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RESUMO

ANDRADE-SILVA, D.B. Expresséao do antigeno Kl - 67 no endométrio de ratas em
estro permanente tratadas com anastrazol. 2017. 61f. Dissertacdo (Mestrado em
Ciéncias e Saude) — Centro de Ciéncias da Saude, Universidade Federal do Piaui,
Teresina, 2017.

Introducédo: Os inibidores da aromatase (IA), dentre eles o anastrazol, inibem a
enzima aromatase reduzindo os niveis circulantes de estrogénio.Portanto, os IA tem
sido utilizados de forma eficaz no tratamento de canceres de mama estrogénio-
dependentes na p6s-menopausa e também na quimioprevencao, todavia o estudo dos
efeitos diretos no endométrio humano encontra restricbes éticas, razdo pela qual
utilizamos o modelo animal de ratas em estro-permanente, caracterizado pela
producdo constante de estrogénios, sendo portanto, ideal para o estudo do efeito de
drogas que bloqueiam a sintese desses hormdnios .Objetivo: Avaliar a expressao do
antigeno Ki-67 no endométrio de ratas em estro permanente tratadas com anastrazol.
Métodos: Vinte e oito ratas Wistar — Hannover adultas, virgens e estro permanente
foram distribuidas aleatoriamente em 2 grupos: grupo I( n=14, controle) que
receberam apenas veiculo( propilenoglicol) e grupo Il ( n= 14, anastrazol) que
receberam anastrazol 0,5mg/kg ou 0,125mg/animal/dia diluido em 0,1 ml de
propilenoglicol durante 28 dias consecutivos, por gavagem. No 29° dia, os animais
foram sacrificados e o terco proximal do Gtero foi imediatamente removido e fixados
em formol tamponado a 10%. Em seguida, realizou-se estudo imunoistoquimico
padronizado. As células do epitélio endometrial com o ndcleo corado em marrom
foram consideradas positivas para a expressdo do Ki—-67. A porcentagem de células
coradas foi obtida pela razéo entre o numero de células com ndcleo corado e o nimero
de total de células multiplicado por 100. Os dados foram analisados utilizando o teste
t independente de Student e o teste de Mann — Whitney ( p < 0,05). Resultados: A
porcentagem média de nulcleos corados por Ki-67 por 500 células no epitélio
endometrial foi 53,2+26,3 e 5,9+7,1 nos grupos controle e experimental,
respectivamente (p<0,0001). Concluséo: O anastrazol administrado na dose de 0,5
mg/Kg/dia durante 28 dias consecutivos, levou a uma reducédo estatisticamente da
expressao do antigeno Ki-67 no endométrio de ratas em estro permanente.

Palavras-chave : Rata, Estro permanente, Anastrazol, inibidor da aromatase, Ki-67
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ABSTRACT

ANDRADE-SILVA, D.B. Expresséao do antigeno Ki—67 no endométrio de ratas em
estro permanente tratadas com anastrazol. 2017. 60f. Dissertacdo (Mestrado em
Ciéncias e Saude) — Centro de Ciéncias da Saude, Universidade Federal do Piaui,
Teresina, 2017.

Introduction: Aromatase inhibitors, in particular anastrozole, inhibit aromatase
reducing estrogen levels and cell proliferation in endometrium epithelium and,
therefore, has been used effectively in the treatment of estrogen-dependent cancers
in postmenopausal women and is also being proposed for chemoprevention, however
the study of direct effects on human endometrium has ethical restrictions and an animal
model which shows continuous production of estrogens and ideal for studying the
effect of drugs which block estrogen synthesis is the female rat in persistent estrus.
Aim: Evaluate the Ki-67 antigen expression in endometrium epithelium of rats in
persistent estrus treated with anastrozole. Methods: Twenty-eight Wistar-Hanover
female rats in persistent estrus induced by 1.25 mg of testosterone propionate
subcutaneous in the second day of life were randomly divided into two groups, control
and experimental, with 14 animals each. The animals of control group received only
the vehicle (propyleneglycol) and the animals of group experimental received 0,125
mg / day of anastrazole by gavage during 28 days. At 29° day, all animals were
sacrificed and excised the proximal third of the uterus and fixed in 10% buffered
formalin to evaluate the expression of Ki-67 antigen by immunohistochemical analysis.
Data were analyzed statistically using the Student's t independent test and the Mann
— Whitney test (p <0.05). Results: The mean percentage of Ki-67-stained nuclei per
500 cells in the endometrium epithelium was 53,2+26,3 and 5,9+7,1, in the control and
experimental groups, respectively (P <0.0001). Conclusions: Treatment of adult rats
in permanent estrus with 0.125 mg/ animal / day of anastrazole for 28 days significantly
decreased cell proliferation in the endometrium.

Key words: Rat, persistent estrus, anastrozole, aromatase inhibitor, Ki-67.
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O endométrio humano, mucosa que reveste a face interna da cavidade Uterina,
€ constituido por um epitélio cilindrico simples e por duas camadas, a basal que se
apoia no miométrio e a camada funcional que se opde ao limen uterino. A camada
funcional subdivide-se ainda em estrato compacto, que € superficial e delgado, onde
se encontram glandulas e estroma denso e estrato esponjoso, onde estédo glandulas,
muito estroma e tecido intersticial frouxo. O endométrio em mulheres na fase
reprodutiva passa pelas fases proliferativa, que vai aproximadamente do 6° ao 14° dia
do ciclo endometrial, apresentando picos de estrogénio em torno de 24 a 36 horas
antes da ovulacdo. ApOs a ovulacdo vem a segunda fase ou fase endometrial
secretora com duracdo de cerca de 12 a 14 dias, onde niveis de estrogénio e
progesterona inicialmente elevados sdo seguidos de niveis baixos destes hormonios
sobrevindo a menstruacdo com duracdo de cerca de cinco dias (HOFFMAN et al,
2014).

