOTTA, RAQO, WEWER, 1986).

Considera-se gque a avaliac3o do
comprometimento dos ndéddulos axilares é trﬁdicionalmente um dos
marcadores de maior valor prognéstice em cancer de mama. Porém,
este tipoc de determina¢iio requer cirurgia de mama de grande

amplitude, enquanto os marcadeores biogquimicos podem ser medidos

usando-se procedimentos cirdrgiceos mals conservatives, Com a

tendéncia crescente de se optar por cirurgias conservativas, os
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marcadores bioquimicos poder3o desempenhar um papel importante na
avaliacZo do prognédstico do clncer de mama, além de poderem
ajudar a distinguir aquela mincoria dos canceres de mama que,
mesmo sendo linfonodos negativos, s3o muito agressivos (DUFFY,
" O*GRADY, DEVANEY et al., 18988a; DUFFY, 1980). Segundo estes
pesquisadores, o© tPA pode ser incluido na crescente lista de
marcadores bicquimicos com valor prognédstico no céncer de mama,
Juntamente com receptores de estrégeno, receplores de
proegesterona, sitlos de ligag3ioc para lectinas, entre outros.

Além de poderem ser usados como marcadores

i)icquimico_s. os PA, devido ao fato de exercerem sua acg3o
particularmente ao nivel extracelular, s8c facilmente acessivels
a inibidores, podendo o usc de inibldores especificos de uPA ter
um efeito terapédutico na degradag®o dos tLecidos e na metastase,
ainda que os possiveis efeitos tLéxwicos colaterals deste
tratamento permanegcam por ser determinados C(DANO, ANDREASEN,
GROUNDAHL~HANSEN et al., 189885,

Sabe-se também gue as varilagBes na atividade
dos PA, se tumorais ou plasmiticos, podem merecer interpretagdes
diferentes com relag3o A capacidade invasiva e ou metastatica de
um tumor. Desta forma, o aumento de PA pode n3o siénificar

obrigatoriamente uma atividade proteoclitica também aumentada,

seja no tumor ou no plasma, visto que diferentes concentrag¢@es de

inibidores podem modificar o efeito dos PA em qualsquer das
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localizag®es citadas, Assim, para se ter uma visXo mais ampla da
paciente como um todo, € necessarioc, além de quantificar o
contetdo de PA no tumor, avaliar a concentrag®o destas enzimas e
de Seus inibidores no plasma. Poucos trabal hos foram
desenvolvidos neste sentido. PACHECO, BRENTANI, F‘RANCé et al.
€1988); OGRONDAHL-HANSEN, AGERLIN, MUNKHOLM~-LARSEN et al. (1988);
GRONDAHL~HANSEN, BACH, MUNKHOLM-LARSEN C1990) estudaram relacBes
entre carcinomas mamarios e PA no plasma. MANNUCCI, CUGNO,

BOTTASSO et al. (19902 analisaram os niveis de tPA, uPA e PAI em
carcinomas de mama e melanomas. KIRCHHEIMER, BINDER, PFLUEGER et

al. <1985 estudaram PA plasmatico no cancer de préstata, e
SATTO, NAGASHIMA, IWATA et al. 19802 estudaram em tumores
uterinos e ovarianos. Porém estes trabalhos, em geral, n%o
relacionaram a presenga de PA plasmiaticeo com diferentes
caracteristicas do tumor primarioc e das metistases.

Tem sido sugerido que o sistema fibrinolitico
esta num equilibrio dinfimico com © sistema de coagulagXo para
manter um leito vascular aberto e intacto. A vis¥o de que o
sistema fibrinolitice estad continuamente ativo in vive é mantida
pelos achados de atividade de PA em sangue normal e, um nivel
reduzido, em pacientes com trombose venosa ou deoenga cardiaca

isquémica CCOLLEN, 1980). GRANELLI-PIPERNGC & REICH <1978

afirmaram que tanto uPA quanto tPA s¥o encontrados no sangue.

A investigag¥o de extratos tumorais e do
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plasma, quanto a presenca de PA e de seus respectivos inibidores
em pacientes com cAncer de mama, poderia servir para um melhor
entendimento dos fendmenos de invasividade, além de eventualmente
contribuir para o© estabelecimento de um método que possibilite
prever a capacidade de invas3io - local e a distancia ~ de um
tumor .,

Desta forma, no presente trabalho pretendeu-se
estabelecer o nivel de atividade de PA e o seu grau de inibig3o

no plasma de pacientes com carcinoma de mama, relacionando os
dados obtidos com determinadas varidveis do tumor e com o©s

valores calculados para uma amostra controle., Para atingir este
ubjetivo, foi efetuado neste trabalho: 1> a avaliagio da
concentragico de PA livre e complexado com seus inibidores, no
plasma de pacientes com carcinoma mamarico & numa amostra
controle, como um todo, e agrupando-as de acordo com a idade e a
provivel fungio ovariana estrogénica; 22 a analise das
concentragies obtidas de PA livre e complexado com seus
inibidores, em funglo das seguintes caracteristicas da doenga:
tipo histopatoldgico do tumor, graus histoldégico e nuclear do
tumor, presenga ou auséncia de invas¥o de vasos linfaticos da
mama tumoral, comprometimento dos linfonodos axilares, invas3o

extrancdal, presenga ou auséncia de metastases a distéancia,

estadiamento histopatolégico e contedido de receptores de

esirdgenc no tumor,
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1. A AMOSTRA

A concentraglio de PA e de seus inibidores fol
avaliada num total de 101 amostras de plasma provenientes de dois

grupos: grupoe de pacientes e grupo controle,

£2.1.1. CGrupo de pacientes

O grupo de pacientes constituiu-se de 80
mulheres portadoras de patologias mamdrias malignas, escolhidas
ac acaso, sem que houvesse qualquer estratificag3oc inicial por
idade, raga ou estiddio clinico da doencga. Estas mulheres estavam
sendo tratadas esou acompanhadas pelo Ambulatério de Mama
pertencente 4 Divis3o de Oncologia no Centro de Ateng3o Integral
4 Satde da Mulher C(CAISMD -~ UNICAMP.

Para cada individuo participante desse grupo

fol preenchida uma ficha a partir das pastas que cada paciente

possula no Ambulatérico de Mama, O modelo desta ficha sera

apresentadc no final do capitulo Materials e Métodos.
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2.1.2. Grupo controle

O grupo controle constituiu-se de 21 mulheres
nZc portadoras de carcinoma mamiric ou de qualquer patologia
mamaria benigna., sem sintomas de patologia tromboembolitica e dque
n¥o estavam fazendo uso de horménios. Estas mulheres foram
selecionadas no Programa de Controle de Cancer de Mama (PCCM) do

CAIEM e sé foram incluidas na amgstra apés terem sido
classificadas como "sem alterag®es mamirias" no diagnéstico

#linico final. Para © grupo controle também n3o houve qualquer
estratificag®fo por idade ou raga.

Nesse  grupo, parte do levantamento foi
realizado através das pastas que cada doadora possuia no PCCM e
parte através de uma entrevista com akprépria doadora. O modelo
da ficha para os controles sera apresentado no final do capitulo

Materials e Métodos.
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.. PROCEDIMENTOS

2.2.1. Caracterizag3o da amostra segundo a idade e provivel

fung¥o ovariana estrogénica

Segundo HALBE (19823, o climatério ¢ a fase da
vida bioldgica da mulher que representa a transi¢¥o entre menacme
e a senectude e estA fundamentado na fung8o ovariana estrogénica,

que praticamente desaparece entre dois e cinco anos apés a

‘menopausa. O diagnéstico da menopausa somente pode ser firmado
apés um ane de amenorréia. No Brasil, a idade média da menopausa
sitva-se ao redor de 45 a 47 anos., A distribuicZo da incidéncia
etaria da menopausa segue uma curva de Gauss que comega por volta
de 40 anos e termina aproximadamente acos 55 anos.

Com base nesses fatos, as mul heres
participantes da amostra estudada neste trabalho foram divididas
em trés grupos, de acordo com a idade e a provavel funcio
estrogénica ovariana:

Grupc 1~ Normoestrogénico: mulheres em menacme
Caté 35 anos) ou com deficiéncia estrogénica leve Centre 38 e 40

anos).

Crupo £~ Deficiéncia estrogénica moderada
ou peri-menopausa: mulheres climatéricas com idade compreendida

entre 41 e B5 anos.
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Grupo 3- Deficiéncia estrogénica severa ou
pés-menopausa: mulheres com mails de 58 ancos ou menopausadas ha
mals de um ano.

Na amostra controle, o grupc 1 fol formado por
set.e mulheres normoestrogénicas quanto a fungdo ovariana, que
ainda apresentavam ciclos menstruais, sendc quatro com idade
infericor a 38 anos e trés com idade entre 38 e 40 anos. O grupo
2, de deficiéncia estrogénica moderada, foli composte por 11
mulheres, das dgquails oito aincia menstruavam e trés apresentavam

amenorréia hi mencs de um ano. As trés mulheres restantes, com

idade superior a 5% anos, formaram o grupo 3, de deficiéncia
estrogénica severa, estando menopausadas h& mais de um ano.

Na amostra de pacientes, o grupo 1 foi
constituido por 12 mulheres sem histédria de amenorréia, sendo
selis com idade inferior a 35 anos e seis c;:nm idade entre 38 e 40
anos. O grupo 2, com deficiéncia moderada, foli formade por 17
mulheres entre 41 e 55 anos, das quais 13 ainda menstruavam e
quatro possuiam um intervalco de amenorréia inferior a um ano. No
grupe 3, de pacientes com deficiéncia estrogénica severa, foram
classificadas 50 mulheres, sendo: quatro menopausadas hid mais de
um ano, com ida;:ie inferior a 585 anos; trés ocoforectomizadas, das

quais duas acs 40 anos e uma aos 48 anos, sem complementagio

hormonal; 38 mulheres com idade superior a 55 anos e com

menopausa natural hid mais de dois anos: e cinco mulheres com
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idade superior a 88 anos, que foram histerectomizadas., A
ccorréncia de histerectomia aos 44 anos em uma paciente de 47
ancs cocasionou sua exclus3o na analise das wvariaveis fung3o

ovariana e receptores de estrdégeno,

2.2.2. Estudo anatomopatolégico e clinico dos tumores

o] estudo anatomopatolégico dos tumores

retirados das pacientes forneceu as variaveis: iLipo histoldgico

do tumor, grau histoldgico e grau nuclear do tumor, invasfo de
vasos linfaticos da mama, metastase em linfonodos, numero de
linfonedes invadidos e invas#Ho extranodal. Estes exames foram
realizados pelo Departamento de Anatomia Patoldgica da Facul dade
de Ciéncias Médicas (FCM) - UNICAMP, segundo técnica de rotina
utilizada neste Servigo, que consiste de: fixag3o com formalina
10%, embebigdc em parafina, cortes de 5 um de espessura e
coloraglo com hematoxilina—eosina.

Outras varidveis, como metastase a distancia,
sistema TNM e estadiamento histopatolégico dos tumores foram
obtidas a partir do estudo clinico ou da combinagfio entre os
estiudos clinico e anatomopatoldgico dos tumores,

Na maioria das variaveis estudadas néo foi
possivel classificar todas as pacientes contidas na amostra,

pols, por motivos diversos, n¥o se conseguiu obter informagBes
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suficientes que preenchessem os parametros necessarios a essas

classificagBes.

2e2+2.1. Tipo histoldgico

Na amostra estudada foram encontrados dois
tipos de carcinoma ductal: o carcinoma ductal tn situ (IS e o
carcinoma ductal invasive (D13, O céncer que se origina nos

grandes ductos da mama ¢ denominado carcinoma ductal. O carcinoma

ductal in situ ou intraductal caracteriza-se pela proliferac3o de
células epiteliais, com caracteristicas de malignidade, no
interior do ducto da mama. Neste casc, a membrana basal, vista ao
microscédplo &ptico, estid intacta € as células malignas n3o
ultrapassaram © seu habitat natural. Havendo invasic do estroma
mamirio por estas células cancerosas, seja pela rotura ou pela
permeacfc da membrana basal do ducto, o tumer ¢ denominado

carcinoma ductal invasivo CALVARENGA, 1980).

2.2. 2.2, Grau histolégico (GHD

Cs carcinomas invasivos podem ser graduados em

trés grupos, de acordo com ALVARENGA (18980):

Grau histoldgico I: carcinoma bem diferenciado
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com possivel comportamento bioldgico mais favoréavel.

Grau histolégico II: carcinoma medianamente
diferenciado, cujo comportamento é dificil de se prever.

Grau histolégico III1: carcinoma indiferenciado

obu pouco diferenciado, com provavel pior prognéstico.

