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Resumo

OBJETIVO: avaliar a expressdo do anfigeno Bax no epitélio mamdrio normal de mulheres na pré-menopausa
fratadas com raloxifeno. METODOS: estudo randomizado duplo-cego, envolvendo 33 mulheres prémenopdusicas
com fibroadenoma. As pacientes foram divididas em dois grupos: Placebo, [n=18] e Raloxifeno 60 mg, (n=15). A
medicacdo foi usada durante 22 dias, comegando no primeiro dia do ciclo menstrual. Uma biépsia foi realizada no
23° dia do ciclo menstrual, durante a qual uma amostra do tecido mamério normal adjacente ao fibroadenoma foi
coletada e submetida a estudo imuno-histoquimico utilizando o anticorpo policlonal anti-Bax para avaliar a expresséo
da proteina Bax. A imunorreagdo para a proteina Bax foi avaliada, levandose em consideragdo a intensidade e a
fragdo de células coradas, cuja combinagdo resultou em um escore final de O a 6. Os casos com escore final >3 foram
classificados como positivos para proteina Bax. O tesfe do y? foi usado para andlise estatistica dos dados (p<0,05).
RESULTADOS: a porcentagem de positividade da proteina Bax foi 66,7 e 73,3% nos Grupos A e B, respectivamente.
Nao houve diferenca significante na express@o do Bax enfre os dois grupos (p=0,678). CONCLUSOES: o raloxifeno
administrado por 22 dias na dose de 60 mg/dia ndo alterou a expressdo da proteina Bax no tecido mamario normal
de mulheres no menacme.

Abstract

PURPOSE: fo evaluate the expression of Bax anfigen in the normal mammary epithelium of premenopausal women
treated with raloxifene. METHODS: a randomized double-blind study was conducted in 33 ovulatory premenopausal
women with fibroadenoma. Patients were divided into two groups: Placebo, (n=18] and Raloxifene 60 mg, (n=15).
The medication was used for 22 days, beginning on the first day of the mensirual cycle. An excisional biopsy was
carried out on the 23 day of the menstrual cycle and a sample of normal breast fissue adjacent fo the fibroadenoma
was collected and submitted to immunohistochemical study using anti-Bax polyclonal antibody to evaluate the expression
of Bax protein. Immunoreaction for Bax was evaluated taking into consideration intensity and fraction of stained cells,
whose combination resulted in a final score ranging from O 1o 6. Cases with a final score >3 were classified as positive
for Bax. The %? test was used for statistical analysis (p<0.05).RESULTS: the percentage of positivity of Bax protein
expression was 66.7 and 73.3% in Groups A and B, respectively. There was no significant difference in Bax expression
between the two groups (p=0.678).CONCLUSIONS: raloxifene, administered for 22 days in the dose of 60 mg/day,

did not alter the expression of Bax protein in the breast normal tissue of premenopausal women.
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Introducao

Tamoxifeno, um modulator seletivo do receptor de
estrégeno (SERM) de primeira geragdo, foi a primeira
droga aprovada nos Estados Unidos para prevencdo do
cancer de mama em mulheres de alto risco, apds os resul-
tados do National Surgical Adjuvant Breast and Bowel
Project P-1 Study, patrocinado pelo Instituto Nacional
do Cancer dos Estados Unidos!*. Contudo, o tamoxifeno,
quando usado por longos periodos, pode apresentar sérios
efeitos colaterais, sendo o mais preocupante a estimulagdo
endometrial, que pode resultar no desenvolvimento de
carcinoma do endométrio’. Esta preocupa¢do aumentou
o interesse pelo estudo de outros SERMs que poderiam
ser uma alternativa ao tamoxifeno™.

