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Resumo

Objetivo: Avaliar as alteragdes histomorfométricas nas mamas de ratas tratadas com estro-
génio e/ou progestagénio por curto periodo de tempo. Métodos: Foram divididas em quatro
grupos 40 ratas ooforectomizadas: GC-recebeu veiculo; GE-recebeu benzoato de estradiol
(37,6 pg/animal); GP-recebeu acetato de medroxiprogesterona (11,28 mg/animal) e, GEP-
-recebeu benzoato de estradiol (37,6 pig/animal) e acetato de medroxiprogesterona (11,28 mg/
animal). No grupo GE, o estradiol foi administrado durante sete dias, por via subcuténea. Ja
no grupo EP o estradiol foi administrado nos primeiros sete dias e o progestagénio por mais
23 dias, por via subcutanea. Vinte e quatro horas apds a ultima administragao dos hormonios,
os animais foram anestesiados e o primeiro par de mamas inguinais removido, imerso em
formaldeido a 10% e processado para inclusdo em parafina, sendo os cortes corados pela He-
matoxilina-Eosina. Foram avaliadas a morfologia e a drea ocupada pelo parénquima mamd-
rio, sendo os dados submetidos & andlise de varidncia complementado pelo teste de Kruskal-
-Wallis (p < 0,05). Resultados: As mamas no grupo-controle apresentaram-se atrofiadas,
sendo que, nos animais dos grupos GE e GEP, nota-se a presenga de alvéolos tipicos contendo
secregdo no seu interior, j4 nos animais tratados somente com progestagénio (GP) notam-se
alvéolos formados por células volumosas que ocupam praticamente todo o lumen alveolar. A
morfometria mostrou haver maior drea de parénquima mamdrio nos animais tratados com
hormoénios (GE = GP > GEP > GC; p < 0,05) Concluséo: O estradiol e o progestagénio apre-
sentaram efeito proliferativo no parénquima mamadrio. No entanto, a administragdo prévia de
estradiol modifica a a¢do do progestagénio no tecido mamario da rata.

Unitermos: Mama; ratos; estradiol; 17-Acetato de medroxiprogesterona; terapia de reposigao
hormonal.

SUMMARY

Breast histomorphometry of rats treated with estrogen and/or

progestogen

Objective: To evaluate the breast histomorphometric changes in rats treated with estrogen
and/or progestogen for a short period of time. Methods: Forty oophorectomized rats were
divided into four groups: GC, vehicle; GE, treated with estradiol benzoate (37.6 mg/animal);
GP, treated with medroxyprogesterone acetate (11.2 mg/animal) and GEP, treated with es-
tradiol benzoate (37.6 mg/animal) plus medroxyprogesterone acetate (11.28 mg/animal). In
GE group, estradiol was administered subcutaneously for seven days; in GEP group, estradiol
was administered once in a day for the first seven days and the progestogen over the next
23 days both subcutaneously. Twenty-four hours after the last hormone administration, the
animals were killed upon deep anesthesia and the first inguinal breasts were removed, fixed
in 10% formaldehyde and processed to be included in paraffin, with the sections being stai-
ned by hematoxylin-eosin. Morphology and the area occupied by mammary parenchyma
were assessed, with the data undergoing analysis of variance followed by the Kruskal-Wallis
test (p < 0.05). Results: The control group breasts were found atrophic and, in GE and GEP
group animals, typical alveoli with secretion inside are present; in progestogen-treated ani-
mals (GP), alveoli formed by large cells occupying almost the entire alveolar lumen are noted.
Morphometric analysis showed a larger mammary parenchyma area in hormone-treated ani-
mals (GE = GP > GEP > GC; p < 0.05). Conclusion: Estradiol and progestogen had a prolife-
rative effect on mammary parenchyma. However, prior estradiol administration changes the
progestogen action on rat mammary tissue.

Keywords: Breast; rats; estradiol; medroxyprogesterone 17-acetate; hormone replacement therapy.
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INTRODUCAO

A passagem do periodo reprodutivo para o nao reprodutivo
nas mulheres, conhecido como climatério, é marcada por
importantes alteracdes enddcrinas, somaticas e psiquicas,
devido a diminui¢io da produgdo de hormonios ovarianos.
Esse periodo tem como marco a menopausa, isto ¢, a data da
ultima menstruagao por mais de 12 meses".

Para a maioria das mulheres, nessa fase podem ocorrer
sintomas como as ondas de calor, sintomas neuropsiquicos
e secura vaginal, dentre outros>*.

A terapia hormonal (TH) substitutiva pode proporcio-
nar diversos beneficios para as mulheres, sobretudo na pos-
menopausa, mostrando-se eficaz para aliviar os principais
sintomas resultantes do hipoestrogenismo®”.

