g W W e me e T

JOSE ANTONIO NOVA Es DA S1LVA

VIATRIZ EXTRACELL AR DE MAMA:
CARACTERIZACG AO I TOLOGICA DE -

FIBRAS DE COLAGENOE

1
QUANTIFICAQ

Tose aprese niada ao et

Hiologis da Uiversidade

P
A0 DE MASTOCITOS

it

2' -

dual de Campinas para o o

tencao do ntuio o

CCncias . aren dde Eilf; ..

o Prof. Dr. Benedicto de Cainpos Vidal

e

S
O,

€ oriine el ERERe

e

Si38m

&
‘i’w}é@ g 5
wcw mg&u .\V Q “U& 1& Ak,
(\h LM\ A &ea
*—i j:&f (\wguu A

Silya

9697/BC

;-

T

3’\‘
Ay w/%%@“ 7 £ ‘&k

”‘f&j‘&/ﬁ e A u"&i«w r‘«ma,f”& s
3 -
‘;\;‘ O R A e:’.é*;.:mw

\
& u\{;,m ool \%w =%

5

jj{%ﬂ»@ 5, S m;f\vm&; ﬁi\\m J;m‘ T
A |

o

L ~
oy
o T, %‘3/\" R,

e {; ; m”"fi’k%w

[ A




MATRIZ EXTRACELULAR DE MAMA:
CARACTERIZACAO HISTOLOGICA DE
FIBRAS DE COLAGENO E
QUANTIFICACAO DE MASTOCITOS.



“A historia deste negro
Fourn pouco diferente

Nao tenho palavras
radizer o gue ele sente

Tudo aquilo que vocé ouvin
A respelio do gue ele fez
Serve para ocultar a verdade

Fomelhior estudar outra ver”
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1 Introducao

A

mando-=c pela migracao de células epidérmicas para a superficie ventral do

giand la mamdria apresenta origent cutanea, for-

embriae (PITELKA, 1981}, Estas células. conhecidas como as da linha-
sem do leite, dispoem-se bilateralmente. formando as linhas mamarias que.
dependendo da espécie, podem se localizarem desde a axila ate a reglao
inguinal (KUZMAL 1971 BLOOM & FAWCET. 1975).

A mama apresenta uma estrutura tubuloalveclar com-
posta, secrecao exoerina ¢ uma morfologla que varia com & idade. sexo. e
condicoes lisioldgicas (PITELR A, 19811

A prenhez induz a glandula mamdria a sofrer um
rapido desenvolvimento morfologico o qual. nao ocorre de forma simultanea
em toda a arvore mamaria. Neste estado a mama mostra diferentes graus
de desenvolvimenio dependendo da regiao do epitélio examinado. Nota-se
um mator numero de lébulos secretores na regiao N que compreende o ma-
milo e porcoes mais superficiais da glandula. seguido pelo desenvolvimento
da regiao Y. gue corresponde a porcao mediana do parénquima e hnalmente
a porcao 7. localizada mais profundamente {RUSSO ef alrr. 1925

Cada glandula. quando examinada a nivel histologico.
mostra-se formada por guatro constituintes basicos: {11 um epitelio glan-

dular. sustentado por um {2 estroma conjuntive subcutaneo. que se mosira




envolto por (3) tecido adiposo. (4) papila mamaria ou mamilo. porgao que
fica em contato com o meio externo (PITELRA. 19811

O epitélio glandular. quando corado com azul de To-
luidina (AT) mostra-se constituido por 4 tipos celulares. que podem sey
identificados pela sua localizagio. taymanho. intensidade de coloragao e pelo
tamanho e forma do micleo e citoplasina. Estes tipos celulares sao deno-
minados de: células escuras, células intermediarias, células claras ¢ células
rioepiteliais (RUSSO et alin, 19821,

A por¢ao epitelial é separada do estroma conjuntivo
por uma membrana basal. que ultra-estruturalmente ¢ dividida em dois
componentes principais. a lamina rarae (lamina lacida), e a lamina densa

(MARTINEZ-HERNANDEZ & AMENTA. 1983; LAURIE & LEBLOND

1085). nas quais sao localizados colageno tipo IV, glicosamino glicanos
acidos {Heparan Sulfalo). nidogénio. ¢ as seguintes glicoproleinas estru-
turats nao colagénicas entactina. fibronecting e laminina {TIMPL of alii.
1979 WEWER ef ali, 1986: YOURCHENCO ef aliis 1OR07

Na mama. além do colageno tipo IV sa0 tambers:
encontrados os colagenos b I e V (FLESMAJER . Toxs: WARBURTON

talil, 1983, dos quais os cotagenos L HE e IV podem ser dilerenciados por
meio de Impregnagao por prata.

Os colagenos, as proteoghcanas acidas [Pr GAGA].
juntamente com as glicoproteinas estruturais nao colagenicas (GPLE) sao
arranjadas em complexos de grande ordem molecular (VIDAL, 1987). sendo
denominadas em seu conjuunto como matriz extracelular (M), Iista fol
conceituada como sendo produtos extracelulares agregados e organizados
de forma especial. conferindo aos tecidos caracteristicas mecanolisilogicas
especiais (VIDAL. 1987). A matriz extracelular apresenta importante papel
na manutencao da arquitetura tecidual. morfogénese. filiracao seletiva de
macromoléculas e substrato de ancoragem celular {(WEWIR ef ali. 1086G)
e no processo de diferenciacao celular (BISSEL ef alli. 1982}

A diversidade das propriedades biomecanicas e fisio-
logicas do tecido conectivo seriaim e grande parte explicadas pela hete-
rogeneidade genética e estrutural da~ macromoléculas que o constituem ¢
determinando diferentes graus de agregacao e ordem molecular (VIDALL
16861, ¢ originando diferentes informacoes estruturais a fecidos e a ipos
celulares gue estejam em contato com a matriz extracelular IMARK. 1982].




Os residuos de galactose e glicose, que formam as
porcoes glicidicas da molécula de colageno. bem como as proteoglicanas ¢
as glicoproteinas esiruturais, também apresentam grande importancia na
manutencao do estado agregacional dos feixes de colageno. Isto pode ser
demonstrado por intermédio de microscopia de polarizacao, onde nota-se
a diminuicao do retardo 6ptico apos a oxidagao dos residuos de carboi-
dratos com acido periddico {(VIDALL 1986}, bem como a diminuigao da
birrefringéncia apos a extracao enzimalica das PrGAGA e GPE (VIDAL.
19%1; 1980,

O estudo do processo de remodelacao do tecido con-
juntivo obteve grande avango a partir dos trabalhos de GROSS & LAPIERE
(1962) que ao estudarem a reabsorgao de {ibrilas colagénicas em cauda de gi-
rino mantidas em meio de cultura. e conhecendo a estabilidade do colageno
ao ataque de enzimas proteoliticas, imputaram os resultados obtidos a uma
colagerase que seria especifica para a clivagem da proteina em questao.

VIDAL & BENATTI (1963) a0 estudaren as altera-
coes hirtologicas o histoguimicas causadas durante a reacao inflamatoria,
que leva i forr acao de bolsas periodontals, responsabiiizaram unia colage-
nase pela destruigao do tecido de sustentacao do periodonto,

Fibras colagénicas sao reabsorvidas duranic o cres-
cimento. involucao. inflamagao e reparo de tecidos (GOLDEMBRERG &
RABINOVICH. 1981). sendo que a taxa de “turnover’ pode variar em
funcao dos estado nutricional. fisioldgico e tambent da idade do organismo,
Segundo SHINMIZO & HOKANO (1687), mastécitos poderiam participar
deste processo.

A remodelacao e o turnover do tecido conjuntivo. en-
volvern. simultancamente a quebra ¢ a sintese de seus componentes (TEN
CATE. 1972). O processo pode ser resumido pelo seguinie esquema:

degradacao
aminodcido colageno
s

sintese

Os trabalhos relativos & glandula mamaria abordam
principalmente dois aspectos: o bioguimico e o morfologico.
No primeiro sao descritos a funcao catabdlica do epi-

télio. a atividade enzimatica em diferentes estagios funcionais. bem como




a acao de enzimas na biossintese de dcidos graxos na prenhez e durante
o estado de lactagao (SHORT ef aliv. 1977: STEWART & THOMPSON.
1981},

Com relacao ao aspecto morfoldgico sao descritas as
alteraches sofridas pelo epitélio durante o processo de regressao (HOLL-
MAN & VERLEY. 1967 RAHM ef alir. 1984). a influéncia hormonal na
morfologia glandular (STOCKDALE. 1966}, a morfologia e a distribuigao
de células mioepiteliais em mamas sob diferentes estados fisiologicos (RAD-
NOR. 1972 EMERMAN. 1086). e também as alteracoes sofridas pela mama
durante o processo de carcinogénese induzida pela administracao de 7-12
dimetilbenzantraceno (DMBA}. (RUSSO ef ali. 1982: 1983: 1987).

