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Estudo piloto dos efeitos da terapia hormonal sobre o tecido mamario
normal de mulheres apds a menopausa

A pilot study of the effects of hormone therapy on normal breast tissue of postmenopausal women

Simone Elias', Rita de Cassia Maio Dardes?, Claudio Kemp?, Angela Flavia Logullo*, Thais Heinke?,
Edmund Chada Baracat®, Geraldo Rodrigues de Lima®

Resumo

Objetivos: avaliou-se o tecido mamario de mulheres antes e depois de seis meses de terapia estroprogestativa combinada
continua (0,625 mg de estrogénios conjugados eqiiinos associados a 2,5 mg de acetato de medroxiprogesterona). Métodos:
todas as pacientes foram avaliadas antes de se instituir o tratamento e consideradas aptas para este. Foram obtidos fragmentos
de tecido mamario por meio de bidpsia percutdnea com agulha grossa (acoplada a um propulsor automatico — “core-bidpsia”).
O material foi fixado e os cortes corados por hematoxilina-ecosina. Avaliou-se a densidade epitelial e o volume nuclear do
epitélio mamario antes e apos a terapia hormonal. Esses pardmetros morfométricos foram analisados graficamente com
auxilio do programa Imagelab 2000 ®, apds captura da imagem microscopica pelo sistema Vidcap 32. Esse programa
permite que sejam selecionadas as areas de interesse, possibilitando o calculo de area, volume ou a relagdo da area ocupada
entre diferentes estruturas. Resultados: depois do uso da terapia, o volume nuclear nas mulheres em que o tratamento foi
instituido em periodo mais tardio apds a menopausa mostrou um aumento de cerca de 33% (de 103,6 para 138,1 um?). A
densidade epitelial ndo se modificou de forma significativa: o valor médio antes da terapia hormonal foi de 0,08 ¢ apos
de 0,10. Conclusoes: a terapia estroprogestativa combinada continua empregada por seis meses induziu a alteragdo no
volume nuclear das células epiteliais das mamas, sugerindo aumento de sua atividade metabolica. Provavelmente, esse
evento precede outros que confirmariam o estimulo da prolifera¢do celular por esses hormoénios.

PALAVRAS-CHAVE: Mama/efeito de drogas; Menopausa; Terapia de reposi¢do hormonal

Abstract

Purpose: to analyze breast tissue of postmenopausal women before and after six months of continuous combined estrogen-
progestin replacement therapy (0.625 mg conjugated equine estrogens associated with 2.5 mg medroxyprogesterone
acetate). Methods: all patients were evaluated before treatment and considered eligible to receive the drug. The material
was obtained from the upper outer left quadrant, through a percutaneous large-core breast biopsy. Epithelial density and
nuclear volume on hematoxylin-eosin-stained plates were evaluated for the morphological study. Morphometry was
graphically analyzed by optical microscopy (400X) after acquisition of image by a digital image-capturing system (Vidcap
32) and image analysis system (Imagelab 2000 Software®). Results: after six months of estrogen-progestin replacement
therapy, there was a significant increase in nuclear volume in late postmenopausal women (103.6 to 138.1 um?). There
was no difference in epithelial density with the treatment (before 0.08 and later 0.10). Conclusions: estrogen-progestin
combined replacement therapy for six months induced an enhacement in nuclear volume of breast epithelial cells, suggesting
an increase in their metabolic activity. However, it is important to emphasize that this finding was observed only in late
postmenopausal women. The increased nuclear volume could precede other events that confirm the stimulation of cellular
proliferation by these hormones.
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[ntroducao

O cancer de mama, neoplasia maligna mais
freqiiente entre as mulheres do mundo ocidental, é
um modelo classico de neoplasia hormoénio-depen-
dente. Existem evidéncias substanciais que associam
este tipo de cancer a exposicao prolongada aos hor-
monios femininos por menarca precoce e menopausa
tardia. A terapia hormonal (TH) e a obesidade apos a
menopausa estdo também associadas ao incremento
da incidéncia desta neoplasial. Entre as influéncias
hormonais, um papel relevante é atribuido ao es-
trogénio: o cancer de mama nao se desenvolve na
auséncia de ovarios; a ooforectomia causa regressao
da doenca e modelos animais experimentais mostram
que o estrogénio induz ao cancer mamario?.