Contudo, ha relatos de ocorréncia de efeitos adversos
a longo prazo com o emprego da terapia estroprogestativa,
em especial quanto ao aumento do risco de cancer mama-
rio®. De fato, varios estudos epidemioldgicos tém relatado
risco aumentado de cincer de mama, sendo o risco maior
com o uso de estrogénios associados aos progestagénios do
que com estrogénios isolados’.

A mama ¢ uma estrutura que apresenta respostas vari-
aveis aos hormonios esteroides. Sua interagdo hormonal é
complexa; os esteroides sexuais podem atuar por via auto-
crina, paracrina e enddcrina. Sob agdo desses hormonios
esteroides, o tecido mamadrio atinge seu desenvolvimento
maximo'®'!. A a¢do dos hormdnios nos 6rgaos-alvo é de-
corrente da sua ligacio com os receptores intracelulares,
modulando a expressdo dos genes e, consequentemente, a
sintese de proteinas especificas'.

Haé evidéncias de que os estrogénios estimulam o cres-
cimento ductal'>'. No entanto, para alguns, os estrogénios
produzem atrofia do epitélio mamaério®. A adigdo de pro-
gestagénios a terapia estrogénica ndo reduz o risco de can-
cer de mama. Ha evidéncias de que essa associagdo poderia
aumentar a proliferagao celular epitelial da mama'®.

Contudo, questiona-se se o tratamento agudo com es-
trogénios ou progestagénios isolados ou associados altera
o padrio de proliferagdo mamaria. Portanto, este trabalho
tem como objetivo avaliar os efeitos histomorfolégicos e
morfométricos da terapia com estrogénios e/ou progestagé-
nios no tecido mamario de ratas adultas castradas.

MéeTopos
Foram utilizadas 40 ratas dalinhagem EPM-1 Wistar (Rattus
norvegicus albinus), adultas, com 90 dias de idade, virgens,
fornecidas pelo Centro de Desenvolvimento de Modelos de
Experimentagao (CEDEME) da Universidade Federal de
Sao Paulo - Escola Paulista de Medicina (UNIFESP/EPM).
Esse estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
da UNIFESP/EPM (parecer n° 0820/07).

Os animais foram mantidos confinados em gaiolas plas-
ticas, no biotério da Disciplina de Histologia e Biologia Es-
trutural (UNIFESP/EPM), com temperatura ambiente con-

trolada a 22°C e iluminagdo artificial, obtida com lampadas
fluorescentes, sendo o fotoperiodo de 12 horas claro (7 h
- 19 h) e 12 horas escuro (19 h - 7 h), com alimentagio e
agua ad libitum.

Ap6s um periodo de sete dias, todos os animais foram
submetidos a ooforectomia bilateral e, ap6s 30 dias, dividi-
dos aleatoriamente em quatro grupos constituidos por 10
ratas cada, a saber: GC - animais que receberam dleo de
milho (veiculo); GE - animais que receberam benzoato de
estradiol (37,6 ug/animal), por via subcutanea, durante sete
dias consecutivos; GP - animais que receberam acetato de
medroxiprogesterona (11,28 mg/animal), por via subcuté-
nea, durante 23 dias consecutivos; GEP - animais que rece-
beram benzoato de estradiol (37,6 pg/animal) durante sete
dias e, em seguida, acetato de medroxiprogesterona (11,28
mg/animal), por mais 23 dias consecutivos. Os hormoénios
foram administrados em doses analogas as usadas em mu-
lheres pos-menopausicas'.

Vinte e quatro horas apos a ultima administragio, to-
dos os animais foram anestesiados com mistura de xilazina
(20 mg/kg) e cetamina (100 mg/kg), por via intraperitoneal
e removidas as mamas do primeiro par da regido inguinal.
Em seguida, as mamas foram imersas em formaldeido a
10% e ap0s fixagdo (24 horas) processados para inclusdo em
parafina segundo os métodos histologicos de rotina. Dos
blocos foram obtidos cortes seriados de 4 pm (micrétomo
LEICA - RM 2145) que foram corados pela hematoxilina e
eosina para posterior analise histomorfoldgica e morfomé-
trica. Para a analise morfométrica, foi determinada a area
ocupada pelo tecido mamario e pelo adiposo. Foi utilizado
sistema de captura de imagens, constituido por microscépio
de luz (Carl Zeiss), adaptado a uma cAmera de alta resolu¢éo
(AxioCam - MRC da Carl Zeiss) e monitor de video colo-
rido (Samsung). As imagens obtidas foram avaliadas pelo
programa de andlise de imagens AxionVision REL 4.6 da
Carl Zeiss. Para tanto, foi delimitada a drea ocupada pelo
parénquima mamadrio e pelo tecido adiposo em uma area de
380.10° pm? em cada corte. Foram avaliados quatro cortes
semisseriados em cada animal do experimento, sendo ava-
liada uma drea total 152 x 10 °pum? em cada grupo de estudo.

