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Resumo

OBJETIVO: Avaliar o efeito da frimegestona sobre a proliferagdo celular do tecido mamério de ratas castradas.
METODOS: Foram utilizadas 45 ratas adultas e virgens, da linhagem Wistar, submetidas & castracdo. Apds o 60°
dia da castragdo, confirmado o hipoestrogenismo, os animais foram divididos aleatoriamente em trés grupos, conforme
o frafamento proposto: controle (n=15) recebeu soro fisiolégico 0,9%; estrogénio (n=15] recebeu 17 beta-estradiol;
e combinado (n=15) recebeu 17 befa-estradiol associado & trimegestona, todos por 60 dias consecutivos. Apds o
término do fratamento, procedeu-se a exérese das mamas inguinais, destinadas a andlise morfométrica pela coloragdo
de hematoxilina e eosina [HE) e imuno-histoquimica pela quantificagdo do anficorpo anti-PCNA no tecido mamdrio,
seguido de eutandsia. Os parémetros morfométricos avaliados foram: proliferagdo celular epitelial, atividade secretora
e alteragdo do esfroma mamério. Ocorreram nove ébitos durante o experimento. As variéveis foram submetidas &
andlise estatistica adotando-se como significante p<0,05. RESULTADOS: Foram observadas alteragdes histolégicas em
16/306 ratas, hiperplasia epitelial leve em 13/306, hiperplasia epitelial moderada em 3,/36, néo sendo encontrada
hiperplasia epitelial severa. Encontrou-se fibrose no estroma em 10/ 36 e atividade secretora em 5/36 das ratas. Todas
as varidveis do estudo morfométrico foram significantes comparando-se os grupos controle e estrogénio [p=0,03), e
nenhuma foi significante na comparagdo dos grupos controle e combinado (p=0,4). A andlise imuno-histoquimica ndo
mostrou diferenca entre os grupos. CONCLUSAO: Os horménios usados em ratas castradas aumentaram a proliferacdo
de células mamérias, tanfo o 17 befa-estradiol isolado quanto associado d frimegestona, porém este efeito parece ser
menor quando se emprega a associagdo, o mesmo ocorrendo em relagéo a fibrose do estroma mamdrio.

Abstract

PURPOSE: To evaluate the efect of trimegesfone on the hisfological changes of the mammary tissue of castrated rats.
METHODS: Forty-ive virgin female Wisfar rats were used affer oophorectomy. Sixty days affer surgery, with hypoestrogenisms
confirmed, the experimental rats were randomly assigned to three groups of 15 animals each, when then the specific
treatment for each group was started. The control group (C) and experimental groups 1 and 2 respectively received
0.9% saline solution, 17-beta-estradiol and 17-befa-estradiol in combination with trimegestone for 60 consecutive days.
After the end of treatment , the inguinal mammary glands were removed, stained with hematoxylin and eosin (HE) for
morphometry and examined by immunohistochemisiry for the quantification of anfi-PCNA anfibody in the mammary
fissue, followed by euthanasia. The morphometric parameters evaluated were: epithelium cell-proliferation, secretor
activity and mammary stroma changes. There were nine deaths during the experiment. The variables were submitted to
stafistical analysis adopting the 0.05 level of significance. RESULTS: Hisfological changes were observed in 16/36
rats, mild epithelial hyperplasia in 13/36, moderate epithelial hyperplasia in 3/36, with no cases of severe epithelial
hyperplasia. Stromal fibrosis was found in 10/36 and secretory activity in 5/36 rats. All morphometric variables
were significant in the esfrogen group compared fo control (p=0.0361), although there were no difference between
the group receiving combined treatment and the controls [p=0.405). The immunohistochemical analysis showed no
difference between groups. CONCLUSIONS: The hormones administered to casfrated rafs, i.e., 17 beta-estradiol
alone or in combination with trimegestone, increased the proliferation of breast cells, but this effect appeared to be
lower in the combined freatment, the same occurring regarding fibrosis of the mammary stroma.
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Introducao