Quanto ao aspecto regressivo do epitélio marmaério
sahe-se que a rapidez com que este se instala varia com a espécie animal,
iniciando-se mals rapidamente em ratas que etn coelhas. Contudo o pro-
cesso mostra-se univoco e comparavel de uma espécie para outra (VERLEY
& HOLLINAN. 19671,

O mecanismo de regressao pode ser dividido e gua-
tro fases: inicio de regressao. uma segunda fase com grande indice e que-
bras e transformacoes. seguida por um periodo onde estes processos ocor-
remn de forma mais lenta, e finalmente a glandula retorna a seu estado de
quiescéncia funcional (RAHM ef ali, 1984 GEYER. ef ali, 19861,

Durante a estase que precede a regressac Hao € notado
aumento na atividade de enzimas proteoliticas [BRANDES ef ali. 1967).
ou qualguer alteracao morfoldgica nas primeiras A% horas que se seguem a
separacao da ninhada (HOLLMAN & VERLEY. 1967}

As hidrolases acidas: aril sulfatase { HELMINEN ef
alii. 1968, fosfoamidase. fosfatase acida. N-acetil-J-glucuronidase (BRAN-
DES ef alil. 1969). mostram um nitido aumento de atividade durante o
processo de regressao,

Estudo histologico. realizado com camundongas. in-
dica que a membrana basal ¢ removida durante o processo de regressao. e
que a solubilizacao de scus antigenos inicia-se 72 horas apos o desmanie. ao
havendo alteracoes dristicas até este tempo {MARTINEZ-HERNANDEZ
et alie. 1976).




1.1  Objetivos

Tendo em vista a inexisiéncia de dados relativos ao
processo de remodelacao da mairiz extracclular em mama de rata. tem-se
por ohjetivo estudar as alteracoes sofridas pelo estroma conjuntivo durante
o desenvolvimento e regressao normals desta glandula com o propdsito de:

1. Detectar as alteracoes histologicas induzidas sobre a matriz exirace-
fular.

2. Estimar as areas ocupadas por fibras de colageno tipo 1. por in-

termedio de métodos estereoldgicos.

3. Estimar o ntunero e a distribuigao de mastocitos.




2 Materiais e Métodos

2.1 Animais

Foram utilizadas doze ratas da linhagem Wistar, pro-
venientes do Biotério Ceniral da UNICAMP, agrupadas em quatro grupos.
os gquais continham 3 animais cada:

Grupo A : formado por ratas virgens com 25 dias de idade. ¢ peso cor-
poral de 46.33 = 5.5g.

Grupo B @ ratas virgens com 50 dias de idade ¢ com um peso de 105,00
= 6.0g.

Grupo C : ratas que amamentaram por um periodo de 15 dias. e que fo-
ram sactrificadas apés a separacao da cria. Estas apresentavam 211.66
10.40¢g ¢ com 87 + 3.0 dias de idade.

Grupo D : ratas gque amamentaram por um periodo de 15 dias e que
foram sacrificadas 72 horas apos a separacao da ninhada. Lstas apre-
sentavam 105.0 = 5.0g de peso corporal ¢ com 100 ¢ 5.0 dias de

dade,

&




As ratas pertencentes aos grupos C e D, tinham suas
ninhadas reduzidas ao numero de 8 filhotes. 4 dias apos parirem procedi-
mento adotado de conformidade com HELMINEN & ERICSON {(1965a)

Os animais dos grupos A e B foram mantidos em gai-
olas (3 animais ‘gaiola) e alimentadas ad [ibitum com agua ¢ ragao Labina.
Por sua vez os pertencentes aos grups C e D foram mantidos sob as mes-
mas condicoes de alimentacao. alterando-se o nimero de ratas mantidas

por gaiola, pois as {émeas permaneceram com a ninhada.

2.2 Obtencdo das Gliandulas Mamarias

Fm ratas anestesiadas com éter sullurico fazia-se uma
incisao na pele da regizo inguinal. a qual era extendida até a regiao peitoral,
expondo-se a fascia subcutanea.

As glandulas mamdrias pertencentes aos grupos C e
D foram divididas em 2 regides. uma proximal (PP) e outra distal (PDy.
A primeira compreendia o mamilo ¢ porcoes do parénquima glanduiar sub-
jacentes ¢ a segunda continha regioes gue nao estavam situadas a base do
marilo (figura O1),

Para que as diferencas entre as glandulas fossery mi-
nimizadas (MARTINEZ-HERNANDEZ ¢f ahi, 1976). somente o segundo
par de glandulas i)f-?it():‘a.%:ﬁ foram utilizadas neste estudo.




Figura 1: Representacio esquematica de glandula
mamidria exindo as poroes proximais (PP} e porcoes distais (PD]. Modifi-
cado de RUSSO e alfy {19821




2.3 Fixacgao

As porcoes glandulares utilizadas pa descricao mor-
[olégica foram fixadas da maneira descrita a seguir. As pertencentes ao lado
direito permancceram durante 4% horas em solu¢io de formaldeido a 105,
e as referentes ao antimero esquerdo foram fixadas em etanol acido acético
na propor¢ao de 3:1 V/V por 24 horas. O processo de fixaguo ocorreu a 4
graus centigrados.

As peles fixadas em formaldeido eram desidratadas. ¢
para que o excesso de gordura fosse retirado. ambos os lados foram imersos
e acetona, até nao mais ser notado a formacao de um precipitado esbran-
quicado quando esta solugao fosse colocada em contato com dgua destilada
(10mi, Il agual,

As pecas foram hidratadas em bateria de etanol com
concentracao decrescente durante uma hora cada banho. e ao final. lavadas
com agua destilada por 30 minutos. coradas rapidamente com azul de To-
lnidina pH 1.0 [ AT a 00257 dissecando-se & fascia suboutaneca do segundn

par de glandulas toraxicas sob lupa estercoscopica Carl Zeiss,

2.4 Preparo da Montagem Total

As mamas foram rapidamenie desidratadas em eta-
nol. tratadas em xilol por 15 minutos. diafanizadas em dleo de cédro. por
um tempo minimo de oito dias. sendo montadas entre lamina e laminula
com dleo de cedro.

A montagem total permitia o exame detalhado. sefe-
¢iio e orientacao do material glandular. pois em ratas nao prenhas. ou em
estagio de lactacho. a mama é formada por camadas teciduals relativamente
finas e planas (RUSSO ef alin. 1982}, Apos isto as montagens eram desfeitas

e as pecas eram processadas visando sua inclusao em parafina.

2.5  Inclusio em Parafina e Microtomia

As porcoes glandulares selecionadas, permaneciam em
xilol por 13 minutos recebendo entao 3 banhos consecutivos de parafina

a 60 graus centigrados de 1 hora de duracao cada. sendo posteriormente




incluidas em parafina e seccionadas de forma seriada, em micrétomo R,

Jung-Heidelberg, com 7 micrometros de espessura.

2.6 Preparo de Gelatina a 109%

Quatro gramas de gelatina alema em placas foram
dissolvidas em 40 mi de agua destilada. aquecida em banho-muaria. O ge!
foi filtrado para a eliminagao de grumos ¢ porgoes nao dissolvidas.e aplicado
sobre laminas histologicas que foram mantidas a 4 graus centigrados para
(jue OCoITesse a solidificacao do gel. que em seguida. foi fixado em solucao
de formaldeido a 2% durante duas horas. e finalmente lavado em agua

destilada pelo mesmo periodo de tempo.

9.7 TDetecgio da Liberacao de Colagenase

Peles nao fixadax foran mmediatamente 1IOTRAS €M
solucao fisiologica a (.07 a nma teiporaiura de b graus centigrados,

A fascia subcutanca fol rapidamente dizsecada sob
jupa estercoscopica Carl Zeiss e seccionada com uma €spessira de 120
mmicromet ros. en nerotono de congelacao R Jung-Heidelberg,

Estas seccoes foram distendidas sobre laminas his-
tologicas previamente recobertas comn gelatina a 105, ¢ incubadas em ca-

mara umida e mantidas a 37 graus centigrados durante duas horas,

2.7.1 Coloragao com Hematoxilina e Eosina (HE)

Toi empregada para a analise morfolégica geral.

O material foi corado durante trés minutos em hema-
toxilina. lavado por doze minutos em dgua destilada. eosina poy dez minu-
tos. rapida desidratacao. diafanizacdo em xilol e montagem ern balsamo do

Canada.

2.8 Coloragio com Tricrémico Mason

Foi empregada na colorag io de cortes de papilas ma-

maria. visando-se a detecgao de muscule hiso.

10




O material ol corado com hematoxilina por dez mi-
nutos. lavado em dgua destilada durante doze minutos. oxidado com acido
fosfomolibidico a 5% durante oito minutos. corado pelo azul de anilina. la-
vado em agua destilida. desidratado em bateria de etanol, diafanizado em

"

xilol e montado com bdlsamo do Canada (BEHMER et alli. 1976).

