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1. INTRODUCAO

O hormobnio tiredideo € essencial para o crescimento e
desenvolvimento, exercendo efeitos especificos em varios sistemas de 6rgaos,
incluindo o reprodutivo, cardiovascular, sistema nervoso central e periférico (Li
et al., 2000).

O crescimento e o desenvolvimento das mamas requerem a agédo
coordenada de muitos horménios: prolactina, estrogeno, progesterona, esterdides
adrenais, insulina, horménio de crescimento e hormdnios tiredideos (Schmidt &
Moerger, 1967; Nishe & Siiteri, 1981). Os horménios tiredideos ndo sdo
essenciais para o desenvolvimento dos ductos mamarios, mas parecem estimular o
desenvolvimento dos I6bulos destas glandulas (Topper & Freeman, 1980). Além
disso, acredita-se que, em estados de excesso ou deficiéncia do horménio
tiredideo, o processo possa ser afetado negativamente (Meites & Kraft, 1964).
Vonderhaar et al., 1986 verificaram que os hormdnios tiredideos influenciam o
desenvolvimento das células epiteliais das glandulas mamarias de ratos. Em
termos de diferenciacdo celular, os hormonios tiredideos aumentam a
responsividade do tecido mamario a prolactina na glandula de ratos, através da
ativacdo dos receptores de prolactina (Borellini & Oka, 1989). No tecido mamario
de coelhos, os hormonios tiredideos estimulam a sintese de caseina induzida por
prolactina, agindo, portanto, na diferenciacdo em etapa poés-transcricional

(Borellini & Oka, 1989).



Os receptores de estrogeno devem estar presentes para 0
estrogeno influenciar a atividade biologica e a velocidade de crescimento das
células mamarias (McGuire et al., 1974; Wittliff, 1984; Habel & Stanford, 1993)
tanto em tecido normal (Hayden & Forsyth, 1977), como em tecido neoplasico
(Cerbon et al., 1981). A presenca (ER+) ou auséncia (ER-) do receptor de
estrdgeno e sua concentracdo no tecido mamario maligno correlaciona-se com a
terapéutica a ser instituida e pode ser utilizada como progndstico clinico do cancer
de mama (Edwards et al., 1979; Bernstein & Ross, 1993; Habel & Stanford,
1993).

Receptores hormonais (HR) séo proteinas que se ligam a horménios
circulantes, mediando seus efeitos celulares (Rosen, 1997). Os receptores
hormonais nucleares sdo proteinas regulatorias que interagem com o DNA em
regides especificas, modulando a transcricdo génica nas células-alvo (Amero et
al., 1992) (Figura 1). Possuem regides de dominios ligantes de DNA altamente
conservadas (DBDs) e dominios ligantes moderadamente conservados (LBDSs).
Além disso, sdo divergentes em seu dominio N-terminal (NTD) (Beato et al.,
1995; Mangelsdorf et al., 1995). Os dominios N-terminais e dominios ligantes sdo
caracterizados por variagdo na sequéncia de bases entre os diferentes receptores e
contém subdominios de ativacdo (Tan et al., 2000).

Com o avan¢o da biologia molecular, a analise dos receptores
esterdides possibilitou entender detalhes moleculares do controle transcricional.

Esses estudos levaram & identificagdo dos receptores do hormonio tiredideo (TRS)



como membros da “superfamilia de receptores” intracelulares que incluem os
receptores dos hormonios esteroidicos (glicocorticdides, estrégenos, progesterona,

androgenos e mineralocorticdides) e receptores da vitamina D e do acido retindico

(Evans, 1988). (FIGURA 1),

FIGURA 1 - Estrutura cristalogréfica do ER (Division of Chem. Bio Informatics
National Institute of Health Science). Disponivel

em:<http://www.nihs.go.jp/hse/encrine-e/index.html>. Acesso em: 20 abr. 2002.

e TR . Disponivel em:<http://itsa.ucsf.edu/~jima/tr-helix.ntml>. Acesso em: 20

abr. 2002.



Os elementos responsivos hormonais diferem entre si somente
pelo nidmero de pares de bases neutros separando as repeticdes hexaméricas

diretas (Rastinejad et al., 1995). (FIGURA 2).
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FIGURA 2 - Diferengas entre os varios elementos responsivos hormonais. NIH
Resource for macromolecular Modeling and Bioinformatics. Disponivel

em:<http://www.ks.uiuc.edu/Research/pro_ DNA/ster_horm_rec/response.gif.>.

Acesso em: 10 mar. 2002.

O TR e os receptores de horménios esterdides possuem trés
propriedades: area de acdo nuclear, reconhecimento de uma sequiéncia especifica
do DNA e habilidade para regular a transcricdo génica. TRs regulam a transcri¢ao

de genes-alvo na presenca de concentracdes fisioldgicas de Ts. Para isso, 0s



receptores dos horménios tiredideos devem translocar o ndcleo apds serem
sintetizados no citoplasma, e interagirem, no nacleo, com T3, genes-alvo, e outras
proteinas necessarias para a transcricdo génica Ts-dependente. (Lazar, 1993).

Os hormonios tiredideos sdo transportados pela corrente sangiinea
associados a proteinas transportadoras e realizam sua entrada na célula através de
transporte passivo. Ocorre a formacdo de um complexo composto por T3 TR e

TER, iniciando a transcri¢ao génica (Lazar & Chin, 1990). (FIGURA 3).
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FIGURA 3 - Modelo de a¢do do hormonio triiodotironina (T3) no seu receptor.

Fonte: Lazar & Chin, 1990.

O dominio ligante de DNA (DBD) contém aminoacidos basicos
organizados em duas estruturas de algcas por dois grupos de quatro residuos

cisteina, ligadas por um atomo de Zn (Lazar, 1993). (FIGURA 4).
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FIGURA 4 - Modelo estrutural de uma regido dominio ligante de DNA
(DBD). Theoretical Biophysics Group. Disponivel
em:<http://www.ks.uiuc.edu/Research/pro_ DNA/ster_horm_rec?pictures/pagel-

big.gif.>. Acesso em: 20 abr. 2002.

A habilidade para reconhecer genes-alvo € um aspecto
importante da funcdo do TR. A superfamilia de receptores nucleares é dividida em
dois grupos com base no “P box”, um dominio que é importante para a
especificidade da ligagdo ao DNA, presente no primeiro anel de zinco do DBD
(Lazar, 1993).

O hormonio tiredideo (T3) e 0 estrégeno (E;) exercem suas
acdes no desenvolvimento e na homeostase dos vertebrados, como consequéncia
da ligacdo desses hormdnios aos seus respectivos receptores (Yamamoto, 1985;
Evans, 1988; Beato, 1989; Glass & Holoway, 1990). (FIGURA 5).