Algumas alteracfes patologicas estéo relacionadas a atividade proliferativa do
endométrio, sobretudo como consequéncia de determinadas terapias
medicamentosas. A terapia hormonal estrogénica empregada para amenizar 0S
sintomas da menopausa assim como o uso dos moduladores seletivos de estrogeno
(SERMS), indicados para o tratamento do cancer de mama, dentre outras terapias,
podem levar a proliferacéo das células do endométrio e ao desenvolvimento gradual
de hiperplasias, polipos e até mesmo carcinomas endometriais. I1sso se deve ao fato
de que o estrogénio exerce uma acdo proliferativa sobre o endométrio, tanto no
estroma quanto nos epitélios de revestimento e glandular (DA SILVA et al , 2000;
MORAES et al, 2006; HU et al,2015; Kl -CHAN NA, 2016).

Dentre os principais SERMs esta o tamoxifeno, um Modulador Seletivo do
Receptor de Estrogénio de primeira geracéo, que foi inicialmente desenvolvido como
anticoncepcional e posteriormente utilizado para induzir a ovulagdo. Foi aprovado em
1978 pelo Food and Drug Administration (FDA) dos Estados Unidos para tratamento
adjuvante do cancer de mama e, em 1998, para quimioprevengdo primaria em
pacientes de alto risco para cancer de mama (FISHER et al, 1998; DOS SANTOS, et
al. 2009; KI -CHAN NA, 2016).

O tamoxifeno pode agir como agonista parcial do estrogénio em alguns tecidos
e como antagonista em outros, dependendo da espécie,dos Orgaos alvos e da
concentracdo desse horménio nos tecidos. Na mama o tamoxifeno tem acao

antiestrogénica por se ligar ao RE e impedir, de forma competitiva, a acdo do
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estrogénio no tecido mamario. No endométrio, apresenta uma agado antagonista no
periodo da pré-menopausa uma vez que 0s niveis de estrogénio estdo elevados, e
agonista, na pos-menopausa, quando os niveis de estrogénio estdo baixos. Este
comportamento agonista do tamoxifeno no endométrio de mulheres menopausadas
estimula atividade proliferativa deste tecido podendo causar hiperplasias,poélipos e
carcinomas( PATRIARCA et al,1996; RODRIGUES-JUNIOR et al, 2012). O risco de
carcinoma endometrial com o uso prolongado de tamoxifeno é cerca de 3-7 vezes
maior em mulheres na pés-menopausa( FISHER et al,1998).

As estratégias enddcrinas para mulheres na pré-menopausa tém-se centrado
em métodos de ablacdo dos ovarios como: cirurgia, irradiacdo e uso de medicacdes,
principalmente do tamoxifeno. Todavia, no endométrio, esse farmaco apresenta uma
acao antagonista no periodo da pré — menopausa uma vez que o0s niveis de estrogénio
estdo elevados, e agonista, na p6s —menopausa, quando 0s niveis de estrogénio
estdo baixos, aumentando as chances de desenvolvimento de patologias
endometriais em decorréncia do estimulo a proliferacdo epitelial neste tecido
(PATRIARCA et al ,1996; RODRIGUES-JUNIOR et al., 2012;JEON et al, 2017 ). Por
outro lado, estudos tém demonstrado uma superioridade da terapia com inibidores da
aromatase, em comparacdo as terapias com o tamoxifeno, em mulheres na pGs-
menopausa, uma vez que estes farmacos se mostraram tdo efetivos quanto o
tamoxifeno sem, contudo, estimular a proliferacao celular no endométrio (OLIVEIRA,;
ALDRIGHI; RINALD, 2006). Diante disso, vem crescendo o interesse dos
pesquisadores em investigar se os resultados obtidos com o uso de inibidores da
aromatase podem ser aplicados a uma populacdo na pré-menopausa (DOWSETT;
HAYNES, 2003; CLEMONS; COLEMAN; VERMA, 2004; DELLAPASQUA et al., 2005).

Na fase reprodutiva da mulher, a biossintese de estrogénios ocorre
principalmente nos ovarios e exige uma ac¢do combinada das gonadotrofinas,
hormaonio luteinizante (LH) e hormaonio foliculo estimulante (FSH), sobre as células da
teca e da granulosa do ovario. O LH agindo sobre as células da teca estimula a
producdo de androgénio, androstenediona e testosterona que por sua vez Sao
secretados no liquido extracelular, se difundem pela membrana basal até as células
da granulosa fornecendo os precursores para a producao de estrogénio. As células
da granulosa sob estimulacdo do FSH e dos elevados niveis de atividade da enzima

aromatase convertem os androgénios em estrogénios (NOTHNICK, 2011; HOFFMAN
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et al, 2014). Na menopausa a sintese desses esteroides acontece no cortex da
glandula supra - renal, onde séo produzidos pela zona reticular por expresséo do gene
17a — hidroxilase, na forma de androgénios, e convertidos em estrogénios nos tecidos
periféricos, pela acdo da aromatase (BOON, 2010).