2.8.1 Coloracio com Xylidine Ponceau a pH 2.5 (XP)

Empregadoe para a detecgao de radicals cationicos 1o-
tais. sobre peliculas de gelatina.

O mazterial foi corado com XP a 0,1% durante 15 mi-
nutos, i temperatura ambiente, lavado em seguida. com acido acético a 2%
por 30 minutos. desidratado em etanol. diafanizado em xilol ¢ montado em
balsamo do Canada (VIDAL. 1970).

2.8.2 Coloracao com Azul de Toluidina a pH 4.0 (AT

IR

Foi utitizado para a detecgao de basofilia e basolibia
metacromatica.

O material {oi corado s temperatura ambiente por
I3 minutos em solucao a 0.023°C de AT em tampao Mcllvaine a pil 4.0,
lavado rapidamente em agua destilada, Como lixador pos-coloragao usou-se
molibdato de amonio a 40, no qual o material era banhado durante quatro
minutos, seguindo-se uma rapida desidratagao em etanol . dialanizagao em

xilol e montagem em balsamo do Canada (MELLO ef alir, 1974]

2.8.3 Tmpregnacio por Prata para Reticulina: Método de BI-
ELCOWSKI (Modificado por VIDAL}

Foi 1til na descricao morfoldgica das fibras de colé-
geno. bem como para as tomadas de medidas das areas ocupadas por esta
proteina no mamilo € no parénquima glandular.

O colageno pode ser impregnado por prata devido a
presenca de grupos hidroxila de carboidratos. que se tornam reativos histo-
quimicamente, apos serem oxidados. resultando em aldeidos que passam a
promover a precipitacao de fons de prata (VELICAN & VELICAN, 1972
VIDYALL 1987

11




O material previamente protegido por nitro celulose
a 2% fol oxidado com acido periddico a 0.5% durante 30 minutos. tavado
em agua destilada, impregnado com nitrado de prata a 2% durante 24 ho-
ras. tratado com solucao de prata amoniacal. reduzido com formaldeido.
tratado com solucao de hipossulfito a 5%, e sullito de so6dio a 4. lavado,
desidratado, diafanizado em xilol ¢ montado em baisamo do Canada {VI-
DAL TUsT

2.9 Tratamento Enzimatico
2.9.1 Digestao com a-Amilase Bruta

Utilizada para a remogao de porgoes glicidicas de
proteinas estruturais nao colagénicas (ANDERSON, 1976: VIDAL. 1980).
n-amilase a 1%, 0,08 mg de cloreto de sddio, 0,013
mg de difosfato de sodio anidro, 0,008 g de monolosfato de potdssio mono-
hidroclorado em 10 mi de dgua destilada. Incubar em camera tmida por

uma hora a 37 graus centigrados {LISONC 1960

2.10 Andlises Quantitativas
2.10.1  Quantificacao das Areas Ocupadas por Coldgeno Tipo I

Fol realizada sobre os cortes impregnados com prata.
pois esta téenica permitiu uma visualizacao mais precisa da morfologia das
fibras de colageno. que passaram a exibir uma tonalidade marrom.

Empregou-se a ocular K-10 X Carl Zeiss. que apre-
senta sels grades ou discos integradores. dos quais quatro diferem entre si
auanto ao numero e a distancia entre os pontos de contagem que os cons-
tituem e que se distribuenn formando um quadrado.

No presente trabatho foi utilizada a grade 11 proce-
dendo-se a contagem do numero de pontos gue interceptavam as fibras
de coldgeno. A distancia entre dois pontos adjacentes foi determinada
empregando-se lamina micrométrica Leitz Wetzlar, K associacao com
esta grade foi empregada a obietiva Plan 40.0.65 obtendo-se uma area de
aproximadamente 145,107 pm® por campo focalizado. Foi empregado o
miscroscopio Standart 044 Br da Carl Zeiss.

12




Foram contados 30 campos microscépicos escolhidos
a0 acaso. tanto para o mamilo quanto para o parénquima glandular mama-
rio dos grupos A e B. C e D repeclivamente, sendo realizadas 10 medidas
por rata em cada por¢ao glandular.

As dreas (A) em micrémetros quadrados (pm?} foram

determinadas. conforme instrugoes contidas no manual do equipamento.
aplicamdo-se a seguinte {érmula.

A= op.a
onde:
» numero de intersecoes:
a- = quadrado da distancia entre dois pontos adjacentes.

Os resultados foram comparados por meio de analise
exploratéria. As medias foram submetidas a andlise de variancia bilatorial
seguida por teste de Tukey para a comparacao dos tratamentos ao nivel de
P 06T

2.10.2 Quantificacio de Mastocitos

FFoi realizada sobre os cortes corados com AT a pll
4.0, pois estas células guando coradas. por esta téenica, exibermn um cito-
plasmas rico em granulacoes metacromaticas. que facilitam grandemente &
distincao entre mastocitos e outros tipos celulares (FULLMER, 1965).

A contagem foi levada a efeito e microscopio stan-
dart 044 Br da Carl Zeiss utlizando-se da ocular KPL 10N e objetiva Plan
400,65 obtendo-se uma area de aproximadamente 1.45.107 pm® por campo
focalizado.

Tanto para a papila mamaria quanto para o parén-
gquima glandular. foram contados 30 campos microscopicos escolhidos ao
acaso sendo feitas 10 contagens por animal em cada porcao glandular.

Cada dado o] transformado por meio da adicao de
0.5 com posterior extracao ¢ . raiz guadrada. Os resultados obtidos foram
submetidos a analise de variancia bifatorial. seguida por teste de Tukey

para a comparacao dos tratamentos ao nivel de P = 0.01.
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3 Resultados

3.1 Liberacio de Colagenase

Seccoes glandulares provenientes de ratas com 25, 50
dias de idade. ou com um periodo de 15 dias de amamentagao {grupo C}
nao exibiam qualquer tipo de acao sobre a pelicula de gelatina. pois o gel
exibiu-se intacto apos a coloragao com NP {figura 02a-bi.

Porcoes glandulares de ratas submetidas ao periodo
de 72 horas de regressao. no entanto. apresentaram dilerentes niveis de agao
sobre o substrato, sendo que porcoes proximas ao mamilo digeriram quase
completamente o substrato lornecido. restando alguns pontos residuais nao
digeridos, que foram evidenciados apos a coloracao corn XP {figura 02¢}.

As regioes situadas distalmente ao marmilo apresen-
taram uma menor acao degradativa sobre o gel, que fol evidenciada pela
coloracao de fundo avermelhada apds o emprego de XP. A liberacao en-
zimética tambem nao se mostrou homogénea, pois Notou-se uma Variacao
na tonalidade avermelhada do material nao digerido (figura 02¢l.
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3.2 FExtracio de Gordura

Com a utilizacao da acetona empregada para a reti-
rada do excesso de gordura das pegas, obteve-se diferentes nivels de extracao
apos a adicao de agua destilada. O grau de precipitacao foi estudado visu-
almente. Os indices mals acentuados pertenceram a ratas com 25 e 50 dias
de idade. cujo parénquima glandular era envolvido por um extenso coximn
adiposo. Para os grupos submetidos a amamentacao. ou almnamentacao se-
guida por regressao. notou-se um precipitado bem menos acentuado que o
observado nas ratas com 25 e 50 dias de idade. sendo que nas ratas per-
tencentes ao grupo ) {regressao} o precipitado mostrou-se um pouco mais
acentuado gue no grupo submetido apenas a amamentacao.

3.3 Exame Microscdpico
3.3.1 Grupo A (ratas com 25 dias de idade)

seccoes glandulares, de ratas com esta idade. coradas
com HIE, apresentaram um parénguima com distribuicao espar-a ¢ cresci-
mento Jongitudinal, o gual é formado predominantemente. por ducios em
diversos estagios de desenvolvimento, boloes de crescinento gue surgiam
nas extremidades de ductos, ou a partir de qualquer ponto do sistema ca-
nalicular, e por uma extensa matha de tecido adiposo (figura 03).

O mamilo apresentava um contorno regular. sendo
gue a papila conjuniiva exibia curtas invaginagoes que eram recobertas. ex-
ternamente, por um epitélio pavimentoso queratinizado estratificado {figura
04).

O estroma conjuniivo do mamilo. mostrava uma alta
celularidade, estando presentes fibroblastos que apresentavam ntcleos com
diferentes formatos, que podiam variar entre umn contorno estrelado a um
elipsoide. nao sendo encontradas fibras de musculo liso.

