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Resumo

Objetivo: avaliar as alteracdes histolégicas das mamas de ratas castradas
submetidas a terapéutica com esterdides sexuais: benzoato de estradiol, acetato de
medroxiprogesterona e tibolona. Material e Método: foi realizado um estudo
experimental com 40 ratas nao puberes, sendo 20 sem prole (grupo A) e 20 que
procriaram e amamentaram sua prole (grupo B). Todas as ratas foram submetidas a
ooforectomia bilateral e apds quatro semanas foram alocadas, aleatoriamente,
nos subgrupos: A1, A2, A3, A4, A5 e B1, B2, B3, B4, B5. Foram submetidas a
tratamento hormonal com benzoato de estradiol, acetato de medroxiprogesterona,
tibolona e placebo durante dez semanas. Os esterdides foram administrados
seguindo os esquemas: A1 e B1 — benzoato de estradiol; A2 e B2 — acetato
de medroxiprogesterona; A3 e B3 — benzoato de estradiol e acetato de
medroxiprogesterona; A4 e B4 — tibolona; A5 e B5 - placebo. Apds o término do
tratamento, os animais foram sacrificados e suas segundas glandulas mamarias
toracicas retiradas para analise histolégica. Os parametros avaliados foram:
proliferacao epitelial da unidade terminal alveolar, atipias de células epiteliais e
atividade secretora. A associacao entre as variaveis histologicas e os diversos

esquemas terapéuticos foi avaliada através do calculo do odds ratio e seu
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respectivo intervalo de confiangca de 95%. Resultados: foram observadas
alteracoes histologicas em 29 ratas: hiperplasia moderada (52,5%), hiperplasia
alvéolo-nodular (42,5%), atipia sem proliferacéo (35%), hiperplasia leve (32,5%),
atividade secretora (20%) e hiperplasia severa (5%). Em ratas sem prole observou-se
1,3 mais chances, em relagéo ao grupo-controle, de apresentar hiperplasia alvéolo-
nodular no grupo que recebeu estrogénio, hiperplasia moderada no grupo tratado
com progestogénio, e hiperplasia alvéolo-nodular e atipia sem proliferacao epitelial
com a associacao estrogénio e progestogénio. No grupo com prole observou-se
1,3 mais chances de apresentar atividade secretora com o uso de estrogénio.
Conclusoes: a hiperplasia epitelial e atipia sem proliferacao epitelial
associaram-se, mais intensamente, a terapia combinada de estradiol e acetato

de medroxiprogesterona, principalmente no grupo sem prole.
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Summary

Objective: To evaluate breast histologic changes in castrated female rats
treated with sex steroids: estradiol benzoate, medroxyprogesterone acetate and
tibolone. Materials and Methods: An experimental study was conducted of 40
non pubertal rats, 20 with no offspring (group A) and 20 with breastfed offspring
(group B). All rats underwent bilateral ovariectomy. After four weeks these rats
were randomly allocated to subgroups: A1, A2, A3, A4, A5 and B1, B2, B3, B4,
B5. Animals were treated with estradiol benzoate, medroxyprogesterone acetate,
tibolone and placebo during 10 weeks. Steroids were given to subgroups as
follows: A1 and B1 — estradiol benzoate; A2 and B2 — medroxyprogesterone
acetate; A3 and B3 — estradiol benzoate and medroxyprogesterone acetate; A4
and B4 — tibolone; A5 and B5 — placebo. After the end of treatment, the animals
were sacrificed and their second thoracic mammary glands were removed for
histologic analysis. Parameters evaluated were: epithelial cell proliferation in
terminal end bud, epithelial cells with secretory activity and cell atypia in terminal
ducts and buds or terminal alveoli. Contingency tables were used to evaluate
the association between histologic variables and diverse therapeutic regimens.

Data was statistically analyzed by calculating the odds ratio and its respective
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95% confidence interval. Results: histologic changes were found in 29 rats:
moderate hyperplasia (52.5%), hyperplastic alveolar nodule (42.5%), epithelial
atypia without proliferation (35%), mild hyperplasia (32.5%), secretory activity
(20%) and severe hyperplasia (5%). In rats with no offspring, it could be found
1.3 times more hyperplastic alveolar nodule in the group that received estradiol than
control, moderate hyperplasia in the group that received medroxyprogesterone
acetate and, hyperplastic alveolar nodule and epithelial atypia without proliferation in
the group treated with estradiol plus medroxyprogesterone acetate. In the rats
with offspring it could be found 1.3 times more secretory activity with estradiol.
Conclusions: epithelial hyperplasia and epithelial atypia without proliferation are
strongly associated to combined therapy with estradiol plus medroxyprogesterone

acetate, mainly in the rats without offspring.
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1. Introducao

O climatério representa o periodo de transicdo entre a vida reprodutiva
da mulher e a senilidade, caracterizando-se por diminuigcdo gradual da funcao
ovariana, que se traduz clinicamente por diversos sinais e sintomas decorrentes

da deficiéncia estrogénica (WHO, 1981).

Na atualidade estima-se que as mulheres apresentem expectativa de
viver aproximadamente um terco de suas vidas no periodo de pés-menopausa,
de forma que varias alternativas de tratamento dirigidas para esse grupo
tém sido propostas, incluindo medidas de ordem comportamental, mudangas
no estilo de vida e habitos alimentares, exercicios fisicos e a utilizacdo de

medicamentos hormonais e ndo hormonais (Genazzani et al., 2001).

A terapia hormonal (TH) representa o tratamento de escolha para os
sintomas da sindrome do climatério e teve seu inicio em 1942 nos EUA,
popularizando-se nos anos 60. Seu crescimento deveu-se a transicdo demografica

verificada em paises do Primeiro Mundo, o que esta ocorrendo atualmente nos
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paises em desenvolvimento, como o Brasil, ocasionando um consideravel

aumento da populacao de mulheres climatéricas e na p6s-menopausa (IBGE, 2004).

Na atualidade, existem evidéncias da melhora da qualidade de vida das
mulheres que fazem uso de TH. Os estrogénios exercem efeitos benéficos na
maioria dos 6rgdos e sistemas, incluindo ossos e dentes, sistema nervoso
central, olhos, célon (Chritiansen, 2001; Lobo, 2001; Writing Group For Women'S

Health Initiative Investigators, 2002).

Entretanto, a crescente incidéncia do cancer de mama e o conceito de
hormonio-dependéncia dessa neoplasia tém causado polémica entre médicos,
pacientes e epidemiologistas, pela possibilidade de a TH aumentar a velocidade de
progressao de tumores mamarios subclinicos ou de promover transformagao

maligna do epitélio mamario (Cohen e Ellwein, 1990; Russo e Russo, 2004).

A relagcado existente entre o cancer de mama e o estrogénio foi
documentada ha mais de 150 anos, embora até os dias atuais ainda restem
duvidas a respeito do modo exato de acao das substancias hormonais sobre o

epitélio mamario, em especial os esteroides.

Em 1967, Jensen et al. desenvolveram a técnica para o estudo da
interacao estrogeno-receptor in vitro, tornando possivel examinar, em fragmentos de
tecidos, o complexo estrégeno-receptor. No ano seguinte ficaram esclarecidos
0S mecanismos pelos quais ocorriam os transportes do estradiol até o nucleo da
célula, através de sua combinacdo ou ligacdo com o receptor citoplasmatico

(Gorski et al., 1968; Jensen et al., 1968). Ficava assim demonstrado que os tecidos
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possuidores destes receptores hormonais, entre eles a mama, poderiam responder

a acao destes hormdnios.

As mamas séo consideradas glandulas complexas, heterogéneas e exdcrinas,
e orgao-alvo de diversos estimulos hormonais. Diversos horménios como 0s
estrégenos e a progesterona e, ainda, certos tipos de glicocorticdides influenciam
a diferenciacdo dos componentes do parénquima e estroma mamarios, por
mecanismos ainda nao totalmente esclarecidos. Ainda de maneira indireta, a
prolactina, a insulina, a tiroxina e o horménio do crescimento completam o ciclo de
desenvolvimento das mamas, causando uma progressao ordenada das células
em repouso para um estado funcional e estrutural diferenciado. Esses mesmos
estimulos hormonais operam, também, durante o ciclo menstrual induzindo
modificacdes periddicas. As mudangas estruturais da mama ocorrem durante
toda a vida da mulher: puberdade, vida reprodutiva € menopausa (Keineberg et

al., 1985; Russo e Russo, 1998).