A propésito, o raloxifeno, um SERM de segunda
geracdo, aprovado nos Estados Unidos e em outros paises
para prevencdo e tratamento da osteoporose em mulheres
menopausadas, tem mostrado exercer uma a¢ao antiestro-
génica tanto na mama quanto no endométrio de animais
de laboratério®’. Além disto, estudos clinicos em que o
raloxifeno foi usado por mulheres menopausadas por um
periodo superior a dois anos mostraram redugio da freqii-
éncia do cAncer de mama sem estimula¢do endometrial®.
Recentemente, estes achados foram confirmados pelo Study
of Tamoxifen and Raloxifene (STAR) trial, que mostrou
que o raloxifeno foi tdo efetivo quanto o tamoxifeno em
reduzir o cAncer invasivo de mama, com vantagem de ndo
aumentar o risco para carcinoma endometrial’. Contudo,
este foi um estudo clinico, sendo o estudo dos efeitos di-
retos dos SERMS na mama normal dificil de ser realizado
por questdes de natureza ética’.

Assim, hd escassez de estudos na literatura avaliando
os efeitos do raloxifeno sobre o tecido mamdrio normal
de mulheres na pré-menopausa’. Todavia, ji foi mostrado
que o raloxifeno produziu uma redugio significante na
proliferacio do tecido mamdrio normal de mulheres no
menacme, avaliada por meio da expressdo do antigeno
Ki-67, em comparac¢io com o grupo placebo®. Os meca-
nismos de prolifera¢do celular e apoptose mantém o equi-
librio do crescimento normal do parénquima mamdrio'*"".
Contudo, a agdo do raloxifeno neste equilibrio ndo estd
clara. Embora o efeito antiproliferativo dos SERMs
no cancer de mama possa ser via atividade citostdtica
receptor-mediada, relatos prévios tém sugerido alteractes
morfolégicas consistentes com apoptose'?.

A apoptose é regulada principalmente pelas proteinas
da familia Bcl-2, que consiste de duas subfamilias opostas:
uma com atividade antiapoptética (Bcl-2, Bcl—XL, Bcl-w)
e outra pré-apoptética'®. A subfamilia pré-apoptética
consiste de proteinas tais como Bax, Bak, Bok, Bad, Bid,
Bik e Bim'*!". A proteina Bax promove a morte celular
e é uma das protefnas mais estudadas da subfamilia pré-

apoptotica. A apoptose induzida pelo tamoxifeno no
cancer de mama estd relacionada a supressdo da proteina
antiapoptotica Bcl-2, mas ndo se observou alteracdo da
expressdo da protefna pré-apoptdtica Bax'>". Por sua vez,
o raloxifeno inibe a proliferagdo celular no tecido mamdrio
normal?, mas o seu efeito na expressio da protefna Bax
no tecido mamdrio normal é desconhecido, o que levou
a concepgdo do presente estudo.

Métodos

Este é um estudo randomizado duplo-cego, que
envolveu 33 pacientes com fibroadenoma atendidas
no Setor de Mastologia do Hospital Getdlio Vargas da
Universidade Federal do Piaui (UFPI). Todas as pacientes
eram voluntdrias e deram o seu consentimento informado
assinado antes do inicio do estudo. O protocolo deste
estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
da UFPI. Todas as pacientes tinham entre 18 e 40 anos
de idade e estavam no menacme. Foram realizados os
exames clinicos, ultra-sonografia, pun¢io aspirativa com
agulha fina e, posteriormente, exame histopatolégico do
fibroadenoma para excluir malignidade. Todas as pacientes
tinham ciclos menstruais regulares hd pelo menos seis
meses antes de participarem do estudo. As pacientes ndo
tinham qualquer histéria de doenga tromboembodlica,
gestagdo, aleitamento ou uso de contraceptivo hormonal
nos dltimos 12 meses antes do estudo.