Nas porgoes apicals do mamilo, onde ainda nao se
notava a presenga do canal galactoforo. as fibras colagénicas nao apresen-
tavarn uma direcao preferencial para sua deposicao. e sua espessura variave
em relacaoc 2 porcao analisada. Junto ao epitelio queratinizado que contor-
nava & papila mamadria. as fibras encontradas eram finas ¢ nas regioes maix

centrals do mamilo eram ligelramente mais espessas {figura 651,

16




Figura 3: Mama de rata com 25 dias de idade. O
parénguima glandular { =} mostra-se envolto por uma discreta camada
de tecido conjuntivo { —} . cujas fibras se interconectam com o tecido
adiposo { # ) formando uma rede tridimensional. Hematoxitina - eosina,
90 N




Figura 4: Corte transversal de mamilo de rata com
25 dias de idade. Este exibe um contorno regular. sendo envolto por epitélio
pavimentoso gueratinizado estratificado { w1 . Finas fibras colagenas
distribuem-se concentricamente ao canal galactoforo ((* Ve contornam
irregulares espacos intersticials. Hematoxilina. cosina 190 X,

1=
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Figura 5 Porcao periférica de papila mamadria de
rata com 20 dias de idade. As fibras de coldgeno distribuem-se formando
massas com diferentes espessuras { ) . que se unem ao epitclio pavi-
mentoso queratinizado estratificado ( | por meio de fibrilas finas. mas

relativamente compactas. Hemmatoxilina, eosina. 580X\,
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Nas seccoes onde o canal galaciéforo era visualizado.
as fibras coldgénicas passaram a formar massas cordonais que se dispunham
concentricamente ao canal. Entre as mesmas grande namero de espagos
intersticials foi visualizado.

O sisterna canalicular que constituia o parénquitna
¢landular, mostrou-se envolto por um tecido conjuntivo justatubular que se
dispunha longitudinalmente aos ductos condutores. Este tecido conjuntive
emitia prolongamentos que realizavam a {ixacao destas estruturas e tambem
do tecido adiposo {ligura 06).

A deposicao de coldgeno em torno dos conductos e dos
boloes de crescimento nao se mostrou homogénea, ocorrendo umma variagao
na espessura do lencol conjuntivo justatubular que os envolvia.

O emprego de hematoxilina eosina permitiu uma boa
visualizacao dos mastécitos. evidenciando nestas células um citoplasma for-
temente corado pela eosina que muitas vezes apresentava-se finamente gra-
nular. {{igura 07},

Empregando-se o corante tiazinico azul de Toluidiie
constatou-=¢ ausencia de metacromasia eny qualquer porgao glanduiar, ma-
esie cotava intensarnente os granulos de mastocitos. evidenciando granula-
coes fortemente metacromaticas, distinguindo-se claramente este lipo celu-

Jar dos demais (figura 08).




:Figura 6 Corte longitudinal de ducto de mama de
rata com 25 dias de idade. O conjuntivo justatubular emite prolongamentos

{ w ) querealizam a sustentacao do tecido adipoeso. Hematoxilina eosina.

3TON.
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Figura 7: Corte longitudinal de ducto de mama de
rata com 25 dias de idade. O lumeén mostra-se amplo { ¥ ) . A matniz
colagénica dispoe-se de forma longitudinal e compacta { » ) em torno do

-~

canal condutor, Mastacitos | me | ¢ fibroblastos jovens [ — | situam-
se no limite entre o tecide conjuntive e o adipose. Henratoxilina eosina.

740N,



Partindo-se do apice do mamilo. em direcao a sua
base foi notado um aumento no numero destas células, que exiblam uma
distribuicao periférica. dispondo-se proximos ao epitélio pavimentoso estra-
titicado queratinizado (figura 08).

Junto a arvore mamaria. 0% mastocitos e 0s eosino-
filos. distribuiam-se preferencialmente, nas proximidades do paréenquima
glandular. sendo gue os primeiros ocupavam posigoes limitrofes entre o
tecido adiposo e a maltriz colagénica (figura 09).

A impregnacao metalica demonstrou uma mairiz con-
juntiva rica em coldgeno tipo . evidenciando um aspecto fino e [ibrilar junto
a0 mamilo e arvore mamaria. sendo que junto ao parénquima as fibrilas co-
lagénicas dispunham-se paralelamente ao maior eixo do sistema canalicular.
exibindo-se compactas e flexuosas. sem a formagao de espacos intersticiais,

Esta técnica evidenciou a malha formada por fibras
de colageno tipo 1 e fibras reticulares {colageno I} nas regioes situadas
proximas ao marmilo {figura 10}, ber como os finos protongamentos res-
ponsavels pela sustentagao do epiitéiio {figura 11] . Junto ao parcnguima
seccoes longitudinais aos ductos, exibiany {ibras reticuiares finas ¢ flexuo-
sas em negro (figura 12}, dispostas paralejamente ao maior eixo do sistema

canabcular.

i~




Figura 8 Corte transversal de mamilo de rata com
25 dias i idade. mostrando a localizacao de mastocitos { $ ) que tendem
a se distribiir proximos ao epitélio pavimentoso estratificado qU(.‘rm_inizado
[ ) hroblastos jovens exibem uma variacao da morfologia nuclea
-

} \ml de Toluidina a pH 4.0, 740X



Figura 9: Corte longitudinal de ducto {d} e vaso
Languineo {\l Fibroblastos [ s} mostram-se alinhados paralelamente
a0 tnaior eixo do canal condutor. Mastéeitos [ » b situam-se nos [imites
entre ps feixes de colageno € © tecido adiposo | 4 1. Azul de Toluidina
a pH 4.0, 180N




Figura 100 Corte proximo a papila mamaria de

rata com 25 dias de idade. oxibindo porcoes epiteliais {epi envoltas pela

membrana basal { } . Reticulina {coldageno 1) em negro ¢ fibras de
colageno tipo 1 { y formam uma malha. lmpregnacao por Prata. 370N,

20




Figura 11: Ductos de mama de rata com 25 dias
de idade. cortados transversalmente, As setas Indicam o conjuntivo res-
ponsavel pela sustentacao do epitélio glandular. lmpregnagao por prata.

com pre-tratamento com a-amilase bruta. 370X



Figura 12: Corte longitudinal de ducto de mama. O
colageno [ T3 1 dispoe-se ¢

forma relativarmente homogenca e torno do
ducto condutor | % ). Fibrilas de reticulina { - i realizam a coneccao
entre o parénguima glandular e o estroma conjuntivo. lipregnacao por
Prata. 740X,




3.3.2 Grupo B {ratas com 50 dias de idade}

Glandulas mamdrias de ratas pertencentes a este gru-
po. coradas com HE. apresentavam uma estruturacao basica semelhante a
do grupo A. com o mamilo mostrando um contorno regular, alta celulari-
dade. ¢ sendo envolio por uma fina camada de queratina (ligura 13).

Fim segmentos apicais da papila mamaria. onde nao
era observado o canal galactdfore, as fibras colagénicas dispunham-se sem
uma direcao preferencial, deixando entre si um grande nimero de espagos
intersticials. As porgoes cenirals apresentavam fibras mais longas e espessas
as quals, na periferia, junto ao epitélio pavimentoso estratificado queratini-
zado, tornavam-se curtas e afiladas. Em cortes de regioes mais basais, onde
j& havia a presenca do canal galactéforo. o colageno distribuia-se formando
massas cordonais que se dispunham concentricamente en torno do ducto
excretor. Nao foram visualizados feixes de muasculo liso. em mamilos de
ratas com esta idade,

A arvoere mamaéaria distribuia-se de forma esparsa, a-

presentando grandes dreas ocupadas por tecido adiposo, O sistema de
ductos mostrava-se com a huz ja formada, sendo envolvido por uma camada
de fibras colagénicas com espessura unitorme {figuras 14 e 151,

A coloracao com azul de Toluidina evidenciou mas-
técitos localizados na periferia do mamilo (figura 16). o nimero destas
células aumentando da porcao apical do mamiio em direcao a sua base. A
nivel do parenquima mamario mastocitos e eosindfilos foram localizados em
zonas limitrofes entre o tecido adiposo ¢ a matriz colagénica. Os mastocitos
somienie estavam presentes nas regioes onde a matriz conjuntiva mostrava-
se mais descompactada. lsto geralmente ocorria e porgoes com utna maior
concentracao de dutos. ou de botoes de crescimento.

Com a impregnacao pela prata. as mamas de ratas
deste grupo passaram a exibir uma matriz rica em colageno tipo L. a qual
apresentava uma coloracao marrom (figura 17).
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Figura 13: Corte transversal de papila mamaria de
rata com 50 dias de idade. exibindo um contorno regular. com os feixes
de colageno tendo uma distribuicao circunferencial. Hematoxilina-eosina.

HOXN.