Os inibidores de aromatase tém como indicacao a quimioprevencao da recidiva
do cancer de mama apds cirurgia ou a prevencao de metastases em mulheres na
menopausa (MATSUZAKI, 2006; OLIVEIRA; ALDRIGHI; RINALD, 2006). Dividem-se
em trés geracoes e sao classificados quanto a sua estrutura quimica e tipo de inibicéo
enzimatica em: 1) inibidores propriamente ditos com a¢do nao esterdide e; 2)
inativadores com estrutura esterdide. Do ponto de vista farmacolégico a diferenca
entre inibidores e inativadores repousa no fato de que os inativadores se ligam
definitivamente a enzima aromatase, ao passo que os inibidores funcionam como
antagonistas competitivos e, portanto, se ligam temporariamente a essa enzima
(SAAD et al,2002; ATTAR;BULUN,2006; PAVONE;BULUN,2012; HASHIM,2014).

A primeira geracao de inibidores induz uma adrenalectomia medicamentosa a
qual produz efeitos colaterais como letargia, erup¢cdes cutaneas e nauseas. Os
inibidores de segunda geracdo tém menos efeitos colaterais, mas apresentam a
desvantagem de ter como Unica via de administracdo, a intramuscular. O anastrazol
e o letrozol, representantes da terceira geracao, sao seletivos, reversiveis e potentes
inibidores da enzima aromatase (Tabelal) ( PAVONE;BULUN,2012; GOBBI et al,
2014; HASHIM,2014).

Tabela 1 - Classificacdo dos Inibidores da aromatase

INIBIDORES INATIVADORES
PRIMEIRA GERACAO Aminoglutetimida
SEGUNDA GERACAO Fadrozol Formestano
TERCEIRA GERA(;AO Anastrazol, Letrozol Exemestano

Fonte: modificado de SAAD et al, 2002.

O anastrozol é um inibidor de aromatase ndo esteroidal, de terceira geracao,
derivado do benzotriazol, que foi desenvolvido para o tratamento do cancer de mama.
Em 2002, esta droga foi aprovada pela Food and Drug Administration (FDA) dos

Estados Unidos para ser utilizada em mulheres na pés-menopausa para o tratamento
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do cancer de mama/Receptor de Estrogénio (ER) positivo; para o tratamento inicial do
cancer de mama; para sua quimioprevencdo e para mulheres pds-menopausicas,
como uma alternativa ao uso do tamoxifeno. O anastrazol € comercializado como
ARIMIDEX® pela AstraZeneca Pharmaceuticals LP (Wilmington, D.E) (Figura 1)
(BUZDAR,2003; FABIAN, 2007; GOLDHIRSCH et al., 2009).

Figura 1 - Estrutura quimica do anastrazol.

H,C CH3
NC CH3 H,C CN

Fonte: Adaptado de GEISLER; LONNING (2005).

Para promover a inibicdo da aromatase e consequente diminuicdo da sintese
de estrogénios, o anastrazol € utilizado na dose de 1 mg/dia por via oral, sendo
rapidamente absorvido se ingerido em jejum e apresentando taxa de absor¢cao mais
lenta se ingerido apos as refei¢cdes, no entanto, nenhum efeito foi observado sobre a
extensdo da absorgcéo (SANFORD; PLOSKER, 2008; MILANI; JHA; POTTER, 2009).
Atinge a concentracao plasmatica maxima dentro de duas horas apds a administracédo
e menos de 10% do anastrazol é excretado como farmaco inalterado, ao passo que
60% é excretado na forma de metabdlitos inativos (SANFORD; PLOSKER, 2008; DI
NARDO;GILARDI, 2013) .

A metabolizacdo do anastrazol ocorre, predominantemente, por via hepatica
através das reac6es de hidroxilagdo e N- glucuronidacdo, mediadas pelas enzimas
CYP3A4 e UGT1A4, resultando nos seguintes metabdlitos: hidroxianastrazol,
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hidroxianastrazol conjugado e anastrazol N-glucuronide. Apresenta meia vida
plasmatica de 50 horas e seus metabdlitos séo inativos, portanto, ndo suprimem a
atividade da aromatase, sendo eliminados principalmente através da urina. De
maneira geral os inibidores de aromatase de terceira geracdo sao drogas bem
toleradas e os efeitos pro-estrogénicos, caracteristicos do tamoxifeno, sdo menos
frequentes. No entanto alguns efeitos adversos estdo ligados ao uso dessa
medicacdo: desordens musculoesqueléticas, artralgias e perda de densidade mineral
ossea (INGLE et al., 2010; KAMDEM et al., 2010).

O anastrazol tem a capacidade de bloquear a sintese de estrogenos que ocorre
sob efeito da enzima aromatase, sem interferir em outras vias esteroidogénicas, uma
vez que apresenta uma elevada seletividade para essa enzima. Desta forma pode-se
explicar a maior eficacia dessa medicacdo em mulheres sem ovarios funcionais, seja
por ablacdo ovariana, na pré-menopausa ou por insuficiéncia ovariana, na pés-
menopausa, situacdes onde a sintese de estrogenos depende da aromatizacdo de
andrégenos em sitios extra - ovarianos (FABIAN et al, 2007; BHATNAGA, 2007;
INGLE et al.,, 2015). Por ser um agonista competitivo, 0 anastrazol interage
reversivelmente com a molécula heme da aromatase, inibindo tanto a interacédo do
ligante quanto do oxigénio com o complexo enzimatico e, conseguentemente,
impedindo a aromatizag&o esteroidal. A inibigdo é reversivel e a manutencéo do efeito
depende da presenca continua da droga ( LAKE; HUDIS, 2002; BHATNAGA, 2007).