2.2. 2. 3. Grau nuclear (GN)

De acordo com ALVARENGA 19800, o grau nuclear

analisa caracteristicas nucleares das células tumorais, tais como
tamanho, forma, alterag®es da cromatina bem como a freqgiiéncia de
mitoses. Estes fatores, em conjunto, tém um valor progndstico
especifico, podendo ser classificados em trés graus nucleares:

Grau nuclear 1: s%o aqui agrupados os Lumores
cujas células apresentam nGcleos grandes, de tamanhp; e forma
variades, com cromatina grosseira, nucléolos proeminentes e
mitoses abundantes. Os tumores com grau nuclear 1 s3c os menos
diferenciadeos e os de pior prognéstico.

Grau nuclear 2: intermediirio entre os graus
nucleares 1 e 3, quante as caracteristicas nucleares e

prognéstico,

Grau nuclear 3: é constituido por tumores nos
quais as células tém nGcleos relativamente pequenos, uniformes,

com cromatina frouxa, sem hnucléolos ou com nucldéolos nEo
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proeminentes e em cujas preparagies nZo se observam mitoses. Os
tumores com grau nuclear 3 s3o bem diferenciados e de melhor

prognéstico,

2.2.2.4. Invas3co de vasos linfaticos CIVL)

A observagio de células tumorals no interior
de wvasos linfaticos da mama tem um significade prognédstico

importante. A presenga destas células em vasos peritumorais & um

indicador importante do intervalo livre de doenca em pacientes
sem metistase em linfonodos C(PAGE, ANDERSON, CONNOLY et al.,

19875,

B 2e 2 Be Met Astase em linfonodos e namero de

linfonodos invadidos

A investigagBo da presengca ou n¥o de células
carcinomatosas, através do exame histolégico de todos os
linfonodos axilares encontradeos num espédime proveniente de
mastectomia, & que define as variiveis metastase em linfonodos e

o nimero de linfonodos invadidos CALVARENGA, 1980).
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Ceee 8. InvasBo extranodal CIEN>

Invasfic extranodal corresponde 3 difusfo de

células tumorais metastaticas de depdsitos linfonodais para o

tecido axilar adjacente (PAGE & ANDERSON, 1887).

2.2:2+7. MetAstase a distAncia

Células cancerosas, quando carregadas para um

local distante do tumor primario, podem se implantar, formando
melastazses, Foram consideradas portadoras de metastases a
disténcia as pacientes que, atraveés de exame clinico,
anatomopatoldgico, técnicas laboratoriais e de radiodiagndstico
ou por outros métodos, mostraram células cancerosas em local
distante do tumor primirio, excluidas as metaAstases em linfonodos
regionals, ou seja, axilares esou mamirios interncos (CHIMINAZZO &

TEIXEIRA, 19800,

2e2.2.8. Sistema THM e estadiamﬁto dos tumores

O sistema TNM descreve a extensZo anatémica da
doenga e estd baseado na pesquisa de trés componentes, segundo a

Unifo Internacional Contra o Cancer C(UICC) C(HERMANEK & SOBIN,

19890 :
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T - extensZo do tumor primario;

N - auséncia ou presenga e a extensdo das
metistases em linfonodos regiocnais;

M ~ auséncia ou presenga de metistases a
distancia.

Duas classificacBes 3o descritas para cada
local anatémico, a saber:

a2 ClassificagBo e¢linica Cpré-»tratament.o)(

designada TNM, ¢é baseada nas evidéncias conseguldas antes do

tratamento. Tais evidéncias surgem dos achados c¢linicos,

diagnésticos por imagens, endoscopi a, bidpsia, exploragio
cirurgica e outros exames relevantes;

B> Classificaglo histopatoldgica Cpos-—
—-cirdrgica), designada pTNM, & baseada nas evidéncias conseguidas
antes do tratamento, suplementada ou modificada pela evidéncia
adicional conseguida atraves da cirurgia e do examne
histopatoldégico.

C estadio clinico & essencial para selecionar
e avaliar a terapéutica, enguanto que o estidic histopatoldégico
fornece dados mais precisos para estimar o progndstico e avaliar
os vesultados finais, razfio pela qual fol utilizado este Gltimo

par~ anadlise estatistica dos dados.
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2.2.3. Dosagem de receptores de estrégeno C(RED

Quando um processo de transformagdo maligna

ocorre em um tecido, as células que o constituem podem preservar
os receptores ou perdé-los, total ou parcialmente. Se a perda é
total, as células, e conseqilentemente o tecido correspondente,
escapam ao controle hormonal. Entretanto, se a perda € parcial, &
provavel que o horménioc continue a reconhecer aquele tecido como
um tecido-alvo. Os tumores mamirios que n3c contém receptores de

estrégeno, tém pouca ou nenhuma possibilidade de regress3c pela

terapia endécrina, enquanto as estimativas das proporgles de
pacientes com tumores RE positivos que realmente se beneficiam
desta terapia oscilam de 40 a 80%.

A dosagem de RE nos tumores fol executada no
Laboratéric de Cultura de Tecidos e Receptores Hormonals/CAISM.
pela técnica do carvio recoberto por dextran (DCC). A amostra foi
dividida em dois grupos: o RE positivo e © RE negativo, de acordo
com a presenga ou auséncia de RE nos tumores, sendo considerados
positivos os tumores com mais de B fm/mg de proteina no citossol
CPISANI & PINOTTI, 1980).

Devido A ausédncia de dados de algumas

pacientes, nZo fol possivel o aproveitamento total da amostra

nesta variavel.
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2.2.4. Analise do plasma

2.2.4.1. Obtengd¥o da amostra de plasma

Un volume de aproximadamente 5 ml de sangue,
retirado de cada doadora, foi colocade num frasce contendo
heparina sdodica na concentragfco final de S0 Ul para cada ml de
sangue e centrifugado a 1400 g por 5 minutos a 2°¢ para separac¥o

do plasma. As amostras de sangue foram sempre transportadas e

manipuladas em banho de gelo e cada plasma obtido fol aliquectado
e estocado a -20°C.

As coletas de sangue das pacientes com
carcinoma mamarico foram realizadas no dia da internagdo,
geralmente um a dois dias antes da data da cirurgia maméria. De
acordo com a Diretoria da Divis¥%o de Oncologia e com o Servigo de
Enfermagem, ficou estabelecido que a coleta para este trabalho
fosse juntamente com a coleta de sangue para os exames
pré—-operatérios, evitando, assim, inter feréncia na rotina
hogpitalar e incdmodos desnecessérios A paciente,

As coletas de sangue dos individuos do grupo
controle foram feitas posteriormente 34 consulta no PCCM. Estas
mulheres foram esclarecidas do objetivo do trabalho e
assinaram um documentc declarando doag8o veluntaria de sangue e

concordando que o mesmo fosse usado em pesquisas na area de
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cancer de mama.

C+2.4.2. Ensaio de 1ise'em placa de caseina

Para quantificar os PA e seus inibidores no
plasma foi utilizado o método de ensaio de lise em placa de
caseina, com base nos métodos descritos por YANG, KIRKLAND,
JORGENSEN et al. (1880); SAKSELA (19812>; HUARTE, BELIN & VASSALLI

C1988) modificados neste laboratdrio. Q0 métode consiste em

incubar as amostras e um padr¥o de concentrac¥o conhecida em
pogos de 5 mm de difmetro, feitos em gel de agarose opaco,
contendas caseina com plasminogénio Cplaca tested e sSem

plasminogénioc (placa controlel.

2.2.4.3. Composic%0 e preparag8c das placas de

caseina

Placa Teste (placa com plasminogénio)
~ agar (Bacto-agar — Difcod 1%
-~ leite em pd desnatado (Molico - Nestléd 0,7%

- azida sddica (Riedel ~deHaény Q,1%
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- plasminogénic humano (P-7397 - Sigmad 1 U WHO-pl aca®

-~ volume total - 80 ml

Placa controle (placa sem plasminogénio)

agar (Bacto-agar - Difcod 1%

leite em pd desnatado (Molico — Nestléd O,7%

azida sddica (Riedel ~deHa&énd ¢,1%

-~ yvolume total — 80 ml

O agar era fundido e esterilizado em autoclave

a 120°C e 1,5 atmosferas de pressfo, durante 30 minutos, e
adicionado ac leite e a4 azida. Esperava-se que a mistura chegasse
a uma temperatura de a5°C, gquando entfoe era adicionado o
plasminogénic (placa teste). Esta mistura era homogeneizada
rapidamente, com movimentos circulares leves, para evitar a
formag3o de bolhas. Em seguida era vertida scobre uma placa de
vidro (20 cm X 20 cm) previamente apoiada sobre um banho-maria a
56°C, de modo a manter a superficie superior da placa a 37°C.
Enquanto a placa permanecia nesta temperatura, a mistura se

mantinha liquida. Para a placa controle o© procedimento era o

Y Unidade Sigma de plasminogénio produz uma absorbincia igual a
1,0 CA = 878 nmd a partir da a-caseina em 20 minutos a pH 7.8 e
37,.5°C, quandoe medidos os produtos soldvels do acide perclérico
num volume de 5,0 ml, 1 Unidade Sigma & aproximadamente igual a 3
Unidades WHO (ist British standard 78/646) C(PLASMINOGENIO, 19€0).
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mesmo, exceto por nZo haver adi¢¥o do plasminogénio.
Imediatamente apds a colocagdo da mistura
sobre a placa, colocavam-se sobre ela, a uma altura e distancia
constantes, seis varetas de vidro Aas quals estavam acopladas
cinco esferas de aco inox com dismetro regular de 8 mm cada, de
forma que, em contate com o gel, formassem 30 pogos de tamanho
uniforme. A placa era cuidadosamente retirada do banho-maria e
resultava num gel com 2 mm de espessura apds atingir a
temperatura ambiente. Ent3c as varetas de vidro eram retiradas,

e, nos locals correspondentes As esferas, permaneciam pequenas

depressBes de aproximadamente S5 mm de‘ didmetro com capacidade

suficiente para conter um volume de 10 ul em seu interior.

2.2.4.4. Padr3o

O padrZc usado nos ensailos fol o ativador de
plasminogénio na forma de uroquinase (UKD (Sigma U-1827) cbtida a
partir de wurina humana. O padr3o de concentraciio conhecida
' produziu uma resposta, gquando ensaiado, proporcional a sua
atividade enzimatica. Através da construgf3o de uma curva-padr3o

foi possivel determinar qual relagio matematica seria usada para

comparacdo dos halos produzidos pelo padr8o e pelas amostiras.
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2.2. 4.8, Curva-padr¥o de uroquinase (UKD

A curva-padrZo de UK basecu-se na relagfo

existente entre a variac®o de concentragio de UK e do diameire do
halo de protedlise produzido através do método empregado neste
trabalho (Figura 1). As seguintes concentrag@es do padr3o em
Ploug units.-ml CPu/ml>? foram usadas:

- triplicatas: 0,28; 2,80; 6,288; 12,80; 18,78; 28,00

- duplicatas: 37,.80; BO,00: 75,00; 100,00; 1288,00; 180,00
Com o auxilio do Departamento de Matemitica

Aplicada do Instituto de Matematica, Estatistica e Ciléncias da
Computagio C(IMECCY - UNICAMP, foram realizadas pele menos trés
tentativas de ajuste da curva-padr3o obtida, com o objetivo de
estabelecer uma fungio matematica que melhor definisse seu
comportamentc e que seria usada para calcular a conceniragio de
PA das amostras a partir do dimetro dos halos de protedlise por
elas produzidos. De todos os ajustes tentados, o que'melhor se

adaptava Aas necessidades deste trabalho feol aquele feito por

zSegundo GRANT, RAMSHAW, BADENOCH-JONES =t al. (1888), 1 Unidade
Ploug (Pu) corresponde A gquantidade da uroquinase equivalente a
aproximadamente 1,4 CTA (Committee on Thrombolytic Agents), ou a
aproximadamente 1 Ul (Unidade Internacional). 1 Unidade Sigma
ativa aquela quantidade de plasminogénic que produz uma
absorbincia igual a 1,0 por ml por minute a pH 7.8 e 37°%, quando
medidos os produtos soldvels do acido perclérico a partir da
o-caseina. 1 Unidade Sigma ¢ equivalente a 5.000-10.000 Pu
CUROKINASE, 1990). Para efeito dos cilculos neste trabalho, 1
Unidade Sigma corresponde a 7800 Pu.
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retas, onde a curva-padrfio passou a ser representada por trés
retas que melhor se adaptaram a ela (Grafico 1D.

O pontoe de intersecgdc entre as retas 1 e ©
foi definido pela concentragiio de UK 5,285 Pusml e entre as retas
2 e 3 pela concentragfic de UK 28,00 Pu-ml. Para utilizar este
ajuste fol necessirio que em cada placa fossem empregadas treés
concentragies diferentes do padr3io, que permitissem definir a
equagdo das trés retas.