Figura 14 Seccao transversal de ductos de mama
de rata com 50 dias de idade que sao envoltos por colageno [ w 1. O
sislemna canalicular mostra-se suspenso em um vasto coxim adiposo { # L
Hematoxilina cosina. 190 X,

ol




Figura 15: Corte de glandula mamaria de rata com

50 dias de idade. exibindo o ducto fixado ao estroma adiposo por prolon-

gamentos colagenicos { = ). Hematoxilina eosina. 10X,

Y3
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Figura 16: Seccao transversal de papila mamaria de
rata com 50 dias de idade. exibindo mastocitos {wepe | sitnados na periferia
do mamilo. proximos ao epitélio estratificado queratinizado [ % ). Azul
de Teluidina a pH 400 710X,



Figura 17: Secgoes longitudinals { # e transver-
sajs (1) de ductos. de glandula mamaria de rata comn 50 dias de idade.
Fibras de colageno tipo I (em marrom). emitem longos prolongamentos
{ = ) fixando o parénquima glandular ao tecido adipose ¢ % 1. ho-
pregnacao por Prata. 185 X




3.2.3 Grupo C {ratas que amamentaram durante 15 dias)

Seccoes glandulares. coradas com HE. exibiam o ma-
milo com contornos irregulares. devido as evaginacoes emitidas pela papila
conjuntiva. Estas mostraram-se recobertas. externamente, por um epitélio
pavimentoso estratificado queratinizado {figura 18}, Podiam ser contados
de 15 a 20 ductos galactoforos acessorios gue dispunham-se ao redor de um
conduto excretor central de maior diametro. Os espagos entre 0s mesmos
eram preenchidos por um conjuntivo relativamente denso. onde se encon-
travam fibroblastos madures {figura 18],

Alteracoes hormonais induzidas pela prenhez e lacta-
cao levaram ao completo desenvolvimento do sisterna canalicular. tornando

o parénquima hipertrofiado e constituido por lobulos, alvéolos secretores

condutos excretores inter ¢ intralobulares e por tecido adiposo. que passou
a apresentar uina distribuigao esparsa (figura 197,

A matriz colagénica que envolvia este sistema de duc-
{os. era formada por massas cordonals dicotdémicas. que se dispunha con-
contricamente e torno dos ductos deixando entre siirreguiates espagos
intersticials. Nestas porcoes Joram identificadas glandulas sebaceas sem
pelo ¢ fibras de musculo liso. estas distribuiam-se circularmente na papila
mamaria (ligura 20).

Ao nivel do parénquima glandular. localizado na por-
cao proximal. o tecido conjuntivo de sustentacao emitia seplos interiobu-
lares e intralobulares, que delimitavam lébulos e alvéolos respectivamente.
Septos interlobulares apresentavam-se mals largos ¢ formados por tecido
conjuntivo relativamente frouxo. com um grande ntmero de fibroblastos

Jjovens,

=
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Figura 18: Seccao transversal de mamilo de rata
submetida a periodo de amamentacao de 15 dias. a papila conjuniiva
emite evaginagoes. que sao recobertas pelo epitélio pavimentoso estrati-
ficado queratinizado. A matriz colagénica forma massas cordonais [ e |
gue dispoem-se circunlerencialmente ao conjunto de canals excretores. He-
matoxilina eosina. 110X,



Figura 19: Porcao de mama submet ida a 15 dias de
amamentacao . Esta leva uma atenuagao dos septos interlobulares { - 1
e a uma hipertrofia do tecido epitelial. passando o tedico adiposo [ % | a
apresentar uma distribuiao esparsa. Hematoxilina eosina J0X.

¥
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Figura 20: Secgao transversal de papila mamdéria de
rata que amamentou por 15 dias. exibindo feixes de musculoliso ( #* ) que
se dispoern de forma concéntrica aos ductos excrelores ( % ). Tricromico

Mason. 400N,
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Fste aspecto variava e funcho da porcao que es-
tava sendo examinada, e era principalmente localizado nas pergoes mals
centrais. Regioes distals apresentavaim sinais de remodelacao e tinham &
matriz colagénica descontinua € com uma cosinofilia menos acentuada.

Os septos intralobulares apresentavarn-se estreitos ¢
com uma forte eosinofilia. Fram formados por um tecido conjuntivo de
aspecto denso. onde localizavam-se fibroblastos maduros. Fste aspecto
mostrava-se unilorme. nao se notando diferencas significativas entre as
porgoes centrais e distais da glandula.

O epitcho glandular ativo apresentou algumas va-
riagoes histologicas. pols as partes que o constituiam, nao estavam no
mesmo estado funcional. Nas porcoes que exibiam o lumém dilatado e
repleto de leite. as células epiteliais destas regioes eratn haixas. enquanto
nas areas onde o lumen era estreito. o epitélio mostrava-se mais colunar.

A utilizacao de AT evidenciou um epitélio corado cujo
¢itoplasma apresentava ulnd acentuada basofilia, O n qero de mastocitos
IO rava-s¢ Menor na regiao aplcil Jdo tannilo, e maior e suE Base, ¢ com
wima distribuicao essencialimente periférica. >ua Aislriniicao apreseniou-=
relativamente constanie por toda a arvore manaria. nao havendo diferencas
quanto ao nuIero destas células entre as regioes proximas ¢ distantes ao
mamilo (figuras 22 e 231

A impregnagao metélica evidenciou fibras de coldgeno
tipo 1. que passaran a exibir uma tonalidade marroin. Na papila mamaria.
as fibras mosiravar-se formadas por irregulares massas cordonals alta-

mente compactadas.

o4




CCa0 transversal de mamilo de rata

Figura 21
que amamentou por i5 dias. Mastocitos [ g | corados metacromati-

camente Mostram-s¢ presentes na periferia da papila mamaria. Azul de

Toluidina a pil 4.0. 740 X




Figura 22:  Seccao ao nivel da porcao alveolar,
Mama de rata submetida a 15 dias de amamentacao. Mastocitos [==by |
presentes principalmente nos septos interlobulares. O epitélio glandutar

exibe uma acentuada basofilia. Azul de Toluidina, a pH 4.0, 740 N
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Os septos interlobulares apresentavarn Uind malor es-

pessura junto ao seplos primarios. que realizavam a sustengao da glandula

4 fascia muscular subcutanea. os primeiros delimitavam 1obulos com dife-

rentes lormatos e vamanhos (figuras 24 € 255,

Os septos intralobulares. coma HpTegnaca metalica

exibiram fibras reticulares, possivelmente associadas a uma glicoproteina

estrutural nao colagénica. O colageno tipo 1 dispunha-se a0 redor das
porcoes alveolares. mas nao fol possivel a observacao de fibrilas individua-
lizadas por estas apresentarent i clevado nivel de empacotamento (figura
25). Embora a drea ocupada por estas fibras nao lenha sido guantificada.

Aise morfologica possibilitou a ohservacao de

pode ser salientado que a an
ym maior nimero das mesmas eim torno das porgoes secreloras.
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Tigura 23: Seplos primarios { ¥ } emitem prolon-
gamentos para o interior da arvore mamaria. formandeo os septos interiobu
|, Porcoes alveotares sao envollas por utn complexo de fibras

lares | w=
e associadas a uma GPE. Triipregnagao por

reticulares { - | provavelment
Prata. 90 N
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Figura 24: Seccao de regiao alveolar de mama de
rata pertencente ao grupo C. Os septos interfobulares { % ) separam

Johulos {* I que apresentani tamanhos diferentes, e formatos irregu-

lares, Septos e porcoes alveolares mostram-se integros Fibras reticulares

mostram-se altamente empacotadas. hmpregnagao por Prata. 110N,

14



Figura 25 Porcao alveolar de mama de rata sub-
metida a 72 horas de regressao. Os septos interlobulares | }.exibern
fibras colagénicas irregulares ¢ contoreidas. O quadranie inferior direito
exibe um destes septos no qual as fibras foram completarpente reansorvi-
das, Hematoxiliia eosina. 4160 X,
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3.2.4 Grupo D (mamas submetidas a 72 horas de regressao)

As papilas mamarias. coradas com Hbk. mostravam-se
‘dénticas s encontradas po grupo apenas submetido ao periodo de ama-
mentacao. Exibiam um contorno irregular comni o coldgeno dispondo-se de
forma circular ao canals galactoforos, sendo que estas fibras nac apresernta-
varn sinais de degradagao.

A arvore mamaria ficou reduzida, em diversas regioes,
ao arcabouco conjuntive. onde ao nivel dos septos interlobulares podiam ser
notados um miaior numero de macrofagos. Os fibroblastos mostravani-se
mais requentemente Jocalizados nos septos intralobulares.

A mairiz colagénica exibia fibras interrompidas ¢ ir-
regutarmente contorcidas. que mostravain urma eosinofilia reduzida quando
comparadas a0 grupo submetido apenas a aranmentacao, fornando as por-
coes alveolares parcialmente isoladas. mas cont =eplos intralobulares mte-

eros. ou quase nao exibindo alieragoes morfologicas {fig. 25

46




Figura 26: Seccao de parénquima glandular de rata

a0, Porcoes alveolares [ w1 extheny i

submetida a periodo de regres
reduzida basofilia. Azul de Toluidina a pH 1.0, 460N,

47




O emprego de azul de Toluidina pH 4.0. salientou
mastécitos posicionados perifericamente aos lobulos glandulares. e prati-
camente nao enconlrados nas regides de seplos intralobulares (figura 26).
Fotas células estavaim presentes em maior numero na papila mamaria. onde
sua presenca aumenta da porgao apical para a regiao basal do mamilo. e
mantendo uma disposicao essencialmente periférica.