Por implicacdes éticas, a investigacao dos efeitos do anastrazol no endométrio
de mulheres fica impossibilitada. Raz&do pela qual a utilizagdo do modelo animal
representa uma alternativa que tem contribuido bastante para a compreensédo da
biologia e desenvolvimento de estratégias terapéuticas no endométrio, embora
apresente limitacdes quanto a extrapolacdo de resultados para seres humanos
(RODRIGUES-JUNIOR et al., 2012; DA SILVA et al, 2001; DA SILVA et al., 2007; DA
SILVA et al., 2009). O modelo animal que apresenta morfologia e fisiologia ovariana e
endometrial semelhantes as da espécie humana, é a rata. Assim como nas mulheres,
o endométrio de ratas € também a tunica mucosa da cavidade uterina, apresentando-
se revestido por um epitélio simples prismatico com numerosas invaginagoes
tubiliformes, as glandulas uterinas. Ratas apresentam ciclos estrais, regulares e
sucessivos,do tipo poliestro, com durag&o de quatro a seis dias, divididos em quatro

fases: proestro, estro, metestro e diestro. Durante esses ciclos o utero sofre um
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variado namero de transformag¢des morfologicas, sob influéncia do estrogénio e da
progesterona, assim como ocorre em mulheres na idade fértil. A rata androgenizada
ou em estro permanente € um modelo biolégico que se encontra sob constante
estimulo estrogénico, portanto, uma boa opc¢do para o estudo de drogas que
blogueiam a sintese estrogénica (DA SILVA et al, 2007; DA SILVA et al., 2009).

O androgénio, mais especificamente a testosterona, aplicada na dosagem de
1,25 mg de propionato de testosterona em solugéo oleosa até o quinto dia de vida,
lesa 0os neurdnios da area supraquiasmatica do hipotalamo anterior que perdem sua
caracteristica ciclica sofrendo masculinizacdo, ao passo que a eminéncia mediana do
hipotalamo (regido tdnica) ndo sofre influéncia dessa aplicacdo de androgénio
mantendo constante a liberacdo de FSH que amadurece os foliculos tornando-os
sensiveis as pequenas quantidades de LH, resultando em producéo permanente de
estrogénios. Dessa forma os ovarios das ratas em estro permanente estdo sob
constante estimulo estrogénico ndo havendo, via de regra, nem ovulacédo ou producéo
de progesterona (BARRACLOUGH, 1961; DA SILVA et al., 2009; DA SILVA et al.,
2007).

Em estado anovulatério induzido pela testosterona, as ratas apresentam: maior
peso corpdreo; maior peso do figado, coracédo, rins, hipofise, tireoide e adrenais;
menor volume dos ovarios com auséncia de corpo amarelo, numerosos foliculos
vesiculares e hiperplasia do tecido intersticial; Utero sem distens@o por acumulo de
liguido como ocorre na fase estral e no tratamento estrogénico e miométrio sem
alteracdes. O endométrio das ratas em estro permanente apresenta estroma
compacto, edematoso e com poucas glandulas; epitélio hipertréfico composto por
células colunares altas e metaplasia escamosa (BARRACLOUGH, 1961). Apresentam
ainda anovulacdo, ovarios policisticos e obliteracdo do terco externo da vagina
(HARRIS; LEVINE, 1965; DA SILVA et al, 2007; DA SILVA et al., 2009).

A proteina Ki-67 (MIB — 5) é um antigeno de proliferacéo celular cujo anticorpo
correspondente esta expresso nas células em proliferagdo durante as fases do ciclo
celular, com excecao da fase de repouso (GO0), tendo relacao direta com a fragéo de
crescimento da populacdo celular. Nos procedimentos de imunoistoquimica, uma
reacao positiva mostra deposi¢ao do cromégeno em células ou estruturas que contém
o antigeno de interesse ( GERDES et al ,1991;BARRA, 2006).
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Alguns trabalhos na literatura comprovam que o uso prolongado do tamoxifeno
aumenta as chances de cancer de endométrio. Com o objetivo de avaliar os efeitos
do tamoxifeno no endométrio, Zhang et al, 2016 realizaram um estudo retrospectivo e
um in vitro. No estudo retrospectivo os autores encontraram que canceres de
endométrio em estdgio avancado e com metastase de linfonodo eram mais frequentes
em usuarias de tamoxifeno. No ensaio in vitro o tamoxifeno induziu proliferacéo celular
em células do endométrio. Os autores concluiram que o cancer de endométrio em
pacientes que fazem uso do tamoxifeno exibe subtipos histolégicos mais agressivos

e de pior prognostico.

Em outro estudo que avaliou o uso do anastrazol (Arimidex), tamoxifeno ou a
combinacgao de ambos, 0s autores demonstraram que o uso do anastrazol (inibidor da
aromatase) no tratamento adjuvante do céancer inicial de mama proporcionou
diminuicao tanto na recidiva loco-regional quanto na incidéncia dessa neoplasia na
mama contralateral. Ao comparar o anastrazol com o tamoxifeno no tratamento
adjuvante do cancer de mama, constatou-se uma reducéao de 59% na incidéncia de
cancer de mama contralateral apos 5 anos no grupo tratado com anastrazol ao passo
gue no grupo tratado com tamoxifeno foi observada maior incidéncia de trombose
venosa profunda, isquemia cerebral e cancer de endométrio ja no grupo tratado com
anastrazol os efeitos adversos mais frequentes foram fraturas e complicacdes
musculoesqueléticas (HOWELL et al, 2005).