Unma vez definidas as trés retas a partir dos

pontos obtidos (difmetro do halo de protedlise do padr3o em

fung8o da concentraclo do padr3od, fol possivel calcular a
concentracfo de PA das amostras ensaiadas, wusando, para cada
amostra, a equaglo da reta a4 qual pertencia o ponto referente ao

difmetro de seu halo de protedlise.

2.2.4.6. Inoculagio e incubagBo das amostras

Em cada placa ensaiaram—se cince amostras de
pacientes, uma amostra controle e quatro ccﬁncentraq;&es diferentes
do padr3o (UKD, Cada amostra fol inoculada em quatro pogos da
rlaca, sendo que dois poges foram ocupados por plasma sem
tratamento e, outros dois, por ©plasma acidificado. As
concentragc@es do padr3io usadas foram: 6,85 e 12,5 Purml C(dois

pogos cada) e 18,8 e 37,85 Purml C(um pogo cadad. O volume de
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Grafico 1 - Curva-padr3o de uroquinase ajustada por trés retas;

variag3io do didmetro do halo de protedlise em fungio

de concentrag¢@es de urogquinase,
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inoculag8o das amostras e dos padrBes nos pogos foi sempre 10 ul
CFigura 2).

Apds a inoculag¥o, colocavam-se, nos quatro
lados da placa, filetes de vidro sobre os quais se apoiava uma
outra placa de vidro (20 ¢m X 20 cm) que cobria totalmente o gel.
Sob a placa de cobertura era colocado um papel de filtro
umedecido, de modo a impedir a desidratacgfo do gel. Apds isto,
- todo o sistema era vedado, colando-se fita crepe nas laterais.

As placas foram mantidas em estufa a 37°C e a

medida do didmetro dos halos de lise formados foi sempre feita

apds 72 horas de incubagXo,

2.2.4.7. Acidificagio do plasma

A acidificag3o do plasma fol executada em uma
das aliquotas de plasma correspondente a cada individuo, segundo
© método descrito por SOSZKA & OLSZEWSKI C1986), modificado neste
laboratério, que permite destruir o aamplexn formado entre o PA e
seu inibidor C(PA-PAID, liberando o PA. Consiste na adiglo de
tampo glicina 0,85M pH 2,5 a amostra numa proporgiio volumétrica

de 2:1 e neutralizagfo da soluglio com tamp83o Tris-HClL 1,0M pH 8,1

volume a volume, apds 90 minutos de incubagZo da primeira mistura

& temperatura ambiente. Portanto, apés a acidificacio e

neutralizagfo, cada amostra de plasma acidificade fica quatro
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Figura 2 - Ensaio com as amostras de plasma em placa teste com

plasminogénio: plasmas totais CTOTD, plasmas
acidificados (AC) e padr@es de uroquinas CUKD.
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vezes diluida em relagfio ao plasma sem tratamento.

2.2.4.8., Leitura dos ensaios

Apés 72 horas de incubag¢3c, as placas eram
abertas retirando-se a fita crepe das laterais e a placa de vidro
de cobertura. A placa inferior, contendo ¢ gel com os pogos, era
colocada sobre um negatoscépio forrado com papel preto
transparente, a uma distaincia de aproximadamente 10 cm. O
didmetro do halo de lise de cada pogo era medido com um

paquimetro auxiliado por uma lupa, sempre pelo mesmo observador.

2.2.4.9. Cailculo da concentra¢g8o de PA das amostras

De acordo com o método utilizado, o diametro
da area clara e circular resultante da protedlise ac redor dos
pogos de inoculagio € proporcional, na kplaca teste, as
quantidades de PA e proteases inespecificas presentés na amostra
e, na placa controle, apenas as concentra¢@es de proteases
inespecificas. Assim, subtraindo-se do didmetro do haloc de

protedlise, obtido na placa teste, © valor do dimetro do halo

obtido na placa controle, ¢ possivel chegar-se a um valor, em

milimetros, proporcional ac contetdco de PA presente em cada
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amostra. Esta medida comparada & do halo produzido pelo padrZo,
JA descontado o diametro do pogo, fornece a quantidade de PA
presente na amostra expressa em Pu/ml.

Un reajuste da curva-padrZo fol realizado para
cada ensaio utilizando-se as diferentes concentrag@es de UK
incubadas em cada placa e os dismetros dos halos de lise por elas
produzidos, tomando-se o cuidado de descontar, de cada difmetro
de halo, o diametro do pogo. Através destes reajustes foram
encontradas as equagBes que regiam cada uma das trés retas em
cada experimento.

Comc todas as amostras foram ensaiadas em
duplicatas, inicialmente calculou-se a média dos diametros dos
halos de lise de cada duplicata nas placas teste e controle. Em
seguida, a média dos difmetros dos halos de lise produzidos na
placa controle foli subtraida da média dos dismetros dos halos de
lise da placa teste. Nos plasmas sem tratamento, com este valor
calculou-se a concentrag3o de PA livre (PAL) da amostra em Pu/ml
através da equag3o da reta que continha simultaneamente os
valores correspondentes aos difmetros dos halos do padr3o e da
amostra. Nos plasmas acidificados, © valor da diferenga dos
dimetros dos halos entre a placa teste e controle foi

multiplicade por quatro para corrigir a diluig®o do plasma no

processo de acidifica¢3o. A partir deste valor corrigido,

determinou-se a concentrag3c de PA total da amostra, da mesma
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maneira descrita anteriormente para o plasma sem tratamento.
Subtraindo-se a concentrag®o de PA livre nXo complexado com o

inibidor da concentrag3o de PA total de cada amostra, obteve-se a

concentrag3o de PA complexado com inibidor ou PA inibido CPAID.

2.3. ANALISE ESTATISTICA

A comparag3io entre o grupo controle e o de

pacientes, quanto a distribui¢®o de individuos de acordeo com

classes diferentes de concentrac3o de PA livre ou inibido, foi
feita pelo teste Qui-Quadrado.

As médias amostrais de PA, livre ou inibido,
estimadas para controles e pacientes foram comparadas pelo teste
t de Student (BEIGUELMAN, 1977). Este mesmo teste foi empregado
no grupo de pacientes para comparagfo das médias de PA, livre ou
inibido, toda wvez que uma varidvel compreendia apenas duas
classes diferentes.

Para comparar simul taneamente as médias
estimadas para PA livre ou inibido dentro de uma mesma variavel
com mais de duas classes, utilizou-se a Andlise de Variancia
CBEIGUELMAN, 1977). Na identificag®o de qual ou quais destas

médias diferiam significativamente entre si, fol utilizado o

teste de Tukey, que permite, nestes casos, a comparag¢Zo das

médias duas a duas C(VIEIRA, 1981bD.
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A correlag3c foi utilizada sempre que se quis
estudar o comportamento conjunto de duas variaveis quantitativas
distintas (VIEIRA, 198la). Este teste foli aplicado para analisar
o comportamento do PA livre e inibido entre si e também de cada
uma destas formas de PA em relagfo A concentrag3o de outras
variaveis quantitativas.

O diagrama de dispersZoc foi empregado para
visualizar o comportamento conjunto de duas varidveis através da
representag®o grafica. Na realizag3o do grafico, o PAL foi tomado

como variavel independente, e, seus valores, portanto, colocados

no eixo X, enquanto o PAI foi tomado como varidvel dependente,
sendo expresso no eixo Y (VIEIRA, 198lad. A regressio linear foi
efetuada para estabelecer a equag3o da reta que descreve a
variag¥o de PAI em fung¥o da variag3o de PAL. As retas obtidas
através deste teste foram comparadas duas a duas dquanto a
angulag¥o através do Teste de Comparag3io entre Retas de Regress3io
CPIEDRABUENA, 1990).°

A correlag%o, Jjuntamente com o diagrama de
dispers¥o, e a regress3o linear foram executadas entre PAL e PAI
para diversas situagBes onde se compararam controles e pacientes
e também diferentes varidveis da doenga.

Para todos os testes estatisticos descritos

anteriormente, o nivel de significancia consideradeo foi o de 5%.

3pIEDRABUENA, AE. Comunicag¥o pessoal.
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FICHA CLINICA DAS PACIENTES

- Dados Pessoais:
* Nome
« Idade
* Cor
+ Estado civil
+ Enderego
« Numero de registro do HC

« Numero de registro do Ambulatério de Mama

- Antecedentes pessoais
- Medica¢Bes atuais, pregressas e tratamentos hormonais
- Antecedentes tocoginecoldégicos:

+ Estado menstrual

« Tdade da telarca, menarca e menopausa

e Idade do primeiro parto e primeira lactag3do

e Numero de gravidezes, partos e abortos

+ Antecedentes sexuais e mamarios
- Antecedentes oncoldégicos
- Antecedentes familiares para CA de mama e outros
-~ Dados relativos a doenga:

« Data de internag3c e cirurgia

+ Hipétese diagnédstica

e« Ocorréncia de recidiva
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Data de cirurgia anterior
Mama acometida

Tratamentos quimio CQTD, radio CRTD e hormonoteripicos CHDD

Tipo histoldégico do tumor

Classificag3c TNM

Estadiamentos clinico CEC) e patoldégico CECP)? do tumor

Graus histolégico CGHD e nuclear (GNJ do tumor

Presenga de invas3o de vasos linfaticos (IVLY e invasZo

extranodal C(IEND
Presenga de metistase em linfonodos (MetLinfd)
Namero de linfonodos invadidos

Presenga de metistase a disténcia

Dosagem de receptores de estrégeno (RE) e progesterona CRPgO

Variadveis medidas no plasma:

PA livre CPALD
PA total CPATD
PA inibido (PAID

Concentrag3o de proteinas totais
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FICHA CLINICA DOS CONTROLES

- Dados Pessoals:

*+ Nome

« Idade

* Cor

» Estado civil
* Enderecgo

e NGmero de registro do HC

* Numero de registro do PCCM

- Data da consulta e do retorno
- Sintomas ou queixas atuais
- Antecedentes pesscais
- Medicag®es atuals, pregressas e tratamentos hormonais
- Patologias tromboemboliticas
- Outras patologias
- Antecedentes tocoginécolégicos:
e Estado menstrual
* Idade da telarca, menarca ¢ menopausa
* Idade do primeiro parto e primeira lactagio
* NUmeroc de gravidezes, partos e abortos

* Antecedentes sexuais e mamarios

~ Volume das mamas

- Antecedentes oncoldégicos
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Antecedentes familiares para CA de mama e outros
Impress3o clinica

Resultados dos exames:

* Termografia de placa

« Ecografia

« Mamografia

Diagnéstico clinico final

Diagnéstico histolégico final

Citologia

Varidveis medidas no plasma:

L]

PA livre (PALD

.

PA total (PATD

PA inibido C(PAID

« Concentrac¢fo de proteinas totais
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3. RESULTADOS

3.1. ConcentragBes de PA livre e inibido nos controles e pacientes

A analise do grupo controle e de pacientes

através do teste do Qui-Quadrado mostrou que a distribuig3oc das
propor¢les de pacientes com  cancer de mama  diferiu

significativamente daquela de individuos do grupo controle, quando
se consideraram classes de concentrag®es crescentes de PA livre
C(Tabela 1.

Essas classes de concentrag@es de PA livre
foram reunidas entre si de varias maneiras, formando tabelas 2X2.
Para cada combinag¢3o foi calculado um novo valor de Qui-Quidrado,
o que possibilitou identificar a classe numero quatro (valores de
PA livre maiores que 0,24 Puml) comc sendo a geradora da
diferenca na distribui¢fo de individuos, por conter um actGmulo de
pacientes em relagfio ao numero de controles.

Com relagZ ao PA inibido, esse mesmo teste

nic mostrou diferenga na proporgZo de pacientes e controles

quanto A sua distribui¢Zo em classes crescentes de concentragdo

de PA CTabela 2).
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Tabela 1 - Distribuiglo de pacientes com cancer de mama e

de controles segundo classes de PA livre (PALD

em Pu/ml

Classes PAL Controle Pacientes Total
10 zero 17 33 50
2) OKPAL=0,12 2 10 12
3> 0,12<PAL=0,24 1 10 11
4> PAL>0O,24 i 27 28
Total 21 80 101

Xz=11.38 para 3 Graus de Liberdade (GL), P<O,01 ¢

Tabela 2 - Distribuig¢®o de pacientes com clncer de mama e

de controles segundo classes de PA inibido CPAID

em Pu/ml

Classes PAI Controle Pacientes Total
1) zero 3 i2 15
2) 0,0<PAI<1,0 6 14 20
3 1,0<PAI=2,0 5 e8 33
4) 2,0<PAI=3,0 5 13 i8
5) 3,0<PAIX4,0 1 6 7
6> PAI>4,0 1 7 8
Total 21 80 101

X*=2,72 para 5 GL, P<0,80
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Os Craficos 2 e 3 expressam as freqléncias
relativas de pacientes comparadas as de controles, agrupadas em
classes de PA livre e de PA inibido. A andlise dos graficos mostra
que, com relagic ao PA livre, os controles se concentram
principalmente nas trés primeiras classes, entre zero e 0,24
Pu/ml, sendo que 81% dos controles n3Hoc apresentam qualquer
atividade de PA livre. Entretanto, nas pacientes a distribuig3o é
mais ampla, variando principalmente de zero a 0,72 Pus/ml, com

somente 41,3% do total delas sem atividade de PA blivre. Com

relagf¥o aoc PA inibido, a concentrag®o de controles encontra-se
ligeiramente deslocada para a esquerda quando comparada com a de
pacientes.

