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RESUMO

Introducdo: Exemestano pertence ao grupo dos inibidores da aromatase, no qual
constituem a primeira escolha para o tratamento do cancer de mama receptor de
estrogénio positivo, um subtipo de cancer de mama que depende de estrogénio para
se desenvolver. No entanto, além da escassez de estudos, ha controvérsias sobre 0os
efeitos do exemestano na glandula adrenal, em especial na zona reticular que €&
responséavel pela sintese dos precursores do estrogénio. Objetivo: Avaliar a influéncia
do exemestano na proliferacdo celular da zona reticular da glandula adrenal de ratas
sob constante estimulo estrogénico. Métodos: Este € um estudo experimental,
controlado e quantitativo realizado com dezoito ratas Wistar adultas, virgens, que
foram androgenizadas pela administracdo de propionato de testosterona diluido em
6leo de milho. Os animais foram randomizados em 2 grupos: | - controle (n=08) que
receberam propilenoglicol; Il - experimental (n=10) que receberam 10mg/kg/dia de
Exemestano (Aromasin®) diluidos em 0,5mL de propilenoglicol durante 28 dias
consecutivos. No 29° dia, as ratas foram eutanizadas e suas glandulas adrenais foram
cirurgicamente removidas e armazenadas em formol tamponado 10%. Os tecidos
foram processados para confeccdo das laminas imuno-histoquimicas. As laminas
foram analisadas em microscopio éptico no aumento de 400x por dois pesquisadores
treinados e independentes. Os nucleos celulares corados em marrom foram
considerados positivos para Ki-67. Os dados comparativos entre os grupos foram
analisados através do teste t de Student para amostras independentes (p < 0,05).
Resultados: A andlise quantitativa das porcentagens dos ndcleos marcados com
anticorpo anti-Ki-67 mostrou uma média de 5,4 (erro padrdo de 0,95) para o grupo
experimental e 17,06 (erro padrédo de 3,13) para o grupo controle, com p < 0,003.
Conclusao: Ratas androgenizadas submetidas ao tratamento oral com exemestano
na dosagem de 10mg/kg/dia durante 28 dias apresentou significativa reducéo na

expressao do antigeno Ki-67 nas células da zona reticular da glandula adrenal.

Palavras-chave: Exemestano. Inibidor da Aromatase. Cortex suprarrenal. Antigeno

Ki-67. Hiperandrogenismo. Ratas.



ABSTRACT

Introduction: Exemestane belongs to the group of aromatase inhibitors, which
constitute the first choice for the treatment of estrogen receptor positive breast cancer,
a subtype of breast cancer that depends on estrogen to develop. However, in addition
to the scarcity of studies, there are controversies about the effects of exemestane on
the adrenal gland, especially on the zona reticularis, which is responsible for the
synthesis of estrogen precursors. Objective: To evaluate the influence of exemestane
on cell proliferation in the zona reticularis of the adrenal gland in rats under constant
estrogenic stimulation. Methods: This is an experimental, controlled, quantitative
study carried out with twenty-eight adult, virgin, androgenized Wistar rats that were
androgenized by the administration of testosterone propionate diluted in corn oil. The
animals were randomized into 2 groups: | - control (n=08) that received propylene
glycol; 1l - experimental (n=10) who received 10mg/kg/day of Exemestane
(Aromasin®) diluted in 0.5mL of propylene glycol for 28 consecutive days. On the 29th
day, the rats were euthanized and their adrenal glands were surgically removed and
stored in 10% buffered formalin. Tissues were processed to make
immunohistochemical slides. The slides were analyzed under an optical microscope at
400x magnification by two independent and trained researchers. Cell nuclei stained in
brown were considered positive for Ki-67. Cell nuclei stained in brown were considered
positive for Ki-67. Comparative data between groups were analyzed through Student's
t test for independents samples (p < 0,05). Results: The quantitative analysis of the
nucleus labeled with anti-Ki-67 antibody showed an average of 5.4 (standard error of
0.95) for the experimental group and 17.06 (standard error of 3.13) for the control
group, with p < 0,003. Conclusion: Androgenized rats submitted to oral treatment with
exemestane at a dosage of 10mg/kg/day for 28 days showed a significant reduction in

the expression of Ki-67 antigen in cells of the zona reticularis of the adrenal gland.

Keywords: Exemestane. Aromatase inhibitor. Adrenal cortex. Ki-67 antigen.

Hyperandrogenism. Rats.
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1 INTRODUCAO

O cancer de mama receptor de estrogénio positivo (ER+) € um subtipo de
cancer mamario que depende de horménios estrogénicos para crescer e se
desenvolver. Este tipo de neoplasia € mais frequente em mulheres pos-
menopausadas e seu tratamento baseia-se na interrupcdo do fornecimento de
estrogenos ao tecido tumoral. Na mulher pré-menopausa, a fonte principal destes
hormdnios séo os ovarios, enquanto que nas mulheres pés-menopausadas sédo outros
tecidos, principalmente adiposo e 6sseo (GAL et al., 2019).

A biosintese dos horménios estrogénicos € dependente da enzima aromatase,
gue é amplamente distribuida nos tecidos de mamiferos. Esta enzima é responsavel
pela conversdao de andrégenos em estrégenos. Curiosamente, 0s estrégenos
secretados pelas gbnodas (ovarios e testiculos) atuam de forma sistémica enquanto
agueles produzidos extragonodalmente (tecido adiposo, por exemplo) desenvolvem
uma acao local (SIMPSON et al, 2000). Neste sentido, estudos foram desenvolvidos
objetivando entender a regulacéo tecido-especifica da aromatase e concluiram que
esta enzima estd superexpressa no cancer de mama ER+, mas normal em outros
tecidos (WOOD;CUPP, 2018).

Em relacdo a interrupcao do fornecimento de estrégenos ao cancer de mama
ER+, os inibidores da aromatase (IAs) tém emergido como alternativa a
endocrinoterapia deste tipo de cancer em mulheres pés-menopausadas. Este grupo
de medicamentos impede a conversao dos andrégenos em estrégenos através do
blogueio da atividade enzimética da aromatase. Das trés geracdes de IAs atualmente
disponiveis, os da terceira geracdo sdo mais indicados uma vez que apresentam
maior seletividade a aromatase e menos efeitos colaterais quando comparados aos
IAs das geracdes antecessoras (BARROS-OLIVEIRA et al., 2017).

