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RESUMO

X



Introdugédo: Atrofia vaginal e o cancer mamario horménio sensivel sdo condi¢cdes
comuns em mulheres pds - menopausicas e o tamoxifeno, por sua vez, é a terapia
endocrina padrédo para esta doenga, todavia apesar de mostrar efeito trofico vaginal
pode provocar reagdes endometriais graves, dai a busca de endocrinoterapia
alternativa. Objetivo: Avaliar a expressdo do antigeno Ki-67 no epitélio vaginal de
ratas em estro permanente tratadas com anastrazol. Materiais e métodos:
Selecionadas 42 ratas induzidas ao estado de estro permanente e dividas em 2
grupos: grupo | (controle, n=21) o qual foi administrado 0,1 ml/animal/dia de
propilenoglicol e grupo Il (experimental n=21) receberam 0,5 mg/Kg de anastrazol
diluido em 0,1ml de propilenoglicol. Avaliagdo imunoistoquimica do marcador Ki-67
foi realizada com analise microscopica as células do epitélio vaginal, a analise
estatistica, foi realizada utilizando o teste ndo paramétrico Mann Whitney.
Resultados: A microscopia de luz mostrou uma maior concentragao de células com
nucleo corados em marrom com anti-Ki-67 no grupo controle do que no grupo
experimental. A porcentagem média de nucleos corados com Ki-67 por 500 células
no epitélio vaginal foi de 68,64 + 2,64 e 30,46 £ 2,00 [média +/- erro padrdo da
média (SEM)] nos grupos controle e experimental, respectivamente (p <0,003).
Conclusodes: O presente estudo mostrou que o anastrazol, na dose e duragcédo do
tratamento utilizado, induziu uma diminuigdo significativa na proliferacéo celular da
mucosa vaginal de ratas no estro permanente, avaliado pela expressao da proteina
Ki-67.

Palavras chaves: Anastrazol, Ki-67, Proliferacédo, Rata, Vagina.



ABSTRACT

Xi



Introduction: Vaginal atrophy and breast cancer sensitive hormone are common
conditions in postmenopausal women and tamoxifen, in turn, is the standard
endocrine therapy for this disease, although despite showing vaginal trophic effect
can cause severe endometrial reactions, hence the search for alternative endocrine
therapy. Objective: To evaluate Ki-67 antigen expression in the vaginal epithelium of
rats treated with anastrozole in permanent estrus. Materials and methods: 42 rats
were induced to the state of permanent estrus and divided into 2 groups: group |
(control, n = 21), which was administered 0.1 ml/animal/day of propylene glycol and
group Il (experimental n = 21) will receive 0.5 mg/kg or 0.125 mg/animal/day of
anastrozole diluted in 0.1 ml of propylene glycol. Immunohistochemical evaluation of
Ki-67 marker was performed and checked carefully with microscopic analysis of the
cells of the vaginal epithelium, Statistical analysis was performed using the
nonparametric Mann Whitney test. Results: Light microscopy showed a higher
concentration of brown-stained cells with anti-Ki-67 in the control group than in the
experimental group. The mean percentage of nuclei stained with Ki-67 per 500 cells
in the vaginal epithelium was 68.64 + 2.64 and 30.46 + 2.00 [mean +/- standard error
of the mean (SEM)] in the control and (p <0.003). Conclusions: The present study
showed that anastrozole, in the dose and duration of treatment used, induced a
significant decrease in the cellular proliferation of the vaginal mucosa of rats in the
permanent estrus, evaluated by the expression of the protein Ki- 67.

Key words: Anastrozole, Ki-67, Proliferation, Rat, Vagina.
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1. INTRODUGCAO
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Atrofia vaginal e o cancer mamario horménio sensivel sdo condi¢ées comuns
em mulheres pds-menopausicas e o tamoxifeno, por sua vez, é a terapia enddécrina
padrao para esta doenca, todavia apesar de efeito trofico vaginal pode provocar
efeitos adversos principalmente endometriais graves, dai a busca de
endocrinoterapia alternativa. (NERY-AGUIAR et al., 2016).

Os inibidores da aromatase tornaram-se os farmacos enddécrinos de primeira
escolha no tratamento endécrino do cancer de mama horménio sensivel em
mulheres na pds-menopausa, representados pelo anastrazol, letrozol e exemestano,
classificados como de terceira geragéo, com destaque entre eles para o anastrazol
(GOSS; STRASSER, 2001). Estes farmacos estdo associados a uma maior eficacia
no cancer de mama e melhor tolerabilidade geral em relagdo tamoxifeno (GOBBI et
al.,, 2014). O tamoxifeno, por sua vez, tem sido associado a efeitos adversos
indesejaveis, em particular, aumento da incidéncia de hiperplasia endometriais e até
mesmo cancer endometrial, além de catarata, tromboembolismo e eventos
cerebrovasculares (PAN; CHLEBOWSKI, 2014).

O estudo dos efeitos do anastrazol no epitélio vaginal de mulheres apresenta
restricbes éticas, dai a busca de modelos experimentais, mesmo sabendo da
limitagdo quanto a extrapolagcéo de resultados para humanos. O modelo animal, cujo
tecido epitelial vaginal € mais similar ao de humanos em termos de sensibilidade a
terapéutica, é a rata. A rata em estro permanente € um modelo que se apresenta sob
estimulagao estrogénica constante, mimetizando sindrome dos ovarios policisticos,
portanto interessante para o estudo do efeito de drogas hormonais
(BARRACLOUGH, 1961; BARROS-OLIVEIRA et al., 2017, DA SILVA et al., 2007; DA
SILVA et al., 2009; DOS SANTOS et al., 2012; RODRIGUES-JUNIOR et al., 2012.).