Os tecidos mamarios normal e neoplasico sdo
estimulados por horménios endocrinos e paracri-
nos®. Estudos epidemiolégicos tém demonstrado a
importancia do papel desses hormonios, fatores de
crescimento e citoquinas na promocao, progressao
e recorréncia do cancer da mama. Durante as fases
evolutivas da mama, sao observadas variacoes no
ambiente hormonal, alteracdes ciclicas do periodo
menstrual e ainda mudancas na proporcéo dos dife-
rentes tecidos que compoem a glandula mamaria®.

Modificacdées morfolégicas indicam maior
atividade mitética e metabédlica durante a fase
latea, quando estrogénio e progesterona estao
presentes®. Ainda marcadores de proliferacédo e
apoptose variam durante o ciclo menstrual e o
indice de proliferacao no epitélio mamario € maior
na fase luteas.

Uma metanalise de 51 estudos envolvendo mu-
lheres na poés-menopausa usando TH (Collaborative
Group on Hormonal Factors in Breast Cancer, 1997)
avaliou o risco de cancer de mama e revelou resultados
discordantes: alguns trabalhos mostraram aumento;
outros, decréscimo, ou ainda nenhuma alteracao no
risco para esse cancer (essa revisao totalizou 52.705
mulheres com cancer e 108.411 sem cancer, entre 50
e 70 anos de idade). Concluiram que a TH aumentava
o risco de cancer de mama em cerca de 2% ao ano®.
Estudos subsequientes confirmaram que o risco de
cancer de mama esta elevado em mulheres sob TH
e o risco relativo é maior entre aquelas que utilizam
terapia combinada (estrogénio-progesterona) do que
apenas com estrogénio’”®. Recentemente, um estudo
clinico aleatorizado e prospectivo, o Women’s Health
Initiative, patrocinado pelo National Institute of He-
alth dos Estados Unidos, veio confirmar resultados
de ensaios anteriores, entre eles o aumento do risco
relativo do cancer de mama, dependente do tempo de
uso e emprego concomitante e continuo do estrogénio
associado ao progestagénio apos cinco anos'®. Neste

mesmo estudo, o grupo submetido a terapia estro-
génica isolada foi acompanhado por oito anos e nao
demonstrou maior freqiéncia de cancer de mama!!.
Convém ressaltar que essas conclusoes, embora
inquestionaveis, sao restritas ao regime terapéutico
empregado e as pacientes desta faixa etarial2.

Estrogénio e progesterona promovem a secre-
cao de fatores de crescimento no epitélio mamario.
Alguns estudos mostram a associacdo de fatores
de crescimento insulina-simile (IGFs) com risco de
cancer de mama, indicando um papel potencial
do IGFs na carcinogénese mamaria'®>. Em estu-
dos prospectivos tem-se observado também uma
associacao positiva entre niveis séricos elevados
de IGF-I e risco de cancer de mama em mulheres
na menopausa, além do padrao de densidade ma-
mografica elevado (mamas densas)!*. Todos esses
fatores estao relacionados a acao estrogénica.

Permanece desconhecido, portanto, o meca-
nismo da carcinogénese mamaria nas mulheres que
utilizam terapia hormonal. Tal fato instigou esse
estudo, sobre a acdo da terapia estroprogestativa
continua sobre o tecido mamario normal (epitélio
e estroma) das mulheres apés a menopausa.

Métodos

O estudo foi previamente aprovado pela
Comissédo de Etica e Pesquisa da Universidade
Federal de Sao Paulo — Escola Paulista de Medicina
(UNIFESP). Ap6s serem esclarecidas sobre todas
as etapas do estudo, concordarem com os proce-
dimentos previstos (inclusive a realizacao de duas
biopsias de fragmento) e assinarem o termo de
consentimento pés-informado, as pacientes sub-
meteram-se aos exames fisico geral e ginecologico,
além de exames subsidiarios pertinentes.

Foram incluidas no estudo mulheres que de-
sejavam fazer terapia hormonal (devido a sintomas
vasomotores); as que apresentavam amenorréia de
no minimo um ano € no MAaximo cinco anos; niveis
séricos de hormonio foliculo-estimulante superiores
a 30 UI/mL; negavam uso de qualquer medicamento
hormonal (inclusive fitohorménios) para tratamento
de sindrome do climatério nos ultimos 12 meses;
apresentavam ultra-sonografia transvaginal normal
e mamografia classificada como categoria 1 ou 2 pelo
sistema BI-RADS® (Breast Imaging Reporting and
Data System — American College of Radiology).