Delineamento do estudo

As pacientes foram randomizadas em dois grupos:
Grupo Placebo, (n=18) e Grupo Raloxifeno, (n=15). A
droga foi administrada na dose de 60 mg ao dia, por 22
dias, comegando no primeiro dia do ciclo menstrual. Os
Grupos Placebo e Raloxifeno foram considerados homo-
géneos com respeito a idade (média: 24,5 e 25,5, respec-
tivamente; p=0,6), idade da menarca (média: 12,6 e 13,1,
respectivamente; p=0,17) e tamanho do fibroadenoma
(média: 3,5 e 4,5 cm, respectivamente; p=0,2). No 23°
dia do ciclo menstrual, apés confirmagio da fase ldtea pelo
nivel sérico de progesterona igual ou superior a 6,5 ng/mL,
as pacientes foram submetidas a exérese do fibroadenoma
com extra¢dao de um fragmento milimétrico de parénqui-
ma mamdrio adjacente ao fibroadenoma, sem inclusio de
tecido adiposo ou com alteracdes morfoldgicas.

Imuno-histoquimica
As amostras de tecido mamdrio foram fixadas em
formol tamponado a 10%, por 24 horas, e, em seguida,
embebidas em parafina. Cortes histolégicos medindo
4 pm dos blocos parafinizados foram usados para estudo
imuno-histoquimico. A imuno-histoquimica realizada
para identificar a expressio do Bax utilizou anticorpo
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policlonal de coelho anti-Bax humano da Dako, cédigo
A3533, na diluic¢do 1:150. Os cortes foram lavados com
solugdo neutra e o polimero marcado com peroxidase foi
incubado por 30 minutos & temperatura ambiente. A seguir,
ap6s lavagem dos cortes com solugdo neutra, a reagdo de
peroxidase foi desenvolvida com tetrahidrocloridrato de
diaminobenzidina. As células foram consideradas positivas
para o antigeno Bax quando o seu citoplasma apresentou
coloragdo marrom.

A expressdo da proteina Bax foi avaliada a micros-
copia de luz por dois observadores que desconheciam a
identificagdo das pacientes. Ndo houve discordincia entre
as duas contagens. Estes observadores realizaram uma
contagem semi-quantitativa das células com citoplasma
corado positivamente usando microscépio éptico Nikon,
modelo Eclipse E400, conectado a um sistema de captu-
ra de imagem, e usando objetiva de 40X (magnificacdo
400X).

A imunorrea¢io do Bax foi avaliada segundo os
critérios estabelecidos por van Slooten et al.'®, levando
em consideragdo os seguintes parimetros: intensidade
de coloragdo da célula (I) e fragdo de células coradas (F).
A intensidade de coloragdo das células foi classificada
como: 0 (negativo), 1 (fracamente corada), 2 (modera-
damente corada) e 3 (fortemente corada). A fracdo de
células coradas foi classificada como: I (0-25%), 11 (25-
75%) ou III (75-100%). O escore final foi o resultado
da combinagdo dos dois pardmetros (I e F) e variou de
0 a 6. Os casos com escore final 23 foram classificados
como positivos para a proteina Bax. Em todos os casos,
colorac¢do marrom no citoplasma foi adotada como padrdo
para positividade. A avaliagdo comegou no local com
a maior quantidade de células coradas, ap6s a qual os
outros campos microscopicos foram selecionados aleato-
riamente, e a intensidade de coloragdo e a percentagem
de células coradas foram avaliadas, resultando em um
escore final'®.

O teste 7 de Student foi usado para verificar a homo-
geneidade entre os dois grupos com respeito a idade das
pacientes, idade da menarca e volume do tumor (p<0,05).
Foi utilizado o teste do ? para a andlise dos dados rela-
tivos ao Bax e a significincia estatistica foi estabelecida
em p<0,05.

Resultados

A microscopia de luz, as células do epitélio lobular
mamadrio das pacientes do Grupo Placebo mostraram
reagdo imuno-histoquimica para o antigeno Bax, expressa
por numerosas células, contendo citoplasma com intensa
coloragdao marrom, similar ao Grupo Raloxifeno (Figuras
1 e 2). A andlise da expressdo da proteina Bax mostrou
uma positividade em 12 (66,7%) dos casos do Grupo

Placebo comparado com 11 (73,3%) dos casos do Grupo
Raloxifeno, conforme a Tabela 1. Esta diferenca ndo foi
estatisticamente significante (p=0,678). A mediana
dos escores nos Grupos Placebo e Raloxifeno foi 5 e 3,
respectivamente.