Vérios mutantes do ER foram criados por mutagénese quimica. Esses
mutantes inibiriam a estimulacdo do ER, provavelmente por competicdo para
unido ao ERE (elemento responsivo ao estrogeno), ou pela formacdo de dimeros
inativos (Chien et al., 1999). Receptores nucleares do horménio tiredideo (TRs)
sdo fatores transcricionais ligantes-dependentes que regulam o crescimento, a
diferenciacdo e o desenvolvimento. No caso do horménio tiredideo (T3), ha trés
isoformas de receptores ligantes-Ts: TRal, TRB1 e TRB2, produzidos por dois

genes localizados no cromossomo 17 (TRa) e 3 (TRp), também chamados c-erb

Ao e c-erb AB (Barrera-Hernandez et al., 1998). Foi demonstrado que o subtipo



TRP1 interage com o gene supressor p53, que tem fungédo na regulacdo do ciclo
celular e tumorigénese. Essa interacdo inibe a ativacdo transcricional do TRB1 e
leva ao prejuizo da funcdo do TR (Barrera-Hernandez et al., 1998). TRal é mais
potente como um ativador ligante-dependente em tecidos TREs (elemento
responsivo ao hormdnio tireoidiano) positivos e 0 TRB1 é duas vezes mais potente
que o0 TRal na subunidade génica TSHa como um silenciador ligante-dependente
(Nishiyama et al., 2000).

TRs podem unir-se aos TREs como mondmeros, homodimeros ou
heterodimeros com o receptor de acido retindico e positiva ou negativamente
regulam a expressdo génica dependendo da natureza do TER e da presenga do

hormonio tiredideo (Olson, et al., 1998).




FIGURA 5 - Regides de ligacdo entre 0 DNA e o complexo formado pelo
receptor de horménio, unido ao seu elemento responsivo. Theoretical Biophysics
Group. Disponivel

em:<http://www.ks.uiuc.edu/Research/pro DNA/ster horm rec/pictures/pag3-

big.qgif.>. Acesso em: 20 mar. 2002.

Proteinas repressoras especificas da transcricdo génica,
denominadas co-repressores foram caracterizadas em 1995 (Chen & Evans, 1995;
Horlein et al., 1995; Kurokawa et al., 1995). Dois co-repressores, N-Cor e SMRT,
formam complexos co-repressores em associacdo com diacetilases (Andersson &
Vennstrom, 2000). Estudos recentes de mutantes do TR revelam um papel
importante para CoRs (receptores co-repressores) na atividade inibitéria (Chien et
al., 1999). A ligacdo do T3 a TRs resulta na mudanca de um complexo co-
repressor para um complexo coativador. Todavia, em certos genes, a presenca de
Ts induz a repressdo transcricional na auséncia do ligante. Algumas hipoteses
tentam explicar a represséo transcricional ligante dependente:
A) TRE especifico na regido promotora do gene-alvo;
B) TR especifico para cada célula ou uma combinacéo de TRs;
C) Proteinas co-repressoras ou coativadoras na célula as quais estariam
expressando 0 gene negativamente regulado. (Guissouma et al., 2000).
Para a trans-ativagdo dependente de T3, um NTD (dominio N terminal)
intacto € necessario. Um mutante do TzRa (TsRa-AN1), deletado na por¢do N-

terminal, une-se a coativadores e co-repressores, mas ndo se pareia na regido



ligante de DNA. T3;Ra-AN1 tem sensibilidade alterada a digestdo de protease,
sugerindo que mudangas na conformacédo do receptor podem alterar sua funcéo,
mostrando a importancia do NTD na modulacdo de atividade de outros dominios

do T3Ra para suas atividades bioldgicas conhecidas (Thuestad et al., 2000).

(FIGURA 6).

7 45 DBD LBD 408 Kd (nM) (S.E)
T3Ra-WT N ATt C 0,079 (0.006)
T3Ra-AN1 0,085 (0.002)

FIGURA 6 - Analise da delecdo ocorrida no dominio N-terminal do T3Ra.

Fonte: Thuestad et al., 2000.

Proteinas co-repressoras como 0s mediadores silenciantes para
receptores do hormonio tiredideo e retindico estdo envolvidos na repressdo
transcricional ndo ligante mediada pelo TR em TREs positivos. Portanto, tais
proteinas estariam envolvidas na regulacdo de genes que sdo regulados
negativamente pelo T3 (Nishiyama et al., 2000).

A presenga de ERa em tecido de cancer de mama atua como
uma indicacdo da dependéncia hormonal desses tumores, mostrando que a
resposta benéfica a terapia enddcrina esta relacionada a presenca deste receptor

(ERa) para estrogeno (Jensen et al., 2001).



A atividade proliferativa do cancer de mama foi estudada por
Uporov et al., (2000), demonstrando que a proliferacdo tecidual é cinco vezes
maior em carcinomas de mama que em tumores benignos e aumenta
significantemente em tumores recorrentes (Jensen et al., 2001).

A expressdo da proteina nuclear Ki-67 esta correlacionada com
a proliferacdo celular, extensivamente usada em histopatologia e pequisa do
cancer (Endl et al., 2001). E uma proteina nuclear no-histona parcialmente
caracterizada, presente em todas as fases do ciclo celular, exceto na fase Go
(Keshgegian & Cnaan, 1995). Para isso, anticorpos anti-Ki-67 podem ser usados
como marcadores operacionais para estimar o crescimento de neoplasia humana
(Scholzen et al., 2002).

No que se refere a tumores mamarios, foi demonstrado que 0s
horménios tiredideos sdo necessarios para o desenvolvimento de alguns tumores
de ratos estrogeno-dependentes (Sorrentino et al., 1976; Natoli et al., 1983). A
controvérsia sobre o papel desses hormdnios, tanto na etiologia quanto no
tratamento do cancer de mama é bastante grande. Kapdy & Wolfe, (1976);
Mustacchi & Greenspan (1977) encontraram uma associagdo entre ingestdo de
horménios tiredideos e aumento do risco de cancer mamaério. Por outro lado,
Vorherr (1987) descreve um aumento na sobrevida em pacientes hipertiredideas
com céncer de mama e sugere que o hipertireoidismo parece proteger contra o
desenvolvimento de céncer de mama por aumentar a globulina ligadora de
hormdnios esterdides e por diminuir a atividade estrogénica sobre o tecido

mamario.



H& relatos de desenvolvimento de céncer de mama, em estudos
experimentais, quando realizada a tireoidectomia (Smithcors & Leonard, 1942;
Muhlbock & Boot, 1959) e maior incidéncia de cancer de mama em pacientes
portadores de bocio (Spencer, 1954; Bogardus & Finley, 1961).

Observou-se, também, aumento no risco e incidéncia de cancer
mamario em pacientes hipertiredideas (Rose & Davis, 1978; Thomas et al., 1983;
Takatani et al., 1989). Supostamente o epitélio mamario torna-se sensivel ao
estrogeno, prolactina e carcinogénios. Além disso, em pacientes hipertiredideas,
0s ovarios tornam-se mais sensiveis a estimulacdo gonadotrdfica resultando em
secrecdo estrogénica aumentada (\Vorherr, 1987).

