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Resumo

OBJETIVO: avaliar o efeito do raloxifeno sobre a angiogénese do carcinoma de mama em mulheres menopausadas.
METODOS: dezesseis pacientes menopausadas com carcinoma de mama operdvel, estédio Il (diametro >3 cm),
posifivo para receptor de esfrégeno, foram incluidas no estudo. Apés confirmagdo do diagnéstico por biépsia
incisional, as pacientes receberam 60 mg de raloxifeno diariamente por 28 dias, previamente & cirurgia definitiva.
Exame imunohistoquimico foi realizado nas amostras tumorais, obtidas por ocasido da bidpsia para diagnéstico e
avaliagdo do status do receptor de estrégeno e da cirurgia definitiva. O anticorpo monoclonal anfi-CD34 foi usado
como marcador das células endoteliais. A unidade vascular considerada foi qualquer célula ou grupo de células
endoteliais coradas, nitidamente separadas de microvasos adjacentes, células tumorais ou tecido conjuntivo, formando
ou ndo lumen. A confagem de microvasos anfes e apds tratamento com raloxifeno foi realizada em dez campos
aleatérios, usando microscépio acoplado a sistema de captura e andlise de imagem (Imagelab®) com magnificagdo
de 400X. O tesfe t de Student para duas amostras pareadas foi usado para andlise esfafistica dos dados (p<0,05).
RESULTADOS: as médias da quantidade de microvasos antes e apds o tratamento com raloxifeno foi 44,4+3,5 e
22,6+1,6, respectivamente. Foi observada redugdo significativa da quantidade de microvasos apés fratamento com
raloxifeno [p<0,001). CONCLUSOES: o fratamento primério com raloxifeno reduz significantemente a quantidade de
microvasos no carcinoma de mama positivo para receplor de estrégeno em mulheres na pdés-menopausa.

Abstract

PURPOSE: to evaluate the effect of raloxifene on breast cancer angiogenesis of menopausal women. METHODS:
sixteen menopausal women with stage Il (>3 cm| estrogen receptor positive operable breast cancer were enrolled in
this study. Following confirmation of the diagnosis by incisional biopsy, the patients received 60 mg raloxifene daily
for 28 days prior to the definitive surgery. Immunohistochemical study was performed on the sample fumors obfained
during the biopsy for the diagnosis and evaluation of the sfalus of estrogen receptor and during the definitive surgery.
The anti-CD34 monoclonal antibody was used as a marker for endothelial cells. The vascular unit was considered as
any endothelial cell or group of cells of a brownish color, clearly separated from adjacent microvessels, tumor cells
or other connective tissue, forming or not lumen. Microvessel count was performed in fen fields of each slide using a
40X obijective lens (400X magnification). A microscope coupled fo a system of capture and analysis of image was
used (Imagelab®). Statistical analysis of data was carried out using the paired Student test and significance level was
established at p<0.05. RESULTS: mean numbers of anti-CD34 antibody-stained microvessels before and after raloxifene
treatment were 44.4+3.5 and 22.6+1.6, respectively. A significant reduction in the number of microvessels following
raloxifene therapy was observed [p<0.001). CONCLUSIONS: when administered as primary therapy for menopausal
women with breast carcinoma, raloxifene significantly reduced tumoral angiogenesis.
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Introducao

O desenvolvimento de novos capilares a partir de
vasos pré-existentes € essencial para o crescimento tu-
moral e ocorréncia de metdstases™?. O cancer de mama
é uma neoplasia angiogénio-dependente e a intensidade
da angiogénese é inversamente proporcional ao tempo de
sobrevida das pacientes portadoras de cincer de mama’.
Estudos indicam que a densidade de microvasos, para-
metro representativo da angiogénese, seria fator prognds-
tico significante e independente para as pacientes com
cancer de mama, embora menos preditivo que o estado
linfonodal e o tamanho clinico do tumor®. A inibicdo
da angiogénese tumoral é uma estratégia terapéutica
importante para o tratamento do cdncer de mama e, a
propésito, diversas drogas vém sendo estudadas com
este intuito, dentre elas, os moduladores seletivos dos
receptores de estrégenos (SERMs)>>.