A comparag¢fc das médias estimadas para esses
dois grupos mostrou que a média de PA livre nas pacientes foi
significativamente maior que a dos controles, enquanto as médias
de PA inibido nZo diferiram significativamente entre si C(Tabela

2.
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controles segundo classes de concentrag¢gfoc de PA

plasmatico livre (PAL).
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Tabela 3 - Comparag¥o entre médias de concentragBes de PA
plasmatico livre e inibideo em pacientes e controles;

valores expressos em média C(CPusmld * desvio-padr3o

CDPD
PA livre PA inibidec
Controles (n=21) 0,039+0,13 1,882%3,186
Pacientes (n=80) 0,2881+0,54 1,766 ,68
P-valor 0,0003 ¢ 00,7644

Tantc no grupo controle quanto no de pacientes
as concentrag@es de PA livre e PA inibido n3o se mostraram
correlacionadas, como expressa © Crafico 4. As duas retas de
regress¥o apresentadas mostram, porém, coeficientes angulares que
diferem estatisticamente entre si CP(0.00lﬁ. sendo positivo e
maior o coeficiente que expressa a inclinagZo da reta de regressdo

correspondente as pacientes.

A anilise das concentrages de PAL enm
pacientes e controles, segundo a idade e provavel fung3o
estrogénica ovariana mostrou que as pacientes com fungdo ovariana

normoestrogénica e com deficiéncia estrogénica severa

apresentaram médias de PA livre significativamente maiores que os

controles, nas classes correspondentes, n3Ioco tendo sido esta
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CONCENTRACAO DE PA| PLASMATICO (Pu/ml)

15 3; l:r z-0,012 2:r:0,154
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m=-0,279 m=0,482
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CONCENTRAGAO DE PAL PLASMATICO (Pu/ml)

Grafico 4 - Diagramas de dispersfc e retas de regressio para

concentragdfies de PAT em fungioc de concentracgfies de

PAL nos grupos de controles (1

e 0 2 e
pacientes (2: --— e @ ). Alguns valores de Yy para

x=0 foram plotados a esquerda do eixo y para melhor
visualizagBo. @ = 0= e
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difereng¢a detectada entre aquelas com deficiéncia estrogénica
moderada. As médias das concentrag®Bes de PA inibido de controles
e pacientes n3o diferiram de modo estatisticamente significativo
em qualsquer das trés situagBes de idade e fungfo ovariana

consideradas (Tabela 4D.

Tabela 4 - Comparag3o entre médias de concentragio de PA

plasmitico livre e inibido em controles e pacientes

agrupados de acordo com a idade e provavel fungio

estrogénica ovariana; valores expressos em média
CPusml> * DP
Fung¢Zo ovariana PA livre PA inibido
Normoestrogénica Controles (n=7> 0,005+0,01 0,9849+0,99
Pacientes C(n=12D 0,3121+0, 38 1,736+ ,25
P-valor 0,0182 & 00,1852
Def. estrogénica Controles (n=9> 0,0821+0,20 2,73414,66
moder ada Pacientes (n=17) 0,21810,31 1,876%1 ,42
P-valor 0,28511 0, 4858
Def. estrogénica Controles (n=5) 0,01010,02 2,076+1,37
severa Pacientes (n=50) 0,30810,63 1,800+1,86
P-valor 00,0017 & 0,7482
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A comparagfo dés médias de concentra¢fo de PA
livre e inibido entre as trés classes de idade e provavel fung¥o
estrogénica ovariana, segundo o método de Analise de Variancia,
também n%c mostrou diferencas significativas do ponto de vista

estatistico, seja no grupo controle ou no de pacientes (Tabela 5.

Tabela B — Comparagfic entre as médias de
plasmatico, livre e inibido,

concentra¢iico de PA
estimadas para as classes
de idade e provavel fung¢3c estrogénica ovariana no
grupo de pacientes e controles; valores expressos em
média CPusmld * DP

FuncZo ovariana PA livre PA inibido
Controles Normoestrogénica Cn=7) 0, 005+0,01 0,84910,99
Def . estrog. moderada C(n=9> 0, 082+0, 20 2,734%4,66
Def .estrog. sever (n=5) 0,010%0,02 2,076+1 ,37
P-valor 0, 4693 0,5561
Pacientes Normoestrogénica C(n=12) 0,3121+0,38 1,736+ ,28
Def . estrog. moderada C(n=172 0,2181+0,31 1,876%1 ,42
Def.estrog. sever (n=80) 0, 308+0,63 1,800+1,86
P-valor 00,8316 O, 8972

inibido foi

Uma correlagfio positiva entre PA
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estrogénica moderada (Graficos 5, 6, 7). Porém, os coeficientes
que expressam a inclinagXo das retas de regressiZoc obtidos para

estas situag®es foram significativamente diferentes C(P<0,001D

nas quinze combinag®es possiveis, quando comparados dois a dois.

3.2. ConcentragBes de PA livre e inibido em fun¢g3o de variaveis

estudadas apenas no grupo de pacientes

As médias de PA livre e inibido referentes aos

dois tipos histolégicos dos tumores presentes na amostra estudada,
o carcinoma intraductal ou in situ €CIS) e o© carcinoma ductal
invasivo CDI> n¥o diferiram de forma estatisticamente

significativa (Tabela €D.

Tabela 6 - Comparag®o entre médias de concentragfo de PA
plasmitico, livre e inibido, em pacientes agrupadas de
acordec com o© tipo histolégico do tumor; valores

expressos em média CPusml) * DP

PA livre PA inibido
DI Cn=73)  0,200+0,586 1,81041,73
IS (n=3) 0,070+0,12 1,335+ , 45
P-valor 0,4811 0,6342
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Também n8o foram constatadas diferengas
estatisticamente significativas quando se compararam, por Andlise
de Variancia, as médias de PA livre e de PA inibido, estimadas
para os graus hdstolégicos I, II e III (Tabela 70, nem‘mesmo
quando foli excluido o grau histoldégico I (n=1) e as médias dos
graus histoldgicos II e III comparadas pelo teste t de Student

CTabela 8).

Tabela 7 — Comparag3c entre médias de concentragfo de PA
plasmatico, livre e inibido, em pacientes agrupadas de
acordo com © grau histolégico (GH) do tumor; valores

exXpressos em média CPusml> #* DP

PA livre PA inibido
GH I Cn= 10 0,036 2,144
GH II <Cn=21> 0,391+0,51 1,823%+1,67
GH III C(n=8B1) 0,267+0,88 . i.811+1,78
P-valor 0,86272 0,9823
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Tabela 8 - Comparag®oc entre médias de concentrag¢fo de PA
plasmatico, livre e inibido, em pacientes agrupadas de
acordo com os graus histolégicos CGH) do tumor II e
III; valores expressos em média CPusml) + DP

PA livre PA inibido

GH II Cn=21> ' 0,3911+0,51 1,823+ ,67
GH III C(n=51) 0,2687+0,58 1,811+1,78
P-valor 0, 4001 0,98798

Embora n3ioc tenha sido encontrada uma correlagZfo
~significativa entre PA livre e PA inibido nos graus histolégicos
IT ou III CCGrafico 8, a reta que expressa a regress3o destas
formas de PA, no grau histolégico II, apresenta um coeficiente
angular positivo e significativamente maior com relagfo ac do grau

histoldgico IITI (P<0O,001).

Os trés graus nucleares do tumor, comumente

expressos no relatério do anatomopatologista, foram comparados
entre si com relagZc as médias de PA livre e inibido pelo método

| de Andlise de Variancia, n%o tendo sido encontradas difer engas

significativas (Tabela 9. Porém, a exclus¥o do grau nuclear 3

(n=1) e a comparag3o das médias dos graus nucleares 1 e 2 pelo

teste t de Student, ainda que n%o tenham alterado o resultado do
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valores de y para x=0 foram plotados a esquerda do

eixo y para melhor visualizag3o.
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teste anterior quanto ao PA livre,

revelaram a presenga de um

grau de inibig¢3o significativamente maior no grau nuclear 2 em

relagfo ao grau nuclear 1 (Tabela 10D.

Tabela 9 - Comparagf@io entre médias de concentrag3o de

Tabela 10 -

PA

plasmaticé. livre e inibido, em pacientes agrupadas de

acordo com © grau nuclear C(GND

expressos em média CPusml> + DP

do tumor; wvalor

es

PA livre PA inibido
GN 1 (n=31D 0,247+0,54 1,280+1,03
GN 2 (n=40D 0,341 +0,59 2,087+ ,79
GN 3 (n= 10 0,036 2,144
P-valor 0, 7030 00,1031

Comparag3o entre médias de concentragifio de

plasmatico,

PA

livre e inibido, em pacientes agrupadas

de acordo com os graus nucleares (GN) do tumor 1 e 2;

valores expressos em média C(Pu-ml)

* DP

PA livre PA inibido
GN 1 (n=31> 0,247%0,54 1,2880+1,03
GN 2 (n=40) 0,341 +0,59 2,087+ ,79
P-valor 00,4918 00,0344 &
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NiZo foram obtidas correlag@es significativas
entre PA livre e PA inibido nos graus nucleares 1 e 2 (Grafico 9,
mas as retas de regress3ic correspondentes a estes graus nucleares
mostram coeficientes angulares que expressam inclinag@es

diferentes (P<0,001), com tendéncia negativa na de grau nuclear 1.

As pac'ientes com invas3o dos vasos linfAticos
da mama por células tumorais, quanto as médias de PA livre e

inibido, nZio diferiram daquelas onde isto nZo ocorreu CTabela 11).

" Tabela 11 - Comparag®o entre médias de concentragZo de PA
plasmiatico, livre e inibido, em pacientes agrupadas
de acordo com a presenga ou auséncia de invasZo de
vasos linfaticos (IVL) da mama por células tumorais;

valores expressos em média (Pu/ml) * DP

PA livre PA inibido
Sem IVL (n=8%5) 0,233%0,44 1,850*1,81
Com IVL Cn=20D> 0,45410,78 1,6381+1,47
P-valor 0,2436 00,6403
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As concentragBes de PA livre e de inibido est3o
positivamente correlaciocnadas nas pacientes sem invas¥o de vasos
linfaticos, e o coeficiente que expressa a inclina¢®o da reta de
regress3o destes pontos ¢ positiva e significativamente maior
(P<O,001) que o correspondente as pacientes com invas%c de vasos
linfaticos nas quais estas formas de PA n%o se apresentam

correlacionadas (Grafico 10).

Ainda que as médias das concentragBes de PA

livre, nos grupos de pacientes com e sem metastase em linfonodos,

ndo sejam significativamente diferentes entre si, a mé&dia das
concentragBes de PA inibido, estimada entre pacientes com
metastase em linfonodos, foi significativamente menor do que

aquela entre pacientes sem metastase (Tabela 12).

Tabela 12 - Comparag¢Zc entre médias de concentrag3o de PA
plasmatico, livre e inibido, em pacientes agrupadas
de acordo com a presenga ou auséncia de metistase em
linfonodos C(Met Linf); valores expressos em média
CPus/mld> # DP

PA livre PA inibido
Sem Met Linf C(n=30) 0,20510,30 £,28711,88
Com Met Linf Cn=4%) 0,35010,67 1,464+1,54
P-valor 0.2042 0,0416 «
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No grupc de pacientes sem metistase em
linfonodos constatou-se uma correlag3oco positiva entre as
concentragfes de PA livre e de PA inibido, o que nZo ocorreu no de
pacientes com metastase (Grafico 11). Além disso, as retas que
representam a regressfo dos valores de PA livre e de PA inibido,
obtidos nestes grupocs, possuem coeficientes angulares
significativamente diferentes, sendo maior o© coeficiente que

expressa a inclinagdo da reta referente As pacientes sem
nmetastases em linfonodos (P<0,001).

O estudo das concentrag®es de PA livre ocu de PA
inibido, com relag3c a varidvel naGmero de linfonodos invadidos,
n3o demonstrou a existéncia de uma correlagfo significativa entre
as concentrag@ies de PA inibido ou de PA livre e esta mesma
varidvel (CGrafico 12). Todavia, as retas de regress3o, que
representam a concentragfo de cada uma das formas de PA em fung¥o
do numero de linfonodos invadidos, possuem coeficientes angulares
que mostram inclinag®es diferentes e em sentidos opostos

CP<O,001).