Embora esses estudos epidemiologicos sejam contraditorios, de
maneira geral, houve uma correlacdo positiva entre 0s niveis estrogénicos e 0s
niveis do hormonio tiredideo elevados com o aumento da incidéncia tumoral.

O achado de titulos de auto-anticorpos antitiredideos em pacientes
eutiredideos com cancer de mama, independentemente do estagio da doenca,
também sugere uma possivel associacdo com as doencgas auto-imunes da tiredide
(Rasmusson et al., 1987; Giani et al., 1996).

Se, por um lado, observacGes clinicas (Adamopoulos et al.,
1986; Rasmusson et al., 1987; Vorherr, 1987) e epidemioldgicas (Thomas et al.,
1986) reforcam uma relacdo entre disfuncdo da glandula tiredide com aumento do
risco de cancer mamario, os estudos sdo contraditérios no que se refere ao tipo de

patologia tireoidiana que influencia o cancer de mama.



Fatores prognosticos e  predictivos sdo  ferramentas
indispensaveis no tratamento de doencas neoplasicas (West et al., 2001). Sem
contar que o estatus do receptor de estrogeno é um importante parametro no
prognostico do cancer de mama (Lacroix et al.,, 2001). A determinacdo da
presenca ou auséncia de receptores de estrégeno (ER) pode, também, funcionar
como um importante tratamento do cancer de mama através da utilizacdo de
antiestrogenos (Sommer & Fuqua, 2001). Portanto, o estatus do receptor fornece
dados sobre quais tumores seriam responsivos a intervengdo hormonal (Fuqua et
al., 1993).

A perda da dependéncia hormonal em tumores de mama pode se
dar pela presenca de receptores mutados ou ativacdo da transcricdo truncada.
Foram identificadas sequéncias variantes de varios ERs, em linhagens de células
de cancer humano, sendo que essas mutagcdes possuem um papel fundamental na
disfungéo do receptor (Fuqua et al., 1993). Numerosas variantes de receptores de
estrogeno foram detectadas com a presenca de insercdes de pares de base,
delegdes, splicings alternativos, resultando em perda da funcdo desses receptores
(lwase & Kobayashi, 1997).

No que se refere ao cancer de mama, pouco se sabe sobre a
maneira como 0 T3 modula o seu receptor no seu tecido tumoral. Foi demonstrada
por Burke & McGuire (1978) a presenca de receptores para T3z no nlcleo de uma
linhagem de células derivadas de cancer de mama humano (MCF-7). Cerbon et
al., (1981) comprovaram a presenca de receptores nucleares para T3 em cancer de

mama, embora ndo tenha sido observada nenhuma correlagdo com a concentracéo



de outros receptores hormonais (estrégeno e progesterona) ou estadiamento do
tumor. Shao et al. (1995) demonstraram que o T3 potencializa a a¢do do estrégeno
nas linhagens de cancer de mama ER+.

Barkhem et al. (1991) clonaram o TR na linhagem celular T47D
e verificaram que essa isoforma de TR é funcional nessas celulas. Da mesma
forma, Zhang et al. (1996) demonstraram a presenca de TR e ER nessa linhagem
celular. Essas diferencas entre as isoformas do Ts, a primeira vista, poderiam
explicar os achados epidemioldgicos e clinicos contraditorios sobre a acdo desse
hormonio no cancer de mama.

Em estudos in vitro, foi demonstrado que o hormdnio triiodotironina (T3),
em concentracdes suprafisioldgicas, induz a proliferacdo celular, possivelmente
através do receptor de estrogeno, em linhagem de cancer de mama (MCF-7) que
expressa receptor para estrogeno e para 0 hormonio tireoidiano (Nogueira &
Brentani, 1996). Através de observagdes clinicas, iremos comprovar os dados
obtidos em estudos laboratoriais realizados através da observagdo comportamental

de linhagens celulares.



2. OBJETIVOS

Os objetivos do trabalho sdo:

1. Comprovar clinicamente a inter-relacdo entre patologias
tireoidianas e o cAncer de mama através de:
a) dosagens dos hormonios tiredideos nas pacientes com cancer de mama,
comparando com o grupo controle;
b) expressdo dos receptores de estrogeno e do estatus hormonal das pacientes

portadoras de cancer de mama.

2. Comprovar através de um estudo da estrutura molecular

espacial, a ligacdo do T;ao ER.



3. PACIENTES E METODOS

3.1. Pacientes

3.1.1. Estudo Clinico

Foram estudadas pacientes com cancer de mama do Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu — UNESP, (n=26) com idade
variando de 30 a 85 anos, com cancer de mama grau Il, que seriam submetidas a
cirurgia para a retirada do tumor. Apds obtermos a assinatura do termo de
consentimento informado realizamos a anamnese para distribuicdo das pacientes
quanto a faixa etaria e ao estatus hormonal. Foram realizadas dosagens séricas de
tiroxina livre (T4L), horménio tireoestimulante (TSH) e anticorpo antiperoxidase
(anti-TPO) antes da cirurgia, da radio e da quimioterapia. Além disso, foram
selecionadas pacientes controle (n=22) com mamografia recente e normal,
pertencentes a mesma faixa etaria das pacientes com cancer de mama para
dosagens hormonais. As dosagens séricas hormonais foram realizadas atraves de

Kits comerciais, atraves de quimioluminescéncia (DPC-Medlab).



Critérios de inclusdo de pacientes a pesquisa:

1-

2-

Mulheres com idade maior ou igual a 30 anos;

Cancer de mama estadio | ou Il.

Critérios de exclusdo - as pacientes foram excluidas deste estudo por qualquer

destas razoes:

1

Ter sido submetida a radioterapia ou quimioterapia;

Ter feito uso de terapia de reposicdo hormonal;

Doenca de tireGide de qualquer natureza, previamente diagnosticada;
Faléncia renal cronica ou elevacéo recente da creatinina sérica para valores
maiores do que duas vezes o limite superior da normalidade esperada para
aquela idade;

Funcdo hepatica anormal evidenciada por valores de TGO, TGP,
bilirrubina e/ou fosfatase alcalina maiores do que duas vezes o limite
superior de normalidade;

Ter usado beta-bloqueadores, aspirina, heparina, fenitoina, esteréides ou
dopamina, utilizados um més antes do inicio e durante o estudo;

Ter usado contrastes iodados por um periodo de seis meses antes do inicio
e durante o estudo.

Apb6s a cirurgia, foram realizadas novas dosagens desses

hormonios séricos a fim de se confirmar os dados anteriormente obtidos.