O I6bulo ou unidade ducto-lobular terminal é a unidade morfofuncional da
glandula mamaria e, provavelmente, séde das primeiras alteracdes que podem
resultar no cancer (Jensen e Wellings, 1974). Estudos em animais demonstraram
que o ducto terminal é revestido por epitélio estratificado, com certo indice de
proliferacdo e baixa perda de células (Russo e Russo, 1987). A atividade
proliferativa do epitélio do ducto terminal justificaria sua susceptibilidade a

transformacgao neoplasica.
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King, em 1991, descreveu o papel do estrogénio na carcinogénese mamaria

e baseou-se em trés aspectos principais:

a) sua capacidade de gerar tumores mamarios em roedores;

b) sua acdo mitogénica no epitélio mamario normal e em linhagens de

células de cancer de mama;

c) em fatores epidemiol6gicos que conferem protecao, como a ooforectomia
e eventos ligados aos aspectos hormonais que aumentam o risco
de desenvolvimento do cancer de mama como a menarca precoce,

menopausa tardia, primeiro parto a termo em idade tardia, entre outros.

Entretanto, acreditava-se que a progesterona e seus derivados sintéticos,
0s progestogénios, pudessem ser protetores da agdo estrogénica nas células
mamarias baseando-se nos efeitos anti-estrogénico e antiproliferativo exercidos por
esse horménio no endométrio (King e Witehead, 1986). Porém, outros estudos
contrariavam essa premissa (Going et al., 1988; Bergkvist et al., 1989). De forma
diversa ao que ocorre no endométrio, a divisao celular no ducto terminal € mais
intensa na segunda fase do ciclo menstrual, possivelmente pela acao sinérgica
da progesterona com o estrégeno. A proliferacao celular fisiolégica esta intimamente
relacionada com ciclos ovulatérios, nos quais ha formacao de corpo luteo e

secrecao ativa de progesterona (Pinotti et al.,1983; Nazario et al., 1995).

Estd comprovado que quanto mais precoce a menarca e mais tardia a
menopausa maior o risco de desenvolver cancer de mama, e isto, também, esta
relacionado com os ciclos ovulatérios e a acao da progesterona nas células do

ducto terminal (Trichopoulos et al., 1972; Hardy et al., 1993; Kelsey et al., 1993).
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A acado dos progestogénios, no entanto, permanece nao totalmente
esclarecida. Existem evidéncias de que estes hormonios agem de forma proliferativa
(King, 1993; Nazério et al., 1995; Soderqvist et al., 1998; Simpson et al., 2000),
enquanto outros estudos apontam indicios de que os progestogénios possam ter
acao protetora contra a proliferagdo celular na mama, atuando na diferenciagéo
celular e possivel estimulo a apoptose, ou morte celular programada (Formby e

Wiley, 1999; Lange et al., 1999).

Os dados conflitantes a respeito do uso dos progestogénios sobre o risco
de desenvolver cancer de mama, levantaram muitas duvidas sobre sua utilizagao

na TH (Colditz et al., 1995).

Estudos demonstram que a incidéncia do cancer de mama eleva-se a
partir dos 50 anos (DiSaia e Creasman, 1997), o que coincide com a fase de
transicao do climatério. Sabendo-se que ha no climatério um declinio marcante
da secrecao de esterdides ovarianos, que impde freqlientemente a TH, muitas

duvidas surgiram sobre a génese do cancer de mama.

Algumas teorias surgiram para explicar a carcinogénese mamaria nessas
mulheres. Alguns autores diziam que a diminuicdo da progesterona facultaria
aos baixos niveis de estrogenos agirem sem oposicdo, embora as mulheres
histerectomizadas que fizeram TH somente com estrogénios ndo apresentassem

risco elevado de cancer de mama (Dupon e Page, 1991).

Vorher (1987) estudou a correlagao existente entre o cancer de mama e os

niveis estrogénicos plasmaticos, mostrando que na fase de declinio dos estrégenos,
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fase de transicao climatérica ou de menopausa, eleva-se consideravelmente
a incidéncia de cancer de mama, mostrando, em principio, efeitos bioldgicos

aparentemente opostos.

Em 1997, o Collaborative Group of Hormonal Factors realizou revisao
sistematica avaliando mais de 51 estudos, provenientes da América do Norte e
Europa, observando que o risco de cancer de mama aumentou em mulheres sob
TH, e que este risco era maior quanto mais prolongado o tempo de uso. Foram
analisadas 53 mil mulheres com cancer de mama e confrontadas com 108 mil
controles, verificando-se que o inicio da TH aos 50 anos coincidiu com discreta
e nao significativa elevagdo do risco de cancer de mama, e que houve uma
elevacao de 2, 6 e 12 casos, respectivamente, apés 5, 10 e 15 anos de TH.
Concluiram, ainda, que a incidéncia de cancer de mama declina progressivamente
apos a menopausa, na razao de 2,7% ao ano, e que a elevagao do risco é maior
para usuarias recentes e antigas de TH. Mas também que o risco entre as
mulheres usuarias era maior nas com indice de massa corporea (IMC) menor, quando
comparadas as com IMC maior, levando a inferir que o hiperestrogenismo

poderia ser considerado fator de protecao, ao invés de fator de risco.

Deste modo abriu-se uma discussédo a respeito da TH ideal; e outros
estudos prospectivos, aleatorizados e duplos-cegos foram realizados. O Women'’s
Health Iniciative (WHI), cujos resultados foram publicados em 2002, evidenciou
aumento do risco cardiovascular, além de confirmar uma elevagao da incidéncia
de cancer de mama com TH, com o esquema utilizando estrogénios conjugados

e acetato de medroxiprogesterona (Rossouw et al., 2002).
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Qutras vias de administragdo de TH, como a transdérmica, foram aventadas,
passando-se a utilizar doses menores em virtude dos efeitos colaterais. Novos
estudos clinicos surgiram e confirmaram os beneficios da TH de baixa dosagem. O
principal deles € o chamado Women’s Hope Study, um estudo prospectivo,
multicéntrico, randomizado, envolvendo 1805 mulheres na menopausa com idade
de 40 a 65 anos, e que foi desenvolvido para estudar os efeitos de diferentes tipos
de estrogénios conjugados, tanto isolados como combinados com acetato de
medroxiprogesterona, mostrando ndo ocorrer diferengas no tratamento dos sintomas
climatéricos no metabolismo ésseo, no metabolismo glicidico e no sistema

hemostatico com terapia hormonal de baixa dose (Lobo, 2001, Utian et al., 2001).

Drogas alternativas também surgiram como a tibolona, um derivado da
19-nor-testosterona como a noretisterona, que possui, simultaneamente, efeitos
estrogénicos, androgénicos e progestagénicos. Estudos em animais mostraram
que esta droga possui 1/10 da atividade estrogénica do etinilestradiol, sendo
considerado um estrogénio fraco. Tem atividade progestagénica menor que a
noretisterona, com cerca de 1/8 de sua poténcia. A atividade androgénica
corresponde a 1/20 da atividade androgénica da metiltestosterona, sendo um

androgénio fraco e sem atividade mineralocorticoide (Van Der Vies, 1987).

Estudos in vitro demonstraram que a tibolona reduz a taxa de proliferacéo
celular e a apoptose em células mamarias normais e de canceres hormdnio-
dependentes, além de reduzir a producao local de estradiol em culturas celulares de
mama, por meio de inibicado das enzimas sulfatase e 17-beta-hidroxiesterdide, uma

acao tecidual especifica semelhante a do tamoxifeno (Gompel et al., 2002).
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Estudos experimentais utilizando modelo animal, onde se induziu tumores
pelo dimetil-benzantraceno, a tibolona através de seu isbmero 3 alfa- OH- tibolona
atuando sobre receptores estrogénicos, propiciam no tecido mamario inibicao
das enzimas sulfatase e 17-beta hidroxiesterdide desidrogenase, responsaveis
pela transformacdo de estrogénios menos potentes, como a estrona, em mais

potentes como o estradiol (Chetrite e Pasqualine, 1997).

Estes dados demonstram que, diferentemente das demais drogas
usadas na TH, a tibolona ndo s6 nao estimularia a mama - ndo aumentando a
incidéncia de cancer — como também poderia protegé-la. Entretanto, um estudo
multicéntrico, observacional, internacional avaliando o uso da tibolona, publicou
recentemente seus resultados com 1 milhdo de mulheres, demonstrando que o
risco relativo foi de 1,45 para cancer de mama entre as usuarias de tibolona

(Million Womem Study, 2003).

Desta maneira, os efeitos dos esterdides sexuais sobre a glandula mamaria
tém sido analisados por varios tipos de estudos, mas por envolver a interacao
sinérgica de proteinas, fatores de crescimento e outros horménios além dos
esterdides sexuais, sua reproducao tornou-se complexa. Pesquisas in vitro sdo
de dificil reproducdo em humano, pois além de serem complexas envolvem

questodes éticas e técnicas.