A impregnacao metalica salientou o aspecto das fibras
que separavam lobulos adjacentes. que mostravam uma grande variagao
e sua espessura e eram irregularmente contorcidas. e apresentavarm uma
coloragao marrom.

As fibras reticulares. presentes entre os acinos glan-
dulares, apresentaram um aspecto flexuoso e de comprimento variado e
mostraraln-se menos (.‘()rnpa('taefzm d(} (que as ()hs(*;‘\'a(ias 10 grano d(.‘ raias
csubmetido somente a amamentacao (Fig, 271

O tratamenio enzimatico com a-amilase bruta sali-

entou a morfologia irregutar das fibras de reticulina (Mg, 281,
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Figura 28: Seccao de parénquima mamario. onde
sho notadas Hbras reticulares parcialmente distendidas { . 1. Impregna-

cao por prata, com pré-tratamento com a-amilase. 50X,
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3.3.5 Analise Quantitativa

Quantificacio de Areas Ocupadas por Colageno Tipol  Os valores
das areas médias ocupadas pelo colageno tipo 1. no mamilo ¢ no estroma
glandular. sao apresentados na tabela O1.

Ao nivel de significancia empregado (PP — 001} estas
nao diferiam significativamente entre as ralas gue apresentavam 0O fmesmo
estado fisiologico.

As areas medias caleuladas para os mamilos de ani-
mais pertencentes ao grupo A ndo diferian significativamente das encon-
tradas para a mesma porcao glandular de ratas do grupo €. sendo ainda
que as areas médias de papilas mamarias do grupo B nao diferiam de forma
significativa de mamilos de animais submetidos a regressao.

Independentementec do estado flisiologico. as papilas
maméarias apresentaran areas medias que eram significativamente malores
que as caleuladas para os extromia- glandulares.

A este nivel de tonificancia, o area media do estrona
glandular. proximal nao diferia de {orma signilicaiiva e rolagao a mesnia
por¢ao giandutar de animais pertercentes ao gripo O Tendo—e amnda gue
o eotrona distal dos animais do grupo 1 nao diferiram significativamente
do estroma distal do grupo C.

Ax areas meédias ocupadas pelo colageno, no mamilo
e no estroma glandular sao representadas de forma esqueméatica na figura
30,



Tabela 1. Valores médios das areas (gm*) ocupadas
f

pelo colageno tipo L

Mawilo grupo A

Mamilo grupo B

Marilo grupo O

Mamilo grupo D

Estroma proximal grupoe A
Estroma proximal grupo B
Estroma proximal grapo O
Estroma proximal grupo D
Pistroma distal grupo C

Istroma distal grupo D

Rata |

Rava 3

Comparagao

Nimnero de medidas por rata e estado {isiologico =

a0 nivel de P

fisiologico: Na coluna

“comparacao’

diferencas significativas ao nivel de P

fisiologicos.

b}
52

08RO - 4530 28400 - 3143 20460 - 4664 {a)
20000 = 3152 227200 5RU3 22680 - 4615 (b)
23040 - 2005 32400 - 3244 32210 o 3757 {a)
245700 4 1923 23360 ¢ 2200 23740 & 1847 (b)
[O220 = 2080 XE80 © 2556 9400 4 3076 (¢}
8160 + 3384 8000 + 3532 8760 & 3744 (c.d)
7600 + 1484 76( O+ 1600 7440 4 1635 {c. d)
R0 + 1292 40+ 872 5440+ 1180 (c.e)
4840 = 932 1{)6) 983 49200 = 9T (d. )
5240 - O848 3400 = 984 3160 = 716 (e}
H): Nao ha diference

0.01 para nenhuma das diferenies ratas de mesmo estado
letras iguats (a-e) indicam nao haver

(.01 para as ratas nesses estados



Quantificacao de Mastéeitos O numero médio de mastocitos encon-
trados no mamilo, e no estroma conjuntivo de glandula marmadria de rata ¢
apresentados na tabela 02

Ao nivel de significancia empregado nao {foram encon-
tradas diferencas significativas no numero médio destas células dentre as
ratas pPertencentes a0 Hesmo grupo,

Comparando-se o numero médio de mastocitos conta-
dos nos mamilos. somente o grupo B diferia significativamente dos demals.
sendo que o numero destas células nos mamilos dos grupos C ¢ D nao dife-
riam significativamente do numero médio encontrado ao nivel do estroma
de ratas dos grupos A ¢ B.

O estroma proximal de animais submetidos a ama-
mentacao (grupoe C). nao mostrou diferir significativamente. quando com-
parado a mesma por¢ao glandular de mama de ratas pertencentes ao grupo
. sendo encontrado um numero de mastocitos que sao significativamente
malores que os cncontrados nas porgoes distais do grupo D

A Hgura 31 representa esquornaticanientc o numeroe

médio de mastocitos encontrados no mamilo ¢ no estrota Lalidrio,

oY
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Tabhela 02; Valores médios do niimero de mastocitos
encontrados no mamilo e no estroma de glandulas mamarias de ratas.

Rd{ al Rata 2 ‘ ‘Rata &
T oo R i T
Aamilo grupo A B4 - 04 (a) 3200 0.21 (a) 321 ¢ 021 (a)
Mamilo grupo B 4.34 = (.50 1.49 = 0.36 1,36 + 042
Marilo grupo C 277 082 {a. b} 266 - 0,29 (b) 2.65 1 (} ?6 {b)
Mamilo grupo D 260 = 017 (b) 279 - 0.72 {a. b) 272 4 (b)
Estroma proximal A 261 = 0,27 (b 2067 8 0.20 (b) 28040, .".Z {a, b)
Estroma proximal B 2,64 4 0,17 (b) 269 ( i 238 1+ 0.82 (b ¢
Estroma proximal € 1.90 ~ .40 (¢} 208 - 7 (¢} 248+ 0.20 (¢}
Estroma proximal D 1.98 = 0.20 {c] :-3‘(%4 i 3 () 220+ 0.8 {c)
Estroma distal C D46 = 020 (b)Y 242 - 009 (boe) 256 < 003 (b, ¢)
Estroma distal I l.<1‘.2 = (.21 LAT - 029 7 E52 - 027
Numero de medidas por rata e estado [fisiologico 10: Nao ha diferenga

a0 nivel de P 0.01 para nenhuma das diferentes ratas de mesmo estado
fisiotogico: Letras iguals {a-c) indicamn nao haver diferencas signilicativas ao

nivel de P 0.01 para as ratas nesses estados fisiologicos.
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4 Discussao

4.1 Consideracoes Gerais

Fste trabalho demonstrou que a matriz extracelular
de glandulas mamdrias de ratas sofrem alteracoes guantitativas e mor-
fologicas durante o crescimento. amamentagao e a instalagao de proces-
sos regressivos provocados pela separacao da ninhada. Os dados contides
no mesmo sugerenm que mastocitos poderiam estar envolvidos na migragao
de células epiteliais, as quais formariam ductos galactdloros acessorios o
também participariam dos processos niciais de remodelagao do estroma

HIAMATLio.

4.2 Extracao de Gordura

A diminuicao do tecido adiposo observado nos grupos
submetidos a amamentacao ¢ o aumento seguido pela regressao. devern estar
relacionados com o estado fisielégico das ratas. pois durante o periodo de
lactacao provavelmente houve a incorporacao de lipidios ao leite. o que esta
de acordo com os dados descritos por FORSYTH & TURVEY (19841,

No presente traballhio detectou-se que ¢ durante a» 72

horas do periodo de regressao que 0s niveis de gordura comegan a ser res-



tabelecidos. Isto pode ser devido ao [ato de que paralelamente a reabsorgao
das por¢oes epitelials ocorre a substituicao destas por tecido adiposo. como
afirmado por BLOVOM & FAWCET (1975).

4.3 Liberacgio de Colagenase

A liberacao de colagenase {oi estudada por GROSS &
LAPIERE (1962) durantie a regressao de caudas de girino in vitro colocadas
sobre wimn gel de colageno. Fsses autores consideraram que a degradagao do
colageno ocorria em areas ao redor do explante, que deixaram de apresentar
uma coloracao opalescente.