A comprovacdo de acdo antiestrogénica do anastrazol no endométrio sob
constante estimulo estrogénico (estro permanente), condicéo esta que se asssemelha
a funcéo ovariana com niveis fisiologicos de estrogenos , poderia beneficiar pacientes
em tratamento quimiopreventivo ou adjuvante do cancer de mama, na pré
menopausa, bem como pacientes na p6s menopausa que fazem uso do tamoxifeno.
Contudo, diante da impossibilidade de realizar a investigacdo dos efeitos do
anastrazol no endométrio de mulheres optou- se pela utilizacdo de ratas em estro
permanente como modelos experimentais, onde o endométrio encontra-se sob
constante estimulo estrogénico permitindo a facil avaliacdo do efeito de drogas
antiestrogénicas sobre este tecido. Assim, diante da escassez de estudos sobre o

efeito do anastrazol no endomeétrio de ratas em estro permanente e da importancia de
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se esclarecer os efeitos endometriais do anastrazol, € que nos propusemos a

realizagéo do presente estudo.
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2 OBJETIVO




Avaliar a expressao do antigeno Ki - 67 no endométrio 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 de realizagdo

Este foi um estudo experimental, randomizado e placebo-controlado realizado
no Biotério do Centro de Ciéncias Agrarias (CCA) da Universidade Federal do Piaui
(UFPI) e no Laboratorio de Pesquisa da Clinica de Ginecologia do Hospital Getulio
Vargas (HGV).

3.2. Critérios de inclusao da amostra

Foram utilizadas ratas Wistar-Hannover provenientes do biotério do CCA da
UFPI. Apds o nascimento, foi realizada a sexagem baseando-se na distancia entre os
orificios anogenitais. As ratas até o desmame, com 21 dias de vida, permaneceram
junto com as maes e os ratos foram separados para outras pesquisas. Todas as ratas
foram induzidas a estro permanente através da aplicacdo de injecado subcutanea, na
regido dorso-cervical, de 1,25 mg de propionato de testosterona diluido em 0,1 mL de
6leo de milho no segundo dia de vida (BARRACLOUGH, 1961; DA SILVA et al, 2007,
DA SILVA et al., 2009).

Durante a realizacdo da pesquisa todas 0s animais permaneceram em gaiolas
plasticas com uma grade de metal, sendo quatro animais/gaiola, em salas com
temperatura ( 24 £ 1°C ) e luminosidade ( ciclo circadiano — ciclos claro / escuro de
12h ) controladas, sob ventilagdo e exaustdo de ar. As ratas tiveram livre acesso a

agua filtrada e a racéo pra roedores SUPRA LAB® (Figura 2).

Figura 2- Ratas em gaiolas com acesso livre a agua e racao.

Fonte: Arquivo pessoal.
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Aos 90 dias de vida, as ratas androgenizadas foram selecionadas para
pesquisa. Foram consideradas em estro permanente as ratas apresentando oclusao
do terco distal da vagina e queratinizacdo do epitélio vaginal (BARRACLOUGH, 1961),
principal caracteristica do estro permanente, e também a presenca de ovarios

policisticos, por ocasido da autopsia.
3.3. Critérios de ndo-inclusdo da amostra

A presenca de qualquer sinal de doenca detectada ao exame fisico dos animais

durante a selecédo e durante a pesquisa.
A auséncia de sinais do estado de estro permanente aos 90 dias de vida.

Com base nesses critérios, nenhuma rata precisou ser excluida do estudo.

3.4. Célculo Amostral

Inicialmente foi realizado o calculo de amostragem, utilizando-se o software
Bioestat 5.0®, para a realizacdo de um teste t de Student para duas amostras
independentes com intervalo de confianca 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.,, 2008). O resultado deste calculo

determinou uma amostra minima de 10 (dez) animais em cada grupo de estudo.
3.5. Diviséo dos Grupos

Aos 90 dias de vida e apds a comprovacgao do estro permanente, vinte e oito

ratas foram distribuidas aleatoriamente, em dois grupos:

e Grupo | (controle, n=14)

e Grupo Il (experimental, n=14).

As ratas do grupo | (controle) receberam 0,1ml/animal/dia de propilenoglicol e
as ratas do grupo Il (experimental) receberam 0,5 mg/Kg ou 0,125 mg/animal/dia de
anastrazol (Aramidex®) diluido em 0,1ml de propilenoglicol, um veiculo neutro,
inodoro e incolor, possibilitando a diluicdo e administracdo de doses pré- definidas
(KUBATKA et al., 2008). O placebo e o0 anastrazol foram administrados continuamente

durante 28 dias, sempre no mesmo horério do dia (entre 8-10 horas da manha),
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usando-se uma sonda metalica de gavagem apropriada para administracéo via oral
(Figura 3 e 4).

Figura 3- Sonda metélica. Figura 4- Administracdo do medicamento.

Fonte: Arquivo Pessoal. Fonte: Arquivo Pessoal.