3.2. Métodos

3.2.1. Técnica imunohistoquimica para a pesquisa de receptores de estrégeno
e para Ki-67 (Jensen et al., 2001).

Foi utilizado o complexo avidina-biotina-peroxidase (ABC) com
0 auxilio do método de recuperacdo antigénica pelo forno de microondas, descrito
a sequir:

Os tecidos fixados em formalina e incluidos em parafina foram cortados
com 4 micra (um) de espessura e montados em laminas de vidro previamente
preparadas com o adesivo poli-D-lisina (Sigma Chemical Corporation, P-7886,
Saint Louis, MO, EUA) para evitar o deslocamento dos cortes durante a
imunocoloragdo. Em seguida, os cortes foram desparafinizados em xileno e
hidratados através de uma graduacdo de etanol a &gua. Posteriormente, os cortes
foram tratados com peroxido de hidrogénio (H,O;) a 1% para blogueio da
peroxidase endogena. Utilizamos o método de recuperacdo de epitopos pelo calor
(SST de citrato 0,01M, pH 6,0 por 20 minutos em forno de microondas caseiro
SHARP, modelo Interactive Touch On a 800 W) para a pesquisa de receptores
hormonais.

Imunocoloracdo: os cortes foram incubados por uma hora a 4°C com soro
normal diluido 1/10 em PBS. Os anticorpos foram diluidos individualmente em

PBS contendo 3% BSA. A diluicdo foi de 1:100 para ERp, Ki-67 e anticorpos



ciclina A e 1:500 para anticorpos ERa. Os cortes teciduais foram incubados com
anticorpos overnight a 4° C. Antes da adi¢do dos anticorpos secundarios, os cortes
foram rinsados em PBS contendo 0,05% de Tween 20. O método ABC foi usado
para visualizar o sinal, de acordo com o manual fornecido pelo fabricante (Vector
Laboratories). Os cortes foram incubados com anticorpos anticoelho biotinilado
ou IgG anticamundongo (diluicdo 1:200) por duas horas em temperatura
ambiente, seguido de lavagem com PBS e incubagcdo em avidina-biotina-
peroxidase por uma hora. Apo6s lavagem completa em PBS, os cortes foram
tratados com 3,3’-diaminobenzina tetrahidrocloreto, lentamente contracorados
com hematoxilina e desidratado completamente em séries de etanol, seguidos de
exposicéo ao xileno.

A porcentagem de células coradas positivamente é uma média realizada
apos a contagem de células coradas e o numero total de células contadas em uma
magnificacdo de 4 vezes com o software IMAGE-PRO PLUS 4.1 (Media
Cybernetics, Silver Spring, MD).

Foi utilizado como controle positivo um tumor sabidamente positivo para
0s receptores estudados.

Anticorpos: anticorpos monoclonais para ERo de camundongo (6F11)
NovoCastra; anticorpos policlonais de coelho anti-ER humano (06-629) Upstate
Biotechnology; anticorpos monoclonais Ki-67 (Mib-1, M7240) Dako; anticorpos
policlonais de coelhos ciclina A (H432) Santa Cruz Biotechnology; anticorpos
secundarios biotinilados (IgG anticamundongo ou 1gG anticoelho) Vector

Laboratories.



3.2.2. Ensaio dos receptores de estrogeno (Lippman & Barr, 1977,
modificado por Brentani et al., 1986), utilizando o0 E; e 0 T3 como horménio
frio.

Os tumores foram homogeneizados com Polytron e incubados com
concentracfes crescentes de [3H] Estradiol (0,5 a 5,0 nM) em presenca ou
auséncia de um excesso de 500 vezes de T3 ndo marcado, para verificar o
deslocamento do estrégeno marcado ao ER. Um conjunto de tubo-controle (tumor
+ tampdao) foi ensaiado em paralelo.

A concentracdo do hormonio marcado ligado ao receptor foi obtida pela
multiplicacdo das médias das contagens por minuto (cpm) por um fator
dependente do volume da amostra contada, da atividade especifica do esterdide
radioativo e da eficiéncia do aparelho cintilador.

A ligacdo especifica foi obtida pela subtragdo da ligacao inespecifica (dada

pela adi¢do apenas do esterdide radioativo mais 500 vezes o T3 radioinerte).

3.2.3. Estudo da estrutura molecular espacial do Tz e do ER.
Foi realizado um estudo da estrutura molecular espacial do
hormdnio triiodotironina e do receptor de estrogeno para verificarmos se seria

possivel ocorrer a ligacdo da molécula do T3 ao receptor de estrogeno.
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possivel ocorrer a ligacdo da molécula do T3 ao receptor de estrogeno.



4. ASPECTOS ETICOS

Obedecendo a Resolugdo nimero 196/96 sobre pesquisa envolvendo seres
humanos, o consentimento, apds esclarecimentos sobre a natureza do
projeto, sera obtido com o paciente por escrito, antes de qualquer outro

procedimento do estudo. (Anexo A).

5. ANALISE ESTATISTICA

Todos os dados serdo expressos em média aritmética e desvio-

padrdo, juntamente com o numero total de experimentos.

Para o estudo clinico, aplicaremos o teste “Qui-quadrado” para

verificarmos a significancia entre duas amostras, sendo o nivel de significancia

fixado em 5% (X? = 6,21; p<0,05). Para verificarmos se a freqiiéncia obtida de

doencas tireoidianas na amostra sera significativa, sera realizado o teste exato de

“Fisher”, com intervalo de confianca de 95% (p<0,05). Esses testes serdo

aplicados através do programa EPI-INFO, versao 6.8.

Para os experimentos in vitro, sera aplicado o teste t de Student a fim de

verificar a significancia entre dois resultados, sendo o nivel de significancia

fixado em 5%.



6. RESULTADOS

Foram estudadas 26 pacientes com cancer de mama do Hospital das Clinicas
da Faculdade de Medicina de Botucatu — UNESP, que foram submetidas a
cirurgia para retirada do tumor. A idade das pacientes variou entre 35 e 84
anos e todas foram classificadas com cancer de mama de estadiamento grau
I1. (Anexo B)

Para a realizacdo do grupo controle, foram estudadas 22 mulheres entre 35 e
84 anos, cujas mamografias recentes apresentaram-se negativas para cancer
de mama. Essas mamografias foram realizadas na mesma semana em que foi
feita a anamnese e a coleta de sangue da paciente.

Foram realizadas duas séries de dosagens hormonais em cada paciente com
cancer de mama e nas pacientes do grupo controle, ndo tendo sido possivel
realizar a segunda série de dosagens em apenas 5 pacientes da amostra.

Através da anélise da Tabela 1, notamos que 58% das pacientes com cancer
de mama estudadas (15 pacientes) apresentavam algum tipo de alteragéo
tireoidiana, sendo que o hipertireoidismo foi o distarbio tireoidiano mais
freqliente, presente em 31% dessas pacientes (8 pacientes), valor
estatisticamente significante (p<0,05).