O tamoxifeno, SERM de primeira geracdo, Gnica
droga aprovada até o momento pelo Food and Drugs
Administration (FDA) para quimioprofilaxia e tratamento
do cancer de mama’, tem se mostrado eficaz para reduzir
a quantidade de microvasos e, conseqiientemente, a an-
giogénese, em mulheres menopausadas tratadas com esta
droga*®. Contudo, o tamoxifeno apresenta acio estrogé-
nica agonista no endométrio e, quando usado por longos
periodos, aumenta o risco para hiperplasia e, até mesmo,
carcinoma endometrial em até 3-4 vezes em mulheres
menopausadas’. Este fato despertou o interesse pela busca
de SERMs alternativos para quimioprevengao e tratamento
do cincer de mama®. Por sua vez, o raloxifeno, SERM de
segunda geragdo, inicialmente aprovado pelo FDA para
prevencdo e tratamento da osteoporose, mostrou efeitos
antiestrogénicos na mama e nenhum efeito estimulador
no endométrio em trials clinicos®”. Isto foi comprovado

Tabela 1 - Idade das pacientes e estddios; caracteristicas dos tumores.

Caracteristica n %o
Idade (anos)
40-49 1 6
50-59 4 25
60-69 9 56
>70 2 13
Estadiamento
lia 9 56
lib 7 44
Tamanho do tumor (cm)
3,0-3,9 11 68
4,0-5,0 5 32
Grau histolégico
1 8 50
2 6 37
3 2 12

pelo recém-publicado Study of Tamoxifen and Raloxifene
trial, que mostrou ser o raloxifeno tdo efetivo quanto o
tamoxifeno em reduzir o risco de carcinoma invasivo de
mama, além de ter reduzido o risco para o carcinoma de
endométrio em relagdo ao tamoxifeno'’.

Estudos sobre os efeitos do raloxifeno na mama,
tanto clinicos observacionais como experimentais,
tém sido realizados na mama normal, objetivando seu
emprego na quimioprevencdo do cincer de mama®”''.
Contudo, até onde investigamos, ndo encontramos na
literatura estudos avaliando os efeitos do raloxifeno na
angiogénese do cancer de mama de mulheres menopau-
sadas, o que levou a concep¢do do presente estudo.

Métodos

Pacientes

O estudo foi um ensaio clinico prospectivo. Parti-
ciparam deste estudo 16 pacientes menopausadas que
buscaram cuidados médicos no Setor de Mastologia
da Clinica Ginecolégica do Hospital Gettlio Vargas
da Universidade Federal do Piaui (UFPI), entre maio
de 2006 e janeiro de 2007. Este estudo foi aprovado
pelo Comité de Etica em Pesquisa da UFPI e todas as
pacientes eram voluntdrias e deram seu consentimento
informado e assinado prévio ao inicio do estudo. As
pacientes eram menopausadas hd, no minimo, um ano,
e tinham carcinoma ductal invasivo, estddio II, com
tumores positivos para o receptor de estrégeno e sem
qualquer tratamento prévio. Foram excluidas do estudo
pacientes portadoras de endocrinopatias ou em uso de
medicagdo hormonal. O tamanho do tumor variou de
3 a5 cm, e a idade das pacientes variou de 49 a 72 anos
(média 61,8 anos), conforme Tabela 1.

As pacientes receberam 60 mg de raloxifeno/dia por
um periodo de 28 dias previamente a cirurgia definitiva,
iniciado apés confirmacio diagndstica por bipsia. Foram
retiradas duas amostras tumorais por meio de biépsias
incisionais, uma por ocasido da confirmagio diagndstica
de cancer de mama, previamente ao uso de raloxifeno, e
outra, no 29° dia, por ocasido do tratamento cirargico
definitivo, ap6s 28 dias de tratamento.