No 29° dia, as ratas de ambos os grupos foram anestesiadas com Cetamina na
dose de 120 mg/Kg associado a Midazolam 8 mg/Kg, por via intraperitoneal e,
posteriormente, sofreram eutanasia por sobredose de anestésicos de acordo com a
Resolucdo n° 1000, de 11 de maio de 2012 do Conselho Federal de Medicina
Veterindria (CRMV) que dispbe sobre procedimentos e métodos de eutanasia
aceitaveis em animais. Em seguida, as ratas foram imobilizadas em prancha de cortica

para remocao do terco proximal do Gtero.
3.6. Métodos
3.6.1. Método Histoldgico

O estudo foi realizado no Laboratério de Anatomia e Patologia e Citologia
(LAPAC) de Teresina. Ap0s a retirada do terco proximal do Utero, o material foi fixado
em formol tamponado (pH entre 7,3 e 7,4), por 12-24 horas, desidratadas em
concentracdes crescentes de alcool etilico, até o absoluto, e diafanizacéo pelo xilol. O
processamento do material foi realizado automaticamente utilizando-se o Histotécnico

Oma® (Modelo DM-20, Sdo Paulo, Brasil). Por fim, foram impregnadas e incluidas em
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parafina liquida numa estufa a temperatura de 59°C, para confeccao final dos blocos
(MASSON,1956).

3.6.2. Método Imunoistoquimico

A andlise imunoistoquimica foi realizada no Laboratério Locus (Centro de
Diagndstico — Anatomia Patolégica e Citologia) em S&do Paulo, Brasil. Os cortes
histolégicos para confeccdo das laminas foram realizados com o0 uso do micrétomo
tipo Minot ajustado para 5 um de espessura. Todas as laminas foram preparadas e as
respectivas reacfes imunoistoquimicas realizadas em um mesmo momento, nas
mesmas condi¢cdes. 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. Ap6s 2 horas os cortes foram corados pela técnica
estreptavidina-peroxidase com anticorpo (MIB-5) para posterior analise em
Microscopio de Luz.

Inicialmente ocorreu a desparafinizagdo em xilol por 5 minutos, seguida de
desidratacdo por alcool etilico absoluto e lavagem em solu¢éo salina tamponada (pH
7.4) também por 5 minutos. Posteriormente realizou-se a imunoistoquimica, com a
recuperacao antigénica, onde as laminas foram tratadas com peréxido de hidrogénio
a 3% diluido em solucdo tamponada, por 5 minutos para bloquear os peréxidos
enddgenos. ApoOs a recuperacdo antigénica, as amostras foram incubadas com o
anticorpo monoclonal anti-Ki-67 (MIB-5/DAKO/REF.: M7240) na diluicdo de 1:100 por
16 horas, durante toda a noite, em um refrigerador a aproximadamente 4°C. A seguir,
as amostras foram lavadas com solucéo salina tamponada e incubada por 45 minutos
com o sistema de detecgdo Novo Link Polymer. Para ler as reac¢es, todas as laminas
foram tratadas com solugdes de 3-3-diaminobenzidina tetrahidrocloreto a uma
concentracdo de 1mg/ml de solucdo tamponada de Tris e solugcdo de peréxido de
hidrogénio por 5 minutos, em seguida foram contracoradas com hematoxilina de
Harris por 5 minutos, seguido de desidratacdo em banhos de alcool etilico e xilol. Apos

o procedimento, as laminas foram examinadas para quantificagdo dos resultados.
3.6.3. Método Quantitativo

Foram consideradas positivas células com o nucleo corado em marrom.
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Foi positiva toda e qualquer célula com gradacgéo de coloragdo marrom, mesmo

que ténue.

A contagem de células foi realizada no laboratério de pesquisa localizado na
Coordenacédo de Ginecologia da Clinica Ginecolégica do Hospital Getulio Vargas
/UFPI, onde foi utilizado um sistema computadorizado constituido por um Microscopio
de Luz marca Eclipse E-400 (Téquio, Japéo), acoplado a uma videocamera colorida
(Samsung Digital Camera SCC-131, Seul, Coréia do Sul) com captura de imagem em
microcomputador Pentium IV, com disco rigido de 80 Gigabytes, processador de
3.0GHz, 1024 de memdria RAM e placa gréfica digitalizadora, em ambiente Windows
XP (Figura 5). Para a contagem de células positivas e negativas para a expressao do
Ki-67 foi utilizado um aumento de 400x. Foram contadas no minimo 500 células do
epitélio endometrial, em cada |amina, em campos aleatorios, iniciando na area de
maior concentracdo de nucleos com expressao do Ki-67, usando-se o Software de
Processamento e Analise de imagem- Imagelab® (SOFTIUM Informatica LTDA, Sao
Paulo, Brasil). Em cada caso a porcentagem de células coradas foi obtida pela razéo
entre o numero de células com nucleo corado e o nimero total de células multiplicado
por 100.

Figura 5- Sistema computadorizado utilizado para contagem de células.
1:Microscopia 6ptica; 2: Video camera digital; 3: Software de analise de imagem.

2

Fonte: Arquivo pessoal
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A contagem foi realizada manualmente por dois observadores cegos em
relacdo aos grupos estudados e as células positivas e negativas foram marcadas

separadamente evitando-se a contagem das mesmas células mais de uma vez.