Os IAs da terceira geracdo séo representados por letrozol, anastrozol e
exemestano. Os dois primeiros séo classificados como IAs ndo esteroidais porque
inibem reversivelmente a aromatase, enquanto o exemestano bloqueia de forma
irreversivel esta enzima e por isso € denominado IA esteroidal (PEREZ, 2007). Em
relacdo ao exemestano, este farmaco é comercializado na formulacdo oral de 25mg
sob 0 nome Aromasin® (CHOUEIRII et al., 2004) e ha estudos que avaliaram seus
efeitos ndo apenas no tecido mamario, mas também na atividade 6ssea, metabolismo
lipidico (MCCLOSKEY et al., 2007), no trato reprodutivo, glandula pituitaria (MIRSKY
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et al.,2011) e como quimioprevengdo do cancer de mama em mulheres pos-
menopausadas (GOSS et al., 2011).

Embora o tecido tumoral da mama seja capaz de produzir excessivamente
estrogenos in loco através da superexpressao da aromatase, € necessario que haja
precursores androgénicos suficientes para que ocorra a biossintese destes hormdnios
(WOOD;CUPP, 2018). Portanto, a glandula adrenal, especificamente a zona reticular
do cortex adrenal no qual produz e secreta os androgenos, influencia diretamente no
fornecimento de estrégenos ao tecido neoplasico da mama (SIMPSON et al, 2000).

No entanto, estudos experimentais que avaliam a influéncia do exemestano na
glandula adrenal sédo escassos e limitados por razfes éticas. Neste sentido, modelos
experimentais tém sido desenvolvidos, apesar de ser reconhecido as limitacdes de
extrapolacdo dos resultados de animais para humanos. Até 0 momento, apenas um
estudo analisou histologicamente a influéncia do exemestano a zona fasciculada da
glandula adrenal de ratas e relatou uma reducdo da espessura desta zona com
aumento do numero e proeminéncia dos sinusoides (MIRSKY et al., 2011). Contudo,
nenhum estudo in vivo sobre a acao do exemestano no perfil proliferativo das células
da zona reticular da adrenal foi encontrado na literatura.

Tendo em vista o papel desempenhado pela zona reticular da adrenal como
produtora dos precursores dos horménios estrogénicos somado a auséncia de dados
sobre a influéncia dos IAs no perfil proliferativo nesta zona e utilizando um marcador

sensivel como anticorpo monoclonal anti-Ki-67, este estudo foi realizado.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Glandula adrenal

As glandulas adrenais, também denominadas suprarrenais, estédo localizadas
nos polos superiores dos rins e cada uma apresenta uma massa de aproximadamente
4 gramas. Histologicamente, estas glandulas sédo divididas em duas regides: medula
e cortex (Figura 1). A medula da adrenal corresponde em torno de 20% da sua massa
total, secreta os horménios epinefrina e noradrenalina sob estimulagdo direta do
sistema nervoso simpatico. Ja o cortex adrenal, que representa cerca de 80% da
massa total da glandula, é subdividido em trés zonas distintas: glomerulosa,
fasciculada e reticular (VINSON, 2009; HALL, 2011).

Figura 1: Seccao histoldgica da glandula adrenal. M: medula; Z: zona

reticular; F: zona fasciculada; G: zona glomerular.

Fonte: Adaptado de Silva et al., 2007.

A zona glomerulosa esta localizada logo abaixo da cépsula da adrenal e é
composta por uma fina camada de células secretoras de horménios
mineralocorticoides, especialmente a aldosterona. Esta zona é controlada
principalmente pelas concentracbes do liquido extracelular de potassio e pela
angiotensina Il, ambos tendo efeito positivo na liberacéo da aldosterona (SILVA et al.,
2007).

A zona fasciculada é a camada mais extensa do cortex adrenal e secreta os

horménios glicocorticoides, com destaque para o cortisol. Esta zona € influenciada
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principalmente pela acdo do horménio adrenocorticotropico (ACTH) liberado pelo eixo
hipotalamico-hipofisiario (VINSON, 2009).

A zona mais interna do cortex adrenal é a zona reticular, constituida por células
dispostas de forma desordenada e que secretam hormoénios androgénicos. Esta zona
€ estimulada principalmente pelo horménio ACTH e, em menor propor¢do, pelo
horménio estimulante do androgénio cortical produzido pela hipéfise. Contudo, o
processo bioquimico envolvido no controle da producéo e secrecédo dos androgénios
adrenais ainda ndo estao completamente compreendidos como aqueles relacionados
com os mineralocorticoides e glicocorticoides (HALL, 2011).

Os andrégenos sdo hormonios sexuais de 19 carbonos derivados do colesterol
e sao responsaveis pelas caracteristicas fenotipicas masculinas. Os principais
androgenos sintetizados pelo cortex adrenal sdo testosterona, androstenediona, 16a-
hidroxitestosterona e DEAH (dehidroepiandrosterona). Estes andrégenos séao
secretados na corrente sanguinea e utilizados em diversos tecidos periféricos como
precursores dos estrégenos, através da conversao realizada pela enzima aromatase
(SILVA et al., 2009).

2.2 Aromatase

Aromatase é uma enzima que pertence a familia do citocromo P450, sendo
encontrada no reticulo endoplasmatico de varios tipos celulares de diferentes tecidos.
Esta enzima foi purificada e sequenciada primeiramente na década de 80 através de
estudos de tecidos obtidos de diferentes espécies de mamiferos, incluindo a placenta
humana. A partir destes estudos, observou-se que a sequéncia desta proteina é
altamente preservada entre espécies distintas de mamiferos, especialmente as
sequencias correspondentes ao local de ligagdo da enzima com seu substrato
(WOOD;CUPP, 2018).