No presente trabalho. a distingao entre as regioes de-
gradadas ¢ as nao degradadas foi revelada através da coloracao com Ay-
idine Ponceau. que oferece uma melhor visualizagao, uma vez que este
corante liga-se aos radicaiz cationicos disponiveis no pit utilizado para @ co-
loracao. como por exemplo os radicais amino das proteinas (VDAL 1970
PINTIONTRL ef afin 1Ox11

A fixacao das pecas por métodos quimicos lob evi-
tada pois as solu¢oes normaimente empregadas (formaldeido a 1077 ¢ eta-
nol dcido acético G:1 v v apresentam valores de pH 3.35 e 2.05 respectiva-
mente. Sabe-se gue altas concentracoes hidrogenionicas inibem a acao da
colagenase. uma vez que esta enzima requer um pl entre 7.5 ¢ 8.5 para que
possa apresentar atividade hidrolitica {BIREDAL-HANSEN et aln. 1976
GROSS. 1985 HARRIS, 1986). Utilizando-se este método nao se detectou
a acho da colagenase nos grupos de animals comn 25 e 50 dias de idade. nem
No grupo amamentagao.

De acordo com dados citados por RUSSO & RUSSO
(1087) as glandulas mamarias. de animais com estas idades. sofrem al-
teracoes morfologicas, Estas alteracoes poderiam envolver a agao de cola-
conase. mas em concentragoes baixas. nao possibilitando sua detecgao pelo
metodo utilizado. Jd nos processos fisiologicos em que a liberagao de co-
lagenase ¢ intensa {SHINIZO & HONANO. 1987) como a que ocorre ne
periodo de 72 horas. a acao desta enzima pode ser verificada.

Fmbora tenha sido constatada uma major degradacao
das peliculas de gelatina nas regioes proximas ao mamilo. verificon-se gue

as alteracoes morfolégicas eram mais drdsticas na regiao distal, Fste fato
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sugere a existéncia de uma programacao na liberagao da colagenase: se
iniciaria na porcao distal antes das 72 horas empregadas como periodo
regressivo. Mecanismo semelhante em termos temporais foi sugerido por
HELMINEN ¢ colaboradores (196%) para as enzimas fosfatase dcida. aril
sulfatase. as quais apresentam utia atividade maior entre 48 e 72 horas apos
o desmame da ninhada. Neste periodo. ocorre uma sensivel diminuigae no
nimero de células do parénquima maméario a qual iniciava-se a partir da
por¢ao distal da glandula.

O fato da digestao da gelatina nao ter sido uniforme
fazendo com que fossern visualizados pontos isolados de degradacao sugere
que apesar do processo regressivo ser disparado a partir das porgoes distais.

este se instalaria em diferentes pontos desta por¢ao da glandula.

4.4 Andlise de Mastoécitos

Mastocitos foram observados pela primeira vez por
F-hrlich em 187G, que ressalton a alinidade deste tipo celular por corantes
basicos (FULLAER. 1065}, A alta alinidade dos masiocitos por corantes
cationicos tais como azul de toluidina. tionina. azul de alcian. € devido a
elevada concentracao de polidnions encontrados no interior de granulos loca-
lizados em seu citoplasma. podendo-se destacar: glicosaminoglicanos acidos
sulfatados [LEWIS ¢f alir, 1973) e heparina (YURT ef alir, 1977). Além
desses polianions. os granulos contém histamina e enzimas proteoliticas
(LINCH et alit, 1978,

A clevada metacromasia apresentada pelos mastoci-
tos tem sido um dos principals latores que oy diferenciam de outros tipos
celulares. Dentro de uma mesma populaciao. o numero de células que apre-
sentam metacromasia pode variar em funcao da solugao fixadora empregada
na preservacao tecidual (BECKER ef afin. 19851, Isto levou esses autores
a sugerirem a presenca de pelo menos duas populacoes de mastocitos em
pele de caes atopicos,

O fixador empregado mostra grande importancia na
preservacan de mastocitos, sendo deserito na literatura que para a ovi-
denciacao de seus granulos. na espécie humana ou el Caes. € Hecessarko
o presenca de jons de chumbo na solucao fixadora e mesmo estas células

apresentando uma ampla distribuicdo. muitas vezes nao sao observados por



métodos de fixacio e coloracao de rotina (WEISS & GREEP, 1975; BEC-
IR ef alii. 1985). Apesar de ser sugerido por esses auiores a utilizagao
de solucoes fixadoras contendo fons de chumbo, no presente trabalho a
utilizacao de formaldeido a 109 e de etanol acido acético 3:1 v/v mostra-
ramn uma excelente acao fixadora. permitindo a visualizagao de mastdcitos
mesmo quando as seccoes leciduals eram coradas com hematoxilina e eo-
Sina.

(O aumento do namero médio de mastocitos encon-
trado em mamilos de ratas pertencentes ao grupo B, comparados aos de-
mais. pode estar relacionado a preparacao para uma possivel prenhez, pois
nesses animais, o primeiro ciclo estral ocorre quando estes apresentam
uma idade em torno de 40 dias [RUSSO & RUSSO. 1987}, Desta forma,
as células epiteliais presentes nos canais galactofaros prohferariam sob o
estimulo de estrogeno (WEISS & GREEP. 1981} ¢ a migracao destas pode-
ria ser facilitada devido ao estimulo provocado pela heparina liberada pelos
mastocitos. Bsta hipotese ¢ corroborada pelo rrabalho de AZIZKHAN ¢ co-
laboradores (1920} que relacionaram a hieparing com a migragao de celulas
endotelials nos processos de neovascularizacao.

Os mastocivos encontrados no estroma proximal no
grupo de amamentacac {grupo C}. pode estar relacionado com a necessi-
dade de histamina. uina vez gue este mediador quimico mosira-se associ-
ado com o aumenio da permeabilidade capilar, provavelmente promovendo
a formacao de fendas entre as células endoteliais conforme sugerido por
WEESs & GREEP (1981). No caso do presente estudo, este aumento da
permeabilidade induzido pela histamina. facilitaria a transferencia de anti-
corpos ¢ linfocitos para o leite.

A diminuicao do numero de mastécitos observada ao
nivel do estroma distal na fase de regressao (grupo 1)) era esperada. uma
vez gue nao existiam mais os estimulos que justificassem a necessidade de

am numero maior destas células,

4.5 Remodelacio de Fibras Colagénicas

sabe-se que ocorre wm atmento do parenquima glan-
dular durante o desenvolvimento da glandula com bipertrofia do mesmo du-
rante a prenhez e lactacac {BLOON & FAWCET. 1971) Neste trabatho. &
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rendéncia a diminuicao dos valores de areas médias ocupadas pelo colageno
I no estroma proximal des grupos B. C e D comparados ao grupo A pode ser
explicada pelo fato de que nos animais com 25 dias de idade. considerados
pré-pliberes a porcao do parénguima glandular ¢ reduzida com consequente
predominio de colageno. A medida que se processa o desenvolvimento fi-
siolégico. com a entrada dos animals no ciclo estral (grupo B} ocorre, por
acao hormonal. o aumento das dreas ocupadas pelo parénquima, ocorrendo
desta forma a reducao das areas preenchidas pelo coldgeno. Na fase de ama-
mentacio ha aumento acentuado da porcao secretora. reduzindo as areas
ocupadas pelo colageno. No perfodo de regressao, seria esperado ocorrer
a reducao da porcao secretora da glandula com consequente aumento de
tecido conjuntive. No entanto. este aumento esperado nao ocorreu com 72

horas de periodo regressivo. sendo contudo detectado na porgao distal do
estroma. Este resultado esta coerente com dados de HELMINEN ¢ colabo-
radores (196%) que afirmam que o processo de regressao do epitélio se inicia
na porcac distal.

Com relacao as fibras reticuiares, o aumento detec-
tado no periodo de amamentagao se justifica pois essas hibras agem cono
suportes adicionals auxiliando na manuengao das porgoes glandulares que

mosiram-se em constante deformacao nesse periodo. conform sugere tam-
bém RADNOR (1972). O aumento das fibrilas nesse perifodo ¢ tamberm na
prenhez acompanhando o crescimento do sistema lobuloalveolar foi descrito
por DEMPSEY e colaboradores (1947).

O fato de nao se observar fibrilas individualizadas no
grupo de amarmentagao tanto no material submetido ao tratamento por ¢-
amilase quanto no nao tratado. enquanto no grupo de regressao as fibrilas
puderam ser individualizadas apos aquele tratamento. sugere a associacao
dessas fibrilas com glicoproteinas estruturais nao colageénicas. bista visua-
lizacao foi possivel no periodo de regressao provavelmente devido a reab-
sorcao dessas glicoproteinas como parte dos eventos envelvidos no processo
de regressao da glandula mamaria,

A papila mamaria exibiu praticamente o mesmo as-
pecto histologico em todos os grupos estudados. cumprindo salientar so-
mente a presenca (](\ canas gaiaﬂéf{wm A0BCEOMIOL O THIDOS Qlli’ﬂ!l@ﬂd(\&l
a amamentacao. pois as células formadoras destes ducios passam a apre-

sentar uma maior atividade proliferativa duranie a preshes. sob o estimulo
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de estrogenos,

Tendo em vista os resultados obtidos no presente tra-
balho e informacoes existentes na literatura propomos gue durante a fase
de regressao. mastocitos. independentemente seu NIMeTo seriam necessarios
para interagirein com fibroblastos, para induzir inicio da liberagao de cola-
genase. Bsta via de interagao mastocito fibroblasto foi ¢itada por FULL-
MER {1965) alirmando que mastdcitos caracterizados como atipicos seriam
células que [agocitaram material por eles secretado. VIDAL (1967) cita que
fihroblastos passam a metabolizar heparina apos fagocitaremn granulos de
mastocitos.