3.6.4. Método Estatistico

Os dados foram processados no software IBM® SPSS®, verséo 21.0, e foram
calculadas médias, desvio padrdao, medianas, minimos e maximos para as variaveis
referentes a contagem de nucleos de células apos efeitos do anastrazol no endométrio
de ratas em estro permanente. A normalidade das distribui¢cbes foi verificada por meio
do Teste de Shapiro-Wilk. Foram realizados o teste t independente de Student e o

teste de Mann-Whitney, ao nivel de significancia de 5% (p < 0,05).
3.7. Aspectos Legais e Eticos

O protocolo deste estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal (CEEA) da UFPI por meio do parecer n°® 116/15 (ANEXO 1).
Todos os procedimentos do experimento, em seus aspectos éticos e metodoldgicos,
foram realizados de acordo com o0s principios basicos e éticos para pesquisa
envolvendo o uso de animais conforme recomendado pela Diretriz Brasileira para o
Cuidado e a Utilizacdo de Animais para fins Cientificos e Didaticos — DBCA, como

determinado pela Resolugédo Normativa n° 12 de setembro de 2013 do CONCEA.
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4. RESULTADOS
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A Microscopia de Luz, as células do epitélio endometrial dos animais do grupo
| (controle) apresentaram uma maior concentracdo de células com nucleo
expressando o antigeno Ki-67 (Figura 6) em comparacao ao grupo Il (Anastrazol) (
Figura 7), bem como metaplasia escamosa . A analise quantitativa mostrou
porcentagens médias de nucleos corados com Ki-67 por 500 células no epitélio
endometrial de ratas em estro permanente de 53,2+26,3 e 5,9+7,1, nos grupos |
(controle) e Il (anastrazol), respectivamente, p<0,0001 (Tabela 2). Os resultados
encontram-se melhor ilustrados no boxplot da porcentagem média de ndcleos com
expressdo positiva para o antigeno Ki-67 nas células do epitélio endometrial dos

animais dos grupos | e Il (Figura 8).
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Figura 6- Fotomicrografia de corte histologico do endométrio de rata androgenizada que
recebeu propilenoglicol (veiculo) por gavagem mostrando o endométrio com grande
concentracao de nucleos corados em marrom com anticorpo anti-Ki-67 MIB-5 e metaplasia
escamosa (magnificagéo original x400).

Fonte: Arquivo Pessoal.
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Figura 7- Fotomicrografia de corte histolégico do endométrio de rata andogenizada que
recebeu anastrazol 0,125 mg/dia por gavagem mostrando o endométrio com auséncia de
nucleos corados em marrom com anticorpo anti-Ki-67 em comparagéo ao grupo controle e
auséncia de metaplasia escamosa (magnificagéo original x400).

Fonte: Arquivo Pessoal.
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Tabela 2- Medidas descritivas de porcentagem de ndcleos corados para cada grupo
do estudo.

N = tamanho da amostra. *Valores com diferenca significativa, Teste T de Student p<0,0001*.

Grupo N Média Erro Mediana Minimo Méaximo
Padréo
Controle (1) 14 53,2 26,3 61,9 12,8 78,4

Experimental (II) 14 59* 7.1 41 0,0 25,6
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Figura 8 - Boxplot da porcentagem de nucleos corados por grupo de ratas (n=28).

Teresina, PI, Brasil, 2016
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5. DISCUSSAO
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O uso do tamoxifeno para tratamento e quimioprevencgao do cancer de mama,
por longos periodos, pode promover alteracdes proliferativas no endométrio que vao
desde uma hiperplasia até carcinomas. Os inibidores de aromatase também séo
indicados para o tratamento do cancer de mama, contudo ndo apresentam esse efeito
adverso. Isto justifica a importancia do estudo do efeito do anastrazol , inibidor de
aromatase de terceira geracao, no endométrio.

A exemplo de outros estudos, usamos ratas em estro permanente com o
objetivo de mimetizar mulheres sob estimulo estrogénico constante sem a acgao
antogOnica da progesterona, sendo portanto, o modelo ideal para o estudo do efeito
de drogas antiestrogénicas (RODRIGUES-JUNIOR, D.M. et al., 2012; PATRIARCA et
al. , 1996). Os animais receberam anastrazol via oral, através de sonda de gavagem,
por ser a via de utilizacdo rotineira pelas mulheres. A droga foi diluida em
propilenoglicol, que € um veiculo neutro, inodoro e incolor, permitindo administrar a
droga nas diluicbes e dosagens pré- definidas. Foram utilizadas ratas por serem
animais de facil manipulacéo, sem custo para aquisicado e por apresentarem estrutura
morfolégica do endométrio similar ao da mulher (WESTWOOD, 2008).

Foi utilizada, neste trabalho, a dose de 0,5 mg/Kg ou 0,125 mg/animal/dia. A
dose de anastrazol utilizada em estudos com ratas € de dificil padronizacdo. As
diferencas, na absor¢cdo e no metabolismo, dificultam o estabelecimento de uma
correspondéncia da dose entre a mulher e a rata. Ratas apresentam um metabolismo
mais intenso do que os seres humanos, em decorréncia disto, uma dose peso-
equivalente nestes animais poderia ndo reproduzir os niveis séricos, a distribuicdo do
anastrazol nos tecidos e os efeitos observados em mulheres ( LIEN et al.,1991). A
dose utilizada no presente estudo foi estabelecida de acordo com os trabalhos de
Kubatka et al. (2008) e Sadlonova et al. (2009). Esses estudos concluiram que a dose
de 0,5 mg/Kg de anastrazol em um modelo convencional de ratas na pré-menopausa
€ equivalente a dose clinica diaria de anastrazol (1 mg) administrado em mulheres
com cancer de mama. O periodo de administracdo da droga foi de 28 dias, ou seja,
aproximadamente seis ciclos estrais da rata, o que corresponderia em humanos a
cerca de seis ciclos ou seis meses. Completado os 28 dias os animais foram
sacrificados para o estudo proposto.