A menopausa é um tema relevante na drea clinica,
epidemioldgica e de satide publica, pois com 0 aumento da
expectativa de vida prevé-se que as mulheres possam viver
um ter¢o de suas vidas apés a menopausa'. Menopausa é o
cessar permanente da menstruagdo, consequente da perda
da fungdo folicular ovariana ou da retirada cirtrgica dos
ovérios®. O hipoestrogenismo, caracteristico desta fase,
ocasiona altera¢des fisiolGgicas e clinicas'” tais como: sin-
tomas vasomotores, atrofia urogenital, aumento do risco de
doengas cronico degenerativas'?”. A terapia de reposi¢ao
hormonal (TH) é uma alternativa para se diminuir estes
sintomas®”, promovendo melhor qualidade de vida®. Em
mulheres com ttero intacto, no esquema de TH, deve-se
associar estrogénio e progestdgeno, este para equilibrar o
efeito proliferativo do estrogénio no endométrio’. A TH
pode apresentar alguns aspectos indesejaveis como aumento
do risco de neoplasias dependentes de hormdnio, como a
do endométrio®® e da mama®>*%%?, além do aumento do
risco de tromboembolismo™®*.

Os primeiros relatos sobre o aumento do risco de
cancer de mama, em usudria de estrogénio, supunham que
0 aumento ocorria apenas pelo uso do estrogénio e que a
progesterona teria efeito protetor para esta neoplasia'.
Estudos posteriores relataram que a TH aumentaria o risco
de cincer de mama, sendo este maior quando utilizado
estrogénio associado a progesterona em comparagdo ao
estrogénio isolado'"'?.

Sabe-se que o epitélio mamdrio normal apresenta
receptores para estrogénio e progesterona, e o risco de
cancer de mama seria proporcional ao nimero de ciclos
ovulatérios™>!4, Dentre os possiveis mecanismos da carci-
nogénese mamadria relacionada a TH, estariam a existéncia
de pequenos cinceres preexistentes que cresceriam mais
rdpido com a estimulagdo hormonal, e também a tumores
de novo causados por aumento das mutagdes®.

No desenvolvimento mamadrio normal, os ductos sio
estimulados por estrogénios e os 16bulos, por progesterona,
mediados por receptores nucleares. Na pés-menopausa,
o ndmero de células lobulares com receptor estrogénio
positivo aumenta cerca de 50%, e observa-se uma maior
proporgio de carcinoma lobular nestas pacientes, princi-
palmente com TH combinada®.

Entre as novas drogas para TH da menopausa, tem-
se empregado a trimegestona (TMG), uma progesterona
potente e seletiva, derivada do 19-norpregnano, com alta
afinidade relativa pelo receptor de progesterona e alta sele-
tividade para o endométrio. Sabe-se que ndo tem afinidade
por receptores androgénicos, glicocorticéides e mineralo-
corticéides. Um esquema de TH contendo estrogénio com
TMG deveria evitar a hiperplasia endometrial e provocar
minimo efeito antagonista sobre os efeitos benéficos do

estrogénio’'®. As informacdes disponiveis sobre o com-
portamento do tecido mamdrio frente a progesterona,
referem-se aquelas de antigas geracdes e sintéticas, ndo
havendo muitos dados sobre as de nova geragio como a
TMG, além de nfo estar claro se a carcinogénese mamadria
varia conforme a classe da progesterona'’.

Assim sendo, o presente estudo teve como objetivo
avaliar o efeito da trimegestona sobre a proliferacdo celular
do tecido mamdrio em ratas castradas.

Métodos

O projeto de pesquisa adotado foi aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa com animais de experi-
menta¢do da Faculdade Evangélica do Parand (FEPAR)
sob 0 n° 4.690/08.

Foram utilizadas 45 ratas virgens (Rattus norvegicus
albinus, Rodentia mammalia), convencionais, da linhagem
Wistar, com idade variando de 90 a 120 dias, oriundas do
biotério da prépria institui¢do. Todos os animais recebe-
ram os cuidados preconizados pela Sociedade Brasileira
de Ciéncia em Animais de Laboratério.

Na primeira fase do estudo, os animais foram sub-
metidos a pesagem (peso inicial) e anestesiados até plano
cirGrgico com a associa¢do quetamina/xilazina, por via
intraperitoneal, nas dosagens de 10 mg e 1mg para cada
100g de peso, respectivamente, para retirada cirirgica e
bilateral dos ovirios. ApGs a recuperagio anestésica, os
animais foram mantidos no biotério da instituicdo, em
ndmero de cinco por gaiola identificada, recebendo dgua
e ra¢do padrio para a espécie (Nuvilab®) a vontade.

Na segunda fase do estudo, que corresponde ao 60’
dia pés-operatério, os animais foram submetidos a nova
pesagem (peso intermedidrio) e coleta de secre¢do vaginal
para andlise citolégica pela coloragdo de Papanicolau, como
método indireto de confirmagdo do hipoestrogenismo,
ou seja, atrofia.