A aromatase estad envolvida na conversdo enzimatica de andrégenos em
estrogenos. As reacdes quimicas envolvendo a aromatase nesta conversao podem
ser divididas didaticamente em trés etapas: nas duas primeiras ocorre a hidroxilagéo
do andrdgeno e na terceira etapa acontece a liberagdo de um atomo de carbono na
forma de acido férmico e subsequente formacao de um anel fendlico na molécula final,
caracteristica estrutural dos compostos estrogénicos (Figura 2). Além disso, cada

andrdgeno é precursor de um estrégeno especifico, ou seja, testosterona € convertida
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em estradiol, androstenediona em estrona e 16a-hidroxitestosterona em estriol
(NARDO;GILARD, 2013).

Figura 2: Conversao enzimatica de androstenediona em estrona.

Androstenedione 0

® o

NADPH

HO
Estrone

Fonte: Adaptado de Wood e Cupp, 2018.

Conforme Stocco (2012), a aromatase € normalmente expressa nos ovarios,
placenta, testiculo, cérebro, osso, gordura e endotélio vascular de mamiferos.
Curiosamente, os estrégenos produzidos nas génodas (ovario e testiculos) e na
placenta sdo secretados na circulacdo sanguinea, resultando em uma acéao sistémica.
Por outro lado, os estrogenos produzidos extragonodal ndo séo liberados na
circulacdo sanguinea, resultando em uma acao local.

Estudos recentes foram conduzidos com o objetivo de entender as
caracteristicas de liberacdo gonadal e extragonadal dos estrégenos, concluindo que
a expressao da aromatase tem regulacéo tecido-especifica através do gene CYP19
gue, na espécie humana, esta localizado no cromossomo 15 (SIMPSON et al., 2000).

Disturbios genéticos que resultam na perda total ou parcial da atividade da
aromatase sdo raros. Em mulheres, a perda da atividade da aromatase é
imediatamente detectada, uma vez que a genitalia externa é masculinizada. No
entanto, em homens o fendtipo resultante da mutacédo no gene CYP19 é expresso
apenas apo6s a puberdade, ocorrendo infertilidade devido a espermatozoides imoveis.
Interessantemente, gestantes em que o feto detém de mutagdo homozigética no gene
da aromatase também apresentam sinais transitérios de virilizagdo como aumento de

acne e hirsutismo. Isso acontece devido a reducéo da sintese de estrogeno placental
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combinada com a sintese androgénica aumentada pela adrenal fetal (WOOD;CUPP,
2018).

Enquanto as mutacbes no CYP19 que resultam em atividade reduzida ou
ausente da aromatase sao raras, alteragdes que resultam na expressédo exagerada
desta enzima e consequente aumento nos niveis estrogénicos sdo muito mais
frequentes. Esta elevacdo dos niveis estrogénicos pode ser associada as doencas
benignas como endometriose ou malignas, tal como neoplasias, i.e. cancer de mama,
Utero e préstata. Um exemplo € a alteracdo no éxon | e seus promotores do CYP19
gue resultam na producdo exagerada de estrogenos pelo tecido adiposo na glandula
mamaria, beneficiando o tumor neste tecido (WOOD;CUPP, 2018).

Em situacdes em que ocorre excesso de estrogenos, o bloqueio da atividade
da aromatase é clinicamente relevante, especialmente em canceres que se
beneficiam de estrégenos como o cancer de mama ER+. Para isso, tem-se disponivel
a classe de medicamentos chamados de inibidores da aromatase, com destaque para
agueles da terceira geracao: letrozol, anastrozol e exemestano. Os dois primeiros sao
classificados como inibidores néo esteroidais da aromatase e apresentam uma acao
inibidora reversivel desta enzima. Por outro lado, 0 exemestano apresenta uma
estrutura esteroidal e por isso € denominado inibidor esteroidal da aromatase,

apresentando uma acao inibidora irreversivel desta enzima (GHOSH et al., 2016).

2.3 Exemestano

Exemestano pertence ao grupo dos inibidores da aromatase da terceira
geracao, sendo aprovado pela FDA (Food and Drug Administration) para tratamento
hormonal do cadncer de mama em 21 de outubro de 1999. Estruturalmente semelhante
aos horménios androgénicos, precursor dos estrogénios, € o Unico farmaco deste
grupo a inibir irreversivelmente a aromatase, sendo denominado inibidor esteroidal da
aromatase (PEREZ, 2007). Sua estrutura quimica esta representa na figura 3.

Atualmente o exemestano € produzido pela Pfizer (New York, USA) e
disponibilizado em formulag&o oral de 25mg, com o nome Aromasin®. Na dosagem
de 25mg/dia, este farmaco apresenta uma ampla distribuicdo tecidual, uma rapida
taxa de absor¢cdo com Tmax em torno de 2 horas, e uma meia vida de 27 horas
(CHOUEIRII et al., 2004).
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Figura 3: Férmula estrutural do exemestano (Aromasin®)

CH,

Fonte: Adaptado de Goss et al., 2004.

Este farmaco é indicado para o tratamento adjuvante do cancer de mama ER+
inicial em mulheres na pés-menopausa. Dados de estudos pré-clinicos e clinicos
demonstram uma maior tolerabilidade e eficacia do exemestano quando comparado
com tamoxifeno, farmaco considerado padrdo ouro na terapia hormonal deste tipo de
cancer (MCCLOSKEY et al., 2007).

Gao e colaboradores (2019), avaliaram in vivo e in vitro a agcao do exemestano
no tumor mamario e observaram que este farmaco ndo apenas inibe a proliferacédo
das células cancerigenas da mama como também impede o aparecimento de novos
tumores. Resultados similares foram obtidos para metabdlitos do exemestano tais
como 17-hidroximestano. O mesmo estudo também afirma que a auséncia de
resisténcia cruzada ao exemestano da-se aos efeitos inibitdrios dos metabdlitos
esteroidal androgénico resultante deste farmaco na produgéo da ciclina D1.

Um estudo clinico controlado, randomizado e duplo cego avaliou a acéo
guimiopreventiva do exemestano em 4560 mulheres pds-menopausadas. A triagem
concluiu que este IA reduziu significativamente a incidéncia do cancer de mama
invasivo nas mulheres com risco moderadamente elevado para cancer de mama.
Além disso, nenhum efeito toxico grave foi associado ao exemestano durante 3 anos
de uso (GOSS et al., 2011).