Por volta dos 35 a 42 dias de vida da rata, ocorre o inicio dos ciclos estrais.
Com o inicio dos ciclos estrais, os esterdides ovarianos, estradiol e progesterona
sdo produzidos, atuando em conjunto, induzem a proliferagao epitelial e regulam
positivamente a morfogénese dos tecidos horménio sensiveis. As ratas sdo animais

do tipo poliestro, ou seja, apresentam ciclos estrais regulares e sucessivos, que se
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manifestam por mudangas em varios setores do organismo, tendo diferentes

designagdes, tais como: proestro, estro, metaestro e diestro (MORAN et al., 2004).

A interrupcéo do ciclo estral pode ser determinada de varias maneiras, como
por meio dos androgénios, mais especificamente o propionato de testosterona, tem
merecido especial atencéo para inducéo do estro permanente. A droga administrada
nos primeiros dias de vida, em estagio critico da diferenciacdo hipotalamica, lesa a
area pré-optica supraquiasmatica, responsavel pela liberagdo ciclica de
gonadotrofinas e ovulagdo, enquanto o nucleo arqueado, que regula a secregao
tbnica, permanece ativo, resultando em um padrdo aciclico de gonadotrofinas
(BARRACLOUGH; GORSKI, 1961; DA SILVA et al., 2009; DA SILVA et al., 2007).

O periodo de maior sensibilidade hipotalamica foi bem caracterizado pela
primeira vez por Barraclough (1961) que, com uma unica injegao de proprionato de
testosterona de 1,25 mg, aplicada em ratas por via subcutédnea até o quinto dia de
vida, induziu estro permanente em todos os animais. Quando adultas, as ratas
apresentavam anovulagao e ovarios policisticos, comportamento agressivo quando
em contato com os machos, além de apresentarem obliteracdo do terco externo
vaginal em decorréncia da androgenizagao (DA SILVA et al.,2007; DA SILVA et al.,
2009). Portanto, as ratas em estro permanente representariam um modelo

experimental ideal para o estudo de drogas hormonais sobre o epitélio vaginal.

Assim, considerando-se o estrogénio como o principal responsavel pelo
estimulo mitogénico no epitélio, inumeros estudos vém sendo realizados com o
intuito de verificar o efeito de drogas inibidoras da agdo estrogénica como os
antiestrogénios ou os inibidores da aromatase sobre a atividade proliferativa nos
epitélios hormdnio sensiveis, visando a endocrinoterapia no cancer horménio
sensivel e seus efeitos no aparelho urogenital (DA SILVA et al., 2009; DOS SANTOS
et al., 2012).

A principal enzima que estd envolvida na produgdo de estrogénios € a
CYP19A1 ou aromatase, que pertence a familia do citocromo P450 e esta

predominantemente localizada no figado, glandulas supra-renais e tecido adiposo
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(LAKE; HUDIS, 2002). No entanto, a fonte de estrogénio varia marcadamente entre
as mulheres na pré e pés-menopausa. Em mulheres pré-menopausicas, a principal
fonte de estrogénio é obtida pelos ovarios sob influéncia da secre¢gao de horménios
a partir do hipotalamo. Ja na mulheres pds-menopausicas, caracterizada por
insuficiéncia ovariana, o coértex supra-renal passa a ser a principal fonte de
esteroides sexuais, produzidos na forma de androgenos e estes sdao metabolizados
em tecidos periféricos pela enzima aromatase, para a formagao de estrogénios,
sendo assim, a quantidade de aromatase no tecido periférico de mulheres na pos-
menopausa varia amplamente e aumenta em fungcdo da massa adiposa. (Figura 1)
(DI NARDO; GILARDI 2013; FREEDMAN; VERMA; CLEMONS, 2006; GEISLER, J.
et al., 1996; GEISLER; LONNING 2005; YUE et al., 1998).

hipotalamo
IPré Menopousol + I P6s Menopausa I

Gonadotrofinas % l:grménion' -
. N Adrenocorticotréfico
LH+FSH glandula pituitaria

ovario gladula adrenal
/i E ; Androgénios

Androgénios
[ Aromatase)

Adipocitos
Ossos
- Mamas

(Aromatase )
; / ;

/
o

-

Figura 1 - Representacdo esquematica da produgéo de estrogénios em mulheres na pré-menopausa

Estrogénios Figado
Estrogénios

\

e pés-menopausa. Fonte: Adaptado de Freedman; Verma; Clemons (2006).