As 48 pacientes inicialmente incluidas ti-
nham média de idade de 52,5 anos (variando entre
48 e 56 anos). A idade média da menopausa foi
de 49,1 anos. Nao havia diferencas significativas
quanto aos antecedentes pessoais e familiares ou
histoéria reprodutiva na populacao estudada.
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As pacientes foram orientadas a ingerir dia-
riamente e sem interrupcao um comprimido con-
tendo 0,625 mg de estrogénios conjugados equiinos
associados a 2,5 mg de acetato de medroxiproges-
terona (Premelle®) pelo periodo de seis meses.

Foram coletadas amostras de tecido mamario
no inicio e ao final da terapia. O material foi obtido
por meio de biopsia percutanea com agulha grossa
com propulsor automatico e cinco a oito fragmentos
foram obtidos utilizando-se agulha de calibre 14
e cursor de 2,2 cm. Apés a coleta, o material foi
fixado em formol a 10% por no maximo 24 horas e,
em seguida, foi embebido em parafina. Procedeu-se
ao preparo de laminas coradas pela hematoxilina-
eosina, que foram utilizadas primeiramente para
verificar a presenca de epitélio mamario e detectar
eventuais alteracoes. A seguir, dois observadores
avaliaram a morfometria do tecido mamario antes
e apos a terapia hormonal, por meio da densidade
epitelial e determinacdo do volume nuclear.

A observacao da densidade epitelial foi realiza-
da em microscopio 6ptico com ocular de 40X e, para
a medida do volume nuclear, usou-se uma ocular
de 80X. Os observadores estabeleceram a relacao
entre a area ocupada pelo componente epitelial e a
area total com o auxilio de um sistema de captura
de imagem. Também a média dos volumes nucleares
foi determinada com o auxilio do mesmo sistema.

Tabela 1 - Densidade epitelial média e volume nuclear médio obtidos antes e depois
da terapia hormonal nos cortes histologicos corados com hematoxilina-eosina.

Densidade epitelial Volume nu(g;)lear

Caso média médio
Antes Depois Antes Depois
1 0,12 0,21 13,9 106,9
2 0,05 0,05 97,9 13,3
3 0,28 0,35 94,9 124,5
4 0,01 0,18 99,9 103,3
5 0,03 0,05 82,5 187,3
6 0,04 0,04 110,1 117,3
7 0,11 0,09 146,3 174,7
8 0,01 0,01 11,1 168,3
9 0,00 0,06 73,3 106,5
10 0,08 0,02 140,9 92,9
1 0,18 0,12 14,7 113,5
12 0,1 0,14 88,8 1249
13 0,04 0,04 106,2 86,9
14 0,02 0,01 109,5 17,2
15 0,14 0,09 131,0 162,7
Média 0,08 0,10 108,1 126,7

Teste de Wilcoxon: p = 0,363 (ndo significativo) para densidade epitelial; *p = 0,041
(significativo) para volume nuclear.
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Esse programa, denominado Imagelab 2000 ®,
permite que sejam selecionadas as areas de interesse
em um campo previamente determinado e, a seguir,
fornece a area ocupada pelo elemento escolhido, pos-
sibilitando o calculo de area, volume ou a relacao da
area ocupada entre diferentes estruturas (Figura 1).

No decorrer do estudo foram excluidas as
pacientes que apresentaram apenas tecido gordu-
roso na primeira biépsia (seis casos) ou na segunda
biopsia (nove casos), efeitos colaterais importantes
e possivelmente relacionados ao tratamento (como
sangramento vaginal, dor em membros inferiores,
cefaléia e disttarbio visual - oito casos) ou interrup-
cao ou abandono (10 casos), restando 15 casos.

A comparacao entre as variaveis quantitati-
vas medidas “antes” e “depois” foi realizada a partir
do teste nao-paramétrico de Wilcoxon'®. Adotou-se
o nivel de significancia de 5% para a conclusao de
todos os testes realizados.

Resultados

As Tabelas 1 e 2 mostram os valores médios
da densidade epitelial e do volume nuclear nas 15
pacientes antes e depois da terapia estroprogesta-
tiva por seis meses.

A densidade epitelial ndo mostrou diferen-
ca significativa (Tabela 1): o valor médio antes da
terapia hormonal foi de 0,08 e apods, de 0,10. No
entanto, observou-se diferenca significativa para
o volume nuclear, que foi maior apés a TH. A mé-
dia do volume nuclear antes da TH foi 108,1 um?
(= 20,2) e depois foi de 126,7 um?® (+ 31,2) (Tabela 1).
Nota-se que apo6s seis meses de terapia estroproges-
tativa, as pacientes mostraram um aumento médio
de 17,2% no volume nuclear. Essa diferenca pode ser

Tabela 2 - Volume nuclear médio obtidos antes e depois da terapia hormonal nas
pacientes, segundo o tempo de menopausa (maior ou menor que 36 meses).