Adicionalmente a acdo anticancerigena do exemestano, estudos também

relatam a interagdo deste medicamento com outros sistemas como esquelético,
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enddcrino, reprodutivo e cardiovascular. No tecido esquelético, este |A apresenta
aparentemente uma acao estimuladora da formacéo 6ssea, contudo observa-se uma
perda na densidade do 0sso resultando em risco elevado para fraturas (MCCLOSKEY
et al., 2007; PEREZ, 2007). Em relagéo ao sistema reprodutivo, um estudo analisou
histologicamente as alteragdes nos ovarios e Utero de ratas tratadas com exemestano
durante 28 dias e ndo encontrou alteracdo estatisticamente significativa (MIRSKY et
al., 2011).

Estudos clinicos e pré-clinicos concordam na influéncia do exemestano no
metabolismo lipidico, alterando positivamente a razdo das lipoproteinas LDL/HDL
(MCCLOSKEY et al.,, 2007; PEREZ, 2007). Alteracdes histoldégicas na glandula
pituitaria de ratas sob uso deste IA também estdo disponiveis na literatura (MIRSKY
et al., 2011).

No entanto, estudos que pesquisam a a¢do farmacoldgica do exemestano na
glandula adrenal sdo escassos e limitados. Mirsky e colegas (2011) relataram uma
reducdo no peso desta glandula de ratas tratadas com exemestano, bem como uma
reducdo da zona fasciculada do cortex adrenal. Curiosamente, estes autores também
relataram um aumento do numero e proiminéncia de sinusoides nesta zona.
Resultados similares sao descritos por Perez (2007). No entanto, até o momento,
nenhum relato da atividade proliferativa da zona reticular da adrenal é descrito na
literatura.

Avaliar a influéncia dos hormoénios estrogénicos na fisiologia e patofisiologia
em humanos é um grande desafio devido as limitacdes éticas. Neste sentido, modelos
laboratoriais com uso de animais tém sido desenvolvidos e aprimorados objetivando

aumentar o conhecimento acerca da agao estrogénica no tecido neoplasico e normal.

2.4 Modelo experimental

Devido a questbes éticas, varios estudos foram e continuam sendo
desenvolvidos para validar modelos laboratoriais que mimetizem as alteracbes
hormonais, morfolégicas e reprodutivas da Sindrome dos Ovarios Policisticos (SOP)
de humanos. Dentre os modelos envolvendo animais como ratos, hamsters,
porquinhos da india, camundongos e primatas subumanos discutidos na literatura,

agueles que utilizam ratos sdo considerados 0s mais viaveis uma vez que estes
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animais sao relativamente pequenos, apresentam curto ciclo estral (4-5 dias), alta taxa
reprodutiva e estédo disponiveis em diferentes cepas genéticas (SILVA et al., 2009).

A literatura relata a inducéo de estro permanente relacionado a SOP em ratas
utilizando estrogénios, androgénios, antiprogestinas e inibidores da aromatase ou
expondo estes animais a luz continua (SINGH, 2005).

A inducdo da SOP por luz continua dependera da intensidade, duracédo e
caracteristicas espectrais da luz usada. Dados de pesquisa apontam uma duracao
superior a 25 dias para a indugcdo de anovulacdo cronica em ratas e que esta
anavolucao é reversivel em 80% das ratas submetidas a ciclo dia/noite. Isto acontece
devido a ovulacdo espontanea em ratos envolver o sistema neuroendoécrino que €
controlado pelo relégio biolégico destes animais. Embora ainda ndo esteja claro os
fatores fisiologicos subjacentes ao desenvolvimento da SOP por esta técnica,
acredita-se que as ratas submetidas a luz constante desenvolvem estresse continuo
gue ativa o sistema nervoso simpatico resultando na hiperplasia da glandula adrenal
(SINGH, 2005).

Outro modelo laboratorial da SOP em ratas baseia-se na administracado de
andrégenos nestes animais nos primeiros dias de vida (SILVA et al., 2002). A inducéo
da SOP por este método gera alteracdes irreversiveis nos centros ciclico hipotalamico
responsaveis pelo feedback dos esteroides, resultando em ovarios anavolatorios
polifocilucar durante a puberdade e fase adulta. A utilizacdo de androstenediona
(GNODDE et al., 1979) desidroepiandrosterona -DHEA (MAHESH et al., 1982) e
testosterona (OTA et al.,, 1983) jA é descrito na literatura, existindo uma maior
padronizacao para o ultimo androgeno na forma de propionato de testosterona.

O uso de estrogenos, especialmente estradiol, para inducdo de ovarios
policisticos em ratas também é citada na literatura. Diferentemente das ratas
androgenizadas nos primeiros dias de vida, as ratas que recebem estradiol
desenvolvem a SOP apenas na vida adulta, e com resultados discordantes entre os
estudos disponiveis. Acredita-se que este método resulte em SOP devido ao aumento
da atividade do sistema nervoso simpatico que influencia no desenvolvimento de
manutencédo de cistos ovarianos (SINGH, 2005)

A administragéo de inibidores da aromatase, como o letrozol (KAFALI et al.,
2004), e antiprogestinas, como mifepristona (SANCHEZ-CRIADO, et al., 1993),
também induzem a SOP reversivel em ratas recém nascidas. Apesar destes dois

modelos serem escolhas menos frequentes pelos pesquisadores, estudos tem
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demonstrado uma aparente efetividade na mimetizagdo da SOP humana quando se

utiliza ratas tratadas com mifepristona e letrozol.
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3 OBJETIVO

Avaliar a influéncia do exemestano na proliferacédo celular da zona reticular da

glandula adrenal de ratas sob constante estimulo estrogénico.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Tipo e local do estudo

Este € um estudo experimental, controlado, randomizado, de cunho quantitativo
realizado entre janeiro a dezembro de 2021 no biotério do Nucleo de Tecnologia
Farmacéutica da Universidade Federal do Piaui (UFPI), no Laboratério de
Imunopatologia do Hospital S&o Marcos e na coordenacgéo de ginecologia do Hospital
Getulio Vargas, todos localizados em Teresina, Piaui.