A comparag3o das médias estimadas para as

concentrag@es de PA livre e de PA inibido, entre pacienﬁes com e

sem invas3o extranodal, mostrou que estatisticamente nZ%o existe

diferenga significativa entre estes grupos com relag3c a estas
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formas de PA (Tabela 13D.

Tabela 13 - Comparagi3o entre médias de concentragio de PA
plasmitico, livre e inibido, em pacientes agrupadas
de acordo com a presenga ou auséncia de invasio extra-

nodal (IEN); valores expressos em média (Pu/mlD % DP

" PA livre PA inibido
Sem IEN C(n=B51) 0,27810,52 2,026%1,83
Com IEN Cn=24) 0,322+0,63 1,301+1,37
P-valor 0, 7528 O, 08893

O teste da correlag3o entre as concentragBes de
PA livre e de PA inibido em pacientes com ou sem invasZo
extranodal também n3o foi significativo nestes grupos (Grafico
13>, porém os valores tendem a se correlacionar de forma positiva
nas pacientes sem invas3o extranodal (P=0,10785). Esta tendéncia é
reforgada pelo fato de a reta obtida pela regress3o destes pontos

apresentar um coeficiente angular, ou seja, uma inclinag3o

significativamente maior (P<0,001) que a da reta referente A

regressdoc dos pontos obtidos nas pacientes que apresentam invas3o
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extranocdal.

A assoclagBo das variAvels metastase em

linfonodos e invas3o extranodal criou as trés classes
descritas a seguir:
1- pacientes sem metastase em linfonodos e sem

invas3o extranodal;

2~ pacientes com metAstase em linfonodos e sem
invasio extranodal ;

3- pacientes com metastase em linfonodos e com

invas3o extranodal.

A anéiise das concentrag@Ses de PA livre e de FPA
inibido nessas trés classes mostrou uma correlagfio significativa
entre PA livre e PA inibido apenas no primeiro caso, enquanto os
coeficientes que expressam a inclinag¥o de cada reta de regress3o
diferem entre si (P<0,001) e decrescem de valor no sentido da

primeira para a terceira classe (Grafico 14D.
As médias das concentragd@ies de PA livre e de PA

inibide das pacientes com ou sem metaAstase a distAncia n3o

apresentaram diferengas significativas (Tabela 14D.
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Tabela 14 - Comparag3o entre médias de concentragio de PA
plasmatico, livre e inibido, em pacientes agrupadas
de acordo com a presen¢ga ou auséncia de metastase a

distancia (Met Dist)d; valores expressos em média
CPus/ml)> * DP

PA livre PA inibido
Sem Met Dist Cn=89) 0,302+0,57 1,786+1,77
Com Met Dist Cn=11) 0,208+0,21 1,641%1,08
P-valor 0,3208 0,7938

Nesses dois grupos também n3oc fol encontrada
correlagfio entre os valores de PA livre e de PA inibido (Grafico
18D. Contudo, © coeficiente que expressa a inclinag8io da reta de
regress8o de PA livre e de PA inibido, nas pacientes com metastase
a distancia, ¢ significativamente maior CP<0, 001> que o©

representado pela inclinag@o da reta nas pacientes sem metastase.

As variavelis classificag3o histopatolégica do
tumor primario C(pT), dos linfonodos regionais C(pN) e estadiamento
histopatoldégico C(ECP) (Tabelas 18, 16 e 17 respectivamented
possuem mais de duas classes. Portanto, a comparag¢Zc das médias de
PA livre e de PA inibido entre as classes de cada uma destas
varidveis fol realizada pelo método de AnAlise de Variancia, nZ%o
tendo sido encontradas diferengas significativas entre as médias

estimadas para estas classes.
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Tabela 15 - Comparagfio entre médias de concentrag3o de PA

Tabela 16 -

plasmatico,

livre e inibido,

em pacientes agrupadas

de acordo com a avaliag®o histopatolégica do tumor

primario CpTD;

valores expressos em média (Pusml) *

DP

PA livre PA inibido
pTo (n=1D zero 2,802
pTis Cn=1D 0,209 Zero
pT1 C(n=128D 0,353+0,77 1,636+1,24
pTz (n=35) 0,281+0,45 2,166+2,13
pTs (n=8) 0,23710,23 1,882+1,68
pTe (n=12) 0,377+0,86 1,127+1,00
pTad Cn=8)» 0,138+0,20 1,287+0,82
P-valor 0, 9802 0, 85026

% Carcinoma inflamatdério

Comparag3o entre médias de concentragfo de PA
plasmatico, livre e inibido, em pacientes agrupadas
de acordo com a avaliag3o histopatolégica dos
linfonodos regionais (pN); valores expressos em média
CPusml> * DP

PA livre PA inibido
pNoe C(n=29) 0,205+0, 30 2,351,890
pN1 (n=33) 0,434+0,76 1,808+ ,75
pNz C(n=13) 0,126+0,18 1,276+0,69
P-valor 00,1301 00,0754




Tabela 17 —~ Compara¢fo entre médias de concentracgsio de PA
plasmatico, livre e inibido, em pacientes agrupadas
de acordo com o estadiamento histopatolégico CECP);

valores expressos em média CPu-sml) * DP

ECP PA livre PA inibido
O Cn=2d 0,1085+0,18 1,4581+2,05
I Cn=8) 0,20810, 39 2,24610,08
ITa dCn=21> 0,382+0,85 2,8287+2,54
IIb Cn=200 0,28310,45 1,2880#1,195
IIIa Cn=6D 0,246+0,25 2,336%1,73
ITTIb (n=1%D 0,325+0,78 1,181%0,93
IV  Cn=3 0,204+0,18 1,161%0,33
P-valor 0,9778 00,1852

A separag3o das pacientes em dois subgrupos, de
acordo com a presenga ou auséncia de receptores de estrégeno no
tumor, mostrou que as médias de concentra¢fio de PA livre e de PA
inibido, no plasma de pacientes cujos tumores sXo positivos para
receptores de estrégeno, n3o diferem daquelas cujos tumores s3o

negativos para estes receptores (Tabela 18).
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Tabela 18 - Comparag3o entre médias de concentrag¢fo de PA
plasmatico, livre e inibido, em pacientes agrupadas
de acordo com a presenga ou n¥o de receptores de
estrégeno (RED no tumor; valores expressos em média
CPus/ml> * DP

PA livre PA inibido
RE positivo (n=28) 0, 263+0,61 1,583+ ,37
RE negativo C(n=36) 0,331 +0,588 1,755+ ,61
P~valor 0,68612 0, 8066

N3o foi constatada correlag3io entre as
concentragBes de PA livre e inibido nos grupos de pacientes com
tumores RE positivo ou RE negativo (Grafico 168). Entretanto, neste
altimo, o© coeficiente que expressa a inclinag3o da reta de
regressdo de PA livre e de PA inibido foi significativamente maior
CP<0,0013 que no primeiro.

A andlise da concentrag3o de RE versus a de PA
livre ou de PA inibido (Grafico 170 mostra que n3o existe
correlag3o significativa entre estas concentrag®es. As retas de
regress3o produzidas por seus respectivos pontos tém, ambas,
coeficientes ‘angulares que representam inclina¢gBes negativas,
sendo a inclinag®o da reta de concentrag3o de RE versus a de PA

livre significativamente C(P<0,001) mais negativa que a da reta de

concentragio de RE versus a de PA inibido.
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Grafico 18 - Diagramas de dispers3io e retas de regressfo para

concentragBes de PAI em fung3o de concentracSes de

PAL em pacientes agrupadas de acordo com a presenga
C1:

e 0 2 ou auséncia 2 —~— e @ D de

receptores de estrégeno no tumor. Alguns valores de
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4. DISCUSSAO

O estudo comparative da distribuic3o de
controles e pacientes, quanto As proporg@Bies de individuos em
classes de concentrag®es de PAL (Tabela 1 e Grafico 2) e em
relagqo a4 média C(Tabela 3) desta mesma vériavel » deixa claro que
pacientes e controles constituem duas populagBes distintas quanto

a atividade de PAL plasmitico, o que estid de acordo com a

Observagddo de outros autores (GRONDAHL-HANSEN,  AGERLIN,
MUNKHOLM-LARSEN et al., 1988; GRONDAHL-HANSEN, BACH,
MUNKHOLM-LARSEN, 18802,

Os resultados apresentados na atual pesquisa
mostram também que acima do valor de 0,24 Pu/ml se concentram 34%
das pacientes e apenas B% dos controles. Estes dados estSo
novamente de acordo com GRONDAHL-HANSEN, BACH, MUNKHOLM-LARSEN
(19900, que, apesar de terem avaliado especificamente tPA e
utilizado medidas mais sensiveis que as empregadas neste
trabalho, também encontraram um valor de corte para o tPA
plasmatico, obtendo uma distribuig¢Zic na qual acima de Sng/ml
concentraram-se 40% das pacientes com carcinoma de mama e apenas

8% dos controles.

GRONDAHL-HANSEN, AGERLIN, MUNKHOLM-LARSEN et

al. (1988), analisando a distribuigZ% de uPA plasmatico em
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pacientes com clncer de mama e em doadores de sangue sadios,
verificaram que nestes o valor de uPA plasmatico variava de 0,6 a
1,8 ng/ml, enquanto uma variagfo maior, de 0,44 a 2,91 ng-ml, era
observada nas pacientes com cancer de mama. Além disso,
aproximadamente 25% destas pacientes tinham valores acima de 1,5
ng-ml .

MANNUCCI, CUGNO, BOTTASSO et al. <C19890),
estudando alterag@es na fibrindlise de pacientes com carcinoma
mamirio ou com melanoma, constataram que possufam niveis

significativamente maiores de tPA que os controles sadios, e os

valores de uPA n3o diferiam nestes dois grupos. GRONDAHL-HANSEN,
AGERLIN, MUNKHOLM-LARSEN et al. (1988) verificaram que pacientes
com carcinoma mamario tinham valores médios de uPA plasmatico
significativamente maiores que os controles sadios. Em trabalho
mais recente, GRONDAHL-HANSEN, BACH, MUNKHOLM-LARSEN (19902
constataram que os valores de tPA também eram mais altos no
plasma de pacientes com cancer de mama quando comparados aos
controles sadios.

Embora n3o se tenha estudado especificamente
um determinado tipo de PA, os presentes resultados, mostrando que
em média o PAL plasmitico estd significativamente aumentado nas

pacientes com caAncer mamario em relag®o aos controles, estfo de

acordo com os dados dos autores citados anteriormente

CGRONDAHL.-HANSEN, AGERLIN, MUNKHOLM-LARSEN et al., 1988;
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MANNUCCI, CUGNO, BOTTASSO et al., 1990; GRONDAHL-HANSEN, BACH,
MUNKHOLM-LARSEN, 1990). Entretanto discordam dos dados de
PACHECO, BRENTANI, FRANCO et al. <(1988), que compararam a
atividade média de PA plasmiatico em grupos de mulheres com cancer
de mama ou portadoras de fibroadenoma, tendo encontrado, para o
primeiro grupo, valores médios de PA plasmatico
significativamente mais baixos que no dltimo.

Desta forma, considerando os presentes
resultados quanto a distribuig8c dos valores de PAL e tendo em

vista os dados de outros autores (CAMIOLO, MARKUS, ENGLANDER et

al., 1984; CGRONDAHL-HANSEN, AGERLIN, MUNKHOLM-LARSEN et al.,
1988; GRONDAHL—HANSEN, BACH, MUNKHOLM-LARSEN, 1890), parece que,
independentemente do tipo de PA avaliado, altos Valores de PAL
plasmatico tém baixa probabilidade de serem encontradﬁs em
individuos sadios. Estas cbservag@ies sugerem a possibilidade de
uso dos valores deste PA no rastreamento de uma populag8o como a
de mulheres que procuram pregramas de controle de cAncer de mama.
Assim, utilizando-se metodologia semelhante, aquelas mulheres que
apresentassem valores de PAL plasmiatico acima de 0,24 Pu/ml
mereceriam ser detalhadamente investigadas sobre a presenga ou
n3o de alteragio maligna mamaria, Ja que em termos
probabilisticos estariam sob maior risco de apresenta-la.

RASCHE & DIETRICH C19773, apesar de n3o terem

estudado especificamente os ativadores de plasminogénio,
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mostraram que complicag@es tromboemboliticas s%o geralmente
tipicas no curso de doengas neoplasicas e que estudos
sistemiticos detectaram anormalidades hemostaticas em
aproximadamente 98% de pacientes com malignidades, seja com ou
sem evidéncias clinicas de uma tendéncia tromboembolitica ou
hemorragica. COLOMBI, BARLATI, MAGDELENATI et al. (1984) também
relataram que desordens na coagulaglo do sangue, tais como
alterag@es no metabolismo de fibrinogénio e fibrina e um aumento

na incidéncia de trombose vascular, s%o comuns em pacientes com
doenga maligna avangada.