Volume nuclear (pmd)

Caso 36 meses Yo mosss
Antes  Depois Caso Antes  Depois
1 113,9 106,9 3 94,4 124,5
2 97,9 13,3 6 110,1 17,3
4 99,9 103,3 7 146,3 174,7
5 82,5 187,3 9 73,3 106,5
8 11,1 168,3 10 140,9 92,9
12 88,8 124,9 1" 14,7 113,5
15 131,0 162,7 13 106,2 86,9

14 109,5 17,2
Media 103,6 138,1 12,0 16,7

Teste de Wilcoxon: *p=0,043 (significativo) para pacientes com mais de 36 meses de meno-

pausa; p=0,484 (ndo significativo) para pacientes com menos de 36 meses de menopausa.
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também observada graficamente (Figura 2). Essa di-
ferenca também foi analisada de acordo com o tempo
de menopausa: pacientes com mais e menos de 36
meses de menopausa (Tabela 2) mostraram meédia
de volume nuclear antes da TH, respectivamente,
de 103,6 um?® (+ 16,5) e 112,0 um? (* 25,3), o que foi
muito semelhante. Apds seis meses de TH, apenas
as pacientes com mais de 36 meses de menopausa
mostraram um aumento significativo no volume
nuclear de cerca de 33% (138,1 um?®). Observa-se
que o aumento no volume nuclear dependeu do
momento da introducao da TH. Esse comportamento
também pode ser analisado no grafico de dispersao
(Figura 3).

Assim, neste trabalho, a terapia estropro-
gestativa ndo modificou a densidade epitelial e
aumentou o volume nuclear, no grupo no qual a
TH foi introduzida mais tardiamente em relacao a
menopausa.

Discussao

Refere-se que um denominador comum na
patogénese de muitos canceres € o incremento da
divisdo celular induzida por estimulacao exogena ou
endogena. Esse aumento da proliferacao celular po-
deria implicar maior atividade mit6tica, além da repo-
sicao celular necessaria ou a divisao de um subclone
de células que habitualmente nao se dividiria®®.

Sabe-se que o DNA celular € objeto de danos
frequientes devido a inumeros fatores, os quais sao
constantemente reparados. Um agente que acione
a atividade metabdlica conseqlientemente aumenta
a probabilidade de converter um DNA danificado
em mutacao!”.

Embora sejam pouco conhecidos os meca-
nismos exatos de danos ao DNA causados pelos
estrogénios e seus metabolitos, existem evidéncias
dessa associacao!®. Consideram-se trés mecanis-
mos responsaveis pelo estimulo carcinogénico dos
estrogénios na mama humana: a) atividade hor-
monal mediada pelo receptor, a qual estimularia a
proliferacao celular, resultando em maior nimero
de oportunidades para acumular danos genéticos;
b) uma ativacdo metabdlica, acdo mediada pelo
citocromo P450, a qual levaria a efeitos genotoxi-
cos diretos pelo aumento da taxa de mutacao; c)
inducao direta da aneuploidia pelo estrogénio.

Esse aparente potencial carcinogénico do
estrogénio € mais freqiientemente atribuido ao esti-
mulo da proliferacao celular mediada pelo receptor.
Na mama, varios mecanismos sao mediados por
receptores estereoidicos: fatores de crescimento
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Figura 1 - Fotografia de corte histologico de tecido mamario normal apds captura por
sistema digital (sistema VIDCAP 32). Em azul, um nucleo de célula epitelial selecionado
com auxilio do programa de analise de imagens — Imagelab®. No canto direito da tela, as
medidas fornecidas pelo programa em unidade pixel (hematoxilina-eosina — 400X).
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Figura 2 - Grafico tipo box plot mostrando mediana e quartis do volume nuclear
médio dos grupos de pacientes antes e depois da terapia hormonal.

Figura 3 - Grafico de dispers@o do volume nuclear médio das pacientes antes e
depois da terapia hormonal de acordo com o tempo de menopausa — grupo A (maior
que 36 meses) e grupo B (menor que 36 meses).

Rev Bras Ginecol Obstet. 2006; 28(11): 658-63.