A enzima aromatase € responsavel pela conversdao de androgénios em
estrogénios, em particular, testosterona em estradiol, androstenediona em estrona e
16-alfa-hidroxitestosterona em estriol (DI NARDO; GILARDI, 2013). Esta enzima
desempenha um papel direto na biossintese de estrogénio e acredita-se que ela
desempenha um papel importante na progressao do cancer horménio sensivel (DI
NARDO; GILARDI, 2013; GEISLER; LONNING, 2005). Portanto, as glandulas supra-

renais e a aromatase sdo pecas fundamentais na manutencdo de um ambiente
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estrogénico na mulher pés-menopausica. Por este motivo, a inibicdo da aromatase e
consequentemente da sintese de estrogénios, se constitui em estratégia com base
racional sélida no tratamento do cancer horménio sensivel em mulheres na pos-
menopausa (CLEMONS; GOSS, 2001; FREEDMAN; VERMA; CLEMONS, 2006),
todavia até onde investigado, ha escassez de estudos sobre os efeitos dos
inibidores da aromatase no epitélio vaginal no status pré-menopausal e 0os poucos
estudos encontrados, ainda em modelos animais, mostram resultados conflitantes
(KUBATKA et al., 2008a; SADLANOVA et al., 2009).

Os inibidores da aromatase podem ser classificados de diferentes formas.
Quanto a sua estrutura quimica e tipo de inibicdo enzimatica, as drogas sao
classificadas em inibidores propriamente ditos, com estrutura nao-esterdide, e
inativadores, com estrutura esteréide (FREEDMAN; VERMA; CLEMONS, 2006).
Outra classificagdo possivel é quanto a geragdo, assim, a aminoglutetimida é
considerada inibidor da aromatase de primeira geragao, e o fadrozol e o formestano,
os inibidores de segunda geracao; a terceira geragao inclui o anastrazol, o letrozol e
o vorozol, que sédo inibidores, e o exemestano, entre os inativadores (Tabela 1). A
diferencga principal, do ponto de vista quimico e farmacoldgico entre os inibidores e
os inativadores, € que estes ultimos se ligam de forma definitiva a enzima, enquanto
que os inibidores funcionam principalmente como antagonistas competitivos,
ligando-se a enzima somente temporariamente (GOSS; STRASSER, 2001; GEISLE
et al.,1996).

Tabela 1 - Classificagdo dos inibidores da aromatase.

Inibidores (ndo esterdides) Inativadores (esteroides)
Primeira geragéo Aminoglutetimida
Segunda geragéao Fadrozol Formestano
Terceira geracao Anastrazol, letrozol e o vorozol Exemestano

Fonte: Adaptado de Freedman; Verma; Clemons (2006).

O anastrazol € um derivado do benzotriazol, tem acgao inibidora sobre a

aromatase, bloqueando assim a conversdao de testosterona em estradiol e
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androstenediona em estrona (Figura 2) caracterizando o principal mecanismo de
acdao de um inibidor da aromatase (BUZDAR, 2003; KELLY; BUZDAR, 2010;
WILKINSON, 2004). Particularmente, a inibigdo da enzima aromatase ocorre através
de uma ligagdo competitiva ao grupo heme do citocromo P450 da aromatase,
diminuindo a biossintese de estrogénios na periferia do corpo (SANFORD;
PLOSKER, 2008).

iAndrostenedioneﬂ % » | Testosterone
Aromatase | / \ | Aromatase
inhibitor inhibitor

Qestrone | <

Qestradiol

v

Figura 2 - Mecanismo de acao dos inibidores da aromatase. Fonte: (JOHNSTON; DOWSETT, 2003).

O anastrazol apresenta efeitos significativos para o tratamento do cancer
horménio sensivel e devido a isto, atualmente é utilizado como o tratamento de
primeira linha para mulheres na pds-menopausa que apresentam Receptor de
Estrogénio (RE) positivo, particularmente em casos de cancer de mama horménio
sensiveis localmente avangados ou metastaticos. Além disso, é indicado também
para o tratamento inicial do cancer de mama, para sua quimiopreveng¢ao e para
mulheres pds-menopausicas que fariam uso do tamoxifeno, principalmente se por
tempo prolongado (FABIAN, 2007; GOLDHIRSCH et al., 2009).

O uso de anastrazol por longo periodo de tempo n&do demonstrou efeito sobre
as dosagens de horménios esterdides, como cortisol, aldosterona, androstenediona
e 17-hidroxiprogesterona, confirmando sua alta seletividade na inibicdo da
aromatase sem interferir nas demais vias da esteroidogénese adrenal (BUZDAR,
2003; HAYNES et al., 2003; KELLY; BUZDAR, 2010) e também nao afeta a sintese
de gonadotrofinas e esterdides dependentes do eixo hipotaldamico-hipofisario-ovario
(BHATNAGAR, 2007; DI NARDO; GILARDI 2013; YUE et al., 1998). Alguns estudos

avaliaram qual a dose diaria necessaria de anastrazol, para promover a inibicao da
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aromatase e diminuicdo da sintese de estrogénio e entdo observaram que a dose
diaria de 1 mg de anastrazol era a dose minima capaz de suprimir consistentemente
a estrona e estradiol ao limite de detecgdo por radioimunoensaio (MILANI; JHA;
POTTER, 2009; SANFORD; PLOSKER, 2008).

Quando administrado por via oral em jejum, o anastrazol é rapidamente
absorvido e quando apos as refeicoes, a taxa de absorcédo € mais lenta, mas nao ha
qualquer efeito sobre a extensdo da absorgdo. Na dose recomendada de 1 mg, o
anastrazol atinge as concentragcdes plasmaticas maximas dentro de 2 horas apos
sua administragcdo e apos sete dias sdo obtidos aproximadamente 90 a 95 % de
suas concentragdes plasmaticas. Menos de 10% de anastrazol é excretado como
farmaco inalterado, enquanto que 60% € excretado como metabolitos (BUZDAR,
2003; SANFORD; PLOSKER, 2008).