Procedimentos experimentais

Os fragmentos tumorais foram fixados em formol
tamponado por um periodo de 12-24 horas. Apés a
fixagdo, as amostras foram processadas e coradas usando
hematoxilina-eosina para confirmacdo diagndstica de
carcinoma ductal infiltrante. Para identificagdo das
células endoteliais, utilizou-se um anticorpo monoclo-
nal para o antigeno CD34 (Clone QBend 10, DAKO
Corporation, Carpinteria, USA) na dilui¢do de 1:25 com
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soroalbumina bovina. Para recuperagdo antigénica, foi
utilizada panela a vapor T-Fal® contendo tampdo citrato
de s6dio (pH=6) a 90°C por 30 minutos. A seguir, as
ldminas foram incubadas com anticorpo primadrio espe-
cifico “overnight” a 4°C. ApGs a incubagdo, as laminas
foram incubadas com “Em Vision Polymer Component
(Dako)”, sendo coloridas com 3-3’diaminobenzidina
(Sigma), um substrato cromdégeno. Foram utilizados
tecidos de hemangioma hepdtico como controle positi-
vo. Os receptores de estrégenos foram identificados por
meio do anticorpo monoclonal anti-receptor de estrdgeno
humano (SP1) (Dako). Os tumores foram considerados
receptor de estrégeno positivos quando 10% ou mais das
células neopldsicas apresentavam ntcleos corados para o
anticorpo monoclonal anti-receptor de estrégeno'”.
Para a contagem de microvasos, utilizou-se o
software Imagelab® 2.3 para captura e andlise de ima-
gem, desenvolvido pela Softium Informdtica Ltda., e
um microscépio 6ptico Nikon Eclipse E400 acoplado
a uma video-cAdmera digital Samsung colorida modelo
SCC-131, ambos pertencentes ao Setor de Mastologia
da Clinica Ginecolégica do Hospital Gettalio Vargas
da UFPI. Areas de maior concentracio de microvasos
(hotspots) foram selecionadas com aumento de 40X,
ap0s o que se procedeu a captura da imagem e conta-
gem manual de microvasos em aumento de 400X, em
dez campos aleatdrios por lamina, utilizando o sistema
de andlise de imagens Imagelab®. A unidade vascular
considerada foi a de qualquer célula ou grupo de células
endoteliais coradas que estavam nitidamente separadas
entre si e de microvasos adjacentes, formando ou ndo
ldmen"’ (Figuras 1 e 2). As médias de microvasos foram
obtidas pela relagdo entre o somatério do nimero de
vasos contados, pré e pés-tratamento com raloxifeno, e
o nimero de pacientes que participaram do estudo.
A comparag¢io das médias da quantidade de micro-
vasos contados antes e 28 dias ap6s o uso de raloxifeno
foi realizada por meio do teste 7 de Student para duas
amostras pareadas. Os valores foram considerados es-
tatisticamente significantes quando p<0,05.

Resultado

Observou-se maior concentra¢do de microvasos
corados com anticorpo anti-CD34 nas amostras tumo-
rais obtidas previamente ao tratamento com raloxifeno
comparadas com as obtidas ap6s o tratamento (Figura 3).
O estudo quantitativo mostrou que os valores maximo
e minimo da quantidade de microvasos previamente ao
uso do raloxifeno foram 68 e 14 respectivamente e, apds
o uso do raloxifeno foram 38 e 24, respectivamente. O
maior e o menor percentual de redu¢do na quantidade

Figura 1 - Fotomicrografia de corte histolégico de carcinoma invasivo de
mama antes do tratamento com raloxifeno mostrando inimeros microvasos
corados em casfanho (magnificagdo original 400X).

Figura 2 - Fotomicrografia de corte histolégico de carcinoma invasivo de
mama apds fratamento com raloxifeno mostrando escassez de microvasos
corados em castanho (magnificagdo original 400X).
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Figura 3 - Quantidade de microvasos corados com anti-CD34 pré e pds-
tratlamento com raloxifeno.
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de microvasos foram 70,2 e 20,8%, respectivamente.
As médias mais erro padrio de microvasos corados
com anticorpo anti-CD34 pré e pGs-tratamento com
raloxifeno foram 44,4+3,5 e 22,6+ 1,6, respectivamente
(p<0,001), conforme Tabela 2.

Discussao

Atualmente, os SERMs vém despertando grande
interesse em estratégias terapéuticas antiangiogénicas. O
tamoxifeno, SERM de primeira geracio, tem se mostrado
capaz de reduzir a quantidade de microvasos, tanto em
modelos animais quanto em humanos®>°. Contudo, os
efeitos adversos do tamoxifeno, principalmente estimu-
lando o endométrio, tém despertado o interesse pelo
estudo de outros SERMs. Em particular, o raloxifeno
tem mostrado a¢do antiestrogénica na mama e nenhum
efeito agonista no endométrio®.

No presente estudo, o raloxifeno na dose de 60 mg
ao dia, por 28 dias, reduziu significativamente a quan-
tidade de microvasos no carcinoma de mama receptor
de estrogeno positivo de mulheres ps-menopdusicas. A
dose de 60 mg de raloxifeno ao dia foi escolhida por ser
a dose normalmente usada na preven¢io e tratamento
da osteoporose e em trials clinicos visando a quimio-
prevenc¢do do cincer de mama®'°. Nio foi realizada a
avalia¢do clinica da resposta ao tratamento com ralo-
xifeno, tendo em vista o uso da droga por um periodo
relativamente curto, com o intuito de ndo postergar
o tratamento definitivo; todavia, em estudo em que
o tamoxifeno foi empregado por um periodo de trés
a seis meses, em mulheres menopausadas com cancer
de mama, foi observada um redugido significativa das
dimensdes da neoplasia®.