Analisando especificamente inibidores
plasmaticos de tPA, CHMIELEWSKA, RANBY, WIMAN (1983), ao
estudarem a distribuig¢3c de pacientes com suspeita de distarbios
hemostaticos e de controles sadios em classes de concentragfo
destes inibidores, constataram que os pacientes com distdrbios
hemostaticos se situavam em classes mais altas de inibig¢Zo,
enquanto o©os controles saudavelis apr-esentavaAm pouca ou nenhuma
inibi¢¥o, sugerindo que uma inibi¢Zo alta estaria associada a
distarbios hemostasticos e 4 doengca em questo.

Niveis de inibidores para a atividade de PA
significativamente mais altos em pacientes que em controles foram

encontrados por MANNUCCI, CUGNO, BOTTASSO et al. <1990).No

presente trabalho, todavia, o sistema de inibi¢Zoc de PA,

representado pelo PA plasmatico inibido, n3c parece distinguir
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controles sadios de pacientes, pois, tanto a distribui ¢3o com
base em classes de concentracg®es de PAI quanto as médias desta
variavel nos dois grupos, n¥o apresentaram diferengas
estatisticamente significativas (Tabelas 2 e 3; CGrafico 3. E
importante observar que a diferen¢a na distribui ¢3oc de PAL, no
sentido de deslocar as pacientes com carcinoma mamario para
classes de concentra¢®es mais altas, n3o foi seguida pelo PAI,
mostrando que o sistema de inibig3o n¥o acompanha

obrigatoriamente o aumento de PAL nestas pacientes (CGraficos 2 e
3)!

Como referido antericrmente, além dos
inibidores de PA, os niveis de PA podem ser regul ados por outros
fatores. Em muitas linhagens de células cancerosas, a regul agio
da sintese de ativadores de plasminogénio ¢ influenciada
hormonalmente CNEEDHAM, NICHOLSON, AUGUS et al., 1988). De acordo
com BUSSO. BELIN, FAILLY-CREPIN et al. (1987), a dexametasona
inibe a produgZo de uPA e de tPA, enquanto estimula a sintese do
inibidor PAI-1 em célul as MDA-MB-231, derivadas de glandula
mamaria humana. Além disso, inibe a produg3oc de uPA e estimula a
sintese de tPA em células HBL-100, uma linhagem estabelecida a
partir do leite de uma mulher aparentemente saudavel. CAMIOL.O,

MARKUS, ENGLAND et al. (1984) também relataram a inibig8c de

produg3o de uPA e de um outro ativador do tipo "n3o-uroquinase",

provavelmente +tPA, pela dexametasona em cultura de tecidos
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prostaticos malignos.

BUTLER, KIRKLAND, JORGENSEN (1979), avaliando
a influéncia estrogénica na modulag®o do PA, mostraram que o
estradiol estimulava a produgZo de PA em células MCF-7, uma
linhagem de células de cancer de mama humano, mas que este
estimulo n¥o ocorria em presenga da actinomicina D ou da
cicloeximida, indicando que se dava através da sintese de RNA e
de proteina. Mostraram, ainda, que a estimulag®o de PA pelo
estrégeno podia ser inibida nestas células pelo tamoxifen e que

concentragdes altas de estradiol superavam a inibi¢%o causada por

este antiestrégeno. Posteriormente, BUTLER, KIRKLAND, GARGALA et
al. C1983) relataram a existéncia de outros fatores que alteram a
produgdoc de PA: o promotor de tumor phorbol-i2-myristate-13
acetate (PMA), que induz um aumento de PA em células HelLa e em
fibroblastos de embr i Ses de galinha, e © andrégenc
diidrotestosterona, que induz atividade fibrinolitica em células
de carcinoma mamario murino mantidas em cultura.

A linhagem celular MCF-7, que sob estimulag3o
hormonal é capaz de formar tumores em ratos atimicos, também
produz PA em resposta ao estimulo estrogénico in wvitro CBUTLER,
KIRKLAND, GARGALA et al., 1983). Apenas os horménios esteréides

estrogénicos, qhando adicionados em concentragBes fisiolégicas as

células MCF-7 C(DICKERMAN, MARTINEZ, SEEGER et al., 1989,

resultaram em aumento paralelo da atividade +total de PA
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decorrente do aumento na atividade de tPA, enquanto os
nIo-estrogénicos nIo o fizeram.

Esses mesmos autores C(DICKERMAN, MARTINEZ,
SEEGER et al., 19839 consideraram o ativador de plasminogénio um
marcador adicional da integridade funcional dos receptores de
estrégeno (REY nas células tumorais mamarias, tendo em vista que
extratos de tumores RE positivos continham maior atividade de PA
que tumores RE negativos, e que o©os tumores com niveis de RE

nuclear, RE citossdélico e receptores de progesterona (RPgd

significantes tinham também os mais altos niveis desta atividade

enzimatica. YAMASHITA, HORIUCHI, KIMURA et al. (1988), estudando
a relagio entre atividade de PA e a presenga de RE citoplasmatico
e de RPg e RE nucleares em tumores malignos de mama, verificaram
também que a atividade de PA era significativamente maior em
tumores positivos para qualquer dos receptores e encontraram
correlagBes positivas entre a atividade enzimitica de PA e o
conteddo de RE citoplasmatico e de RPg. Para os mesmos autores
CYAMASHITA, HORIUCHI, KIMURA et al., 1988), tais resultados
sugerem que a atividade desta enzima poderia ser usada como um
marcador funcional para a hormonodependéncia do carcinoma de mama
humano.

MIRA-Y-LOPEZ & OSSOWSKI (1987) relataram a

ocorréncia de uma modulag®o nos niveis de PA por ag3o do

estradiol somente em carcinomas simultaneamente positivos para RE
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e RPg, e, dentro deste grupo, em maior intensidade nas pacientes
pés-menopausadas que nas mais jovens. Verificaram, além disso,

uma maior liberagXZo de uPA para © meioc nutritivo de culturas de

curta duraglo, provenientes de tumores RE e RPg positivos.
Contudo, © UPA e o tPA diferem em aspectos relativos a sua
sintese, regulag3o, estrutura e fung¥o, © que traz algumas
'controvérsias. principalmente sobre a regulag®c hormonal destes
ativadores. Assim, ac contrario de outros pesquisadores, DUFFY,
O’GRADY, SIMON et al. (1986) postularam que a atividade de PA

tumoral n3o estava correlacionada as condi¢®es de RE ou RPg, mas

que niveis de tPA, ensaiados por amidélise dependente de plasmina
ou por detecg3o imunorradiométrica do antigeno tPA,
correlacionavam-se positivamente ao conteddo de RE ou RPg. Esta
correlagio, porém, nf¥o se estendia A atividade de uPA, nem de
proteases tipo tripsina, quimotripsina ou catepsina B.

PACHECO, MARQUES, BRENTANI (1989) também nZXo
encontraram correlagfo entre niveis de atividade de PA tumoral,
seja com o© .status menopausal das pacientes, seja com as
concentrag@ies de RE ou RPg destes tumores. Somente obtiveram
diferengas significativas de PA tumoral quando compararam as
médias dos grupos de tumores simultaneamente positivos ou

negativos para estes dois receptores, no geral da amostra e entre

pacientes pds—menopausadas. Entretanto, neste trabalho, a

distribuigfio das pacientes e dos controles em classes de provavel
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fung@o ovariana estrogénica, com base na idade e em alterag¢¥es do
ciclo menstrual, n3o mostrou diferengas para os valores de PAI
entre as trés classes dentro de cada grupo (Tabela B), nem entre
os dois grdpos CTabela 40.

Por outreo lado, as diferengas entre os valores
de PAL, de controles e de pacientes, encontrados nos grupos
considerados normoestrogénicos e de def.iciéncia estrogénica
severa (Tabela 4) parecem refletir apenas a diferenga ja
existente com relag3iio a esta variivel, quando foram analisados os

controles e as pacientes, sem estratificagdo por classes de

fung3o estrogénica ovariana. Da mesma forma n3o foram encontradas
diferengas significativas nas médias de valores de PAL e PAI
plasmaticos com relagZo a presenga ou n¥o de RE nos tumores das
pacientes (Tabela 18), nem correla¢gfio entre a atividade de PAIl e
PAlL. plasmAticos e a concentrag¢®c de RE nos tumores em que este
receptor estava presente (Grafico 17).

Portanto, embora sejam muitos os indicios na
literatura que apontam para uma regula¢3oc estrogénica com relag3o
ao PA tumoral, este mesmo tipo de influéncia n¥o ocorreu com
relag3io ao PAL ou PAT plasmatico, sugerindo que a modul agZo dos
ativadores de plasminogénioc e de seus inibidores plasmaticos deve

estar sob a influéncia de outros fatores. Todavia, ¢ provavel que

o ativador de plasminogénio livre no plasma n3o seja a expressdo

plasmatica de aumentos de PA tumoral, pois, se assim fosse,
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deveria-se ter encontrado alguma relagfio entre seus valores e as
concentrac@ies de RE, tendo em vista que esta associag3o parece
estar presente nos tecidos carcinomatosos mamarios.

Considerando apenas © grupo de pacientes e as
variaveis relativas a este grupo, houve, em varios momentos do
presente trabalho, dificuldades de comparar os resultados obtidos
com os de outros autores. Isto porque, além de serem poucos os
estudos que avaliam o PAL e o PAI plasmaticos, a maioria deles
nIo analisa estas variadveis em fung3io daquelas associadas ao

tumor, deixando como alternativa a verificag3o de diferengas e

semelhangas de comportamento entre PA tumoral e o PAL e PAI
plasmaticos.

O'GRADY, LIJNEN, DUFFY (18853 n3o encontraram
relag3do entre PA tumoral e o tipo histolégico do tumor mamario,
e, mesmo os estudos realizados em adenoccarcinomas mamarios
utilizando dois sistemas de classificag3o diferentes, n3o
mostraram associag@o entre atividade de PA tumoral e os tipos
histolégicos de tumor com base nestas classificagBies (COLOMBI,
BARLATTI, MAGDELENAT et al., 18984>. Assim, tendo em vista a
auséncia de associag3o entre a atividade de PAL e PAI plasmiticos
e um tipo histoldégico particular do tumor (Tabela 6), parece

existir uma semelhanga noc comportamento do ativador de

plasminogénio, seja ele plasmitico ou tumoral, no que se refere

aos tipos histoldgicos de tumores mamarios.
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£ sabido que a graduag¢Xo histolégica reflete o
potencial maligno do tumor, fornecendo informagZc sobre a
velocidade com a qual depésitos secundarios do cAncer de mama
poder3o se desenvolver originando metaAstases CBLOOM & RICHARDSON,
1987). Apesar de existir uma concordincia entre vArios autores
C(OSSOWSKI, BIEGEL, REICH, 1979; EVERS, PATEL, MADEJA et al.,
1882; NG & KELLEN, 1983; O’GRADY, LIJNEN, DUFFY, 1983; RAMSHAW,
BADENOCH-JONES, GRANT et al., 1986; SAPPINO, BUSSO, BELIN et al.,

1987) de que o PA tumoral esta relacionado ao potencial invasivo

do tumor, pouco se sabe sobre o PA plasmatico, seus inibidores e

esta variavel. PACHECO, BRENTANI, FRANCO et al. (1888); PACHECO,
MARQUES, BRENTANI (19839) nZo encontraram qualquer correlag3o
entre os graus histolégicos e os niveis de PA medidos no plasma
de pacientes ou em extratos de tumores malignos de mama
provenientes das mesmas pacientes.

Analogamente, também no presente trabalho nZo
se encontrou qualquer relagfo entre as médias dos valores
plasmaticos de PAL e PATI e a graduag¥o histolégica dos tumores
malignos de mama. Os trabalhos que analisaram apenas o PA tumoral
~também n3o mostraram assocliagqo entre grau histolégico e
concentragBes de PA CEVERS, PATEL, MADEJA et al., 1982 e O’GRADY,

LIJNEN, DUFFY, 18985). Desta forma, os niveis de ativadores de

plasminogénio livres no plasma, bem como os de seus inibidores

CTabelas 7 e 8), constituem variiveis aparentemente independentes
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do grau histolégico do tumor, éxpressando suas rela¢®es com o
processo maligno de maneiras diferentes.