4.2 Calculo Amostral

O tamanho amostral foi obtido através do teste t de Student para duas amostras
independentes com intervalo de confianca de 95% e alfa de 5%, realizado no software
BioEstat 5.3. Para a realizacdo do teste usou-se dados do estudo de Kubatka e
colaboradores (2008), cujo desenho metodoldgico € similar ao desta pesquisa. O

calculo amostral evidenciou um nimero de 10 animais por grupo.

4.3 Modelo experimental da Sindrome dos Ovarios Policisticos (SOP) e

Administracdo do Exemestano (Aromasin®)

Foram usadas vinte ratas Wisters oriundas do biotério central da UFPI. A indugéo
da SOP foi realizada no segundo dia apds o nascimento, com administracao de
1,25mg de propionato de testosterona diluido em 0,5ml de 6leo de milho via
subcutanea na regido dorsocervical de todas as ratas (SILVA et al., 2007).

As vinte ratas foram mantidas em gaiolas de plasticos com tela metalica no
topo, sendo alocados 4 animais por gaiola (Figura 4). As gaiolas foram armazenadas
em uma sala com temperatura controlada (22 °C £ 2 °C) e com ciclo circadiano de
12h de luz e 12h de escuro, com ciclo de luz iniciando as 7h e finalizando as 19h com

auxilio de lampadas fluorescentes.
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Figura 4: Ratas em gaiolas com acesso livre a agua e ragao.

Fonte: Arquivo pessoal.

Apods 90 dias, todos os animais foram avaliados para a presenca do estro
permanente considerando a obliteracdo do terco distal da vagina e a queratinizacao
do epitélio vaginal, principal caracteristica do androgenismo nestes animais. No total,
18 ratas foram consideradas em estro permanente e foram divididas randomicamente
em dois grupos, de modo que o Grupo | (controle) contivesse 8 ratas e Grupo |l
(experimental) contivesse 10 ratas. Optou-se por um n maior no grupo experimental
devido a se obter uma inferéncia estatistica mais representativa.

Cada animal do grupo controle recebeu 0,5ml/dia de propilenoglicol por via oral
com auxilio de uma sonda metélica de gavagem (Figura 5B). As ratas do grupo
experimental receberam 10mg/kg/dia de exemestano diluido em 0,5ml de
propilenoglicol também por via oral através de uma sonda metalica de gavagem
(Figura 5A). O placebo e o exemestano foram administrados de forma continua por
28 dias, sempre no horario entre 2h e 4h do turno vespertino.

Durante todo o estudo, as ratas tiveram livre acesso a agua filtrada e a racao
para roedores SUPRA LAB®.
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Figura 5: Administracdo do exemestano (A) utilizando uma sonda de gavagem

metalica (B).

Fonte: Arquivo pessoal.

4.3 Obtencao das glandulas

No 29° dia ap6s o inicio da administragdo do exemestano, as ratas foram
submetidas a eutanasia com dose excessiva dos anestésicos Midazolan (15mg/kg) e
Ketamina (300mg/kg) pela via intraperitoneal. Em seguida, cada rata foi colocada em
uma prancha de cortica para a remocao das glandulas adrenais.

Os tecidos foram imediatamente fixados em formaldeido tamponado 10% por
24h e posteriormente foram submetidos a andlise histoldgica e imunohistoquimica.
Apenas uma glandula de cada animal foi analisada neste estudo, adotando como

critério de escolha apenas a facilidade da remocao cirdrgica.

4.4 Analise histolégica e imunohistoquimica

O tecido da adrenal foi cortado em sec¢des de 5 mm de espessura. Estas se¢des
foram processadas e coradas com hematoxilina e eosina (HE), para avaliacdo
morfologica.

Em seguida, os cortes foram desidratados em concentragdes crescentes de
alcool absoluto e lavados com solu¢cdo tamponada de pH 7,4. A avaliagdo imuno-
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histoquimica com o marcador Ki-67 foi realizada usando um sistema de detecc¢éo
combinado com um método de recuperacdo de antigeno. Para tanto, os cortes foram
tratados com peroxido de hidrogénio a 3% diluido em solugédo tamponada durante
cinco minutos para bloquear o perdxido enddgeno. Apds a recuperagcdo do antigeno,
as amostras de tecido foram incubadas com anticorpo monoclonal primario de
camundongo anti Ki-67 (clone MIB-5/1:100) por 16h, durante a noite, em geladeira a
aproximadamente 4°C. Em seguida, as amostras foram lavadas com solu¢éo salina
tamponada e incubadas por 45 minutos com o sistema de detec¢cdo New Link Polymer.
Para a leitura dessas reacodes, todas as laminas foram tratadas com solucdo de
tetracloridrato de 3-3-diamina benzidina na concentracdo de 1 mg/ml de solucéo salina
tamponada com Tris e solucédo de peroxido de hidrogénio por cinco minutos, depois
contrastada com hematoxilina de Harris por cinco minutos, seguido por desidratacéo
em banhos de alcool etilico e xilol. As células foram consideradas positivas para
expressao imunohistoquimica do antigeno Ki-67 quando o ndcleo apresentou
coloracdo amarronzada (BARROS-OLIVEIRA, 2017).

4.5 Quantificacao

Todas as células com o nucleo corado em marrom, mesmo que fracamente, foi
considerada positivo para expressao do Ki-67.

A contagem das células foi realizada na clinica ginecoldgica do Hospital Getulio
Vargas, utilizando o sistema computadorizado constituido por um microscépio de luz
da marca Eclipse E-400 (Toquio, Japdo) acoplado a uma videocamera colorida
(Samsung Digital Camera SCC-131, Seul, Coréia do Sul) com captura de imagem em
microcomputador Pentium 1V, com disco rigido de 80 Gigabytes, processador de
3.0GHz, 1024 de memdria RAM e placa grafica digitalizadora, em ambiente Windows
XP (Figura 6).
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Figura 6: Sistema computadorizado utilizado na contagem das células. 1:
Microscopio 6ptico; 2: Camara de video digital; 3: Software usado na contagem

celular.