Para a andlise dos resultados obtidos, utilizou-se a ana-
lise de variancia (ANOVA) e o teste Kruskal-Wallis. As ana-
lises foram efetuadas empregando-se o programa de com-
putador Prizma® (Califérnia, Estados Unidos da América)
e Excel® (Microsoft). Em todos os testes estatisticos foram
utilizados niveis de significdncia igual a 5% (a < 0,05).

REesuLTADOS

A) Histomorfoldgicos: a mama dos animais pertencentes
ao grupo-controle (GC) mostrou grande concentragio de
tecido adiposo e parénquima escasso onde foi possivel iden-
tificar raros ductos e alvéolos rudimentares (Figura 1A).
No interior destes ultimos, podem-se identificar macrdfa-
gos contendo pigmento amarelado no seu interior. Ja no
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grupo tratado com estradiol (GE), observou-se parénquima
bem mais desenvolvido, com a presenca de ductos e alvéolos
bem dilatados, a maioria apresentando material eosinéfilo
(secrecdo) em seu interior (Figura 1B).

No grupo medicado com progesterona isoladamente
(GP), notamos no parénquima mamadrio inumeras figu-
ras de mitose, sendo que as células achavam-se dispostas
em arranjos irregulares. Os ductos apresentavam-se re-
vestidos por epitélio cilindrico simples ou estratificado,
sendo rodeados por tecido conectivo denso. Ja os alvéo-
los estavam revestidos por epitélio cubico simples, cujos
nucleos esféricos encontravam-se deslocados para a re-
gido basal, e com citoplasma eosindfilo. Néo foi identifi-
cada a presenca de secre¢do no interior dos ductos e/ou
dos alvéolos (Figura 1C).

Figura 1 — Fotomicrografias mostrando porgcédo do tecido
mamario das ratas ooforectomizadas (A), tratadas com
estradiol (B), com medroxiprogesterona (C) ou com a
associagao de estradiol e medroxiprogesterona (D). Observar
em A presenca de ducto mamério e alvéolo rudimentar
(seta). J&a em B e D notar que o estradiol induz a formacéo
de alvéolos contendo secrecdo no seu interior, sendo que
a medroxiprogesterona isoladamente (C) induz proliferagao
sem alvéolos tipicos (Alv). H.E. 400X.

No grupo tratado com estradiol e medroxiprogesterona
(GEP), o aspecto histoldgico era muito parecido com o do
grupo tratado apenas com estrogénio, ou seja, achavam-se
constituidas por ductos e alvéolos dilatados contendo se-
cregao no seu interior. Nesse grupo (GEP), notamos que os

alvéolos possuiam menor tamanho e a secre¢do presente
no limem dos alvéolos era mais rarefeita (Figura 1D).

B) Morfometria: os dados obtidos com relagio a drea
dos parénquimas mamarios das ratas pertencentes aos va-
rios grupos de estudo estdo expressos na Tabela 1.

DiscussaAo

As informagdes quanto aos riscos e beneficios da repo-
sigdo hormonal na pds-menopausa geram duvidas e in-
segurancas. Apesar das pesquisas quantitativas sobre os
sinais e sintomas, os aspectos psicossociais e do uso do
tratamento hormonal, ha poucas informag¢des sobre o
significado pessoal e a visdo da experiéncia de mulheres
brasileiras sobre esses temas.

O presente trabalho tentou reproduzir os efeitos dessa
terapia hormonal usando doses de estrogénio e de progesta-
génio equivalentes as habitualmente utilizadas na reposi¢ao
hormonal em mulheres na pds-menopausa. Para tanto, foi
realizado um calculo halométrico, equacionando a dose de
acordo com o peso e o metabolismo animal dos ratos’.

Com as dosagens hormonais utilizadas, nossos resulta-
dos mostraram haver menor area de parénquima mamario
e de proliferagdo nos animais ooforectomizados e que nao
receberam hormonios. No entanto, foi detectada maior
quantidade de parénquima mamario nos animais tratados
com estradiol ou medroxiprogesterona isoladamente com
relagdo ao grupo que recebeu, no inicio, estradiol e, poste-
riormente, medroxiprogesterona.