Com rel agZ¥o aoc grau nuclear, porém, foi
encontrada em média uma concentragio de PAI significativamente
menor no grau nuclear 1 quando comparado ao grau nuclear 2, ainda
que os valores de PAL fossem semelhantes (Tabelas 9 e 1 6) . Esta
perda na capacidade de inibig¢%o da atividade de PA, a qual
resulta em wuma maior atividade fibrinclitica, parece estar
relacionada ac processo de desdiferenciag®o celular, uma vez que

ocorre no grau nuclear 1, menos diferenciado que o grau nuclear

2. Se, como sugeriram BARRETT, SHEELA, OHKI et al. (1980), o
aumento da atividade fibrinolitica pode refletir uma perda do
controle das fungBes genéticas durante o processo de
transformag3o, entfo a perda na inibig¢Zo de PA, observada no grau
nuclear 1, poderia receber esta mesma interpretac¢3o.

A presenca de células carcinomatosas em vasos
peritumorais da mama ¢ considerada um indicador importante de
recorréncia precoce em pacientes que n%o apresentam metistase em
linfonodos. Além disso, ela pode ser indicativa de respostas ao
tratamento, pois observa-se uma redugZo de 20% na falha
terapéutica entre pacientes sem invasZo vascular peritumoral

CPAGE, ANDERSON, CONNOLY et al., 1987). Apesar da expectativa

tedrica de uma possivel associagfo entre PAL e PAI plasmiticos e

invas¥o vascular peritumoral, J&4 que esta ¢ uma indicadora
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importante de recorréncia precoce, n3o se encontrou, no presente
estudo, diferenga entre valores médios de PAL e PAI plasmaticos
nos grupos com e sem invas3o de vasos linfAticos CTabela 11D.
Nenhuma das variaveis envolvidas no
estadiamento tumoral - pT C(Tabela 18), pN (Tabela 16 ou’ECP
C(Tabela 170 - mostrou relag®es significativas com PAL plasmatico,
o que estd de acordo com PACHECO, BRENTANI, FRANCO et al. €1988),
que também n3Io encontraram associagi3o siénificativa nem com
estadiamento nem com o] tamanho do tumor. Entretanto

GRONDAHL.-HANSEN, AGERLIN, MUNKHOLM-LARSEN et  al. cie88d;

GRONDAHL-HANSEN, BACH, MUNKHOLM-LARSEN (19902, estudando tipos
especificos de PA plasmatico, mostraram que a associagZo entre a
extensio do tumor em pacientes com carcinoma de mama é mais forte
quanto ao tPA do que quanto ao uPA, e consideraram o nivel de tPA
mais importante que o do uPA, do ponto de vista de prognéstico no
cancer de mama. Com relagXo ao PAI plasmatico, apenas a variavel
PN apresenta uma tendéncia (P= 0,0754) (Tabela 16) para valores
de inibig3c, em média diminuidos conforme se avanga da classe de
melhor prognéstico (pNo) para a de pior prognéstico C(pN2),
passando pela classe intermedidria CpN1).

A variavel metastase em linfonodos tem sido

considerada por varios autores como aquela que melhor avalia o

pmognéstico do clncer de mama C(HELLMAN & HARRIS, 1987; DUFFY,

O’GRADY, DEVANEY et al., 1988b; MERKEL & OSBORNE, 1989; DUFFY,
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1990). As pacientes com linfonodos histologicamente negativos tém
geralmente menor indice de recidiva local bem como sobrevida mais
longa que as pacientes com metastasesiganglionares. Além disso, a
presenga de um a trés linfonodos positivos tem sido associada a
um prognéstico mais favoridvel do que quando had quatro ou mais
linfonodos positivos. De um modo geral, quanto maior o numero de
linfonodos com metaAstases de carcinoma de mama, pior & o
prognéstico da paciente CALVARENGA, 1980). |

De acordo com BURTIN, CHAVANEL, ANDRE-BOUGARAN
et al. (1987), existem evidéncias importantes indicativas da

presenga e atuag3o do sistema plasmina tanto em carcinomas
primarios de mama como em metistases em linfonodos de carcinomas
mamaric e colorretal. Porém as relag@es entre as metastases em
linfonodos e os diferentes tipos de PA s3o controvertidas, seja
ac nivel plasmatico ou tumoral. Estudande a atividade de PA
tumoral, sem analisar especificamente tPA ou uPA, EVERS, PATEL,
MADEJA et al. (1982); O’GRADY, LIJNEN, DUFFY <(1985) n3o
encontraram associa¢8o entre valores de PA tumoral e a presenga
ou n3o de metastases em linfonodos. Também aoc nivel do tumor,
DUFFY, O'GRADY, DEVANEY et al. C1988b) mostraram que aumentos de
tPA tumoral n3o estio associados a um maior comprometimento de

linfonodos axilares, mas que o uPA tumoral aumenta de acordo com

© numero de linfonodos invadidos C(DUFFY, O®GRADY, DEVANEY et al.,

1988ad.
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COLOMBI, BARLATI, MAGDELENAT et al. (1984),
por outro lado, mostraram que a diminui¢Zo da atividade de PA no

plasma em carcinoma mamirio est4 relacionada com a presenga de

metistases em linfonodos axilares; SAPPINO, BUSSO, BELIN, et al.
(19870 obtiveram correlag®es significativas entre conteudo
elevado de uPA e mRNA em carcinomas de pulmfoc e a presenga de
metastases em linfonodos regionais. MANNUCCI, CUGNO, BOTTASSO et
al. C1990>, contudo, estudando pacientes portadores de carcinoma
mamario ou de melanoma quanto A presenga das atividades de uPA,

de inibidor de PA e do antigeno tPA plasmAticos, n%oc detectaram

diferengas entre os pacientes com e sem metAstase em linfonodos
para quaisquer destas variisveis. PACHECO, BRENTANI, FRANCO et al.
c1988>; PACHECO, MARQUES, BRENTANI (1989) também n¥o encontraram
associagBes entre o numero de linfonodos invadidos e os niveis de
PA plasmatico ou tumoral em pacientes com carcinoma mamario.

No presente trabalho, © nivel médio de PAL
plasmiatico n3o mostrou variag3io significativa quando analisados
os grupos de pacientes com ou sem metastase em linfonodos CTabela
12> ou quando testada a correlag%c entre estas variaveis e o
numerc de linfonodos invadidos CGrafico 12>; concordando, assim.

com as observagBes de PACHECO, BRENTANI, FRANCO et al. 19885,

PACHECO, MARQUES, BRENTANI (1989); MANNUCCI, CUGNO, BOTTASSO et

al. C1990>. Entretanto, em média, o PAI plasmitico esta

significativamente diminuido no grupo de pacientes com metistase
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em linfonodos (Tabela 12), sugerindo a ocorréncia de perda na
regulag3o do sistema de inibi¢3o nos casos em que a doenga se
encontra mais avangada.

Conforme PAGE & ANDERSON (1987), a invasSo
extranodal n¥o tem sido considerada de grande valor prognéstico.
Entretanto, mulheres com um a trés linfonodos positivos e invas3o
extranodal tém um prognéstico pior que aquelas com um a trés
linfonodos positivos mas que n¥o apresentam invasZc extranodal.

As médias de PA livre e de PA inibido neste trabalho nZ%o s3o

diferentes nos grupos com e sem invas8o extranodal, todavia

mostram uma tendéncia CP=0,088Q) para um nivel de inibi¢%c menor
no grupo com invas3o extranodal considerado, clinicamente, como
de pior prognéstico em relacfo a evolu¢g3o da doenca (Tabela 13D.
Ent3o, também com relagZ%o a esta variivel, a mesma tendéncia
parece sugerir a perda na inibi¢Xo e, em decorréncia, a menor
regulagfo de atividade fibrinolftica relativa ao PA, enquanto a
doenga avancga. |

Sabe-se que a formag¥c de metAstases a
disténcia constitui um processo complexo, aparentemente
seqliencial e seletive, envolvendo varias etapas, diferentes
mecanismos e fatores. VArias teorias foram formuladas para tentar

explicar este processo, cuja discussZo, porém, nZo cabe aqui

CBROWN, 1973; COLUCCI, GIAVAZZI, ALESSANDRI et al., 1981 ; MARKUS,

CAMIOLO, KOHGA et al., 1983; COLOMBI, BARLATI, MAGDELENAT, 1984;
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BAKER, BLEAKLEY, WOODROW et al., 1880). Entretanto,
independentemente da teoria considerada, existe uma concordancia
basica entre os autores de que neste processeo est3io envolvidas
fases de invas3o de células tumorais que implicam na atuacfo de
sistemas proteoliticos como o da plasmina e sua regulag3o, além
de outros. Varios trabalhos mostraram indiretamente que o PA tem
at um papel imﬁortante. porém uma das mails diretas evidéncias da
participag3io do PA neste processo fol dada por OSSOWSKI & EEICH
(1983) através da descoberta de que anticorpos contra uPA inibiam

metastase apéds transplante de células tumorais HEp3 em embri8es

de galinha. Linhagens altamente metastaAticas variantes de um
adenocarcinoma mamario de rato produzem PA em niveis muito mais
elevados que as células parentais de baixo potencial metastatico,
sugerindo wuma participagfio do PA na capacidade ~metastatica
aumentada  C(RAMSHAW, BADENOCH-JONES, GRANT et al., 19868).
Estudando pacientes portadores de carcinoma prostatico,
KIRCHHEIMER, BINDER, PFLUEGER »et al. <C1988) observaram que
aqueles com metastases dsseas comprovadas apresentavam niveis
plasmaticos de droquinase significativamente mais altos que os
pacientes sem metistases.

CARLSEN, RAMSHAW, WARRINGTON €19845 postularam

que uma limitagdo na maioria dos estudos onde n3oc se encontra

correlagfio entre PA e formag3o de metastases decorre de enfoque

metodoldégico errdneo. Nestes trabalhos, pesquisadores compararam
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niveis de PA em tumores ou em sublinhagens tumorais selecionados
a partir de suas diferengas de potencial metastatico. No caso de
linhagens celulares, ao usar células selecionadas para diferentes
potenciais metastaticos, nZoc se precisa necessariamente obter uma
correlagfo com a produg3o de PA, dado que o potencial metastatico
reduzido poderia resultar de outras alterag¢@es no processo. No
trabalho de CARLSEN, RAMSHAW, WARRINGTON (1984) foram usadas
populagBes de células tumorais selecionadas por produzirem

diferentes niveis de PA, e, ent3o, testadas para determinar seu

potencial metastatico. Usando esta abordagem, foram capazes de

demonstrar uma surpreendente correlag¢fo entre produgfio de PA e
potencial metastatico. Se isto & verdadeiro com relag3o a estas
populag@es celulares selecionadas, nZEo parece ser assim no que se
refere ac PAL plasmatico. No presente trabalho, sete entre 53
(13,2% pacientes com baixos niveis de PAL (<0,24 Pusml) e gquatro
entre 27 (14,82 com niveis altos de PAL (50,24 Pu/mld
apresentaram metastases a distaAncia, n3Io sendo expressiva esta
diferenga percentual existente.

Para avaliar o comportamento conjunto de PAL e
PAl, na presente pesquisa foram feitas correla¢gdes e tracadas
retas de regressf3o dos valores de inibigZo (PAID em fungfo do

ativador de plasminogénioc livre (PALD para as diversas situagBes

encontradas na amostra estudada. Os coeficientes angulares das

retas de regressfio foram comparados entre si através do teste de
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compara¢3o de retas de regressfo, que permite afirmar se as
diferencas de inclina¢Zc entre as retas observadas visualmente
s¥o ou n¥o estatisticamente significativas (PIEDRABUENA, 1900>*.
Essa analise ficou prejudicada na comparag3o
geral entre controles e pacientes, bem como na comparagio desses
grupos gquando estratificados em classes de provavel fung3o
ovariana estrogénica, em raz%o de haver, entre as mulheres do
grupe controle, um actmulo de valores de PAL iguais a zero e de

ser muito restrita a distribui¢fo dos valores restantes (CGraficos

4, 5, 6 e 7).