Varios fatores também podem atuar como varaveis confundidoras, interferindo
nos resultados. Desta maneira, muitas das pesquisas sobre a acao dos esterbides

sexuais na glandula mamaria sao desenvolvidas em modelos experimentais.
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Assim, a acdo dos esterdides sexuais tem sido amplamente estudada em
ratas da linhagem Sprague-Dawley. Nessas ratas a glandula mamaria passa
por uma fase inicial de proliferacdo dependente de estrogénios, seguida de fase
de diferenciacdo iniciada com os ciclos estrais e que se completam com a
prenhez a termo (Russo e Russo, 1987). A susceptibilidade desses animais
para o desenvolvimento de tumores mamarios ou lesdes pré-malignas tem
propiciado a utilizacao desta linhagem de ratas em pesquisas sobre alteracdes

histolégicas decorrentes da acao dos esterdides sexuais nesta glandula.

Pesquisas utilizando o modelo experimental murino (Russo et al, 1983;
1989; 1990; Russo e Russo, 1991; 1996; Thonpson e Singh, 2000) merecem
destaque, nao sé por estudarem a carcinogénese mamaria em ratas associada
a determinados fatores considerados de risco para o cancer de mama, como
também por estabelecer correlagdo com a mama humana feminina. Considera-
se 0 modelo murino um bom modelo experimental porque as mamas das ratas
sofrem as mesmas modificacdes morfolégicas e cinéticas que as humanas,
sobretudo com relacdo a fatores como idade, fatores reprodutivos e acao dos
esterdides sexuais. Além disso, propicia a obtencdo da mama de forma integral,

permitindo a avaliacao histol6gica de forma bastante abrangente e representativa.

Vérios pesquisadores passaram a utilizar o modelo murino para estudos de
carcinogénese mamaria e de alteragdes histoldgicas da mama com os esterdides
sexuais. Russo e Russo (1991), ao estudarem a cinética celular por meio de
mensuragao da sintese de DNA na unidade ductal-terminal-lobular de ratas

aos 45 dias -- que foram tratadas com esquemas de terapia de acetato de
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medroxiprogesterona (AMP), noretinodrel associado ao mestranol, gonadotrofina
coriénica e horménio lactogénio placentario durante 21 dias - comparando com os
grupos controle e de ratas ooforectomizadas, observaram que ndo houve proliferacao
celular pelo AMP em baixa dose, por gonadotrofina, como também pela associa¢ao
de noretinodrel e mestranol, havendo proliferacao pelo AMP em altas doses e
pelo horménio lactogénio placentario. Observaram, ainda, que a ooforectomia reduziu
a atividade proliferativa e que a cinética celular ndo era regulada por niveis
hormonais sistémicos, e sim por mecanismos locais intermitentes relacionados

ao grau de diferenciacao de cada estrutura especifica.

No mesmo ano, Russo et al., estudando a carcinogénese mamaria em ratas
sob influéncia da prenhez e da gonadotrofina coribnica, demonstraram que ambas
a situacoes induziam a diferenciacdo da glandula mamaria, que morfologicamente
apresentava reducao do niumero de unidades ducto-terminal-lobulares, havendo

protecao contra a carcinogénese €, no caso da gonadotrofina, foi dose-dependente.

Guzman et al. (1999) estudaram ratas expostas a carcinogénese quimica,
tratando-as com associacdo de estradiol e progesterona, que propicia niveis
hormonais comparaveis aos encontrados durante a prenhez, e obtiveram alta
eficacia do tratamento hormonal na protecdo contra a carcinogénese quimica.
Bartstra et al. (1998) estudando ratas de diversas idades tratadas com estradiol
e expostas a carcinogénese observaram que o tratamento aumentou o risco de
desenvolvimento de lesGes cancerosas mamarias. Ja, Thonpson e Singh (2000)

observaram, nas mamas de ratas tratadas com benzantraceno, diversas lesoes
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pré-malignas classificando e comparando-as aquelas desenvolvidas nas mamas

humanas femininas.

Assim, em virtude de contradigdes encontradas em relacdo a agao dos
esterdides sexuais na mama e da importancia que a TH assumiu em mulheres
no periodo do climatério, quer no sentido terapéutico como no preventivo,
mostra-se relevante pesquisar a acao desses esterbides no epitélio da glandula
mamaria, com o intuito de estudar as alteracdes histolégicas decorrentes da
acao de diferentes esquemas de TH, contribuindo para uma melhor orientacéao

futura as mulheres no periodo do climatério e pds-menopausa.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo geral

Avaliar o efeito da terapéutica com estrogénio, progestogénio e tibolona
sobre as caracteristicas histolégicas das mamas de ratas ndo puberes, castradas,

com e sem prole.

2.2. Objetivos especificos

e Descrever as alteracdes histolégicas epiteliais observadas nas mamas
de ratas apds tratamento com esterdides sexuais em diferentes esquemas

terapéuticos.

e Avaliar a associacdo destas alteragdes histoldégicas com o esquema
terapéutico: estrogénio e progestogénio isolados, tibolona e a associacao
de estrogénio com progestagénio.

e Avaliar se ter ou ndo prole interfere na ocorréncia destas alteracoes
histologicas has mamas de ratas submetidas a terapéutica com esteroides

sexuais.
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3. Publicacao

Artigo 1 - Alteracoes histologicas em mamas de ratas tratadas com esterodides

sexuais
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Resumo

Objetivo: avaliar as alteracdes histoldgicas em mamas de ratas submetidas a terapéutica
com estrogénio, progestogénio e tibolona. Métodos: estudo experimental com 40 ratas,
sendo 20 sem prole (grupo A) e 20 com prole (grupo B). Todas as ratas foram castradas
e, apds quatro semanas, alocadas aleatoriamente em subgrupos: Al, A2, A3, A4, AS e
B1, B2, B3, B4, B5. Os esterdides foram administrados da seguinte forma: Al e B1 —
benzoato de estradiol; A2 e B2 — acetato de medroxiprogesterona; A3 e B3 — benzoato
de estradiol e acetato de medroxiprogesterona; A4 e B4 - tibolona; A5 e B5 - placebo.
Apés dez semanas de tratamento, os animais foram sacrificados e suas glandulas
mamarias submetidas a andlise histologica. Os parametros avaliados foram: proliferacdo
epitelial, atividade secretora e atipias epiteliais nas unidades de ductos ou alvéolos
terminais. A associac¢do entre os achados histolégicos e os esquemas terapéuticos foi
avaliada através do odds ratio e intervalo de confianca de 95%. Resultados: alteracdes
histologicas foram observadas em 29 ratas: hiperplasia moderada (52,5%), hiperplasia
alvéolo-nodular (42,5%), atipia sem proliferacdo (35%), hiperplasia leve (32,5%),
atividade secretora (20%) e hiperplasia severa (5%). Em ratas sem prole observou-se 1,3
mais chances, em relacdo ao grupo-controle, de apresentar hiperplasia alvéolo-nodular no
grupo que recebeu estrogénio, hiperplasia moderada no grupo tratado com progestogénio, €
hiperplasia alvéolo-nodular e atipia sem proliferacdo epitelial com a associacdo entre
estrogénio e progestogénio. Conclusoes: hiperplasia moderada e atipia epitelial associaram-se
a terapia combinada de estrogénio e progestogénio, e o antecedente de prole reduziu a

ocorréncia destas alteracdes e de hiperplasia alvéolo-nodular.

Palavras-chave: mama, proliferacao epitelial, esteréides sexuais, atipia epitelial.
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Summary

Objective: to evaluate the association between breast histologic changes in female rats
undergoing therapy with sex steroids. Methods: An experimental study was conducted
of 40 castrated female non-pubertal rats, 20 had given birth (Group B) and 20 had no
offspring (Group A). All rats underwent bilateral ovariectomy. After four weeks, these
rats were randomly allocated to subgroups: Al, A2, A3, A4, AS and B1, B2, B3, B4, BS.
Steroids were given to subgroups as follows: Al and B1 — estradiol benzoate; A2 and B2 —
medroxyprogesterone acetate; A3 and B3 - estradiol benzoate and medroxyprogesterone
acetate; A4 and B4 — tibolone; A5 and BS5 - placebo. After 10 weeks of treatment, the
animals were sacrificed and their mammary glands were analyzed. Histologic parameters
evaluated were: epithelial cell proliferation, epithelial cells with secretory activity; and
cell atypia in terminal duct units and buds or terminal alveoli. The association between
microscopic analysis and diverse therapeutic regimens were analyzed by calculating the
odds ratio and its respective 95% confidence interval. Results: Histologic changes were
observed in 29 rats: moderate hyperplasia (52.5%), hyperplastic alveolar nodule (42.5%),
epithelial atypia (35%), mild hyperplasia (32.5%), secretory activity (20%) and severe
hyperplasia (5%). In rats with no offspring it could be found 1.3 times more hyperplastic
alveolar nodule in the group treated with estradiol than control, moderate hyperplasia in
those received medroxyprogesterone acetate and, hyperplastic alveolar nodule and
epithelial atypia in the group treated with estradiol plus medroxyprogesterone acetate. In
the rats with offspring it could be found 1.3 times more secretory activity with estradiol.
Conclusions: epithelial hyperplasia and epithelial atypia without proliferation are
strongly associated to combined therapy with estradiol plus medroxyprogesterone

acetate, mainly in the rats without offspring.