Observamos, no Anexo C, que 50% das pacientes portadoras de cancer de

mama apresentaram na relagéo T3/E,, um valor maior que 20 e no grupo



controle (Anexo D), todas as pacientes apresentaram valores abaixo de 20.
Os valores mais altos (obtidos pela relacdo T3/E>), apresentados pelas
pacientes com cancer de mama tiveram como causa a dosagem diminuida do
estrégeno, uma vez que os niveis do TsL mantiveram-se dentro do padréo de

normalidade.

Tabela 1 - Distribuicdo das alteragdes tireoidianas em pacientes com cancer

de mama e em pacientes-controle

Patologia Tireoidiana Céancer de mama Controle
Hipertireoidismo 8 (31%) 0
Hipotireoidismo 2 (8%) 4 (18%)
Anti TPO-positivo 5 (19%) 0

Ausente 11 (42%) 18 (82%)
Total 26 (100%) 22 (100%)
*p<0,05

Verificamos que 76,9% das pacientes (20 pacientes) com cancer de mama

eram menopausadas (amenorréia por pelo menos 1 ano). Destas, 50%



apresentavam algum tipo de alteracdo dos horménios tireoidianos, sendo que
35% (7 pacientes) eram hipertiredideas, 10% (2 pacientes) eram
hipotiredideas e 5% (1 paciente) apresentavam apenas anti-TPO positivo. No
grupo controle, observamos que apenas 18% (4 pacientes) apresentam algum
tipo de patologia tireoidiana e sempre a patologia apresentada foi o

hipoteireoideismo. (Anexo E). (FIGURA 7).

FIGURA 7 - Alteracdo hormonal nas pacientes com cancer de mama e

menopausadas. Fica evidenciado que 50% das pacientes com cancer

de mama e menopausadas apresentam alteracdo hormonal.



Foi possivel realizar o método de imunohistoquimica para
verificar a presenca do ER em quinze amostras tumorais (figuras 8 e 9) e, assim,
evidenciamos que 66,7% dessas pacientes (10 pacientes) apresentavam tecido
tumoral ER+ (FIGURA 9). Das pacientes com tumores ER+, 60% (6 pacientes)
apresentavam alteracGes tireoidianas, sendo que todas (100%) evidenciavam
hipertireoidismo. Também através da imunohistoquimica, verificamos marcador
de proliferacdo celular Ki-67 positivo (a expressdo da proteina nuclear Ki-67 esta

estritamente correlacionada com a profileracédo celular).

FIGURA 8 - Auséncia de células coradas, através do método de

imunohistoquimica, representando um tecido ER negativo (ER-).



FIGURA 9 - Células coradas pelo método de imunohistoquimica, revelando um

tecido portador de receptor de estrogeno ER positivo.

A técnica de binding usando excesso de E; e T3 foi realizada
nas amostras de tumores de seis pacientes para evidenciar que o T3 foi capaz de
inibir a ligacdo do E, ao receptor de estrogeno em 66,7% dos tumores ER+,
porém, em pequena magnitude. (Tabela 2) . Aliquotas de extrato nuclear foram
incubadas com uma concentragdo de 5nM de [®H] Estradiol (E2) na presenca ou
auséncia de E; ndo marcado. O T3 também foi usado como competidor.
Observamos que 0 T3 em concentragdes 500 vezes maiores que as de E; foi capaz

de inibir significantemente a ligacdo do E; ao ER (p<0,005).



Tabela 2 - Deslocamento da ligacdo do estrégeno marcado do seu receptor

por T3, realizado em 6 pacientes

Paciente Presenca de ER | Inibigdo por Tz (%)*
DR + 11,7
MAO + 19,0
ASC - 00,0
MJOP - 00,0
MAR + 05,0
NB + 05,0

*T3 em concentracdo 500 vezes maior que a de Eo.

Evidenciamos através de um estudo da estrutura molecular

espacial que realmente a ligacdo do T3 ao ER € possivel. Na FIGURA 10, esta

representado o ligante estradiol; na FIGURA 11, o ligante T3 e na FIGURA 12, 0

ligante raloxifeno (antiestrogeno que produz potente inibi¢do da unido do estradiol

ao receptor estrogénico por competir com o estrogeno nessa ligacdo) (Kauffman

& Bryant, 2001). Utilizamos o raloxifeno neste estudo pelo fato de ele apresentar

uma estrututa espacial muito semelhante a estrutura do Ts. (FIGURAS 11 e 12).



FIGURA 10 - Estrutura molecular do ligante

estradiol

estradiol

FIGURA 11 - Estrutura molecular do

T3 (néo planar)

FIGURA 12 - Estrutura molecular

do raloxifeno (em T)

raloxifen



A ligacdo do estrogeno ao seu receptor pode ser observada
esquematicamente na FIGURA 13. A orientagdo proposta estd representada
graficamente nas FIGURAS 14 e 15. Na FIGURA 14, vé-se que T3 pode assumir
a mesma orientacdo de um dos bragos do raloxifeno. A FIGURA 15 mostra que

T5 deve estar internalizado no bolso de ER.

FIGURA 13 - Ligacdo do

FIC 3s de um de seus bracos.




FIGURA 15 - Ligacdo do T3 ao receptor de estrégeno

Existem diferencas entre o estradiol e 0 Ts:
o o estradiol tem uma extensa superficie hidrofobica, ao passo que o T3 tem
uma extensa superficie hidrofilica;
o o estradiol € uma molécula quase planar enquanto o T3 € ndo planar;
o a distancia entre os extremos em estradiol é de 11 A eem T3 éde 17 A, ou

seja, T3 € uma molécula bem mais longa que o estradiol.



7. DISCUSSAO

Observacfes clinicas, epidemiologicas e experimentais
sugerem a existéncia de uma relacédo positiva entre disfuncdo tireoidiana e cancer
de mama (Sorrentino et al.,1976; Rose & Davis, 1978; Natoli et al., 1983; Thomas
et al.,, 1983; Adamopoulos, 1986; Rasmusson et al., 1987; Vorherr, 1987;
Takatani et al., 1989; Giani et al., 1996).

Estudos anteriores (Nogueira et al., 1996) demonstraram que
concentracOes suprafisioldgicas de Ts, nas células MCF-7, induzem o crescimento
celular e as células sdo inibidas pelo Tamoxifen e que o T3 é capaz de inibir a
ligacdo do E, ao receptor de estrégeno nesta linhagem celular. Surgiu, entdo, o
interesse de selecionarmos um grupo de pacientes com cancer de mama, sem
doencas tireoidianas prévias e sem radio ou quimioterapias anteriores, a fim de
verificarmos a influéncia do céncer de mama na incidéncia de doengas
tireoidianas. Optamos por selecionar pacientes com cancer de mama sem radio ou
guimioterapia prévias a cirurgia para evitar que estes procedimentos
influcienciassem nas dosagens hormonais destas pacientes.

O hipotireoidismo € uma alteracdo hormonal comum,
principalmente em pacientes acima de 50 anos de idade (Bonar et al., 2000).
Estudos populacionais (Rivolta et al., 1999) mostram uma ocorréncia de 4,7% de
hipotireoidismo subclinico e 58,3% das pacientes apresentaram sintomas de

hipotireodismo.