Fonte: Arquivo pessoal.

A leitura das laminas histolégicas foi realizada no aumento de 400x. Em cada
lamina, contou-se 500 células em campos aleatérios iniciando na area de maior
concentracdo de nucleos corados em marrom. Nesta etapa, usou-se o Software de
Processamento e Analise de imagem Imagelab® (SOFTIUM Informatica LTDA, Séo
Paulo, Brasil), para evitar a contagem repetida de uma mesma célula. A porcentagem
de células marcadas com anticorpo anti-Ki-67 foi obtida pela seguinte formula nC/nT
x 100, onde nT refere-se ao numero total de células contadas e nC ao niumero de
células com nucleo marrom.

Todas as laminas foram lidas por dois pesquisadores de forma independente.
O nuamero de células marcadas com anti-Ki-67 adotado neste estudo foi a média da

guantificacdo dos dois pesquisadores.

4.6 Aspectos éticos

Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA)
da Universidade Federal do Piaui (UFPI), sob parecer de n® 641/20. Este estudo foi
realizado seguindo as diretrizes na Diretriz Brasileira de Cuidados e Uso de Animais

para Pesquisa Cientifica e Fins Didaticos conforme determina a Resolugdo Normativa
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n°® 12 de setembro de 2013 do Conselho Nacional de Controle de Experimentos

Animais (CONCEA).

4.7 Andlise estatistica

Toda a andlise estatistica foi realizada no software BioEstat versdo 5.3. A
normalidade das distribuicdes dos dados foi confirmada por meio do teste de Shapiro-
Wilk. O teste t de Student para duas amostras independentes foi utilizado na
comparacao entre as propor¢cdes meédias de células coradas nos grupos controle e

experimental. Adotou-se um nivel significancia de 5% (p <0,05).
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5 RESULTADOS
As ratas pertencentes ao grupo experimental apresentaram uma menor
concentracdo de células com nucleos corados com anticorpo monocolonal anti-Ki-67
guando comparadas com as ratas do grupo controle, como mostra a tabela 1 e figura
1.
Tabela 1. Porcentagem das células marcadas com anticorpo Ki-67 de ratas

androgenizadas (controle) e tratadas com exemestano (experimental).

Grupo Laminas Pesquisador 1 Pesquisador 2 Média

1 30,0 311 30,5

2 4.5 51 4,8

3 15.3 16,0 15,6

Controle 4 10.5 9,5 10,0
5 25.7 30,1 27,9

6 10.9 10,0 10.4

7 22.8 18,9 20,8

8 15.7 17,7 16,7

9 8.8 6,1 7,4

10 4.4 4,6 4,5

11 0.2 0,4 0,3

12 7.2 7,4 7,3

Experimental 1 32 1 1
14 10.4 8,9 9,7

15 2.9 2,5 2,7

16 5.2 6,9 6,0

17 3.6 3,1 3,3

18 4.5 4,9 4,7

Fonte: Arquivo pessoal
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Figura 7: Fotomicrografia de uma seccao histologica da glandula adrenal de uma
rata fémea androgenizada, mostrando uma pequena parte da medula (M) e da zona
reticular (R). Note a presenca de numerosos nucleos corados em marrom com o
anticorpo anti-Ki-67 antes do tratamento com exemestano, grupo controle (A) e
escassos nucleos corados apoés tratamento, grupo experimental (B) (Ampliagéo

original de 400x).

B . N
%%

Fonte: Arquivo pessoal.

A andlise quantitativa das porcentagens dos nucleos corados com Ki-67
mostrou uma meédia de 5,4 (erro padrdo de 0,95) para o grupo experimental e 17,06
(erro padréo de 3,13) para o grupo controle, com p < 0,003 (Tabela 1).

Tabela 2. Porcentagem média dos nucleos celulares corados com anticorpo anti-Ki-

67 por 500 células nos grupos controle e experimental.

Erro
Grupo Quantidade  Média . Méaximo Minimo
Padrédo
Controle 8 17,06 3,13 31,1 4,5
Experimental 10 5,04* 0,95 10,04 0,2

Fonte: Arquivo pessoal. * Houve uma reducao estatisticamente significativa na quantidade de nucleos

celulares corados com anti-Ki-67 apés tratamento com exemestano.



32

A diferenca entre a porcentagem média dos nucleos celulares corados com o

anticorpo anti-Ki-67 nas ratas pertencentes ao grupo controle e experimental pode ser

claramente observada na figura 8.

Figura 8. Box plot evidenciando a diferenca entre as porcentagens meédias dos

Porcentagem dos nticleos celulares corados com
anticorpo anti-Ki-67

nacleos celulares corados com anticorpo anti-Ki-67 nos grupos controle e

40

30+

20+

experimental.

Controle Experimental

Fonte: Arquivo pessoal.
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6 DISCUSSAO

Avaliar o perfil farmacodinamico e farmacocinético de medicamentos com acéo
antitumoral em tecido humano com cancer de mama horménio sensivel € um grande
desafio devido as limitagfes éticas. Portanto, o uso de modelos laboratoriais baseados
em animais tornou-se uma alternativa sensata frente a este problema. O modelo
baseado em ratas em estro permanente mimetiza a sindrome dos ovarios policisticos,
no qual os animais apresentam uma intensa proliferacdo do epitélio vaginal com
subsequente obliteracdo do terco distal da vagina, sendo esta a caracteristica que
define este modelo (BARROS-OLIVEIRA et al., 2017).

No modelo laboratorial de ratas fémeas em estro permanente, as ratas estao
sob constante estimulacéo estrogénica e por isso este modelo torna-se uma escolha
interessante para estudos que avaliam compostos que inibem a sintese de
estrogénios, como os inibidores da aromatase (CHAGAS et al., 2020). Por esta razéo,
esta pesquisa optou por este modelo para avaliar a agcdo do exemestano, um inibidor
da conversao enziméatica de andrégenos em estrogenos, na zona reticular da glandula
adrenal, local de sintese dos androgenos.