No grupo de pacientes, porém, verificou-se
que, com exceg¥o das variaveis receptores de estrdégeno e
metastase a distancia (Graficos 18 e 16)..a inclina¢3o da reta de
regress3o, correspondente 3 classe que em cada variavel indica um
prognéstico pior esou doenga em estagio mais avangado, foli sempre
significativamente menor que a inclinagfic da reta de regress3o da
classe indicativa de melhor prognéstico esou doenga em estagio
menos avancado (Graficos 8, 9, 10, 11 e 13). Esta constatagZ3o
parece sugerir que nas pacientes os inibidores de PA CPAID n3o
acompanham obrigatoriamente os aumentos plasmaticos de PAL, como
Ja fol dito no infcio desta discuésﬁo, quando enfocados controles

e pacientes. Mais ainda, parece que a falta de inibig3oc ¢ mais

acentuada nas classes de variivels que indicam tumores mais

“PIEDRABUENA, AE. Comunicag¢8o pessoal.
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indiferenciados (CGraficos 8 e 9 e nas que est3o associadas a
doenga mais avangada e-sou pior prognéstico (Graficos 10, 11 e
13D,

Particularmente, no que se refere a invas3c de
vasos linfaticos e metaAstase em linfonodos, verificaram-se, nas
classes consideradas de melhor prognédsticeo para cada uma destas
varidveis, retas de regress3oc com inclinagfo mais alta que nas
outras classes e presenga de correlag3o positiva e significativa
entrer PAL e PAI, tornando a diferenga ainda mais acentuada

(Graficos 10 e 11). A presenga destas correlagBes mostra que um

progndéstico melhor nas variavei‘s invasio de vasos linfaticos e
metadstase em linfonodos parece estar associada a uma sintonia
maior entre os valores de ativador de plasminogénio livre no
plasma e de seus inibidores. Além disso, as inclinagBes das
retas, correspondentes aos diferentes prognésticos, indicam uma
diminui¢3o da sintonia entre o PAL e o PAI, através do sistema de
inibi¢Xo, com a progressfo da doenga. Cabe ainda ressaltar que a
média de PAI nas pacientes com metastase em linfonodos mostrou
ser significativamente menor quando comparada a de pacientes sem
estas metastases, sugerindo novamente que a diminui¢Xo da
sintonia entre PAL e PAI plasmaticos se faz por perdas na

inibig¢¥o.

Com base na afirmac3c de PAGE & ANDERSON

€1987>, sobre as mulheres com um a trés linfonodos positivos e
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com invas3o extranodal do tumor terem um prognéstico pior em
relag¥o aAquelas com um a trés linfonodos positivos e sem invas¥o
extranodal, decidiu-se estudar, na presente pesquisa, o]
comportamento da inibigio de PA CPAIY em fungZo do ativador livre
CPALD) no plasma, nas trés combinag®es possiveis destas duas
variaveis, considerando, para tanto, que a ordem de progress¥o da
doenga e prognéstico pior seria: 1) estiagio inicial - sem
metastase em ligfonodos e sem invas3o extranodal; 2) estagio

intermedidrio - com metastase em linfonodos e sem invas3o

extranodal; 3) estagio avangado - com metastase em linfonodos e

com invas3o extranodal.

Novamente nesse caso a inclina¢fo das retas de
regress3o para cada uma dessas classes decresce conforme a doenca
avanga ou © prognéstico picora. No estiagio inicial a reta de
regress3io que o representa mostra a maior inclinag¢Zo, e os
valores de PAL e PAT correl aci onam-se positiva e
significativamente. No est,é.gio intermediario a reta de regressio
obtida possui também uma inclinagXo intermediaria, e a reta
correspondente ao estigio mais avangado e de pior prognéstico
fica quase horizontal (Grafico 14). Sendo assim, pode—-se aqui
também propor o mesmo raciocinio feito em relagio a invasio de

vasos linfAticos e as metastases em linfonodos.

Ainda com relagfo A variidvel metistase em

linfonodos, foi possivel analisar a correlag¢®o e tragar as retas

29



de regressfo separadamente para os valores de PAL ou PAI em
fungdo do nimero de linfonodos invadidos (Grafico 12). Apesar da
correlagdo n3o ser significativa nem para valores de PAL no
plasma nem para os de seus inibidores, a inclinagfo positiva da
reta de regressfioc de PAL, em fun¢fo do ndmero de linfonodos
invadidos, e a inclina¢Zc negativa da reta, que representa a
regress3o de PAI em fungZo desta mesma variaivel, sugerem que o
PAL no plasma e seus inibidores se comportam de maneira oposta

com a progress3d3c da doenga, quando avaliada pelo numero de
linfonodos invadidos.

Até aqui ha uma consonincia entre as varidveis
discutidas, apontando para uma tendéncia a perdas no sistema de
inibig¢3o relacionadas a uma indiferencia¢Zc maior do tumor e ao
avango da doenga.

Entretanto, em relag®o A varidvel metAstase a
distancia, mais relacionada com a doenga generalizada, a reta de
regress3o para a classe com metastase, de pior prognéstico,
mostra uma inclinag3c maior que a reta da classe sem metistase
CGrafico 18). Isto sugere que nestas pacientes ha maior controle
da atividade fibrinolitica relativa aoc PA, por parte dos seus
inibidores.

Como postularam MARKUS, CAMIOLO, KOHGA et al.

(19830 apdés a constatagZo de que tumores metastiticos de cédlon

secretam PA numa taxa muito menor que os tumores primarios
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correspondentes, se a implantagZo bem sucedida das células
tumorais nos érgfios-alvo requer o desenvolvimento de um pequeno
trombo composto por plaquetas e fibrina, ent¥o ¢ provavel que
células capazes de originar focos metastaticos nZ%o sejam
altamente secretoras de PA. Tudo porque esta propriedade, se
. presente, resultaria na ativag%o do plasminogénioc do sangue em
plasmina, com destruigio subseqiiente dos trombos ou dos
envoltérios de fibrina considerados essenciais para a ancoragem e
o transporte das células. Os resultados de COLOMBI, BARLATI,

MAGDELENAT et al. (1984 mostraram que a atividade do PA em

pacientes portadores de tumores era muito alta no tecido maligno,
e, ao contréario, muito diminuida no plasma. Em vista disso, os
referidos autores propBem que a baixa atividade de PA livre no
plasma poderia aumentar a fibrina plasmatica, favorecendo a
formagZo de microtrombos e facilitande © processo metastatico.
Assim, as presentes observagBes parecem estar de acordo as
proposicSes ‘de MARKUS, CAMIOLO, KOHGA et al. (1983); COLOMBI,
BARLATI, MAGDELENAT ef; al. (19843, uma vez que nas pacientes sem
metastases a distancia foi encontrada uma menor tendéncia de
inibigdc da atividade fibrinolitica, © que provavelmente
dificultaria o processo metastatico, enquanto nas pacientes com

metaistase esta atividade acha-se sob melhor controle dos

inibidores de PA.

Neste trabalho, & semelhanga do que se
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considera verdadeiro para o PA tumoral (SOSZKA & OLSZEWSKI,
18860, pode-se interpretar a diminuigZo na inibi¢Xo plasmatica
CPAID como o resultado na deple¢3o de uma barreira defensiva do
hospedeiro e que altas taxas de ativadores 1livres C(PAL) em
relagdo aos seus inibidores poderiam significar doengca mais
avangada no que se refere as variAveis grau histolégico, grau
nuclear, invas@o de vasos 1linfaticos da mama, metistase em
linfonodos, numero de linfonodos invadidos e invas3o extranodal,
consideradas de valor prognéstico na avaliag®io do intervalo livre

de doenga, ou seja, na etapa da doenga em que as metAstases a

distancia ainda n3io foram detectadas. Se, num trabalho posterior,
conseguir-se demonstrar uma associag¢fo entre intervalo livre de
doenga e os valores de PAL e PAI plasmaticos, seri possivel estar
diante de uﬁ novo marcador biogquimico de valor prognésticoe para
este momento evolutivo da doenga.

Se, de um lado, os tipos de associag¢3o
encontrados para os valores de PAL e PAI plasmiticos e a variavel
metastase a distincia estZo em desacordo com os resultados
discutidos para outras variiveis J4 citadas e relacionadas a um
momento anterior na evolugZo do céncer mamario, de outro lado,
concordam com as propostas de MARKUS, CAMIOLO, KOHGA et al.
C1883D>; COLOMEI, BQRLATI. MAGDELENAT et al. <(1984) para explicar
o processo de formagXo de metaAstases.

Apesar de os presentes resultados terem sido
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em sua malor parte bastante coerentes entre si e concordantes com

os de outros autores, ¢ necessario, para melhor entendimento dos

problemas e associag@es aqui discutidos, fazer em estudos

posteriores a disting3o entre as diferentes formas de PA,

empregando métodos mais sofisticados.
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5. CONCLUSOES

A comparagfo da amostra controle com a de
pacientes indica a existéncia de dois grupos distintos quanto aos
valores de PAL plasmatico, sendo estes, em média,

significativamente mais altos na amostra de pacientes.

Considerando a distribuig¢Bo dos controles e

das pacientes, acima do valor de 0,24 Pu/ml se situam apenas 5%

dos controles e 34% das pacientes, justificando o estudo de PAL e
PAI plasmatico e o uso deste valor para o rastreamento de cancer
de mama em mulheres que procuram programas de controle de céncer

mamario.

No grupo de pacientes, os aumentos plasmaticos

de PAL n2o s3o obrigatoriamente acompanhados peloc PAI.
Ao contrario do que ocorre no PA tumoral, nZ%o

se constatou influéncia na regulago estrogénica de PAL ou PAI

plasmiticos.

Com relagic A amostra de pacientes, as

variadveis grau histolégico, grau nuclear, invasZo de vasos
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linfaticos da mama, metastase em linfonodos, numero de linfonodos
invadidos e invas3io extranodal mostram uma tendéncia A diminuig¢Xo
do controle da atividade fibrinolitica plasmatica pelos
inibidores de PA a4 medida que a doenga progride e ou o

prognédstico piora.

Para uma melhor compreens3Zo das relag@es dos
ativadores de plasminogénioc plasmiAticos e seus inibidores com os

diversos aspectos do carcinoma mamario estudados neste trabalho,
s@o necessarios estudos posteriores com o acompanhamento da

evolug3o das pacientes e também a disting3o entre as diferentes

formas de PA através de métodos mais sofisticados.
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6. RESUMO

Os ativadores de plasminogénio C(PAY s3o
enzimas proteoliticas que podem contribuir para os processos
invasivos e metastaticos das neoplasias. Com o© objetivo de
avaliar a relag3o dos PA com as patoclogias mamarias malignas, foi
utilizado um ensaio caseinolitico para dosar o conteudo de
ativadores de plasminogénio livre (PALD e do complexado com o©

inibidor (PAID, no plasma de 21 doadores sadios e 80 pacientes

com cancer de mama, com extensBes varidvelis da doenga. O valor
médio de PAL plasmitico para doadores sadios foi 0,038 * 0,13
Pu/ml (D.P.)> e para todas as pacientes com céncer de mama foi
0,289 + 0,54 Purml. Este aumento foi estatisticamente
significativo ac nivel de 0,1%. Tomando-se 0,24 Pu/ml como limite
de corte para PAL plasmitico, aproximadamente 34% das pacientes e
8% dos controles sadios apresentaram valores de PAL plasmatico
acima deste ponto. Esta diferenga foi estatisticamente
significativa ao nivel de 1%. Os valores médios e a distribuig¢Zo
de PAI plasmitico n3c diferiram estatisticamente entre pacientes
e controles. N3o foram encontradas associag®es entre valores

médios de PAL ou PAI plasmiaticos e o© estado menopausal de

controles e pacientes, nem mesmo entre as diferentes variiveis da

doenga. Estudos sobre o comportamento conjunto de PAI em fungXo
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de PAL através de testes de correlag®o, analise de regressfo e
comparag¢ao entre retaskde regressio mostraram que, nas varilaveis
grau histoldégico, grau nuclear, invas3o de vasos linfaticos,
metistases em linfonodos, numero de linfonodos invadidos e
invas3o extranodal, existe uma tendéncia a4 diminui¢Xo do controle
da regulagfic do PAL através do PAI relacionada a uma maior
desdiferenciagdo do tumor, & piora do prognéstico e aoc avango da

doenga.
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7. SUMMARY

Plasminogen activators (PA) are proteoclytic
enzymes that may contribute to the invasive and metastatic
process in neoplasia. In order to evaluate the relationship of PA
with the malignant mammary pathologies, a caseinolytic assay was
used to measure the content of free C(PALD and inhibitor~complexed

CPAID plasminogen activators in plasma in 21 healthy donors and
80 breast cancer patients with a varying extent of disease. The

mean value of PAL in plasma of the healthy donors was 0.038 %
0.13 Pu/ml (S.D.) and for the breast cancer patients was 0.289 *
0.54 Pu/ml. This increase was statistically significant at 0.1%
level. Taking 0.24 PUrml as cut-off-point of plasma PAL, about
34% of the patients and 5% of the healthy controls had values of
plasma PAL above this point. This difference was statistically
significant at the 1% level. The mean values and the distribution
of plasma PAI did not differ statistically between patients and
controls. No correlation was found between the mean values of
plasma PAL or PAI and neither the menopausal status of controls
and patients, nor the different disease variables. Studies oﬁ the

combined conduct of PAI in regard to PAL, through correlation

tests, regression analysis and comparison between regression

lines, showed that the variables histological grade, nuclear
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grade, invasion of lymphatic vessels, lymph node status , number
of invaded lymph nodes and extranocdal extension of tumor present
a trend to diminished PAI regulation of the control of PAL
related to A higher tumor undifferentiation, to bad prognosis and

to the disease’s progress.
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