A metabolizagdo do anastrazol é hepatica e ocorre através das reacdes de N-
desalquilagao, hidroxilacdo e glucuronidacdo, levando a uma meia vida plasmatica
de 50 horas, indicando que a administracdo de dose unica diaria € adequada. Os
trés principais metabdlitos de anastrazol que tém sido observados no plasma e na
urina de pacientes humanos séo: triazol, hidroxi-anastrazolglucuronide e anastrazol
glucuronide. O triazol é o principal metabdlito, porém € inativo e ndo suprime, assim
como os outros dois metabdlitos, a atividade da aromatase. A eliminagcdo desses
metabdlitos ocorre principalmente através da urina (INGLE et al., 2010; KAMDEM et
al., 2010).

A avaliagdo criteriosa da proliferacéo celular € feita na analise patoldgica do
cancer horménio sensivel, sendo a quantificagdo da atividade mitética o método
tradicionalmente usado, entretanto, a expressao imunoistoquimica do Ki-67 tem sido
largamente utilizada, por tratar-se de um método mais sensivel de avaliacdo da
atividade proliferativa (DA SILVA et al., 2009; ELSTON; ELLIS, 1991; FITZGIBBONS
et al.,, 2000; SCOTT et al.,, 1991). O marcador Ki-67 € uma proteina nuclear, de
funcdo desconhecida, expressa em todas as fazes do ciclo celular, exceto na fase

GO (fase de repouso), assim reconhecendo um antigeno nuclear presente em
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células em proliferagdo e ausente em células em repouso (FITZGIBBONS et al.,
2000; GERDES, 1990; GERDES et al., 1991; SPYRATOS et al., 2002).

O anastrazol, no momento, € a droga de escolha na terapia enddcrina do
cancer de mama em mulheres na pds-menopausa, também é indicado para o
tratamento inicial do cancer de mama, para sua quimioprevencdo em mulheres pds-
menopausicas que fariam uso prolongado do tamoxifeno (FABIAN, 2007;
GOLDHIRSCH et al., 2009). Nery-Aguiar et al. (2016) mostraram que tamoxifeno
induziu um aumento significativo na proliferagao celular da mucosa vaginal de ratas
castradas por meio da expressao da proteina Ki-67. Por outro lado, os efeitos do
anastrazol na mama e aparelho genital tem sido avaliado apenas em modelos
experimentais de ratas pré-menopausicas (KUBATKA et al. 2008a; SADLONOVA et
al. 2009).

A propésito, o letrozole reduziu significantemente a proliferagdo celular do
epitélio endometrial e vaginal de ratas (KUBATKA et al., 2008b). Todavia, Sadlonova
et al. (2009) administraram anastrazol a ratas por 15 semanas e ndo mostraram
atrofia do epitélio endometrial e vaginal. Assim, diante das controvérsias e escassez
de estudos dos efeitos do anastrazol no epitélio vaginal de ratas em estro

permanente, é que o presente estudo foi desenhado.
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2. OBJETIVO
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Avaliar a expressao do antigeno Ki-67 no epitélio vaginal de ratas em estro

permanente tratadas com anastrazol.
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3. MATERIAIS E METODOS
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3.1. Tipo de estudo e local da realizagao

A realizacdo dessa pesquisa foi através de um estudo experimental,
randomizado e controlado, realizado no Biotério do Nucleo de Tecnologia
Farmacéutica da Universidade Federal do Piaui (UFPI) e no Laboratério de

consultoria Locus — Anatomia, Patologia e Citologia — SP.

3.2. Critérios de inclusao da amostra

Foram utilizadas ratas Wistar-Hannover com peso aproximado de 250
gramas, provenientes do biotério central da Universidade Federal do Piaui (UFPI),
foi solicitada a quantidade de 6 ratas gestantes, tendo uma estimativa de nascimento
de 12 a 15 filhotes de cada rata gestante, estabelecendo uma propor¢ao logica de
50% relativa ao sexo, estimava-se que entre 36 e 45 filhotes teriam o sexo feminino,
estando aptos para experimentacdo, foi feito esta solicitagdo mediante um
planejamento estatistico usando a formula (n = n + n x 10%). Assumindo a pesquisa
com um risco experimental de 10%. O nascimento dos filhotes resultou em um n =
42, quantidade suficiente para estabelecer uma margem de seguranga para o
trabalho que contabilizou 21 ratas para obtengédo segura e sustentavel para ambos

0s grupos (controle e experimental).

Apds o0 nascimento, as ratas foram selecionadas baseando-se na distancia
entre os orificios anogenitais, atividade realizada mediante treinamento de 6 meses
do autor e acompanhamento direto do orientador com vasta experiéncia de 20 anos
usando a metodologia proposta. As ratas até o desmame, com 21 dias de vida
permaneceram juntamente com as maes e os ratos foram submetidos a outras
pesquisas de acordo com a aprovacao do comité de ética animal. Todas as ratas
foram induzidas a estro permanente através da aplicagdo de inje¢cdo subcutanea, na
regiao dorso-cervical, de 1,25 mg de propionato de testosterona diluido em 0,1 ml de

oleo de milho no segundo dia de vida.
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Durante a realizagdo da pesquisa todas as ratas permaneceram em gaiolas
plasticas com uma grade de metal, a uma temperatura ambiental entre 20°C e 24°C
e luz artificial de lampadas fluorescentes com ciclo claro/escuro de 12 horas. As
ratas tiveram livre acesso a agua filtrada e a ragao para roedores.