Figura 1 - Fotomicrografia de corfe hisfolégico de uma porgéo do 1ébulo
mamdario de uma paciente do Grupo Placebo, mostrando numerosas
células contendo citoplasmas com infensa coloragdo marrom (magnificagéo

original, 400X).

Figura 2 - Fotomicrografia de corte histolégico de uma porcdo do 1ébulo
maméario de uma paciente do Grupo Raloxifeno, mosfrando numerosas
células contendo citoplasmas corados em marrom, similar ao Grupo
Placebo (magnificagdo original, 400X).

Tabela 1 - Percentagem de células com expresséio do anfigeno Bax nos Grupos Placebo
e Raloxifeno

Grupo Negativo Positivo Total

n (%) n (%) n (%)
Placebo 6(33,3) 12 (66,7) 18 (100,0)
Raloxifeno 4(26,7) 11(73,3) 15 (100,0)
Total 10(30,3) 23 (69,7) 33 (100,0)

Na&o houve diferenga significativa entre a porcentagem de células com
expressdo positiva do antigeno Bax nos Grupos Placebo e Raloxifeno (teste
do y?%: p=0,678; teste exato de Fisher: p=0,722).

Rev Bras Ginecol Obstet. 2008; 30(4):177-81
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Discussao

O tamoxifeno é comumente usado na terapia adjuvante
do cancer de mama e é a droga chave para a quimiopreven¢io
do cancer de mama em mulheres de alto risco'. Contudo,
um aumento na incidéncia do carcinoma endometrial foi
previamente relatado com uso da droga por longos perfodos'.
O STAR trial, estudo recentemente publicado, mostrou que
o raloxifeno € tdo efetivo quanto o tamoxifeno na redugio
do carcinoma invasivo de mama, com vantagem de estar
associado a menor risco para carcinoma endometrial®. Apesar
disto, o raloxifeno ainda ndo foi aprovado para quimiopre-
vengdo do cincer de mama em mulheres de alto risco. O
mecanismo de a¢do do raloxifeno ndo estd claro. A droga
inibe a proliferagdo celular no tecido mamdrio normal?,
mas ndo sabemos se altera a expressdo de protefnas, como
o Bax, que promovem a apoptose.

No presente estudo, o raloxifeno foi usado na dose de
60 mg ao dia, por 22 dias, e ndo se mostrou capaz de alterar a
expressao do Bax nas células do tecido mamadrio de mulheres
no menacme comparado ao grupo tratado com placebo. A
dose de 60 mg/dia foi escolhida por ser a dose comumente
usada na quimioprevengdo e tratamento da osteoporose de
mulheres menopausadas e também em trials clinicos desta
droga na quimioprevencdo do cdncer de mama. O esquema de
22 dias de uso da medicagio por mulheres pré-menopdusicas,
comegando no primeiro dia do ciclo menstrual, foi escolhido
baseado em relatos que a mama apresenta maior atividade
proliferativa e apoptética durante a fase latea do ciclo'®"’
e, por esta razdo, € a fase mais importante para o estudo do
efeito antiproliferativo™'® e, possivelmente, antiapoptético da
droga. A avaliagdo do efeito do raloxifeno no tecido mamdrio
adjacente ao fibroadenoma de mulheres pré-menopdusicas
pode beneficiar as pacientes, pois estudos prévios com outro
SERM — mais precisamente o tamoxifeno — mostraram redugao
nas dimensdes do tumor avaliado pela ultra-sonografia e, em
alguns casos, ocorreu desaparecimento da les@o, evitando-se
cirurgia previamente programada'’.
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