Quando consideramos todas as pacientes incluidas em nosso
estudo, tanto do grupo controle, como do grupo de trabalho, constatamos que
12,5% destas pacientes apresentam hipotireoidismo subclinico. Na anélise das
pacientes com cancer de mama e menopausadas, a incidéncia de hipotireoidismo
subclinico ¢ de 10%. Poderiamos especular que a maior incidéncia de
hipotireoidismo na nossa populacdo em estudo, deva-se ao fato de todas as nossas
pacientes serem provenientes da regido de Botucatu (SP), uma regido sabidamente
endémica para a ingesta de iodo.

Ainda observando o grupo constituido por pacientes com
cancer de mama e menopausadas, 35% destas pacientes eram portadoras de
hipertireoidismo.

Verificamos que entre as doencas tireoidianas apresentadas
pelas nossas pacientes, o hipertireoidismo foi a que ocorreu de forma
estatisticamente significativa e essa correlacdo estd em concordancia com
experimentos anteriores (Nogueira et al., 1996). Além disso, observamos que a
maioria das pacientes com cancer de mama era menopausada, 0 que demonstra
que a concentracdo sérica de T3 nestas pacientes deve ser maior do que a
concentracdo sérica de E,, que pode estar favorecendo a ligacdo do T; ao ER.
Podemos pressupor que estd ocorrendo nessas pacientes 0 mesmo que foi
evidenciado anteriormente em experimentos de binding, onde uma alta
concentracdo de T3 em relagdo a concentracdo de E; facilitaria a ligacdo do T3 ao
receptor de estrogeno (Nogueira et al., 1996). Podemos ainda considerar a

hipGtese de que o T3 ligando-se ao ER, estimula a proliferacdo de celulas de



cancer de mama ja existentes nessas pacientes (Nogueira et al., 1996). Ainda nao
se sabe se esta ligacdo do T3 ao ER é benéfica ou maléfica, porque dependendo do
estatus hormonal da paciente ela pode estimular a proliferacao celular em menor
ou maior propor¢do que o E,. Estudos atuais sugerem que a concentracao celular
dos receptores nucleares ER, TRa, TRp e receptor do acido retindico (RAR), os
seus ligantes e a estrutura do elemento responsivo ao estrogeno (ERE) de uma
determinada célula, no caso, o cancer de mama, determina qual receptor ocupa
esses EREs e portanto modula sua transcrigcdo génica (Klinge et al., 1997). Como
66,7% das pacientes de nosso estudo, com cancer de mama, eram ER positivo e a
concentracdo circulante de T3, nessas pacientes, estd aumentada em relagdo ao E,,
a ligacdo preferencial ao ERE poderia ser do ER previamente ligado ao Ts.

A hipétese da ligacdo do T3 ao ER teve como origem
pesquisas anteriores, nas quais foram realizados experimentos de binding,
utilizando triiodotironina como inibidor. Foi observado que este horménio tem a
capacidade de deslocar, em menor magnitude que o E,, a ligacdo do estrogeno
marcado ao ER em células de linhagem MCF-7 (Nogueira et al., 1996). Nossos
experimentos de binding, nos tecidos tumorais das pacientes, demonstraram que 0
T3 foi capaz de deslocar o E; do ER, mas em menor magnitude que a obtida por
Nogueira et al., 1996, nas células de linhagem MCF-7. Uma outra hipdtese seria
que as células MCF-7 estariam expressando um ER cuja estrutura esta alterada, o
que explicaria a capacidade do T3 deslocar o E; uma vez que varios autores
sugerem que alguns tumores de mama apresentam ER truncados (Dotzlaw et al.,

1992; Murphy & Dotzlaw, 1989). Em relacdo ao ER das células MCF-7, Pfeffer et



al. (1993) detectaram alteracao, especificamente no exon 4, o que poderia levar a
modificacdo da ligacdo do hormdnio ao seu receptor, favorecendo a ligagédo do Ts.

Vasudevan et al., 2001, mostrou que TRs interferem na
transcricdo mediada pelo ER a partir da regido de ERE, possivelmente pela
competicdo da regido ligante de estrogeno ao ERE ou por silenciar coativadores
essenciais para a transcricdo ER-mediada. Se o mecanismo fisiologico estiver
atuando desta forma, € possivel que o receptor de Ts, ativado, ligue-se ao ERE,
promovendo a transcricdo de genes alvo, tendo como conseqiiéncia, a proliferacéo
celular.

Analisamos a estrutura espacial das moléculas de T3, ER e
raloxifeno, para verificarmos se a estrutura do T3 permitiria sua ligagdo ao ER. Na
FIGURA 12, esta representado o raloxifeno, que comprovadamente se liga ao ER.
Verificamos que o raloxifeno € uma estrutura em T. Um de seus bracos se
assemelha ao estradiol e o outro braco se assemelha a Ts. Portanto, consideramos
que o T3 se liga a0 ER na mesma direcdo do segundo braco de raloxifeno. Essa
orientacdo de ligacdo, entre T; e ER, é perpendicular & orientacdo da ligacdo do
estradiol ao ER. Se as ligacOGes ocorrerem dessa forma, a ndo planaridade de T3
deixa de ser impedimento para que a unido ao receptor de estrogeno se processe.

Verificamos que, estruturalmente, é possivel a ligagdo do T3 ao ER.



8. CONCLUSOES

1. Através de nossos estudos pudemos confirmar a
existéncia de uma correlacdo clinica, estatisticamente significante, entre

patologias tireoidianas e cancer de mama.

2. Houve uma maior prevaléncia de hipertireoidismo em

pacientes menopausadas portadoras dessa patologia.

3. Verificamos, pelo método de imunohistoquimica, que a
maioria dos tumores de pacientes menopausadas eram ER+. Isto sugere que essas
pacientes estariam mais susceptiveis a influéncia de niveis elevados de Ts, ja que

0s niveis baixos de estrogénio facilitariam a ligacéo do T3 ao ER.

4. Os estudos de binding confirmam essa hipotese, pois foi
possivel constatar que o T3 é capaz de inibir, isto &, deslocar o E; do ER quando

presente em uma concentragdo 500 vezes maior que a concentracédo de E.

5. Comprovamos, através do estudo da estrutura molecular
espacial do T; e do ER, que a ligacdo entre essas estruturas é quimicamente

possivel.
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10. Anexos




Anexo A — Termo de Consentimento Livre Esclarecido

Prezado colaborador, este termo de consentimento foi
elaborado de acordo com a resolucdo 196/96 do Conselho Nacional de
Salde — Ministério da Saude, sobre pesquisas envolvendo seres humanos.
Refere-se a sua participacdo somente na pesquisa abaixo descrita, ndo
havendo possibilidade de envolvimento em outras pesquisas nao
mencionadas aqui, sem a devida permissao prévia.