T

.\

Figura 3 - Ratas em gaiolas plasticas com uma grade de metal com acesso livre a agua e ragao.
Fonte: Arquivo pessoal.

Aos 90 dias de vida, as ratas androgenizadas foram selecionadas para
pesquisa. Foram consideradas em estro permanente as ratas apresentando oclusao
do tergo distal da vagina, queratinizagdo do epitélio vaginal, principal caracteristica
do estro permanente e também a presenca de ovarios policisticos, constatados por
ocasido da autopsia (BARRACLOUGH, 1961).

3.3. Critérios de nao-inclusao da amostra

Foram utilizados como critérios para a exclusao de animais a presencga de
qualquer sinal de doenca detectada ao exame fisico dos animais durante a selecao
e durante a pesquisa e a auséncia de sinais do estado de estro permanente aos 90

dias de vida.
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3.4. Calculo Amostral

Inicialmente foi realizado o célculo de amostragem, utilizando-se o software
Bioestat 5.3®, para a realizagdo de um teste t de Student para duas amostras
independentes com intervalo de confianga de 95% e nivel de alfa de 0,05. Para isto,
foram usados dados de um trabalho da literatura que utilizou metodologia similar a
empregada neste estudo (KUBATKA et al., 2008a). O resultado deste calculo

determinou uma amostra minima de 18 (dezoito) animais em cada grupo de estudo.

3.5. Divisao dos Grupos

Os animais foram divididos aleatoriamente em dois grupos: grupo | (controle,
n=21) e grupo Il (experimental, n=21). As ratas do grupo | (controle) receberam
0,1ml/animal/dia de propilenoglicol (veiculo) e as ratas do grupo Il (experimental)
receberam 0,5 mg/Kg de anastrazol diluido em 0,1 ml de propilenoglicol (KUBATKA
et al., 2008a). O veiculo e o anastrazol foram administrados continuamente durante
28 dias, sempre no mesmo periodo de horario do dia (entre 15-16 horas da tarde),

usando-se uma sonda de gavagem apropriada para administragio via oral.

Figura 4 - Procedimento de gavagem com sonda metalica. Fonte: Arquivo pessoal.
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No 29° dia, as ratas dos dois grupos foram submetidas a eutanasia por dose
excessiva de anestésicos com Cetamina na dose de 300 mg/Kg associada a
Midazolam 15 mg/Kg, por via intraperitoneal. Em seguida, as ratas foram
imobilizadas em prancha de cortica para remog¢ao da vagina, o tecido foi fixado em
formol tamponado (pH 7,5 aproximadamente). Depois de 24h de fixagdo, o material

foi submetido a analise imunoistoquimica.

3.6.1. Método Histologico

Apés retirada a vagina foi fixada em formol tamponado (pH 7,5
aproximadamente). Depois de 24h de fixagdo, o material foi desidratado em alcool
etilico com concentragdes crescentes; posteriormente diafinizadas em Xilol e
impregnadas pela parafina liquida em estufa regulada a temperatura de 59°C,
segundo o método de Masson (1956), seguido pela confecc¢do final dos blocos, o
processamento do material foi realizado automaticamente utilizando-se o
Histotécnico Oma® (Modelo DM-20, Sao Paulo, Brasil).

3.6.2. Método Imunoistoquimico

Realizada analise imunoistoquimica no Laboratério Locus (Centro de
Diagnostico — Anatomia Patoldgica e Citologia) em S&o Paulo, Brasil. As secgdes
histolégicas para produgao das laminas foram realizadas com o uso do micrétomo
tipo Minot ajustado para 5 um de espessura. O preparo das ldminas e as respectivas
reacdes imunoistoquimicas foram realizadas em um mesmo momento, nas mesmas
condigdes. Os cortes obtidos foram colocados em laminas de vidro previamente
untadas com albumina de MAYER e levados para estufa regulada a 37°C, para
secagem. Apds 2 horas os cortes foram corados pela técnica estreptavidina-
peroxidase com anticorpo (MIB-5) para posterior analise em Microscopio de Luz.
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Inicialmente ocorreu a desparafinizagdo em xilol por 5 minutos, seguida de
desidratagao por alcool etilico absoluto e lavagem em solugao salina tamponada (pH
7.4) também por 5 minutos. Posteriormente foi realizada a imunoistoquimica, com a
recuperacao antigénica, onde as laminas foram tratadas com peroéxido de hidrogénio
a 3% diluido em solugao tamponada, por 5 minutos para bloquear os perdxidos
endogenos. Apos a recuperagao antigénica, as amostras foram incubadas com o
anticorpo monoclonal anti-Ki-67 (MIB-5/DAKO/REF.: M7240) na diluigdo de 1:100

por 16 horas, durante toda a noite, em um refrigerador a aproximadamente 4°C.

A seguir, as amostras foram lavadas com solugdo salina tamponada e
incubada por 45 minutos com o sistema de detecgao Novo Link Polymer. Para ler as
reacdes, todas as laminas foram tratadas com solugbes de 3-3-diaminobenzidina
tetrahidrocloreto a uma concentracao de 1mg/ml de solugdo tamponada de Tris e
solugéo de peroxido de hidrogénio por 5 minutos, em seguida foram contra-coradas
com hematoxilina de Harris por 5 minutos, seguido de desidratacdo em banhos de
alcool etilico e xilol. Apds o procedimento, as laminas foram examinadas para

quantificacao dos resultados.