Apés comparacédo entre os dois grupos estudados, observamos que no grupo
controle, representado pelas ratas em estro permanente que receberam o0

propilenoglicol, o epitélio endometrial apresentou alta concentracdo de células em
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atividade proliferativa. Esses achados estdo de acordo com 0s poucos estudos
publicados na literatura como o de Badway et al, 2015, que para estudar o efeito do
anastrazol no crescimento e na secrecéo de estradiol de células endometridticas em
cultura, utilizaram células endometriéticas cultivadas in vitro, as quais foi adicionado
10ug/ml de testosterona como substrato para a aromatase intracelular e
posteriormente anastrazol ( 200 e 300 ug/ml) e constataram que a testosterona
aumentou a secrecao de estradiol nas células enquanto o uso do inibidor de
aromatase inibiu tanto a secrecdo de estradiol quanto o crescimento das células

endometridticas.

No presente trabalho também foi avaliado o efeito do anastrazol na proliferacéao
celular no endométrico tépico de ratas que tiveram seu endométrio espessado por um
constante estimulo estrogénico gracas a aplicacdo de testosterona logo ao
nascimento (estro permanente) e pode-se verificar que a proliferacao celular diminuiu,
no grupo experimental, de maneira significativa uma vez que a contagem de nucleos
corados pelo Ki- 67 foi expressivamente maior no endométrio das ratas que nao
receberam a medicacao, tal achado pode ser explicado pela acéo antiestrogénica do
anastrazol que pdde ser bem demonstrada nesse modelo experimental onde a
producdo de estrégenos pelos ovarios € mantida constante sem contudo provocar
ovulacao e luteinizacdo uma vez que a area do hipotdlamo anterior responséavel pela
liberacdo de gonadotrofinas e pela ovulagéo foi lesada pela aplicacéo da testosterona
(BARRACLOUGH;GORSKI, 1961).

Previamente, alguns trabalhos na literatura avaliaram os efeitos dos inibidores
de aromatase na endometriose experimental induzida em ratas(ALTINTAS et al.,2010;
BILOTAS et al.,2010; OLIVARES et al.,2013; YILDIZ et al., 2016). Estes autores
mostraram uma significativa reducdo no tamanho de implantes endometrioticos em
ratas com o uso do anastrazol comparado ao raloxifeno, letrozol, celecoxib e imatinib
respectivamente, demonstrando que os implantes endometriéticos ndo respondem
somente ao estradiol produzido pelos ovarios, mas também ao sintetizado pela
enzima aromatase no proprio tecido endometridtico. No presente estudo, nédo foi
utilizado o modelo de endometriose experimental. Entretanto, foi avaliado o efeito do
anastrazol no endométrio topico de ratas em estro permanente através da expressao

do antigeno Ki-67. Até onde investigamos nenhum trabalho na literatura havia
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estudado o efeito do anastrazol diretamente no endométrio de ratas sob constante

estimulo estrogénico.

No presente estudo, mostrou-se que a administracdo de anastrazol na dose de
0,5 mg/Kg ou 0,125 mg/animal/dia durante 28 dias, diminuiu significativamente a
proporcao média de expressao do antigeno KI-67 no epitélio endometrial de ratas em
estro permanente. O grupo controle, representado pelas ratas em estro permanente
que receberam o propilenoglicol, apresentou um percentual bem maior de células
coradas que o grupo experimental mostrando que a administracdo de anastrazol
diminuiu verdadeiramente a proliferacdo celular no endométrio das ratas. Isso pode
ser explicado pois o anastrazol se liga temporaria e reversivelmente a enzima
aromatase impedindo que essa enzima fagca a conversdao de androgénios em
estrogénios nas células da granulosa no ovario bem como impede também a
conversdo em estrogénio, nos tecidos periféricos, dos androgénios produzidos no
cortex da supra renal (DA SILVA et al, 2007; DA SILVA et al., 2009).

Assim, mesmo sabendo das limitacGes e das dificuldades de extrapolacédo de
resultados obtidos em animais para seres humanos, a diminuicdo da proliferacao
celular no endométrio de ratas em estro permanente com o uso de anastrazol relatada
neste estudo, é favoravel a hipétese do uso dessa medicacdo como uma alternativa
ao uso do tamoxifeno, em mulheres na pds menopausa, nas quais 0s baixos niveis
de estrogénio no endométrio promovem uma ac¢do agonista do tamoxifeno nos
receptores de estrogenos, o que pode culminar com o desenvolvimento de
hiperplasias, polipos e até mesmo carcinomas. Contudo, mais estudos laboratoriais e
clinicos dos efeitos do anastrazol no endométrio de mulheres se fazem necessarios
para confirmar nossos resultados bem como para esclarecer possiveis efeitos

adversos dessa medicagao.
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6 CONCLUSAO
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O anastrazol administrado na dose de 0,5 mg/Kg/dia durante 28 dias
consecutivos, levou a uma reducao estatisticamente significante da expresséo do
antigeno Ki-67 no endométrio de ratas em estro permanente.
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