Esta pesquisa estd sendo conduzida pelos seguintes
pesquisadores: Dr.2 Célia Regina Nogueira (Prof.2 Dr.2 do Depto. de Clinica
Médica, disciplina de Endocrinologia, Unesp-Botucatu); e Patricia Pinto
Saraiva (aluna da p6s-graduacdo em Clinica Médica da Unesp-Botucatu).

Neste estudo, participardo pacientes com cancer de mama, com
plano de tratamento realizado, no qual incluem a realizagdo de cirurgia para
remocdo tumoral e pacientes sem cancer de mama (comprovado através de
mamografia recente) para dosagens hormonais.

Sua participagdo neste estudo sera atraves da realizacdo de coleta
de sangue anteriormente aos procedimentos cirlrgicos e de radio e
quimioterapia; e autorizagao para que o tecido tumoral removido na cirurgia
seja submetido a analises laboratoriais.

Serdo realizadas dosagens laboratoriais de T, livre, TSH,
anticorpo anti-TPO e TRAB antes do procedimento cirdrgico, da radio e da
quimioterapia. Apds a cirurgia, o tecido tumoral removido sera utilizado para
verificacdo da fase tumoral em que se encontra e parte do material cirdrgico sera
utilizada para extracdo de material genético e realizagdo de exames laboratoriais,
através dos quais serdo obtidas respostas para associacdo entre horménios da

tirdide e estrégeno no desenvolvimento do cancer mamario.



N&o estdo previstos nenhum tipo de riscos, danos ou prejuizos
aos pacientes. O objetivo deste estudo € comprovarmos a existéncia de associacao
entre patologias tireoidianas e o cancer de mama e estabelecermos novas formas
de diagnostico, favorecendo a indicacdo de formas de tratamento mais
direcionadas e adequadas a cada caso.

Os nomes dos participantes serdo mantidos em sigilo absoluto.
Somente seréo utilizados dados como idade e resultados dos exames realizados.

Deve ficar claro que o paciente tem o livre arbitrio para recusar-
-se a participar e/ou desistir a qualquer momento, sem que nenhum tipo de
prejuizo ao tratamento ou punicéo seja instituido.

Quaisquer davidas ou melhores esclarecimentos podem ser
obtidos diretamente com Dr.2 Célia Regina Nogueira, pelo telefone: (14)6802-

6213.

Declaro-me ciente das normas acima

estabelecidas, optando livremente por minha participagéo.

Botucatu,........ ... [o.....

assinatura do paciente (ou responsavel)



Anexo B - Relagéo das pacientes pertencentes ao grupo com cancer de mama.

Faixa | Idade Paciente Tipo histolégico Metéastases
Etaria
30-40 35 EMR CA medular Ausente
42 MAA CA ductal infiltrante Presente
43 MLR CA ductal invasivo Presente
49 MAV CA ductal infiltrante Ausente
41-60 47 MAR CA ductal in situ+CA Ausente
intraductal residual
papiplifero
47 MTAG CA ductal Presente
46 RMBS CA tubulo-lobular Inconclusivo
54 CFL CA ductal invasivo Ausente
69 HSO CA ductal invasivo Ausente
61 OLR CA ductal invasivo Ausente
62 JE CA papilifero Presente
invasivo+CA ductal+CA
coléide
68 AGT CA ductal invasivo grau | Inconclusivo
|
67 NPA CA ductal invasivo Inconclusivo
>60 66 ASC CA ductal invasivo Inconclusivo
78 MJOP CA ductal invasivo grau | Inconclusivo
I
84 EBD CA ductal infiltrante Inconclusivo
58 MAO CA ductal infiltrante Ausente
72 NB CA ductal invasivo Inconclusivo
62 TMLO * Inconclusivo
61 ACS * Inconclusivo
84 MCBP CA ductal invasivo grau | Inconclusivo
]
72 DR CA ductal invasivo Inconclusivo
68 DBS CA ductal infiltrante Inconclusivo
83 AL CA ductal invasivo Inconclusivo
73 MER CA ductal infiltrante Inconclusivo
74 GPMA CA ductal infiltrante Inconclusivo

grau |

* ndo foram encontrados os laudos das biopsias até 0 momento




Anexo C — Niveis hormonais e relacéo entre T3 e E,, em pacientes com cancer de

mama
Ef‘;;‘g Paciente | TSH T.L Tal E, T4/E;
30-40 | EMR 1,41 1,27 336 | 16,06 20
MAA | 184 1,34 3,30 8,58 38
MLR 2,71 1,11 3,21 413 77
MAV | 174 1,68 439 | 11,03 39
MAR | 6,28 1,66 462 | 7144 6
41-60 | MTAG | 1,40 1,49 346 | 6541 5
RMBS | 1,80 1,0 269 | 1920 14
CFL 3,37 1,16 3,88 8,71 44
HSO 0,71 0,96 2,63 4,0 65
OLR 1,31 1,31 330 | 1895 17
JE 3,68 1,18 499 | 3637 13
AGT 0,84 1,70 437 | 2884 15
NPA 0,32 1,55 581 | 2694 21
ASC 1,08 1,36 3,93 1,57 250
s60 | MIOP | 052 1,41 2,08 23,0 12
EBD 0,31 2,21 5,90 1,11 536
MAO | 2,49 1,29 3,65 3,37 108
NB 0,54 1,38 331 | 66,92 4
TMLO | 4,22 1,07 3,25 1,11 295
ACS 0,37 2,10 476 | 10,73 44
MCBP | 0,57 1,08 315 | 7584 4
DR 0,32 1,91 4,76 4,18 99
DBS 0,84 1,96 422 | 4391 9
AL 0,32 1,66 3,44 1,11 312
MER | 374 1,45 343 | 9508 3
GPMA | 0,005 2,0 399 | 1502 26




Anexo D - Niveis hormonais e relacdo entre T3 e E, em pacientes do grupo

controle
Paciente TSH T4l TsL E> T3/E;
MAM 1,35 1,0 2,53 27,3 9
AFB 6,26 0,91 2,72 25,1 10
MCQ 1,09 0,90 3,03 20,0 15
MCM 4,42 1,00 2,89 32,5 8
NC 3,86 1,10 3,57 18,5 19
ICF 4,73 0,96 2,56 19,4 13
AGS 241 1,10 3,07 41,3 7
VAY) 3,33 1,10 2,80 20,2 13
LFO 1,48 0,75 2,25 24,3 9
MIL 0,65 0,85 2,85 17,3 16
RPL 0,859 1,10 2,78 19,3 14
LOGA 1,18 1,20 2,90 23,4 12
EBPF 0,84 1,6 3,90 26,2 14
UE 2,69 0,73 2,68 28,7 9
NF 3,33 1,10 2,80 30,2 9
LCG 2,41 1,10 3,07 22,4 13
ARM 3,02 0,90 3,55 18,2 19
Al 0,021 0,20 3,86 31,61 12
APM 3,25 0,65 2,71 25,0 10
VF 4,02 0,94 3,07 18,6 16
FSSP 2,40 0,70 3,15 18,0 17
MIF 1,62 1,10 2,83 21,2 13




Anexo E — Relacdo das pacientes pertencentes ao grupo com cancer de mama.