3.6.3. Método Quantitativo

Foram consideradas positivas células com o nucleo corado em marrom,
mesmo que essa coloragao estivesse ténue, a contagem foi realizada manualmente
por dois observadores cegos em relagdo aos grupos estudados e as células
positivas e negativas foram marcadas separadamente evitando-se a contagem das

mesmas células mais de uma vez.

O procedimento de identificacdo e contagem das células foi realizado no
laboratério de pesquisa localizado na Coordenagdo da Clinica Ginecoldgica do
Hospital Getulio Vargas /UFPI, onde foi utilizado um sistema computadorizado
constituido por um Microscopio de Luz marca Eclipse E-400 (Toquio, Japéo),

acoplado a uma videocamera colorida (Samsung Digital Camera SCC-131, Seul,
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Coréia do Sul) com captura de imagem em microcomputador Pentium IV, com disco
rigido de 80 Gigabytes, processador de 3.0GHz, 1024 de memodria RAM e placa
grafica digitalizadora, em ambiente Windows XP. Para a contagem de células
positivas e negativas para a expressao do Ki-67 foi realizado aumento de 400x.
Foram contadas no minimo 500 células do epitélio vaginal, em cada lamina, em
campos aleatérios, iniciando na area de maior concentragdo de nucleos com
expressao do Ki-67, usando-se o Software de Processamento e Analise de imagem-
Imagelab® (SOFTIUM Informatica LTDA, Sao Paulo, Brasil).

3.6.4. Método Estatistico

Os dados obtidos foram submetidos a analise estatistica, utilizando o teste
nao paramétrico Mann Whitney. Os dados foram tabulados pelo programa IBM

SPSS Statistics V21, sendo o nivel de significancia estabelecido em p <0,05.

3.7. Aspectos Legais e Eticos

O protocolo deste estudo foi submetido ao Comité de Etica em
Experimentagcédo Animal (CEEA) da UFPI (registro 397/17), conforme anexo A. Todos
os procedimentos foram realizados de acordo com os principios basicos e éticos
para pesquisa envolvendo o uso de animais, segundo o Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA, 1999).
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RESULTADOS
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Sob microscopia de luz, a concentragao de células expressando o antigeno
Ki-67 foi maior no grupo controle em comparagédo com o grupo experimental (Figura
5). A média dos nucleos corados pelo Ki-67 no epitélio vaginal de ratas em estro
permanente foi 68,64 + 2,64 (média + erro padrdo [EP] da média) e 30,46 = 2,00,
nos grupos | (controle) e Il (experimental), respectivamente, (p <0,003) conforme
(Tabela 2).

Figura 5 - Fotomicrografia de secgdo histolégica do epitélio vaginal de ratas androgenizadas
mostrando maior concentragdo de nucleos corados em marrom com o anticorpo anti-Ki-67 MIB-5 no
grupo controle (A), comparando com uma menor concentragdo de nucleos corados em marrom com
anticorpo anti-Ki-67 MIB-5 no grupo experimental (B) tratadas com anastrazol 0,5 mg/kg (ampliagao
original x400). Fonte: Arquivo Pessoal.

Tabela 2 - Porcentagem média de nucleos corados com anti-Ki-67 (MIB 5) no epitélio vaginal de
ratas em estro permanente tratadas com anastrazol.

% de nucleos positivos

média EP mediana minimo maximo
controle 68,64 2,64 71,76 38,98 81,21
Grupo
experimental 30,46* 2,00 28,71 17,47 55,85

*P < 0,003
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Os resultados encontram-se melhor ilustrados no boxplot (Figura 6), mostra
claramente a diferenga entre a porcentagem média de Ki-67 do grupo controle e
experimental (anastrazol), obtendo no grupo | valores maximos de 81,21 e um valor
minimo de 49,11 em comparagao com grupo |l com uma observagdo maxima de
40,00 e um minimo de 17,47.
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Figura 6 - Boxplot da porcentagem de nucleos corados segundo o grupo.
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5. DISCUSSAO
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O estudo dos efeitos de drogas utilizadas no tratamento do cancer de mama
hormoénio sensivel no tecido humano € limitado por razdes de natureza ética, dai a
busca de modelos experimentais, e isto nos levou a realizar o estudo dos efeitos do
anastrazol, inibidor da sintese de estrogénios, no epitélio vaginal de ratas sob
estimulagao estrogénica constante ou em estro permanente. No presente estudo, as
ratas em estro permanente (controle) mostraram uma maior concentracédo de
nucleos corados com Ki-67 no epitélio vaginal em comparagao com o grupo tratado
com anastrazol. A média de nucleos corados com Ki-67 foi significantemente maior

no grupo controle do que no grupo experimental.

A rata em estro permanente € um modelo animal mimetizando sindrome dos
ovarios policisticos que se caracteriza pela produgdo estrogénica constante,
apresentando um epitélio vaginal intensamente proliferado com a presenca de
cornificagdo vaginal, caracteristica que define este modelo experimental
(BARRACLOUGH et al., 1961). O epitélio vaginal destes animais sob constante agao
estrogénica mimetizando sindrome dos ovarios policisticos, fornece a condi¢cao
necessaria para o estudo de drogas moduladoras seletivas dos receptores de
estrogénio (SERMs), como o tamoxifeno (NERY-AGUIAR et al.,, 2016) ou
principalmente inibidoras da sintese dos estrogénios, como os inibidores da
aromatase (DE SOUSA et al., 2015; GONTIJO et al., 2010; RODRIGUES-JUNIOR et
al., 2012), uma vez que Kubatka et al. (2008b) mostraram um alto efeito supressor
do tumor com letrozol no modelo pré-menopausa de carcinogénese mamaria em

ratas.