Key-words: breast, epithelial proliferation, sex steroids, epithelial atypia.
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Introducao

Nas dltimas décadas estudos demonstraram os beneficios da terapia hormonal (TH)
no climatério, representados pelo alivio de sintomas, prevencdo e tratamento da atrofia
urogenital e da osteoporose'*”. A despeito dos beneficios da TH, o seu uso pode
apresentar alguns efeitos indesejdveis como o aumento do risco de cancer de mama™*>*,
Existem diversos esquemas de TH, porém os mais utilizados sdo o uso exclusivo de
estrogé€nio ou a associacdo deste com progestagénio.

Além destes esterdides, a tibolona - um esterdide sintético - vem sendo utilizada
para o tratamento dos sintomas climatéricos, possuindo acdes estrogénica, progestagénica e
androgénica’. Estudos experimentais demonstraram que, in vitro, a tibolona reduz a
proliferacdo de células mamadrias e a producao de estradiol®, enquanto in vivo reduz o
volume tumoral de carcinomas mamarios’. Contudo, estudos de coorte demonstraram
aumento do risco relativo para desenvolvimento de cancer de mama em usudrias de

. 6,10
tibolona™ .

Dessa forma, permanece incerto o papel da tibolona na inducdo de
alteragdes proliferativas e no risco de cancer de mama.

Hofseth et al. (1999)", estudando bi6psias de mamas de mulheres na pés-
menopausa, observaram que a proliferacao do epitélio mamario foi maior em usudrias de
TH, principalmente em usudrias de estrogénio e progestagénio, quando comparadas a
um grupo de ndo usudrias de TH. Nesse mesmo estudo verificou-se que a maioria das
alteragdes localizava-se na unidade ducto-lobular terminal, onde se desenvolve a maior
parte dos canceres de mama. Estudos experimentais também verificaram alteragdes
proliferativas nas mamas de ratas ooforectomizadas submetidas a TH'.

As glandulas mamdrias humana e da rata exibem alteragdes proliferativas
comparéveis quando submetidas a TH, suportando a validade do estudo dessas alteracdes
no modelo murino na pés-menopausa'?. O uso do modelo animal permite a avalia¢io do
efeito direto da TH sobre o tecido mamario, eliminando-se os efeitos de potenciais
varidveis confundidoras que podem estar presentes em ensaios clinicos como idade,
tempo de menopausa e tempo de uso de TH".

Considerando esses aspectos realizou-se o presente estudo com o objetivo de

avaliar a associacdo de alteracOes histolégicas epiteliais nas mamas de ratas castradas
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apoés tratamento exclusivo com estrogénio, progestagénio e tibolona e com a associa¢ao
de estrogé€nio-progestagénio segundo o esquema terapéutico e se o antecedente de prole

interfere nesta associagao.

Materiais e Métodos

Trata-se de estudo experimental, no qual foram utilizadas 40 ratas (Rattus
Norvegicus) da linhagem Wistar com 250 dias de vida, sendo que 20 j4 procriaram e
amamentaram suas proles (grupo B) enquanto que as outras 20 ndo tiveram prenhez
(grupo A). As ratas foram castradas sob anestesia geral com inje¢Oes intraperitoneais de
cetamida (VetasetR . Fort Dodge Laboratories) e xilazina (RompumR Bayer) ambas na
dose de SOmg/kgM’lS, ficando em observacdo por 3 semanas a fim de esgotar a acdo dos
esterdides ovarianos endégenos e entrarem em fase de hipoestrogenismo, permitindo que
o tecido mamédrio fique em repouso'®. O hipoestrogenismo foi confirmado antes do
inicio da terapéutica pela realizagdo de esfregacos vaginais' .

Os tratamentos hormonais foram realizados por dez semanas, sendo que as
dosagens foram calculadas segundo tabela de calculo halométrico, que converte a dose

utilizada em humano para a correspondente na espécie animal utilizada no estudo:

1-benzoato de estradiol (E,), 37,6 ug/rata/7 dias diluido em 6leo de amendoim estéril,
que € o veiculo original do produto, de tal forma que a dosagem estd contida em 0,1ml
da soluc¢do; 2-acetato de medroxiprogesterona na forma de depdsito na dosagem de 11,
28mg/rata/23 dias (AMP) diluido em solucdo fisiologica, de tal forma que a dosagem
estd contida em 0,1ml da solu¢do final; 3-benzoato de estradiol (E;) 37,6 pg/rata/7 dias +
acetato de medroxiprogesterona na forma de depdsito na dosagem de 11, 28 mg/rata/23
dias (AMP) 4-tibolona, 200ug/rata/dia. Os estrogénios e progestogénios foram
administrados por via subcutidnea na regido dorsal dos animais, uma vez ao dia. A
tibolona foi administrada por via oral, uma vez ao dia, diluida em dgua para ser

administrada por gavagem.

Cada animal foi alocado, aleatoriamente, em dez subgrupos de quatro ratas (Al,

A2 A3 A4 A5 e Bl, B2 B3 B4 e B5) e assim designados segundo o tipo de
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tratamento:. Al e Bl — Benzoato de estradiol e placebo para o AMP (solucdo
fisiolégica); A2 e B2 — Acetato de medroxiprogesterona e placebo para E, (6leo de
amendoim); A3 e B3 — Benzoato de estradiol e acetato de medroxiprogesterona; A4 e
B4 — Tibolona e placebo (6leo de amendoim e solugdo fisioldgica); AS e BS — Placebo

(solugdo fisioldgica e 6leo de amendoim).

Os animais permaneceram no biotério do Laboratério de Pesquisas Bioquimicas
do Centro de Atencdo Integral a Saude da Mulher (CAISM) da Universidade Estadual
de Campinas (Unicamp) em caixas com iluminacdo de 12 horas/dia e temperatura
constante, além de dgua e alimentacdo ad libitium. Os quatro animais de cada subgrupo
foram mantidos em uma unica caixa com cuidados didrios e limpeza. Ao final de dez
semanas todas as ratas foram sacrificadas em camara de COZIS. Em seguida foram
dissecadas e removidas as segundas glandulas mamdrias tordcicas, juntamente com a
pele que as recobre. Todo o material obtido foi imediatamente fixado em formalina a
10%, tamponado (pH 7,4) e enviado ao Laboratério de Patologia Experimental do
CAISM/ Unicamp. Apods 24 horas de fixagdo o tecido mamario foi recortado, submetido ao
processamento histoldgico, incluido em blocos de parafina e recortado em micrétomo de
4u de espessura, colocado em vdrias laminas e corado pela técnica de hematoxilina —

eosina (HE).

Foram avaliados todos os blocos correspondentes a totalidade das mamas de cada
rata pelo mesmo patologista, sem que este conhecesse a terapéutica a que cada rata havia
sido submetida, utilizou-se um microscopio Nikon E 200 com objetiva de 40 vezes.
Foram analisados a proliferacdo epitelial e atipias celulares nas unidades de ductos
terminais e os brotos ou alvéolos terminais, sendo que o exame foi realizado baseando-
se em um sistema de graduacdo histopatoldgico para anomalias epiteliais induzidas por
7,12- dimetilbenzantraceno (DMBA) em tecido mamario de fémeas de ratos. O sistema
de graduagdo histopatoldgica referente a hiperplasia epitelial e células epiteliais com
atividade secretora seguiu critérios padronizados e estabelecidos previamente', e foram
classificados conforme a seguinte descri¢do: normal; atipia sem proliferacao epitelial;
HEB 1 - hiperplasia epitelial da unidade ductal terminal lobular leve; HEB 2 —

hiperplasia epitelial da unidade ductal terminal lobular moderada; HEB 3 - hiperplasia
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epitelial da unidade ductal terminal lobular severa; HAN - hiperplasia alvéolo-nodular;
atividade secretora em células epiteliais. Para a analise dos dados foram feitas tabelas de
contingéncia e calculado o odds ratio com respectivo intervalo de confianca de 95%,

sendo utilizado o programa de computador SAS, 2001.

Esse estudo seguiu as normas da Comissdo de Etica na Experimentacio
Animal (CEEA) do Instituto de Biologia (IB) da Unicamp, sendo aprovado pelo
protocolo de n°® 651-1.