Os escassos estudos que avaliam os efeitos do exemestano em tecidos de
ratas sdo controversos quanto a dosagem, tempo e via utilizada para administracéao
deste farmaco. Os estudos que utilizaram a via intramuscular para a administracao do
exemestano usaram dosagens de 50 e 100ug/dia durante 12 semanas (JELOVAC et
al., 2004), de 100mg/kg/semana por 16 semanas (GOSS et al.,, 2004) e 10, 30 e
100mg/kg/semana durante 3 semanas (GOOL et al., 2010). Por outro lado, as
pesquisas que adotaram a via oral para administracdo deste farmaco usaram
dosagem de 1mg/kg/dia e 10mg/kg/dia por 13 semanas (KUBATKA et al., 2008) e
dosagem unica de 1000mg/kg (MIRSKY et al., 2011).

Neste estudo foi usado a via oral, através da técnica de gavagem, para
administracdo do exemestano nos animais avaliados. Embora mais laborosa, essa via
de administracdo é similar a rota comumente usada pelas fémeas da espécie humana,
no qual se adota uma dosagem de 25mg/dia para mulheres posmenopausadas com
cancer de mama horménio sensivel (CHOUEIRII et al., 2004). Contudo, é importante
destacar que ha diferencas nas taxas de absorcdo e metabolizacdo de drogas entre
humanos e ratos, no qual estes ultimos apresentam metabolismo mais elevado. Neste

sentido, nesta pesquisa adotou-se pela dosagem de 10mg/kg/dia, que equivale a
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2,5mg/animal/dia, no qual apresenta similaridade a dosagem clinica de 25mg/dia
usada no tratamento do cancer de mama em mulheres posmenopausadas (KUBATKA
et al., 2008).

Em relagédo a mensuracéo da proliferagéo celular, muitos estudos tém adotado
0 uso do anticorpo monoclonal anti-Ki-67 (MIB-5) visto a alta sensibilidade desta
técnica. Ki-67 é uma proteina antigénica nuclear presente em todas as células nas
fases ativas da divisdo celular (G1, S, G2 e mitose) mas ausente na fase de
senescéncia da célula, isto é, na fase GO. Esta caracteristica particular desta proteina
antigénica de ser expressa somente nas células em proliferagdo € uma vantagem
significativa do anticorpo anti-Ki-67 quando comparado a outros marcadores de
proliferacdo celular, como o Antigeno Nuclear da Proliferacdo Celular (PNCA, sigla
em inglés), uma vez que este Ultimo esta presente em todas as fases do ciclo celular
(SILVA, 2009).

Silva e colaboradores (2007) avaliaram as alteracbes morfolégicas e
morfométricas do cértex adrenal de ratas em estro permanente e observaram um
aumento do peso da adrenal quando comparado com a adrenal do grupo controle
(sem estro permanente). No microscopio Optico, os autores verificaram que a
espessura da zona glomerular e reticular das ratas androgenizadas eram
significativamente mais espessas e vascularizadas que as ratas do grupo controle.
Contudo, nenhuma diferenca estatisticamente relevante foi observada na zona
fasciculada dos grupos controle e experimental.

Objetivando determinar evidencias histolégicas no trato reprodutivo e enddcrino
de ratas tratadas com exemestano por 28 dias, um estudo observou uma reduc¢éo no
peso da glandula adrenal. No entanto, a analise histologica evidenciou aumento na
espessura apenas da zona fasciculada do coértex adrenal, sem alteracdes
significativas nas zonas reticular e glomerulosa (MIRSKY et al., 2011). Gool e
colaboradores (2010) também encontraram uma reducédo significativa no peso da
glandula adrenal (p < 0,05) de ratas fémeas tratadas com exemestano quando
comparado com a adrenal de ratas ovarioctemizadas.

A proliferagdo celular da zona reticular da glandula adrenal de ratas
androgenizadas é bem documentada por Silva e colaboradores (2009), que
compararam a expressao do antigeno Ki-67 na zona reticular de ratas sem estro
permanente (controle) com ratas androgenizadas, no qual estas Ultimas apresentaram

maior média percentual de nucleos corados com anticorpo anti-Ki-67.
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Neste estudo, as ratas androgenizadas (grupo controle) mostraram maior
concentracdo de nucleos corados com anticorpo anti-Ki-67 no tecido analisado
guando comparado com o grupo tratado com exemestano. Embora os fatores
subjacentes a esta reducdo ndo estejam completamente elucidados, um estudo
analisou a influéncia da deficiéncia estrogénica na glandula adrenal de ratos nocautes
de aromatase e relatou reducdo da expressao do gene da transcriptase reversa da
telomerase (TRT) com consequente encurtamento dos teldmeros associado a
reducdo da proliferagdo celular do cértex adrenal e atrofia adrenal, sugerindo que a
expressdo do gene da TRT e o0 encurtamento dos teldbmeros podem controlar a
proliferacéo celular em torno da adrenal (BAYNE et al., 2008).

Infelizmente, a comparacdo dos resultados deste estudo com dados da
literatura é dificultada pela escassez de pesquisas similares disponiveis e por estas
serem limitadas apenas a analise histologica, ndo realizando uma abordagem mais
aprofundada da proliferacdo celular.

As alteracdes do exemestano no perfil metabdlico dos lipideos em humanos e
animais sao descritas na literatura. Utilizando um modelo premenopausa de cancer
de mama, Kubatka e col. (2008) relataram uma reducdo do colesterol total,
triglicerideos, lipoproteina de baixa densidade (LDL) e alta densidade (HDL) nas ratas
tratadas com exemestano comparado com o grupo controle. Resultados similares foi
relatado por Goss e col. (2004) em ratas ovarioctemizadas tratadas com exemestano.