No presente estudo, o anastrazol foi administrado por via oral por meio de
gavagem que apesar de ser mais laboriosa é similar a via comumente usada pelas
mulheres. Na pos-menopausa, 0 anastrazol € geralmente usado por mulheres a uma
dose de 1 mg/dia, para tratamento de cancer de mama, contudo, diferencas
especialmente na absor¢cdo e metabolismo entre humanos e animais, pois as ratas
tem um metabolismo mais acelerado, torna dificil estabelecer uma equivaléncia
entre as doses usadas por mulheres e ratas (BARROS-OLIVEIRA et al., 2017),
levando em consideragcdo estas caracteristicas, a administracdo por gavagem

permitiu administrar aos animais uma dose da medicacdo similar a utilizada por
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humanos, com base em diversas concentragdes utilizadas nos diferentes estudos
(DOS SANTOS AR et al., 2009).

Neste estudo, usamos uma dose de 0,5 mg/kg por dia e esta dose de
anastrazol foi baseada em estudos de Kubatka et al. (2008a) e Sadlonova et al.
(2009), esses autores observaram que uma dose administrada por via oral de 0,5
mg/kg desse farmaco em rata é equivalente a uma dose clinica diaria de 1 mg usado
por mulheres pos-menopausicas com cancer de mama. Alguns estudos avaliaram a
proliferagao celular do epitélio mamario, uterino e vaginal de ratas pela expressao do
antigeno Ki-67. Gerdes et al. (1983) encontraram um anticorpo Ki-67 que reconhecia
um antigeno nuclear presente nas células em proliferacéo e ausente nas células em

repouso, sendo assim ideal para avaliacao da atividade proliferativa celular.

O anastrazol é utilizado em mulheres pds-menopausicas com cancer de
mama horménio sensivel, no entanto, alguns autores mostraram que os inibidores
da aromatase, como o exemestano, induziram carcinogénese mamaria na pré-
menopausa em ratas fémeas (KUBATKA et al., 2008a). Por outro lado, Nery-Aguiar
et al. (2016), utilizando tamoxifeno em ratas castradas, mimetizando mulheres na
pos-menopausa, promoveu a proliferacédo do epitélio vaginal. Por sua vez, Sousa-
Lages et al. (2018) nao apresentaram alteragdo no epitélio vaginal de ratas
castradas com o uso de piolparina. Contudo, ndo é conhecido os efeitos do
anastrazol administrado via oral por gavagem, diferente dos outros estudos, que

usaram os inibidores da aromatase por via oral na dieta.

Todavia, existem poucos estudos e com resultados controversos sobre os
inibidores da aromatase, os medicamentos mais utilizados na terapia enddcrina do
cancer de mama em mulheres na pos-menopausa. Kubatka et al. (2008b)
analisaram os efeitos preventivos do letrozol no modelo de carcinogénese mamaria
na pré-menopausa, o letrozol é um inibidor da aromatase de 32 geragdo assim como
o0 anastrazol testado no presente estudo. O letrozol foi administrado em duas
concentragdes - 1 mg/1 kg e 10 mg/1 kg no alimento (ragdo) oferecido, o farmaco
estudado suprimiu a incidéncia de cancer de glandula mamaria em 93% (P

<0,00002) no grupo 1 mg/1 kg em comparagado com animais controle. No entanto, a
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supresséo total da carcinogénese mamaria somente foi observada no grupo 10 mg/1
kg. Os animais que receberam letrozol em comparagcédo ao grupo controle, foi
encontrada atrofia uterina e vaginal, também concentragbes aumentadas de
triacilglicerdis plasmaticos (P <0,0001) e um aumento no ganho de peso corporal e
ingestao de alimentos em comparagao com o grupo controle (P <0,0001).

Em contrate com esses resultados, em outros estudos, Kubatka et al. (2008a),
analisaram os efeitos quimiopreventivos do anastrazol no modelo de carcinogénese
mamaria pré-menopausa induzida por N-metil-N-nitrosourea em ratas. O anastrazol
foi administrado na ragdo dos animais em duas concentragdes: 0,05 mg/kg e 0,5 mg/
kg. Conforme o estudo, no grupo 0,5 mg/kg, o anastrazol suprimiu a incidéncia
tumoral em 40% (p <0,05) e a frequéncia tumoral em 57% (p <0,01), bem como
prolongou o periodo de laténcia em 10 dias (p = 0,084) em comparagao com o0 grupo
de animais controle. Todavia, os efeitos do anastrazol sobre o sistema genital (utero

e vagina) em ratas nao foram alterados neste estudo.