Resultados

Ao final de dez semanas de terapia hormonal ou placebo, 29 ratas apresentaram
alteracOes epiteliais focais em suas glandulas mamadrias, sendo: hiperplasia epitelial da
unidade ductal terminal lobular leve ou HEB 1 em 13 casos (32,5%), hiperplasia
epitelial da unidade ductal terminal lobular moderada ou HEB 2 em 21 casos (52,5%),
hiperplasia epitelial da unidade ductal terminal lobular severa ou HEB 3 em dois casos
(5%), hiperplasia alvéolo-nodular ou HAN em 17 casos (42,5%), atipia sem proliferacao
epitelial em 14 casos (35%) e atividade secretora (AS) em 8 casos (20%). Onze ratas

(27,5%) apresentavam mamas histologicamente normais ao final do estudo (Figura 1).

Analisando as alteragdes histologicas segundo o antecedente de prole e de acordo
com 0 esquema terapéutico, observou-se que, no grupo sem prole, no subgrupo tratado
com E2 todas as ratas desenvolveram HEB 2 ou 3, HAN e um caso apresentou atipia
epitelial sem proliferacdo. No subgrupo tratado com AMP isoladamente todas as ratas
apresentaram HEB 2, trés delas atipia sem proliferacdo epitelial, dois casos de HAN e
dois casos de atividade secretora. No subgrupo tratado com a associagdo de estrogénio e
progestogénios todas as ratas desenvolveram HEB 2 ou 3, HAN e atipia sem
proliferacdo epitelial. No subgrupo tratado com tibolona observaram-se duas ratas sem
alteragdes mamadrias e as outras duas apresentaram HEB 2, atipia sem proliferacdo e
atividade secretora. No grupo placebo, trés ratas apresentaram apenas foco unico de

HEB 1 (Tabela 1).
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Analisando as alteracdes histologicas observadas no grupo com prole (grupo B)
notamos que com o tratamento exclusivo com estrogénio sete ratas desenvolveram HEB
1 ou 2 e quatro delas apresentaram atividade secretora. Nenhuma atipia celular foi
observada. As ratas tratadas com AMP exclusivo apresentaram padrdo semelhante em
relacdo as HEB, porém houve trés casos de HAN e uma rata desenvolveu atipia sem
proliferacdo epitelial. J4& no subgrupo tratado com associacdo de estrogénio com
progestogénios, observaram-se indices de 100% para a HEB 2, HAN e atipia sem
proliferacdo. As ratas tratadas com tibolona desenvolveram apenas HEB 1 em trés casos e

100% das ratas no subgrupo placebo tinham mamas histologicamente normais (Tabela 1).

Ao se avaliar as chances de desenvolvimento das alteragdes histoldgicas segundo
0 esquema terapéutico, observou-se que dentre as ratas sem prole (grupo A), aquelas
expostas isoladamente ao E2 tiveram, pelo menos, 1,3 mais chances de desenvolver
HAN em comparacdo ao grupo-controle. Aquelas submetidas a terapéutica com AMP
isolado tiveram aumento da chance de mesma magnitude para desenvolvimento de HEB
2. J4 as ratas tratadas com E2 + AMP tiveram aumento significativo, e de mesma
magnitude, para o desenvolvimento de atipias sem proliferacdo epitelial e HAN. O
subgrupo tratado com tibolona ndo apresentou aumento da chance de desenvolver
qualquer alteracdo histolégica mamdria em relacdo ao grupo-controle (Tabela 2). A
mesma andlise feita no grupo de ratas com prole (grupo B) demonstrou haver associa¢ao
entre a terapéutica de estrogénio e progestogénios combinados com a presenca de

atividade secretora nas células epiteliais (Tabela 3).

Discussao

Nas condi¢des do presente estudo houve associagdo dos esterdides sexuais com
proliferacdo e atipias epiteliais e, ainda, com atividade secretora. Efeito este
demonstrado tanto com os estrogénios quanto com 0s progestogénios, embora 0 maior efeito
tenha sido observado nos animais que receberam a associagdo de estrogénios com

progestogénios.
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As alteracdes epiteliais avaliadas neste estudo foram, principalmente, proliferacdo
epitelial e atipias celulares nas unidades de ductos ou alvéolos terminais, e atividade
secretora, baseando-se no sistema de graduacdo histopatolégico para anomalias epiteliais
induzidas por 7,12- dimetilbenzantraceno (DMBA) em tecido mamério de fémeas de

1

ratos '°. Sistema muito semelhante é utilizado na maioria dos estudos in vivo que se

. . 12,20.
utilizaram do modelo murino

E possivel fazer uma analogia entre as alteracdes descritas nas mamas de ratas
com as observadas na mama humana. A assim denominada HEB (hiperplasia epitelial da
unidade ductal terminal lobular) pode ser graduada em 1, 2 e 3, correspondendo
possivelmente as hiperplasias leve, moderada e grave ou severa. A HEB 1
corresponderia, na mulher, a hiperplasia ductal tipica (HDT) leve, alteragdo considerada
sem risco para cancer invasor; a HEB 2, a HDT moderada, alteracdo considerada de
risco leve (duas vezes) para o cancer invasor; e a HEB 3, a hiperplasia ductal atipica

N . . . A . 21
(HDA), lesdo associada a risco cinco vezes aumentado para o cincer invasor da mama“ .

Observou-se, também, a presenca de atipias celulares sem proliferacao epitelial
muito semelhantes as alteracdes designadas de atipia plana na mama humana feminina
segundo os critérios da OMS, sendo que estas ndo haviam sido descritas anteriormente em
ratas. Esta entidade € caracterizada por células epiteliais nativas constituidas em camadas
simples ou por trés a cinco camadas e com atipias leves. Segundo a classificacdo da
OMS, seria uma lesdo intermedidria entre a HDT e HDA, porém ndo hd na literatura
evidéncias suficientes para estimativa de risco relacionado com cancer invasor®’.

Em humanos, a atipia epitelial plana tem sido denominada por outros

patologistas como alterag¢do ou hiperplasia de células colunares com atipiaszz'23

ou, ainda
. . . . . 24 .

CAPSS — “columnar alteration with prominent apical snouts and secretions”™ - traduzida
~ . . ~ . . ~ 25 P

como alteracao colunar epitelial com secrecao do tipo decapitacdo™. Atualmente, o nivel

de risco subseqiiente para o desenvolvimento de carcinoma invasivo associado com estas

lesdes com atipias € desconhecido. No entanto, ja se encontram estudos que verificaram

que o risco relativo das lesdes colunares em geral foi 2,08 vezes maior que os controles

e, para as lesdes colunares com atipia, o risco foi de 2,3226.
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A hiperplasia alvéolo-nodular (HAN), lesdo epitelial caracterizada por darea
nodular bem delimitada, constituida de grupamentos de ductulos e alvéolos terminais,
cujas células carcterizam-se pelo citoplasma vacuolizado semelhante a células apdcrinas,
apesar da denominagdo ‘hiperplasia”, acredita-se que reflita atividade secretora no
epitélio. E alteracio descrita apenas em ratas e sem correspondéncia na mama humana'.
No entanto, estudos mais recentes em modelo murino evidenciaram associacdo dessa
entidade com o desenvolvimento de carcinoma mamario induzido por DMBA, podendo
ser considerada como potencial lesdo precursora de neoplasias”'. Ndo existem evidéncias até

o momento de que essas suposicdes possam ser correlacionadas em modelo humano.

Estudos anteriores avaliaram a ac¢do dos esterdides sexuais em mamas de ratas e
as doses utilizadas foram muito variadas e muitas vezes elevadas, até com o objetivo de
induzir alteracdes pré-malignas ou malignaszg. Como se sabe, o estrogénio pode ser
mitogénico em doses elevadas™ e poderia alterar o indice mitético falseando a verdadeira
acdo dos esterdides sexuais nas mamas, quando as mesmas fossem dadas em doses
fisiol6gicas. Essa pesquisa objetivou-se a descrever as alteracoes histoldgicas encontradas
nas mamas com as variagoes de doses andlogas as usadas por mulheres climatéricas,
correlacionando as doses dos esterdides sexuais usados na mulher ao modelo murino,
através de célculo halométrico, equacionando a dose de acordo com o peso e o
metabolismo animal®®>'. Além disso, as ratas foram selecionadas de tal forma que o nimero
de ciclos estrais que tiveram foram correspondentes aos da mulher no periodo da
menacme, para que suas mamas sofressem as acdes dos hormonios endégenos dos ciclos
estrais desde a puberdade até a época em que foram castradas. Tentou-se, desta forma,

simular a seqiiéncia de eventos ao longo da vida reprodutiva da mulher.