Ainda nesta fase do estudo, a amostra foi separada de
forma aleatéria, em 3 grupos de 15 animais, que receberam
diariamente a medicag¢do designada para cada grupo por
60 dias ininterruptos. As dosagens das medicagdes foram
determinadas segundo cdlculo halométrico, que converte
a dose utilizada em humano para a dose correspondente
na espécie animal utilizada, sendo que: o grupo contro-
le recebeu 1 ml de soro fisiolégico 0,9% (SF); o grupo
estrogénio recebeu 6,5 pg de 17 beta-estradiol diluido
em 1mL de SF e o grupo combinado recebeu 6,5 pg de
17 beta-estradiol associado a 1,625 pg de trimegestona,
diluidos em 1 ml de SE.

Na terceira fase do estudo, apds o término da medi-
cag¢do, os animais foram submetidos a pesagem (peso final)
e anestesiados como na primeira fase do estudo, tendo
entdo retiradas as quatro mamas inguinais, que foram




fixadas em formalina tamponada e destinadas a confec¢do
de laminas de histologia para as andlises morfométrica e
imuno-histoquimica do tecido mamdrio. Nesta ocasido,
foi coletada novamente secre¢do vaginal para a segunda
andlise citolégica do trofismo vaginal, semelhante a
primeira. A seguir, procedeu-se a eutandsia dos animais
mediante overdose anestésica, com mesmos anestésicos e
vias antes utilizados.

Os pesos inicial, intermedidrio e final serviram para
avaliagdo ponderal no decorrer do estudo. Durante o
estudo ocorrerem nove 6bitos por acidente anestésico,
sendo cinco no grupo controle durante a castracdo, dois
no grupo estrogénio e dois no combinado, ambos na
primeira coleta de secre¢do vaginal, todos excluidos da
andlise estatistica.

A andlise morfométrica dos ductos e alvéolos mamdrios
corados pela técnica hematoxilina-eosina (HE) foi realizada
em quatro campos por corte histolégico, sob um aumento
de 400 vezes, e pelo mesmo patologista. A andlise foi
baseada em um “sistema de graduacio histopatolégico
para anomalias epiteliais, induzidas por 7,12- dimetil-
benzantraceno (DMBA), em tecido mamadrio de fémeas
de ratos”'” Tal graduacio refere-se a hiperplasia epitelial
e a atividade secretora nas células epiteliais, seguindo a
seguinte classificagdo: normal, atipia sem proliferagdo
epitelial, hiperplasia epitelial da unidade ductal terminal
lobular leve (HEB1), hiperplasia epitelial da unidade
ductal terminal lobular moderada (HEB2), hiperplasia
epitelial da unidade ductal terminal lobular severa (HEB3),
hiperplasia alvéolo-nodular (HAN), atividade secretora
nas células epiteliais e andlise do estroma mamdrio'’. Esta
descri¢do, apesar de ser graduada por um modelo baseado
em anomalias de tecido mamadrio de ratas induzidas por
DMBA", tem sido adotada em outros estudos que utilizam
rato como modelo experimental®'®. Fez-se uma analogia
entre as alteracdes descritas na graduac¢do adotada com
as observadas na mama humana, HEB1 corresponderia
a hiperplasia ductal tipica (HDT) leve; HEB2 a HDT
moderada; e HEB3 2 hiperplasia ductal atipica (HDA).
A HDT leve é considerada sem risco para cincer invasor,
HDT moderada € considerada de risco leve (duas vezes)
para o cancer invasor e HDA € considerada lesdo associada
a risco cinco vezes aumentado para o cancer invasor da
mama®. Na imuno-histoquimica para avaliagio da proli-
feragdo celular mamadria, utilizou-se o anticorpo primdrio
anti-PCNA (Proliferating Cell Nuclear Antigen) clone
PC10 m0879 (Dako®) na diluigdo 1/800. A proliferacdo
celular foi quantificada através da contagem de ntcleos
de células ductais e alveolares, marcadas pelo anticorpo
anti-PCNA, onde foram considerados positivos somente
os nicleos em coloragdo castanho escuro, realizando-se a
contagem de 100 nicleos por campo no corte histolégico,
no aumento de 400X.