A hipdtese de interacao mastocito-libroblasto levan-
tada neste trabalho é corroborada pelas observacoes de GREENBERG &
BORNSTOCK (1983) que descrevem que fibroblastos passam a degradar
colageno apés englobarem material secretado por mastocitos. Neste tra-
balho ol observada a presenca de macrofagos em quantidade expressiva
na fase de regres-ao, [stes seriam atraidos pelos peptideos derivados do
coldgeno sob a agao de colagenase liberada pelos libroblastos. Um aunento
destes fagdcitos mononucleares na lase de regressao de glandula maméaria
de cabra, foi obtido por RAHM e colaboradores {1984} GEYER ¢ cola-
boradores (19%G). O efelio quimiotdtico para macréfagos exercido pelos
peptideos de colageno que foram liberados pela acao da colagenase foi su-
gerido por CHANG & HOUCK 119707 ¢ HOUCK & CHANG (1971) em
processos inflamatorios.

Alem disso. estas cclulas sob condigoes patologicas
semelhantes a reagao inflamaroria (SAVION ef afir. 1984}, ou sob condigoes
normais. tals como nos processos de reparo, remodelacao tecidual (WERB
& CGORDON. 1976h) translocam-se através do sistema circulatorio para
a regiao afetada (ROELS. 1981) indicando que deve haver wma atragao
guitniotatica para estas cclulas que uma vez presentes na porcao afetada
fagocitariam os peplideos. os guais seriam digeridos.

wabe-so que estas células apresentam uma rica bate-
ria de enzimas hidroliticas {O1KUMA & POOLE. 1978 SCHNYDER &
BAGGIOLINL 197%). produzem e secretam proleases neuiras tals como:
ativadores de plasminogénio [UNKELESS ef afii. 1974 WERB. 1978). elas-
tase (WERB & GORDON. 1975al. As proteases neutyas presentes emm seus

lisossomos degradam componentes da matriz extracelular tais como. elas-
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tina, glicoproteinas estruturais nao colagénicas. colageno (WERD et alin.
1980a: WERB et alin, 1980b), e também glicosaminoglicanos acidos (LAUB
& VAES. 1082, SAVION el aln, 1984).

Desta forma. pelos resultados de que dispomos. nao
se pode descartar ainda a possibilidade de que apés iniciada a atividade
hidrolitica do fibreblasto por estimulo de mastécitos esta seja mantida pela
interacao do fibroblassto com macrélagos, Isto ¢ sugerido com base na
proposicao de LAUB & VAES (1982). que demonstraram que macréfagos
estimulam fibroblastos a ativarem plasminogénio. € uma vez que a plas-
mina ¢ também uma ativadora de colagenase. fica claro que macrofagos
apresentariam um papel potencial na ativacao de fungoes proteoliticas em
fibroblasios. A participacao de fibroblastos em processos de remodelagao
foi sugerida também por TEN CATE (1072} ¢ TEN CATE & DEPORTER
(1975).

GROSS (19853 sugere que a forma pela qual enzimas
degradativas sao liberadas para o meio extracelular dependeria de uma lo-
calizacio temporal e espacial de células tals como macrofagos. libroblastos,
e da forma pela qual estas células interagiriam com os componentes esiru-
turais formadores da matriz extracelular.

Emn resumo, com base nos resultados levantados no
presente trabalho e nos dados obtidos na literatura, sugere-se que a de-
gradacao dos componentes da matriz extracelular. em mama de rata na
fase de regressao venha da interagao entre macréfagos e fibroblasios.

Fin vista dos restitados deste trabalho, esta interagao
deve ocorrer apenas na fase de regressao. e baseando-se nos fatos discutidos
acima. pode ser sugerido que estas células estariam programadas para se in-
tercomunicarem somente sob determinadas condicoes fisiolégicas. podendo
tambem ser esperado que as diferentes enzimas proteoliticas seiani tambem
secretadas de forma degradativa e sequencial. nao sendo de se esperar qual-
quer tipo de acao degradativa antes que os sinais para remodelacao sejam
disparados.

O fato de nao ser observados macréfagos nemn sinais
de remodelacao nas glandulas de ratas com 25 ¢ 30 dias de dade sugere
que a glandula quiescente teria sua matriz colagenica mantida de forma
intacta devido a presenca de inibidores de colagenase presentes na matriz
extracelular (HARRIS. 1987
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A leve remodelacao observada nas porcoes glandu-
lares distais ao mamilo de ratas submetidas ao periodo de amamentagao
seriam devido 4 gradual diminuicao da sucgao que ocorreu pela procura de
outras formas de alimentacao gue a ninhada passou a ingerir (WEISS &

GRERP. 1981




Conclusoes

O tecido conjuntivo presente em mama de rata sofre alteragoes quanti-
tativas ¢ morfologicas durante o crescinento e regressao do parénqulma

ITATHATIO.

A glandula mamdria inicia o processo de regressao a partir de suas
parcoes distals ern diferentes pontos desta regiao glandular.

O crescimento do epitélio glandular. a prenhez acompanhada por pos-
terior lactacio levam a uma diminuicao da drea média ocupada pelo

colageno tipo |

O conjuntivo de aspecto mais denso gue envolve os alvéolos é formado
por fibras reticulares, provavelmente associadas a glicoproteinas es-
truturais nao colagénicas.

A presenca de mastocitos. macrofagos e colageno degradado no periodo
de regressao possibilitou propor wim mecanizmo de interacao para re-
modelacao envolvendo esses elementos e os fibroblastos. atraves de
uma acao programada envolvendo inicialmente mastocitos-tibroblastos

e a seguir fibroblasto-macrdfagos,
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6. Misculo liso e ductos lactéforos acessdrios sao encontados em mamilos
durante o perfodo de amamentagao, sendo que somente o segundo

yersiste durante o estagio regressivo.
& =)
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6 Resumo

Lste trabalho teve por objetivo estudar as alteracoes
histologicas ocorridas na matriz extraceiular. estimar a area ocupada pelo
colageno tipo 1. por intermédio de métodos estereoldgicos, bem como ve-
rifiear o numero ¢ a distribuicao de mastdcitos durante o crescimento e
regressio normais de glandulas mamdérias de ratas. Foram usados cor-
tes impregnados por prata. ou submetidos a técnicas gerais e clloquimicas.
Constatou-se que independentemente da idade. ou do estado fisiologico. que
o colageno ocupava uma maior area média em mamijos que Nos esrounas
slandulares. sendo que paralelamente ao crescimento do parenguima ocor-
ria wina diminuicdo da area média ocupada por esta proleina no estroma
mamario. Esta diminuicao tornou-se mals acentuada durante os processos
regressivos, Fm ratas do grupo C {amamentacac) notou-se uma grande
concentracao de fibras reticulares {estimadas visualmente). estas contorna-
vam alvéolos e apresentavam um aspecto compacto. Com a instalacao dos
processos regressivos fibrilas individualizadas podiam ser observadas. Fol
encontrado um maior numero de mastocitos em mamilos de animals com 50
dias de idade. sendo contado um menor numero destas céhilas ao nivel do
estroma distal de manias submetidas a regressao. () extenso coxim adiposo.
que envolvia glandulas mamédrias de ratas com 25 ¢ 50. tornou-se reduzido
passando a apresentar umna distribuicao esparsa durante o periodo de ama-
mentac&o. com o mesmo voltando a se desenvolver a durante a regressao.
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7 Abstract

This study was directed towards evaluating the histo-
logical atterations of the extracellular matrix, estimating the area occupled
by tvpe | coliagen throught stereological methods, as well as verilying the
numbers and distribution of mast cells during normal growth and regression
of the mammary glands of rats, Sections were treated with silver impregna-
tion, cvtochemical and general staining techniques. lrrespective of age and
physiological period. we verified that the collagen occupled a greater ave-
rage arca 1 the nipples than in the glandular region. with a corresponding
reduction of the average area of this protein in the glandular region. as this
vissue grew, This reduction was pronuncied in the periods of regression. in
lactating rats {group ). a large concentration of compact reticular fibers
(visuallv stimate} was found contouring the alveoli. During regression of
the mamrmary glands. the fibers became individually distinguible. A large
number of mast cells were found in the nipples of 50 dayv old animals. while
a smatler number was counted in the distal stroma of mammilary glands in

regression. The extensive fat laver which sourrounds the mammary gland

of 25 1o 40 dav of rats was reduced to infrequent islets during lactation.

This tissue developed again in the regression perioc.
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