Neste estudo houve associacdo dos estrogénios com a hiperplasia das células
epiteliais mamadrias. Isto ficou demonstrado no grupo de ratas que usou estrogénio
apresentando muito mais HEB que o grupo-controle. Nao se observou associacdo dos
estrogénios isoladamente com atipias celulares em qualquer dos grupos de animais, com
ou sem prole, embora na literatura existam estudos que evidenciam a¢do genotdxica do

. , L. 2
17 B estradiol sobre as células mamarias®>>>.
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Em estudos experimentais, com modelos animais observou-se que a progesterona nao
€ protetora da carcinogénese mamadria, evidenciando a auséncia de bloqueio da atividade
proliferativa estrogénica por acdo do progestagénio, aliada ao estimulo proliferativo

o 1. 3 . . .. e , 37.3
ep1tehal“’34’ 6 Observou-se, ainda, maior atividade mitdtica na fase latea® 3738,

Em ampla revisdo sobre a acdo da progesterona na proliferacdo de células
epiteliais mamdrias, concluiu-se que esse hormonio pode agir estimulando a proliferacao, a
diferenciagdo celular ou levar a morte celular programada, dependendo da interacdo com

L. L . - - . 11.
varios fatores secundarios, muitos ainda desconhecidos

Os resultados deste estudo mostram que o esquema terapéutico de progestagénio
quando utilizado isoladamente também causou aumento da atividade proliferativa celular
mamadria que foi estatisticamente significativo em relacdo ao grupo-controle e equivalente ao
grupo que usou esquema terapéutico com estrogénio. Isso leva a inferir que, neste estudo, o
progestagénio potencializou o efeito estrogénico e que nao houve necessidade da acdo
estrogénica prévia para sua agdo. Todavia, ndo se pode afirmar que o progestagénio

reverte a a¢do dos estrogénios ou que necessite da acao prévia destes para agir na mama.

De fato, Béssler (1970)3 ? observou que a administracdo de AMP induziu maior
proliferacdo de células acinares e nossos achados estdo de acordo com a literatura, que
propde que o estrégeno atuaria estimulando a proliferacdo celular e o progestageno faria
o mesmo, além de induzir a diferenciacdo quando ha acao estrogénica4o’41. Ainda, a
progesterona aumentaria a atividade mitdtica, a semelhanca da acdo estrogénica e,
quanto maior a atividade proliferativa maior a chance de surgir erro genético aleatdrio
ou de permitir a manifestacdo de uma alteracdo genomica induzida por um carcinégeno
2 Os resultados desta nossa pesquisa estdo de acordo com tais informagdes visto que a

progesterona aumentou a proliferacdo celular.

Os esterdides sexuais mesmo que acarretem a diferenciacdo celular, denotada
pela presenca de secrecdo, ao estimularem a atividade proliferativa mamaria podem
propiciar manifestacdo das altera¢des carcinogenéticas celulares. Assim, se 0 processo
de proliferacdo e diferenciacdo mamaria ocorrer antes da a¢do do agente carcinogénico

. . . A 4 . P
diminui-se a chance de desenvolvimento do cancer no futuro 3, pois menos células
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indiferenciadas estardo presentes. Tal fato pode explicar a observacdo de que o AMP
administrado em ratas na fase puberal diminui o risco de desenvolvimento tumoral,
enquanto a administracdo apds essa fase ndo propicia o mesmo efeito protetor44. O
mesmo explica a protecdo conferida pela primeira gestacdo a termo em idade precoce.
Neste estudo, o fato de ter prole parece ter influenciado de forma significativa a resposta
celular aos esterdides sexuais, pois no grupo sem prole houve associacdo com trés dos
quatro esquemas terapéuticos utilizados, o AMP associado com HEB 2 e os esquemas
E2 e E2+AMP associados com HAN, lesdo de caracteristica benigna e que denota uma
resposta do tipo secretora, por ter ocorrido em &4cino, um tecido mais diferenciado.

Ainda nesse grupo sem prole, a combinagdo E2 + AMP associou-se a atipia epitelial.

No estudo atual, a tibolona ndo mostrou associacdo com HEB ou atipia celular
mamadria em qualquer dos grupos estudados. Esses resultados encontram respaldo em
estudos sobre a acdo da tibolona na mama, por meio de células normais obtidas de
mastoplastia redutora, de mulheres com idade inferior aos 25 anos. Apds sete dias sob

acdo da tibolona, ocorreu lenta diminuicao na taxa de proliferacdo das células epiteliais45 .

Muito embora este estudo ndo tenha objetivado avaliar risco para cancer e sim
alteragdes histoldgicas nas mamas, podemos inferir que a proliferacdo celular, assim
como as atipias encontradas com alguns esquemas terapéuticos, possam estar relacionadas
com risco aumentado para cancer de mama. Assim sendo, o risco poderia estar
relacionado a terap€utica de associacdo de estrogénios com progestogénios e com a de
estrogénios isolados. J4 com relacdo a tibolona, ndo houve associa¢do com proliferacao

ou atipia celular.

A maior contribuicdo deste estudo talvez seja a de subsidiar maiores informagdes
sobre a acdo destas substancias sobre o tecido mamdrio normal e, com isso, nortear a
escolha terapéutica nas mulheres na menopausa. Isso parece ser de fundamental
importancia nos dias atuais onde se discute esquemas com associacdes progestogénicas
como, por exemplo, a trimestral ou quadrimestral, visando minimizar a exposi¢ao a este
grupo de ester6ide™®. Estudam-se, também, baixas dosagens de esterdides sexuais e
associacdes de estrogénio com progestogénios de acdo especifica para seus receptores, e

isso deve ser encarado como um incentivo a pesquisa e a disponibilizacao de substancias
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que poderiam agir como progestogénios no endométrio e ndo na mama, ou seja, seriam

moduladores seletivos de receptores de progesterona, a semelhanca dos moduladores

. 2 4
seletivos de receptores de estrégeno”’ .

Conclusoes

A hiperplasia epitelial e atipia sem proliferagdo epitelial associaram-se, mais

intensamente, a terapia combinada de estradiol e acetato de medroxiprogesterona,

principalmente no grupo de ratas sem antecedente de prole.

Referéncias Bibliograficas

1.

Maclenan A, Lester S, Moore. Oral oestrogen replacement therapy versus placebo
for hot flushes (Cochrane Review). In: The Cochrane Libray, Issue 3, 2002. Oxford:
Update Software.

Torgerson DJ, Bell-Ssyer SE. Hormone replacement therapy and prevention of
nonvertebral fractures: a meta-analysis of randomized trials. JAMA 2001; 285:2891-7.
Oldenhave A, Jaszmann LJ, Haspeles AA, Everaerd WT. Impact of climateric on well-
being: a survey based on 5213 women 39 to 60 years old. Am J Obstet Gynecol
1993; 168:772-780.

Collaborative Group On Hormonal Factors In Breast Cancer. Breast cancer and
hormone replacement terapy; collaborative reanalysis of data from 51
epidemiological studies 52705 women with breast cancer and 108411 women
without breast cancer. Lancet 1997; 50:1047-59.

Writing Group for the WHI Investigators. Risk and benefits of estrogen plus
progestin en healthy post menopausal women: principal results. From the Women’s
Health Initiative randomized controlled trial. JAMA 2002; 288:321-3.

Million Women Study Collaborators Breast cancer and hormone- replacement
therapy in the Million Women Study. Lancet 2003; 362:419-27.

Rymer JM. The effects of tibolone. Gynecol Endocrinol 1998;12:213-20.

Publicagdo 40



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

Gompel A, Chaouat M, Jacob D, Perrot JY, Kloosterboer HJ, Rostene W. In vitro
studies of tibolone in breast cells. Fertil Steril 2002; 78:351-9.

Kloosterboer HJ, Schoonen W, Deckers G. Effects of progestagens and org od 14 in
vitro and in vivo tumor models. J Steroid Biochem 1994; 49:311-8.

Stahlberg C, Pedersen AT, Lynge E, Andersen ZJ, Keiding N, Hundrup YA et al.
Increased risk of breast cancer following different regimens of hormone
replacement therapy frequently used in Europe. Int J Cancer 2004; 109: 721-7.
Hofseth LJ , Raafat AM, Osuch JR, Pathack DR, Slomski CA, Haslam SZ. Hormone
replacement therapy with estrogen or estrogen plus medroxiprogesterone acetate is
associated with increased epithelial proliferation in the normal postmenopausal
breast. J Clinical Endocrinology& Metabolism 1999, 84: 4559-65.

Russo J, Russo IH. Role of hormones in cancer e initiation and progression. J
Mamary Gland Biol Neoplasia 1998; 3:49-61.

Clarkson TB, Appt SE, Wood CE, Cline JM. Lessons to be learned from animal
studies on hormones and breast. Maturitas 2004; 49: 79-89.