Os resultados obtidos foram submetidos a andlise
estatistica utilizado-se o soffware GraphPad e adotando-se
como significante p<0,05. Empregou-se o teste exato de
Fisher para andlise morfométrica, a andlise de varidncia
ANOVA para avaliag@o poderal, e os testes Mann-Whitney
e Kruskal-Wallis para imuno-histoquimica.

Resultados

O peso inicial médio dos animais foi de 255,8 g
(p>0,05) entre os grupos, o que demonstra a homoge-
neidade da amostra. O mesmo ocorrendo em rela¢do ao
peso intermedidrio (média de 302,5 g) e final (média de
324,9 g). O peso médio de cada fase do estudo, para cada
grupo, estd demonstrado na Tabela 1.

Observou-se progressivo aumento de peso nos trés
grupos, durante as fases do estudo (p<0,05), estes de 3 e
11,7% no grupo controle, 18,1 e 5,2% no grupo estro-
génio, e 24 € 5,2% no grupo conjugado, sendo primeira,
segunda e terceira fases, respectivamente.

Na primeira andlise de citologia vaginal, observou-se
que todas as ratas apresentavam padrdo atréfico, confirmando
o hipoestrogenismo decorrente da castragdo. Na segunda
andlise realizada antes da eutandsia, todas as ratas do grupo
controle permaneciam atréficas; trés do grupo estrogénio
(3/13) e seis do grupo combinado (6/13) estavam troficas.
Ainda, uma do grupo estrogénio (1/13) e duas do grupo
combinado (2/13) foram classificadas como hipotréficas,
ou seja, apresentavam tanto células superficiais quanto
células profundas. Isto demonstra que a associagdo de
6,5 pg de 17 beta-estradiol a 1,625 pg de trimegestona
causa mais trofismo vaginal do que o uso isolado de 6,5
ng de 17 beta-estradiol.

Anadlise morfométrica

Observou-se alteracdes epiteliais mamdrias em 16/36
da amostra, sendo HEB1 em 13/36 e HEB2 em 3/36. Nio
foi encontrado HEB3 nem HAN. Nas ratas que tiveram
alteracOes epiteliais mamdrias, foi observada atividade
secretora em 5/13, ndo sendo encontrada esta alteracdo
em ratas classificadas com epitélio mamdrio normal.
Analisando as alteracdes histolégicas de acordo com o
esquema terapéutico usado, o grupo estrogénio demons-
trou mais alteracdes, ocorrendo HEB1 em 6/13 e HEB2
em 3/13, existindo microcalcificagio intraductal em um

Tabela 1. Médias da avaliaciio ponderal (em gramas) dos animais em cada grupo e em
cada momento do estudo

Peso
Gropo Inicial Intermedidrio Final
Controle 2654 300,0 335,3
Estrogénio 2538 299,8 315,5
Conjugado 248,2 307,8 3239
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animal. No grupo combinado, encontrou-se HEB1 em
5/13, e no grupo controle, foi observada atividade secretora
em 1/10 e HEB1 em 2/10 ratas (Figura 1).

O estudo morfométrico do tecido mamdrio mostrou
diferenga significante (p=0,03) entre os grupos controle
e estrogénio, sendo que o 17 beta-estradiol causou mais
HEB1 e HEB2. Nio se observou diferenga quando se
comparou os grupos controle e combinado (p=0,4), ou
seja, a associacdo de 17 beta-estradiol e trimegestona ndo
promoveu altera¢des significativas no tecido mamdrio em
comparagao aos achados do grupo controle.

Comparando-se os grupos estrogénio e combinado,
ndo foi encontrada diferenca estatistica (p=0,2), possi-
velmente pelo pequeno nimero da amostra, porém foi

Figura 1. Folomicrografias de tecido mamério nos grupos de esfudo. A
— afividade secretora em rata do grupo estrogénio (100X); B = HEB1 em
rata do grupo combinado (100X); C -~ HEB2 em rata do grupo estrogénio
[100X); D - tecido mamério mosfrando ducto normal de rafa do grupo
confrole (100X); E — HEB 2 em rata do grupo estrogénio (100X), a
seta indica ducto mamdrio com microcalcificacdo; F — tecido mamdrio
mostrando ducto normal em rafa do grupo controle (40X).