As células endoteliais podem ser coradas por varios
marcadores endoteliais. Entre os principais, estd o fator
VIII, que tem a desvantagem de corar principalmente
vasos maduros e também o endotélio de linfdticos. Outro
marcador atualmente muito utilizado é o CD31, que
tem a vantagem sobre o fator VIII de estar presente
em vasos sanguineos imaturos, gerando contagens até
30% maiores em rela¢do ao fator VIII, porém com a
desvantagem de reagir com fibroblastos e algumas células
plasmdticas. Além disso, sua expressdao é geralmente
fraca em células endoteliais de vasos tumorais, podendo
ocorrer falha na coloracio em até 20% das amostras de

cancer fixadas rotineiramente'*"”. O marcador imuno-
histoquimico utilizado neste estudo foi 0 CD34, por ser
um marcador sensivel das células endoteliais, corando
mais fortemente o endotélio de vasos tumorais do que
o de tecidos normais, sem o nivel de falha de coloragdo
associada ao marcador CD31'".

Neste estudo, o raloxifeno reduziu o nimero de
microvasos em pacientes com cancer de mama ductal
infiltrante receptor de estrégeno positivo apés uso do
raloxifeno. A maioria das pacientes estava na faixa etdria
de 60-69 anos, possuia tumor entre 3 e 3,9 cm, grau
histolégico 1 e estddio clinico ITa. Ndo foi observada
diferenga entre o niimero de microvasos e a idade das
pacientes, tamanho do tumor, estado linfonodal, grau
histolégico e estadiamento, embora estudos com um
nimero maior de pacientes e uso de SERMs como o
tamoxifeno por um periodo de tempo mais prolongado
tenham mostrado uma associagdo entre a contagem de
microvasos e alguns destes parimetros>'®!’.

Até onde pesquisamos, nao encontramos Outros
estudos na literatura que tenham avaliado a quanti-
dade de microvasos em tumores de mama receptor de
estrégeno positivos de mulheres menopausadas tratadas
primariamente com raloxifeno. Os estudos tém se
concentrado no uso do raloxifeno na quimiopreven-
¢do desta neoplasia®''. Alguns estudos publicados na
literatura poderiam colaborar na explica¢do dos efeitos
antiangiogénicos do raloxifeno. O raloxifeno reduziu os
niveis séricos do fator de crescimento insulina-simile
1 (IGF-1) comparado ao placebo'®. O sistema IGF e os
altos niveis séricos de IGF-1 sdo reconhecidos como
fatores de risco para o desenvolvimento de cinceres
epiteliais, com o IGF-1 interferindo em diferentes
estagios da carcinogénese mamaria desde a indugdo da
proliferacdo, inibi¢do da apoptose e estimulo angio-
génico'™®". O raloxifeno também promoveu reducio
significativa nos niveis séricos do fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF) em mulheres menopau-
sadas que utilizaram o raloxifeno na dose de 60 mg,
12 e 36 meses ap6s iniciada a medicagdo, em relagdo
ao placebo®. O VEGF representa uma das mais im-
portantes citocinas angiogénicas no cancer de mama,
atuando em vdrias etapas do processo angiogénico,
como a mitogénese de células endoteliais, mediacdo da
atividade e secre¢do de enzimas proteoliticas, inibi¢do
da apoptose e modula¢do da migragdo de células en-

Tabela 2 - Média da contagem de microvasos com (D34 pré e pos-tratamento com raloxifeno.

Contagem de microvasos por 10 campos n Média Erro padréo Maximo Minimo
Pré-tratamento 16 444 3.5 68 14
Pés-tratamento 16 22,6 1.6 24 38

*A diferenca foi estatisticamente significante (p<0,001).




doteliais, entre outras®'. Além disso, o raloxifeno tem
mostrado reduzir os niveis séricos do fator de necrose
tumoral-alfa (TNF-a) pela metade apés 24 meses de
tratamento em mulheres menopausadas®. O TNF-a
€ um peptideo secretado por macréfagos ativos, cuja
secregdo € estimulada pela hipéxia tecidual e que tem
se mostrado um potente estimulador da angiogénese
em ensaios iz vivo®. O raloxifeno também se mostrou
eficaz em inibir a proliferacdo celular no tecido ma-
mdrio normal'’.
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