Yang NN, Bryant HU, Hardikar S, Sato M, Galvin RJS, Glasebrook AL. et al.
Estrogen and raloxifene stimulate transforming growth factor 33 gene expression in
rat bone: a potential mechanism for estrogen-or roloxifene - mediated bone
maintenance. Endocrinology 1996; 137:2075-84.

Bolscher MT, Netelenbos JC, Barto R, Buuren LM, Vijgh WJF. Estrogen regulation
of intestinal calcium absorption in the intact and ovariectomized adult rat. ] Bone
Min Res 1999; 14:197-202.

Ciocca DR. Parente A, Russo J. Endocrinologic milieu and susceptibility of the rat
mamary gland to carcinogenesis. Am J Pathol 1982; 109:47-56.

Shorr E. A new technic for staining vaginal smears: III, a single differential stain.
Science 1941; 94:545-6.

Black LJ, Sato M, Rowley ER, Magee DE, Bekele A, Willians DC. et al. Raloxifene (LY
139481 HCL) prevents bone loss and reduces serum cholesterol without causing

uterine hipertrophy en ovariectomized rats. J Clin Invest 1994; 93:63-9.

Publicagdo 41



19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

Alvarenga M, Cavalcanti TC, Tahin QS. Histopathologic grading system for
epitelial abnormalities induced by 7,12-dimethylbenz[a]anthracene (DMBA) in
female rat mammary tissue .Breast Dis 1989; 2:71-9.

Russo J, Russo IH. Experimentally induced mammary tumors in rats. Breast
Cancer Res Treat 1996; 39:7-20.

World Health Organization. World Health Organization Classification of Tumours.
Pathology and Genetics of Tumours of the Breast and Female Genital Organs.
Lyon, IARCPress 2003.p64-7.

Rosen PP. Rosen’s Breast Pathology 2™ ed, Philadelphia, Lippincott Williams &
Wilkins, 2001.

Schnitt SJ. The diagnosis and management of pre-invasive disease. Flat epithelial
atypia: classification, pathologic features and clinical significance. Breast Cancer
Res 2003; 5:263-8.

Fraser JL, Raza S, Chorny K; Connolly JL, Schnitt SJ. Columnar alteration with
prominent apical snouts and secretions. Am J Surg Pathol 1998; 22:1521-27.
Alvarenga M. Tumores da mama. In: Billis A, Vassallo J (Ed). Patologia
Diagnéstica de Tumores. Campinas. 2004. 205-98

Shaaban AM, Sloane JP, West CR, Moore FR, Jarvis C, Williams EMI, Foster CR.
Histopathologic types of benign breast lesions and the risk of breast cancer. Am J
Surg Pathol 2002; 26:421-30.

Thompson HJ, Singh M. Rat models of premalignant breast disease. ] Mammary
Gland Biol Neoplasia 2000; 5:409-20.

Briand R. Hormone dependent mammary tumors in mice and rats as a model for
human breast cancer. Anticancer Res. 1983; 3:273.

Soderqvist G, Isaksson E, Schoiultz B, Carlstrom K, Tani E, Skoog L. Prolifaration
of breast epitelial cells In healty women during the menstrual cycle. Am J Obstet
Gynecol 1997; 176:123-8.

Sedgwick CJ. Allometric scaling and emergency care: the importance of body size.In:

Fowler,M.E.Zoo& wild animal medicine.Philadelphia: W.B.Saunders Company,1993.

Publicagdo 42



31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

Pachaly, JR, Brito HFV. Interspecific allometric scaling. In: Fowler, M.E.; Cubas,
Z.S.Biology, medicine, and surgery of South American wild animals. Iowa State
University: Press/Ames, 2001.p475-80.

Russo J, Russo IH. Genotoxicit of steroidal estrogens. Trends Endocrinol Metab
2004; 5:211-4.

Lieher JG. Genotoxicity of the steroidal oestrogens oestrone and oestradiol:
possible mechanism of uterine and mammary cancer development. Human Reprod
Update 2001; 7:273-81.

Shi YE, Liu YE, Lippman ME, Dickson RB. Progestins and antiprogestins in mammary
tumour growth and metastasis. Hum Reprod 1994; 9:162-73 Supplement 1.
Koukoulis GA. Hormone replacement therapy and breast cancer risk. Ann N 'Y
Acad Sci 2000; 900:422-8.

Simpson HW, Cornélissen G, Katinas G, Halberg F. Meta-analysis of sequential
luteal-cycle-associated changes in human breast tissue. Breast Cancer Res Treat
2000; 63:171-3.

King RJB. A discussion of roles of o estrogen and progestin in human mammary
carcinogenesis. J Steroid Biochen Mol Biol 1991; 39:811-8.

Nazario ACP, Lima GR, Simdes MJ, Novo NF. Cell kinetic of the human
mammary lobule during. the proliferative and secretary plase of the menstrual
cycle. Bull Assoc Ande 1995; 79:23-7.

Bissler R. The morphology of hormone induced structural changes in the female
breast. Curr Top Pathol, 53:1-89, 1970.

Mustafa IA, Bland KI. Physiologic effects of steroid hormones and postmenopausal
hormone replacement on the female breast cancer risk Ann Surg 1998; 228: 638-51.
Chen CL, Weiss, NS, NEWCOMB P, BARLOW W, White E. Hormone
replacement therapy in relation to breast cancer JAMA 2002; 287 :734-41

Russo J, RUSSO I H. Differentiation and breast cancer.Medicina (B.Aires) 1997;
57:81-91. Supplement II.

Grubbs CJ, Farnell DR, Hill DL, MCDONOUG K C. Chemoprevention of N-
nitroso- methylurea-induced mammary cancers by pretreatment with 17 - estradiol

and progesterone. J Natl Cancer Inst 1985; 74: 927-31.

Publicagdo 43



44.

45.

46.

47.

Russo J, Russo 1. Biological and molecular bases of mammary carcinogenesis. Lab
Invest 1987; 57:112-37.

Gompel A, Kandouz M, Siromachkova A. The effect of tibolona on proliferation,
differentiation and apoptosis in normal breast cells. Gynecol
Endocrinal,1997:(Suppl 1):7-9.

Bortoletto C C R, Gongalves W J, Baracat E C, Rodrigues de Lima G, Giusa- Chiferi
M G. Morphological evaluation of the endometrium of postmenopausal estrogen
treatment and taking medroxiprogesterone acetate at 2,3 and 4 month. Acta Obstet.
Gynecol Scand 1997;76: 76.

Black L J, Sato M, Rowley E R, Magee D E, Bekele A, Williams D C, et al. Raloxifene
(LY 139481 HCI) prevents bone loss and reduces serum cholesterol without causing

uterine hypertrophy in ovariectomized rats. J Clin Invest 1994; 93: 63-69.

Publicagdo 44



Figura 1 - Alteracoes histolégicas observadas em mamas de ratas castradas e
submetidas a terapéutica com esterdides sexuais e tibolona. A- HEB 1; B- HEB 2;

C- HEB 3; D- atipia sem proliferacao epitelial; E-HAN; e F- atividade secretora.
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TABELA 1: DISTRIBUICAO DAS ALTERACOES HISTOLOGICAS EM MAMAS DE RATAS DE
ACORDO COM A TERAPEUTICA COM ESTEROIDES SEXUAIS E SEGUNDO O
ANTECEDENTE DE PROLE (N = 40)

E, AMP E,+ AMP T Placebo Total
Iilstﬂia@es Prole Prole Prole Prole Prole Prole
tologicas Sem Com Sem Com Sem Com Sem Com Sem Com Sem Com
@ @ @ @ @ @ @ @ @ @ 200 (20
Normal 0 0 0 0 0 0 2 1 1 4 3 5
HEB 1 0 4 0 3 0 0 0 3 3 0 3 10
HEB 2 3 3 4 2 3 4 2 0 0 0 12 9
HEB 3 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 2 0
Atipia 1 0 3 1 4 4 1 0 0 0 9 5
HAN 4 0 2 3 4 4 0 0 0 0 10 7
AS 0 4 2 1 0 0 1 0 0 0 3 5

HEB - hiperplasia epitelial da unidade ductal terminal lobular
HAN - hiperplasia alvéolo-nodular
AS - Atividade secretora

(n)
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TABELA 2: ALTERACOES HISTOLOGICAS EM MAMAS DE RATAS SEM PROLE SUBMETIDAS A

TERAPEUTICA COM ESTEROIDES SEXUAIS (n = 20) - OR (IC 95%)

Tratamentos
Alteracoes
Histologicas E, AMP E,+ AMP T Placebo
(n=4) (n=4) (n=4) (n=4) (n=4)