Nos animais que receberam estradiol (por todo o pe-
riodo do experimento ou nos primeiros dias do tratamen-
to hormonal), notamos a presenca de alvéolos contendo
secrecdo no seu interior. Tal fato decorreria da liberagdo
de prolactina pela hipéfise sob a¢do estrogénica; haveria
ainda inibi¢do da secre¢do de gonadotrofinas'®®.

De fato, nossos resultados corroboram estudos de bi-
opsias de mamas de mulheres na pos-menopausa, que
demonstraram haver maior proliferacdo no epitélio em
usudrias da TH, quando comparadas a um grupo de nio
usudrias de horménios?*2. Nesses mesmos estudos, veri-
ficou-se que a maioria das alteragdes localizava-se na uni-
dade ductolobular terminal, onde se desenvolve a maior
parte dos tumores de mama.

Estudos experimentais também comprovaram altera-
¢des proliferativas nas mamas de camundongas tratadas
com 17-betaestradiol”. Sabe-se que parte das pacientes

Tabela 1 — Médias, desvios-padrao e percentagem da area ocupada pelo parénquima mamario de ratas ooforectomizadas e
tratadas com estradiol, medroxiprogesterona ou a associagdo de estradiol e medroxiprogesterona

Grupos de estudo

GC GE GP GEP
Area total ocupada 10° um? 1.915,20+ 133,30 11.948,72 + 287,28 10.488,00 + 342,21  7.546,80 + 260,52
% de area ocupada 12,16 78,61 69,00 49,65

GC, grupo-controle; GE, grupo estradiol; GP, grupo medroxiprogesterona; GEP, grupo tratado com estradiol e medroxiprogesterona

(GE =GP > GEP > GC; p < 0,05).

Rev Assoc Med Bras 2011; 57(2):177-181
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refere sintomas relacionados a glandula mamaria na fase
pré-menstrual, como mastalgia, aumento de volume da
consisténcia das mamas a palpacéo, resultantes da agdo
dos estrogénios. Esses fendmenos devem-se, provavel-
mente, ao estimulo tréfico que ocorre no tecido fibro-
glandular atréfico da pds-menopausa®. As mulheres
na pré-menopausa tém tendéncia a apresentar maior
quantidade de tecido ductoglandular e fibroso nas ma-
mas, comparativamente ao tecido adiposo. Essa relagdo
se inverte com o transcorrer do tempo, chegando a uma
substitui¢do por tecido adiposo quase que completa na
pds-menopausa®.

Em nosso experimento, o que chamou a atengéo foi
o fato de a mama de ratas ter comportamento morfo-
logico diferente nos animais que receberam no inicio
estradiol e posteriormente medroxiprogesterona, dife-
rentemente dos animais tratados somente com medro-
xiprogesterona. O progestagénio isoladamente induziu
ao aumento do parénquima mamadrio, sem, no entan-
to, a formagdo de alvéolos tipicos. Ja nos animais pre-
viamente tratados com estradiol, esse comportamento
foi bem diferente, pois os alvéolos mostraram-se mais
regulares. Esses dados estdo em consondncia com os
obtidos com as técnicas de biologia molecular e prote-
Omica, que mostram a necessidade de haver uma ativa-
¢do sequencial na sinalizagdo hormonal sobre o epitélio
mamario para a progressido da morfogénese, ou seja, da
formacao dos alvéolos mamarios®.

No que diz respeito a associagdo dos hormdnios sexu-
ais e cancer de mama antes da menopausa, sua pesquisa
¢ extremamente dificil e acha-se prejudicada pela gran-
de flutuagdo dos niveis hormonais que ocorre durante o
ciclo menstrual. Ndo se demonstrou claramente haver
relagdo entre o risco de cancer de mama e os niveis de es-
trogénio em mulheres pré-menopdusicas, possivelmente
porque estdo constantemente acima do limite necessario
para estimular o crescimento do cancer de mama®. Ja
a relagdo de reposicdo hormonal, em mulheres na pds-
menopausa, em curto prazo, com o desenvolvimento do
cancer de mama ¢ incerta com base em varios estudos
com resultados inconsistentes. Entre os estudos que indi-
cam aumento do risco, o risco é essencialmente limitado
a longo prazo (> 5-10 anos), e o risco ¢ relativamente pe-
queno (RR 1,2-1,5)%.

Assim, novas pesquisas nessa linha devem ser realiza-
das com a finalidade de esclarecer a relagdo do cancer de
mama com a dose e a dura¢do do tratamento hormonal
na pds-menopausa.

ConcLusAo

O estradiol e a medroxiprogesterona apresentam efeito
proliferativo no parénquima mamadrio; no entanto, a ad-
ministragdo prévia de estradiol modifica a a¢do do pro-
gestagénio no tecido mamario de ratas adultas.
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