Pacierte Idade Menopausa AlteracOes Presenca de
tireoidianas ER
EMR 35 nao TPO + *
MAA 42 nao (-) +
MLR 43 nao TPO + *
MAV 49 sim TsLT *
MAR 47 nao TsLT, TPOH, +
TSHT
MTAG 47 n&o (-) *
RMBS 46 nao (-) *
CFL 54 sim (-) -
HSO 69 sim (-) -
OLR 61 sim (-) -
JE 62 sim (-) +
AGT 68 sim TsLT, TPO+ +
NPA 67 sim TsLT, TPOH, *
TSHY
ASC 66 sim (-) -
MJOP 78 sim (-) -
EBD 84 sim TsLT, TPOH, +
TSHY
MAO 58 sim TPO+ +
NB 72 sim (-) +
TMLO 62 sim TSHT *
ACS 61 sim TsLT, TSHY *
MCBP 84 sim (-) +
DR 72 sim TsLT, TPO+, +
TSHY
DBS 68 sim TPO+ *
AL 83 sim TPO+, TSHY +
MER 73 sim TPO+, TSHT *
GPMA 74 sim TsLT, TSHY *

(-) sem alteracdes dos hormonios tiredideos
*  nao foi possivel realizar o estudo imunohistoquimico nesses tumores




Anexo F — Relagdo das pacientes pertencentes ao grupo controle.

Faixa Idade Paciente Menopausa AlteracOes
Etaria tireoidianas
30-40 35 MAM nao (-)
43 AFB n&o TSHT
44 MCQ * (-)
52 MCM *x TSHT
43 NC nédo (-)
60 ICF sim TSHT
48 AGS nédo (-)
41-60 45 zZV sim (-)
59 LFO sim (-)
54 MIL ok (-)
60 RPL sim (-)
49 LOGA nao (-)
47 EBPF nao (-)
59 UE sim (-)
45 NF sim (-)
41 LCG sim (-)
67 ARM sim (-)
65 Al sim (-)
>60 67 APM sim (-)
61 VF sim TSHT
68 FSSP sim (-)
62 MIF sim (-)

Obs.: Considerada menopausada a auséncia de menstruacdo por pelo menos um

ano.

*  Climatério ha 4 meses

** Qoferectomia com TRH h& 5 anos

*** Climatério ha 8 meses




11. RESUMO

Os horménios tiredideos, o estrogeno e outros hormonios atuam
no crescimento e desenvolvimento do tecido mamario. Os receptores de estrogeno
devem estar presentes para que 0 estrdgeno possa atuar na atividade bioldgica das
células mamarias. A presenca ou auséncia destes receptores no tecido tem
influéncia direta na terapéutica e prognostico clinico do cancer de mama.

Os receptores do estrégeno e do hormdnio tiredideo (T3) sdo
membros da “superfamilia de receptores” intracelulares. Estes receptores atuam
na ativacdo da transcricdo de genes alvo, através da unido ao seu elemento
responsivo hormonal.

Ainda ndo se sabe de que forma o horménio tireGideo atua no
tecido tumoral mamario. Estudos epidemioldgicos sdo contraditérios, mostrando
que, quando os niveis de T; estdo elevados existe protecdo contra o
desenvolvimento de cancer de mama. Outros estudos demonstram haver aumento
no risco e incidéncia do cancer mamario em pacientes hipertireoideas. Analises in
vitro demonstraram que o0 Tz, em concentracBes suprafisioldgicas induz a
proliferacéo celular.

Em pacientes com céancer de mama realizamos dosagens
hormonais e verificamos a expressdo dos receptores de estrogeno. Tambem foi
estudada a conformacdo da molécula do T; e do receptor de estrdgeno, para

confirmar se uma possivel ligacao estaria ocorrendo entre 0 Tz e 0 ER.



Nossos resultados mostram a existéncia de uma correlacéo
clinica entre doencas tireoidianas, de forma mais prevalente o hipertireoidismo, e
0 desenvolvimento do cancer de mama. Através da imunohistoquimica
demonstramos gque a maioria dos tumores, em pacientes menopausadas, possui
receptores de estrégeno. Niveis elevados do hormonio tiredideo possibilitariam
sua ligacdo ao receptor de estrégeno, comprovado através de estudos de binding,
no qual o T3 desloca a ligacdo do estrégeno ao seu receptor. A possibilidade da
ligacdo entre o horménio tiredideo e o receptor de estrégeno foi comprovada pela
conformacdo molecular destas estruturas, que tornam esta ligacdo quimicamente
possivel.

Demonstramos, portanto, que existe uma relacdo positiva entre
concentracdo elevada de T3 e a proliferacdo celular em cancer de mama. Este fato
faz com que se torne necessdria uma avaliacdo tireoidiana em pacientes

geneticamente predispostas ao desenvolvimento de cancer mamario.



12. ABSTRACT

Thyroid hormones, estrogen and other hormones act in the
growth and development of breast tissue. Estrogen receptors must be present so
that estrogen can act in the biological activity of breast cells. The presence or the
abscense of these receptors in tissue has direct influence on therapeutics and
clinical prognostic of breast cancer.

Estrogen and thyroid hormone (T3) receptors are members of
intracellular “receptors superfamily”. These receptors work in the activation of the
transcription of target genes, linking them to their hormonal responsive.

It is not known in which way thyroid hormone act in tumoral breast
tissue. Epidemiologic studies are contradicting, showing that, when T3 levels are
high, there is protection agains the development of breast cancer. Other studies
show that there must be an increase in the risk and incidence of breast cancer in
hyperthyroidean patients. In vitro analysis present that supra-physiologicals
concentrations of Tsinduces cellular proliferation.

We performed hormonal dosage and verified the expression of
estrogen receptors in breast cancer patients. The morphology of T; molecule and
of the estrogen receptor were also studied, to confirm if a possible link would
exist between T3 and ER.

Our results show an existance of a clinical relation between thyroid

diseases, prevailing the hyperthyroidism, and the development of breast cancer.



Using imunohistochemistry we present that most of the tumors in menopaused
women, show estrogen receptors. High levels of thyroid hormone would make
possible its link to the estrogen receptor, confirmed by means of binding studies,
when T3 dislocates estrogen from its receptor. The possibility of a link between
thyroid hormone and estrogen receptor was confirmed by the molecular
morphology of these structures, that make this link possible.

We showed, however, that there is a positive relation between high
concentration of T3 and cell proliferation in breast cancer. It makes thyroid
evaluation necessary in patients who are genetically predisposed to the

development of breast cancer.
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