HEB 1 - - - - 1,0
HEB 2 21,0 (0,6— 690,0) 81,0 (1,3-5046,7) 21,0 (0,6- 690,00 9,0 (0,3-271,7) 1,0
HEB 3 39 (0,1- 126,7) - 3,9 (0,1- 126,7) - 1.0
Atipia 39 (0,1- 126,7) 21,0 (0,6- 690,0) 81,0 (1,3-5046,7) 3,9 (0,1-126,7) 1,0
HAN 81,0 (1,3-5046,7) 9.0 (0,3- 271,7) 81,0 (1,3 - 5046,7) - 1,0
AS - 9,0 (0,3- 271,7) - 3,9 (0,1-126,7) 1,0

HEB - hiperplasia epitelial da unidade ductal terminal lobular
HAN - hiperplasia alvéolo-nodular
AS - atividade secretora
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TABELA 3: ALTERz}C()ES HISTOLOGICAS EM MAMAS DE RATAS COM PROLE SUBMETIDAS A
TERAPEUTICA COM ESTEROIDES SEXUAIS (n = 20) - OR (IC 95%)

Tratamentos
Alteracoes
Histologicas E, AMP E,+ AMP T Placebo
(n=4) (n=4) (n=4) (n=4) (n=4)

HEB 1 39 (0,1 - 126,7) 21,0 (0,6 —690,0) - 21,0 (0,6 —690,0) 1,0
HEB 2 21,0 (0,6 — 690,0) 9,0 (0,3-271,00 3,9 (0,1 - 126,7) - 1,0
HEB 3 - - - - 1,0
Atipia - 39 (0,1- 323) 39 (0,1- 126,7) - 1,0
HAN - 21,0 (0,6 -690,0) 81,0 (1,3 -5046,7) - 1,0
AS 81,0 (1,3 -5046,7) 39 (0,1 - 32,3) - - 1,0

HEB - hiperplasia epitelial da unidade ductal terminal lobular
HAN - hiperplasia alvéolo-nodular
AS - atividade secretora
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4. Conclusoes

e As alteracbes histolégicas mais frequentes foram: hiperplasia epitelial moderada,
seguida pela hiperplasia alvéolo-nodular; atipia epitelial sem proliferacéo e

hiperplasia epitelial leve.

e A hiperplasia moderada associou-se a terapia isolada, tanto de estradiol como
de acetato de medroxiprogesterona, porém a associa¢ao foi maior com o uso
combinado destes esterdides. A atipia epitelial sem proliferacdo também se

associou a terapia combinada.

e O antecedente de prole diminuiu a chance de ocorréncia: de hiperplasia
alvéolo-nodular com a terapia isolada de estradiol; de hiperplasia moderada com
o uso de AMP isolado; e de atipia sem proliferacao epitelial e de hiperplasia

alvéolo-nodular com a terapia combinada de estradiol e AMP.
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7. Anexos

7.1. Anexo 1 - Sistema halométrico

Permite calcular, por extrapolagdo, as necessidades energéticas e a

variacao da atuagao de drogas no organismo animal.

e Calculo da dosagem por taxa metabdlica do animal:
— Peso metabdlico: peso total expresso em Kg.

— Taxa metabdlica basal (TMB): expressa em Kcal, representa a
energia minima necessaria para manter um organismo vivo com
determinado peso, € a energia produzida pelo animal em situacao

de repouso.

TMB = (peso metabolico) x K

Obs: K é uma constante especifica para um determinado grupo de

animal
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— Taxa metabdlica especifica (TME): expressa em Kcal/dia indica a
energia minima produzida por um animal em um dia para cada kg

de seu peso.

TME = (peso metabdlico) x K

— Fator dose do animal conhecido (FDC): € a dose conhecida
dividida pela taxa metabdlica especifica do animal.

FDC = dose conhecida / TME

— Dose animal-alvo (DAA): é a taxa metabdlica especifica do animal

alvo vezes o fator dose do animal conhecido.

DAA = TME x FDC

— Calculo da dose através da TME - exemplo do célculo da dosagem
do benzoato de estradiol em uma rata de 250g a partir da dose
utilizada por uma mulher de 50Kg:

TME da mulher = (50) x K, sendo K=70  TME = 0,3760 x 70 = 26,324

FDC = 0.ma/Kg FDC= 0,0038
26,324
DAA = 98,99 x 0,0038 DAA = 0,3761mg/kg

Sabendo que 1ml da substancia tem 5mg, a DAA = 0,07ml
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e Calculo da freqliéncia da dose

— Freqguéncia do animal conhecido (FAC) = periodo em que é
administrada a medicacao / periodo de intervalo

— Fator freqliéncia do animal conhecido (FFC) = freqiiéncia/ TME

(animal conhecido)

— Taxa de freqliéncia para o animal-alvo (TFA) = TME (animal-alvo)
x Fator freqUéncia (animal conhecido)

— Frequéncia (F) animal alvo = periodo em que é administrada a

medicacao/ taxa de freqiiéncia para o animal-alvo

Exemplo do célculo da freqiéncia de administracdo do benzoato de
estradiol em uma rata de 250g, a partir da dosagem utilizada por uma mulher de

50Kg a cada 30 dias.

FAC = 1/30 = 0,037
FFC =1/26,32 = 0,037 FFC=0,04
TFA = 98,994x0,04 =3,959

F (animal-alvo) = 30/3,59 = 7.6 dias
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7.2. Anexo 2 — Aspecto anatomico das glandulas mamarias da rata.
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7.3. Anexo 3 — Alteracoes histolégicas em mamas de ratas submetidas a
terapéutica com estrogénios, progestogénios e tibolona (Fotos)

normal

HEB1

HEB2

HEB3

Atipia sem proliferaciao

HAN - 40x

HAN - 250x

Atividade secretora — 40x

Atividade secretora — 250x
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7.4.

Anexo 4 — Alteracoes histolégicas observadas nas mamas de ratas

submetidas a terapéutica com estrogénios, progestogénios e tibolona,
segundo o esquema terapéutico

Rata Numero

Grupo A — sem prole

Subgrupo A1 -E2

1 HEB 2 (raros focos) HAN atipia epitelial plana (focal)
2 HEB 2 (focal) HAN
3 HEB 2 (focal) HAN
4 HEB 3 (focal) HAN
] Grupo A — sem prole
Rata Numero Subgrupo A2- AMP
1 HEB 2 (raros focos) HAN
2 HEB 2 (focal) HAN atipia epitelial plana (focal)
3 HEB 2 (focal) AS (focal) atipia epitelial plana (focal)
4 HEB 2 (focal) AS (focal) atipia epitelial plana (focal)
) Grupo A - sem prole
Rata Numero Subgrupo A3 - E2 + AMP
1 HEB 2 (focal) HAN atipia epitelial plana (focal)
2 HEB 2 (focal) HAN atipia epitelial plana (focal)
3 HEB 2 (focal) HAN atipia epitelial plana (focal)
4 HEB 3 (focal) HAN atipia epitelial plana (focal)

Rata Numero

Grupo A — sem prole

Subgrupo A4 - tibolona

1 HEB 2 (focal) AS (focal)
2 HEB 2 (focal)
3 Normal
4 Normal
’ Grupo A — sem prole
Rata Numero Subgrupo A5 - placebo
Normal

HEB 1 (focal)

HEB 1 (focal)

AlOIND|—

HEB 1 (focal)
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Rata Numero

Grupo B — com prole

Subgrupo B1 - E2

1 HEB 1 (raros focos) AS (difusa)
2 HEB 2 (focal) HEB 1 (raros focos) AS (difusa)
3 HEB 2 (raros focos) HEB 1 (raros focos) AS (difusa)
4 HEB 2 (focal) HEB 1 (raros focos) AS (difusa)
) Grupo B — com prole
Rata Numero Subgrupo B2 - AMP
1 HEB 2 (raros focos) HEB 1 (raros focos) AS (difusa)
2 HEB 1 (raros focos) HAN
3 HAN atipia epitelial plana (focal)
4 HEB 2 (focal) HEB 1 (focal) HAN
] Grupo B — com prole
Rata Numero Subgrupo B3 - E2 + AMP
1 HEB 2 (raros focos) HAN atipia epitelial plana (focal)
2 HEB 2 (raros focos) HAN atipia epitelial plana (focal)
3 HEB 2 (raros focos) HAN atipia epitelial plana (focal)
4 HEB 2 (raros focos) HAN atipia epitelial plana (focal)

Rata Numero

Grupo B — com prole

Subgrupo B4 - tibolona

Normal

HEB 1 (focal)

HEB 1 (focal)

AlWOIN|—

HEB 1 (focal)

Rata Numero

Grupo B — com prole

Subgrupo B5 - placebo

Normal

Normal

Normal

ArlOIND|—

Normal
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