Por sua vez, foi também avaliado o exemestano, um inativador da aromatase
de terceira geragdo, com o objetivo de analisar os efeitos preventivos no modelo de
carcinogénese mamaria pré-menopausa induzida por N-metil-N-nitrosourea em
ratas. O exemestano foi administrado em duas concentra¢des na ragéo - 1 mg/1 kg
e 10 mg/1 kg. No grupo que recebeu maior concentragdo do farmaco, os
triacilglicerdis foram reduzidos em 9% (P = 0,032), o colesterol total em 19,5% (P =
0,0002) e o colesterol LDL e HDL em 41% (P <0,0001), ou 21,5% (P = 0,0002),
respectivamente. Porém, no exame histopatologico do utero e da vagina, o estudo
nao revelou alteracbées em animais tratados com exemestano, o que aponta para os
efeitos ndo antiestrogénicos do farmaco no sistema genital de ratas, contudo,
relatam os autores que € possivel que o efeito quimiopreventivo do exemestano na
carcinogénese mamaria de ratas dependa da dose e / ou modo de administragao
(KUBATKA et al. 2008c).

Sadlonova et al. (2009) também analisaram o efeito do anastrazol na
prevengdo da carcinogénese mamaria pré-menopausa induzida por N-metil-N-

nitrosourea em ratas Sprague-Dawley, com o intuito de avaliar os os efeitos
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colaterais. O Grupo 1 - o grupo controle havia tomado alimentos sem anastrazol, os
grupos 2 e 3 com anastrazol administrado na ragdo em varias concentragdes - 0,05
mg/1 kg de alimento e 0,5 mg/1 kg de alimento. Os animais que receberam
anastrazol em comparagao com os animais nao tratados, ndao foram encontradas
alteragbes macroscopicas do utero e da vagina, inclusive os valores de peso dos
genitais internos permaneceram sem alteragbes significantes relativas ao grupo
controle e o exame histolégico ndo mostrou alteragdes atréficas no endométrio do

utero e no epitélio da vagina.

De acordo com os estudos citados, os medicamentos foram administrados na
racao animal e o letrozol promoveu atrofia uterina e vaginal, porém estes autores
nao encontraram nenhuma alteragdo vaginal na administragdo do exemestano e do
anastrazol na ragdo animal. Por outro lado, a técnica de administragdo da
medicagao a ratas por gavagem, recentemente utilizada por Barros - Oliveira et al.
(2017), mostrou uma expresséo significativamente reduzida da proliferagdo celular
avaliada pela expressao da proteina Ki-67 no epitélio mamario de ratas em estro
permanente, portanto resultados similares ao do presente estudo em relagdo ao

epitélio vaginal.

A propésito, os resultados do presente estudo mostraram que o tratamento
com anastrazol na dose de 0,5 mg/Kg durante 28 dias, quando administrado por
gavagem com sonda metalica, assegura uma dose adequada da medicagdo ao
reduzir significantemente a expressao média do Ki-67 no epitélio vaginal de ratas em
estro permanente. Estes achados podem ser justificados pelos efeitos inibitérios do
anastrazol sobre a producédo estrogénica no epitélio vaginal de ratas (BUZDAR,
2003; HAYNES et al., 2003; KELLY;BUZDAR 2010).

A extrapolacao destes resultados para seres humanos apresenta limitagoes,
no entanto o estudo contribuiu para compreensao da biologia e um possivel
desenvolvimento de estratégias terapéuticas viaveis para disturbios urogenitais e
canceres horménios sensiveis em ratas sob estimulagdo estrogénica, mimetizando
mulheres pré-menopausicas. Outrossim, novos estudos sobre os efeitos do

anastrazol na proliferagdo celular do epitélio vaginal serdo importantes para
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consolidagdo cientifica dos resultados obtidos nesse estudo, avangando com
pesquisas sobre os efeitos dos inibidores da aromatase em mama e aparelho
urogenital de modelos experimentais na pré-menopausa e futuramente em

humanos.
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6. CONCLUSAO
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O presente estudo mostrou uma redugao significante da expressao do
antigeno Ki-67 no epitélio vaginal de ratas em estro permanente tratadas com

anastrazol na dose 0,5 mg/Kg durante 28 dias.
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ANEXO A: parecer de aprovagio do Comité de Etica em Experimentagdo Animal da
Universidade Federal do Piaui.

@—, MINISTERIO DA EDUCAGAO vt
aﬂ UNIVERSIDADE FEDERAL DO PIAUI E
PRO-REITORIA DE PESQUISA .

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

Campus Universitario Ministro Petrénio Portela, Bairro Ininga, Teresina, Piaui, Brasil, CEP: 64049-550
Telefone (86) 3215-5734 _e-mail: ceeapi@ufpi.edu br

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada “Expressdo do antigeno Ki-67 no epitélio vaginal de
ratas em estro permanente tratadas com anastrazol', registrada n° 397/17, sob a
responsabilidade do Prof. Dr. BENEDITO BORGES DA SILVA do Departamento de
Ginecologia/lCCS/UFPI que envolve a produgdo, manutengdo ou utilizacao de animais
pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de Pesquisa
Cientifica- encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n° 11.794, de 8 de outubro de 2008,
do Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional
de Controle de Experimentacao Animal (CONCEA), e foi Aprovado pela Comissao de Etica no
Uso de Animais (CEUA/UFPI) da Universidade Federal do Piaui, em Reunido na presente data
12/12/2017.

l' - Enq@hdade ( ) Ensino (X) Pesquisa Cientifica
| Vigéncia da Autorizagao Janeiro/ 2018 a Outubro/ 2018
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| N°de Animais 05
| Peso/ Idade 2200g/ 23 meses
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| Origem B Biotério Central da UFPI.
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