Tabela 2. Percentagem de alteraces histologicas do tecido mamdrio em cada grupo
de estudo

Classificaciio histolégica

Gropo Normal x/Z (%) HEB1 x/Z (%) HEB2 x/Z (%)
Controle 8/10 80,0 210 20,0 0
Estrogénio 4/13 30,8 6/13 46, 3/13(23,1)
Conjugado 8/16 61,5 5/13 385 0
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observado ocorréncia mais frequente do padrio proliferativo
nas ratas que receberam o 17 beta-estradiol isolado em
comparagdo as que receberam 17 beta-estradiol associado
a trimegestona (Tabela 2).

Em rela¢do as influéncias sobre o estroma, ocorreu
fibrose em 7/13 do grupo estrogénio e 3/13 do grupo
combinado, esta altera¢io ndo foi identificada no grupo
controle, impossibilitando sua andlise comparativa com os
outros grupos. Na comparagdo entre os grupos estrogénio
e combinado observou-se maior altera¢io do estroma no
grupo estrogénio, porém esta ndo foi significante (p=0,2),
talvez também pela pequena amostra.

Andlise imuno-histoquimica
Na avaliagdo da prolifera¢do celular, ndo se verificou
diferencas na porcentagem de células PCNA positivas entre
os grupos (controle versus estrogénio p=0,8; controle versus
combinado p=0,7; estrogénio versus combinado p=0,3).

Discussao

Modelos animais sio uma ferramenta importante para
elucida¢do de mecanismos de a¢do da terapia hormonal®.
Com o modelo de estudo em ratas, é possivel fazer uma
analogia entre as alteracdes descritas nas mamas destas
com as observadas na mama humana, embora se saiba
que existam diferengas entre as espécies’. Uma diferenga
importante é que os ratos mantém a capacidade repro-
dutiva ao longo da vida, portanto ndo hd menopausa
natural®, mas o hipoestrogenismo pode ser induzido
por castragao®.

Os medicamentos ditos progestagénios de nova ge-
racdo, dentre estes a trimegestona, um dos mais potentes,
foram desenvolvidos para se ligar muito especificamente
ao receptor de progesterona e ndo a outros receptores,
como receptores de androgénios, mineralocorticéides e
glicocorticéides, justamente para se evitar 20 maximo os
seus efeitos colaterais'”.

Em relac¢@o a variagdo ponderal, um estudo com
medroxiprogesterona’ mostrou perda de peso apés
a terapia hormonal, o que ndo ocorreu neste estudo
com o uso da trimegestona, sugerindo pouca atividade
antimineralocorticéide’.

O aumento da incidéncia de cdncer de mama na
p6s-menopausa pode ser simplesmente uma coincidéncia
com idade avancada’, mas também é possivel que haja
fatores promotores. Uma interpretagdo a respeito seria
que o cancer de mama poderia surgir a partir de células
sensiveis aos efeitos estrogénicos. A TH é feita justamente
nesta fase de maior sensibilidade hormonal, aumentando
a chance de cAncer mamdrio’.

O papel da progesterona sobre o tecido mami-
rio tem sido controverso nas ultimas trés décadas.




A a¢do desses horménios sobre as células do tecido
mamdrio variam de acordo com a estrutura molecular
do hormonio, dose e dura¢iao do uso, e do saldo re-
sultante de proliferagio celular e apoptose no tecido
mamirio'’.

Had relatos de alteragdes no ciclo celular de células
mamdrias induzidas pela progesterona. As células da
mama em fase tardia da atividade do ciclo celular sdo
inicialmente conduzidas para a fase S de sintese do DNA;
porém este efeito é transitério, sendo que posteriormente
esse hormonio suprimiria as ciclinas, suspendendo a divisdo
de células em fase G1 precoce”'.

Alguns autores citam altera¢des celulares da mama com
benzoato de estradiol, acetado de medroxiprogesterona e
tibolona, encontrando exposi¢do ao efeito mais acentuado
com a associa¢do de estrogénio com progesterona’. Em
contradi¢do, no presente estudo, as altera¢Ges celulares
ocorreram tanto com uso do 17 beta-estradiol isolado
quanto ao associado a trimegestona, sendo menor, porém,
com o uso da associag¢do, provavelmente devido ao tipo
de progesterona usada.

Em uma revisio de literatura sobre o componente
progestagénico em TH no risco de cincer de mama, evi-
denciou-se risco maior em pacientes recebendo combinagio
de estrogénios e progesterona do que nas que receberam
apenas estrogénio. Além disso, observou-se diferenca entre
os diversos tipos de progesterona utilizados. Estudos que
utilizaram as progesteronas provenientes de derivados de
androgénios mostraram que estas estdo associadas a um
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