662 Elias S, Dardes RCM, Kemp C, Logullo AF, Heinke T, Baracat EC, Lima GR

(como TGF-beta e TGF-alfa), enzimas (catepsina
D), proto-oncogenes (c-fos, c-myc e HER-2/neu),
ciclinas e outras substancias reguladoras de divi-
sao e diferenciacao celular!®.

A progesterona associada ao estrogénio pode
ser a chave da influéncia do risco de cancer de
mama, ja que o pico da atividade mitética na mama
ocorre durante a fase ltitea do ciclo menstrual. Da-
dos recentes mostram que a estrogenioterapia iso-
lada nao aumenta o risco para o cancer da mama
em mulheres apds a menopausa, enquanto que a
terapia combinada estroprogestativa aumenta o
risco em 26% comparado ao placebo””.

Além disto, outros estudos tém demonstrado
que a densidade mamografica esta associada ao
aumento do risco para cancer de mama e que pode
ser influenciada pelo uso do estrogénio e/ou da pro-
gesterona. Embora seja uma avaliacdo indireta, isso
mostra o efeito proliferativo da TH in vivo. A densi-
dade mamografica também aumenta de acordo com
o tempo de uso e do esquema terapéutico utilizado:
€ maior em usuarias de terapia estroprogestativa
ciclica, seguida do esquema continuo, e, finalmente,
estrogenioterapia isolada'*. Esses resultados foram
endossados por varios outros estudos.

O efeito da TH sobre o epitélio mamario & pou-
co conhecido, principalmente pelas dificuldades de
estudar a glandula mamaria normal. A proposta de
avaliar o volume nuclear no l6bulo da mulher apos a
menopausa antes e apos a TH é observar os efeitos
do estrogénio e da progesterona na glandula nor-
mal. Observa-se que esses horménios aumentaram
o volume nuclear na populacao estudada. Resulta-
dos semelhantes foram observados em amostras de
epitélio mamario obtidas por citologia aspirativa de
mamas de mulheres submetidas a TH (o que nao foi
observado naquelas que nao fizeram o tratamento
— grupo controle)?°. O aumento do volume nuclear
reflete um aumento da sintese protéica, ou seja,
uma importante atividade metabdlica.

A variacao do volume nuclear em células do
epitélio mamario em resposta a tratamento hormonal
também foi observada em outros estudos??? com ta-
moxifeno, um antagonista estrogénico. Este reduziu o
volume nuclear e também a proliferacao celular (men-
surada por meio do marcador Ki-67) no epitélio mama-
rio humano e em células de cancer de mama?.

Na literatura, poucos autores avaliaram a
densidade epitelial. Seus resultados demonstraram
que os estrogénios aumentaram a taxa de prolife-
racao celular, o nimero de células presentes na
unidade ducto-lobular terminal e ainda a porcen-
tagem de tecido glandular sobre o tecido adiposo e
estromal (densidade epitelial). Notaram, também,
que a adicao de progestagénio ao estrogénio incre-
mentou ainda mais essa resposta?2s,
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Nesse estudo, a avaliacao da densidade epi-
telial ndo mostrou haver modificacao significativa
apos a TH. Esse achado foi atribuido ao pequeno
intervalo de TH (seis meses). De fato, a densidade
mamografica aumenta apenas ao final do primeiro
ano de tratamento!®.

Em nossa casuistica, apos a terapia estro-
progestativa, observou-se aumento significante
dos valores do volume nuclear. O estimulo da ati-
vidade metabdlica, demonstrado em nosso estudo
por meio do aumento do volume nuclear, constitui
indicio celular da acao direta do estrogénio e do
progestagénio sobre o epitélio mamario humano.
Esse achado foi melhor observado na resposta
da glandula mamaria em funcdo do momento da
introducao da hormonioterapia. Ao avaliarmos
dois subgrupos, divididos de acordo com o tempo
de menopausa (maior ou menor que 36 meses),
observamos que foi o grupo de maior periodo de
menopausa que apresentou aumento significativo
do volume nuclear, evidenciando ser esse epité-
lio mais responsivo ao estimulo hormonal. Essa
relacao entre o momento da introducdo da hor-
monioterapia e diferentes respostas na atividade
proliferativa também foi observada em estudo em
modelo animal. A terapia introduzida mais tardia-
mente promoveu uma resposta morfolégica similar
a da glandula mamaria no periodo puberal, fase na
qual, em roedores, a susceptibilidade a carcinogé-
nese induzida é maior?s-26.

Assim, existem indicios de que o momento
da introducao da terapia hormonal é um fator a
ser considerado, e isto € deveras importante sobre
o ponto de vista terapéutico.
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