Entretanto, os estudos que abordam as alteragbes do exemestano no
lipidograma em humanos séo controversos. Um estudo multicéntrico e randomizado
envolvendo mulheres pdésmenopausadas saudaveis, observou um aumento
significativo na razédo das lipoproteindas de baixa densidade com a alta densidade
(LDL/HDL), fortemente impulsionada pela reducdo dos niveis plasmaticos de HDL
(MCCLOSKEY et al., 2007). Por outro lado, uma pesquisa duplo-cega, controlada e
randomizada ndo encontrou correlacdo significativa no uso do exemestano e
alteracOes dos niveis plasmaticos de colesterol total e triglicerideos (GOSS et al.,
2011), mas néo citou as fragdes lipoproteicas do colesterol, i.e. LDL e HDL.

Apesar do parametro bioquimico dos lipideos nao ter sido objeto de estudo
desta pesquisa, estes dados sédo importantes uma vez que o metabolismo lipidico é
fortemente influenciado pelos horménios corticais da glandula adrenal, especialmente

a zona fasciculada e reticular (HALL, 2011).
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Um estudo clinico avaliou o potencial quimiopreventivo do exemestano para o
cancer de mama em 4560 mulheres posmenopausadas com idade média de 62,5
anos, e concluiu que este IA esteroidal reduziu significativamente o cancer de mama
invasivo nas mulheres com risco moderadamente aumentado para este tipo de
cancer. Além disso, este estudo néo relacionou o uso prolongado de examestano, i.e.
acima de 3 anos, com nenhum efeito colateral grave, mas houve mudancas minimas
na qualidade de vida geral das participantes do estudo (GOSS et al., 2011).

Um estudo multicéntrico, randomizado, aberto analisou indiretamente a fungéo
da zona glomerulosa e fasciculada da glandula adrenal de 32 mulheres pés-
menopausa saudaveis que utilizaram exemestano (25mg) uma vez ao dia durante 24
semanas. A funcdo da adrenal das 32 participantes foi determinada pelos niveis
sorolégicos dos horménios cortisol e aldosterona no inicio do tratamento e 24
semanas apos receberem o exemestano. Os pesquisadores concluiram que o perfil
funcional da adrenal das 32 mulheres néao foi afetado pelo uso deste IA (MCCLOSKEY
et al., 2007). Infelizmente, os pesquisadores ndo avaliaram a funcéo da zona reticular
destas participantes, o que limita a estrapolacéo de seus resultados a avaliacao geral
da funcao da adrenal. Além disso, a comparacéo dos resultados desta triagem clinica
com os achados deste estudo apresenta limitagcdes profusas, uma vez que neste
estudo avaliou-se a acdo do exemestano em um modelo em constante estimulacao

estrogénica, ou seja, com uma adrenal hiperplasica.
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7 CONCLUSAO

Ratas androgenizadas submetidas ao tratamento oral com exemestano na
dosagem de 10mg/kg/dia durante 28 dias apresenta significativa reducdo na
expressao do antigeno Ki-67 nas células da zona reticular da glandula adrenal.

Devido as limitagcbes amostrais ocorridos no grupo controle deste estudo
somado as discordancias quanto a influéncia deste inibidor da aromatase esteroidal
na sintese dos hormonios corticais da adrenal, novas pesquisas sdo encorajadas para
aumentar o conhecimento sobre o perfil farmacodinamico do exemestano em modelos

laboratoriais pré e p6s-menopausa.
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ANEXO A: Certificado de aprovacéo da Comiss&o de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da Universidade Federal do Piaui.

_ MINISTERIO DA EDUCAGAO
UNIVERSIDADE FEDERAL DO PIAUI ﬁ
PRO-REITORIA DE PESQUISA E INOVAGAO -

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS
Campus Universtano Mnistro Petrénio Portela. Balro Innga, Teresina. Piaul, Brasil, CEP: 54049.550
Telefone (86) 32155734 _emal cecapi@ufpl edu br

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada “Expressdo do antigeno Ki-67 em ratas tratadas com
exemestano”, registrada n® 641/20, sob a responsabilidade do Prof. Dr. BENEDITO BORGES
DA SILVA do Departamento de Ginecologia/ CCS/ UFPI que envolve a produgao,
manutengdo ou utilizagdo 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 Experimentagdao Animal (CONCEA), e
foi Aprovado pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais (CEUA/UFPI) da Universidade
Federal do Piaui, em Ad. Referendum.

Finalidade ( ) Ensino (X) Pesquisa Cientifica

_Vigéncia da Autorizagao 01/07/2020 a 31/10/2020
_ Espécie/Linhagem/raca Rato heterogénicol wistar

N° de Animais 05

Pesol |dade 250g a 450g/ adultas >90 dias prenhes, com a mesma idade

_gestacional.

Sexo Fémeas
 Origem Biotério Central da UFPIL.

Local de alojamento dos Biotério do Nucleo de Tecnologia Farmacéutica da UFPI.
_animais durante o experimento

Grau de Invasividade 1

Teresina, 03 de Junho de 2020.
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ANEXO B: Certificado de prorrogacéo de vigéncia da Comisséo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da Universidade Federal do Piaui.

UNIVERSIDADE FEDERAL DO PIAUI
PRO-REITORIA DE PESQUISA E INOVACAO
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS ——

Campus Univorsitano Mnairoe Peilemo Portel, Basmo ninga. Teresina, Plaws. Brast CEP 64045550
Tolcfone (80) 1219-5704 _sead conapiulp edu br

MINISTERIO DA EDUCAGAO ﬁ

CERTIFICADO

Certificamos que o Projeto ntlulado “Expressdo do antigeno ki-67 em ratas tratadas com
exemestano”, sob a responsabilidade do Prof. Dr. BENEDITO BORGES DA SILVA do
Departamento de Ginecologia/CCS/ UFPI, com Carta de Aprovagao nesta Comissado sob o n®
641/2020, teve apis analise da documentagdo recebida por esta Comiss3o, a sua solicitacdo
de Prorrogacdo de Vigéneia para o periodo de 01 de Dezembro de 2020 a 31 de Agosto de
2021 e a Solicitagdo de allera¢cdo do local onde serdo mantidos os animais durante o
expermentio para o Biotério Setorial Il (localizado no departamente de Biofisica e
Fisiologia/CCS/UFPI), Aprovadas em Reunido datada de 20 de Novembro de 2020.

Teresing, 25 de Navembro de 2020.
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