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RESUMO
Objetivo: avaliar no tecido mamário a influência de drogas empregadas na terapia de reposição
hormonal sobre a proliferação celular, a quantidade de colágeno e de fibras elásticas e as
alterações histológicas gerais do parênquima.
Método: utilizaram-se 61 ratas Wistar-UFPR, adultas, divididas em 5 grupos. O grupo padrão
(n=12) representou o perfil hormonal ovariano normal. As 49 ratas restantes foram
ooforectomizadas e a partir do 96o dia P.O. receberam a medicação designada para cada grupo
durante 30 dias.  O grupo EEC (n=13) recebeu 50 mg/dia de estrógenos eqüinos conjugados;
o grupo MPA (n=12), 2,0 mg/dia de acetato de medroxiprogesterona; o grupo EEC + MPA
(n=12), ambos, e o grupo AD (n=12), água destilada. No 31o dia de medicação todos os animais
foram sacrificados e as mamas inguinais foram retiradas para análise histológica. A avaliação
da proliferação celular nos ductos e ácinos foi realizada por método imuno-histoquímico
utilizando-se anticorpo anti-PCNA. Utilizando-se a coloração de Sirius-Red quantificou-se o
colágeno maduro (tipo I) e imaturo (tipo III). A coloração de Weigert avaliou a formação de fibras
elásticas. A análise anatomopatológica foi realizada em coloração de hematoxilina-eosina,
determinando-se o número de ácinos por ducto terminal, número de ductos por campo, presença
de secreção intraductal e a intensidade de vacuolização intracitoplasmática.
Resultados: o grupo EEC + MPA apresentou menor porcentagem de células ductais em
proliferação (46,1%) (p<0,0001). Também mostrou maior taxa de proliferação das células
acinares (66,3%), sendo semelhante ao grupo MPA (p=0,075) mas diferente dos demais grupos
(p<0,004). No grupo EEC encontrou-se maior quantidade de colágeno imaturo (33,6%) (p<0,01)
e o grupo MPA apresentou mais elevada concentração de fibras elásticas (11,7%) (p<0,0001).
Os grupos EEC + MPA e MPA apresentaram hiperplasia acinar secretora, sendo intensa (91,7%)
no grupo EEC + MPA e discreta (41,7%) ou moderada (58,3%) no grupo MPA, mas ambos
diferentes dos demais grupos (p<0,097).
Conclusões: os estrógenos eqüinos conjugados associados a acetato de medroxiprogesterona
inibem a proliferação celular ductal e estimulam a proliferação celular acinar promovendo
hiperplasia acinar secretora; os estrógenos eqüinos conjugados intensificam a formação de
colágeno imaturo (tipo III) e o acetato de medroxiprogesterona aumenta a formação de fibras
elásticas.

PALAVRAS-CHAVE: Terapia de reposição hormonal. Mama: câncer. Proliferação celular.
Colágeno.
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Introdução
Uma meta-análise, envolvendo mais de 51

estudos provenientes da América do Norte e Euro-
pa, mostrou que o risco de câncer de mama está
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aumentado em mulheres sob terapia de reposi-
ção hormonal (TRH) e que este risco é maior quanto
mais prolongado for tal uso (Collaborative Group on
Hormonal Factors in Breast Cancer)1. Outra meta-
análise, avaliando o uso combinado de estrogênio
e progesterona, concluiu que a progesterona não
reduz o risco de câncer de mama2. Ainda outros
autores, avaliando a ação dos progestágenos na
pós-menopausa, sugeriram existir aumento do
risco de câncer de mama em mulheres idosas que
usam estes hormônios3.

Sabendo que o epitélio mamário na pós-me-
nopausa é hormônio-dependente e responde às
mudanças dos níveis séricos de hormônios
esteróides4, e que o estrogênio promove prolifera-
ção celular, induz a formação de receptores e au-
menta a síntese de DNA das células do estroma e
do epitélio5, supõe-se que o risco de câncer de
mama seria menor em mulheres com reduzido
tempo de exposição ao estradiol, devido a uma
menor proliferação celular mamária4.

Está bem estabelecido o efeito mitogênico
dos estrógenos sobre as células epiteliais da
mama6, mas o efeito dos progestágenos é conside-
rado controverso3, podendo tanto inibir quanto es-
timular a proliferação celular6, restando por isto a
dúvida de qual seria o melhor esquema de TRH
para mulheres sem útero3.

Lembrando que o aumento da proliferação
de células epiteliais normais associado à perda do
controle de regulação desta proliferação é o marco
principal do câncer, deve-se ter muito critério ao
se prescrever TRH.

Em tecidos responsivos aos estrógenos, in-
cluindo epitélio mamário normal e neoplásico, a
regulação da proliferação pelos esteróides e pelos
antagonistas dos esteróides ocorre por ação espe-
cífica sobre as células na fase G1 do ciclo celular7.
Este então seria o alvo de estudo da proliferação
celular.

Dentre os métodos de avaliação da prolife-
ração celular, pode-se empregar entre outros o
índice de mitose ou o método imuno-histoquímico
utilizando anticorpo anti-PCNA (proliferating cell
nuclear antigen), pois ambos apresentam uma boa
correlação entre si8. O método imuno-histoquímico
é um marcador seguro da proliferação celular
mamária em tecidos não-neoplásicos, uma vez que
identifica todas as células em multiplicação da
fase G1 até a fase M do ciclo celular8.

Além do epitélio devemos considerar o
estroma das mamas, no qual altas doses de
estrógenos administrados por tempo prolongado
podem provocar um aumento do tecido conjuntivo
intralobular e periductal9.

Isto posto, muito ainda é necessário até se
obter um consenso sobre TRH e risco de câncer de

mama, pois o efeito dos hormônios esteróides so-
bre o tecido mamário é complexo, envolvendo,
além da proliferação celular, a morte celular pro-
gramada e a expressão de receptores celulares.

Assim, os objetivos desta pesquisa são ava-
liar no tecido mamário sob TRH a proliferação ce-
lular, a quantidade de colágeno maduro e imatu-
ro, a quantidade de fibras elásticas e as altera-
ções histológicas gerais do parênquima.

Material e Métodos
Foram utilizados 61 ratos Rattus norvegicus

albinus, Rodentia, Mammalia, Wistar-UFPR, fê-
meas virgens, com idade média de 202 dias e peso
inicial médio de 201,45 gramas.

Os animais foram alojados em grupos de 6
ou 7 por caixa, no Biotério da Faculdade Evangéli-
ca de Medicina do Paraná, onde o ciclo claro/es-
curo e a umidade eram os do ambiente geral. A
temperatura ambiente era mantida constante
(24oC) e as gaiolas estavam colocadas todas à mes-
ma distância do solo. As ratas recebiam água e
ração padrão comercial à vontade.

A amostra foi dividida aleatoriamente em 5
grupos, conforme o tratamento proposto: grupo pa-
drão com 12 ratas não-ooforectomizadas; grupo AD
com 12 ratas ooforectomizadas, que receberam 1
mL/dia de água  destilada; grupo EEC com 13 ratas
ooforectomizadas, que receberam 50,0 µg/dia de
estrogênios eqüinos conjugados; grupo MPA com
12 ratas ooforectomizadas, que receberam 2,0 mg/
dia de acetato de medroxiprogesterona, e grupo EEC
+ MPA com 12 ratas ooforectomizadas, que rece-
beram 50,0 mg/dia de estrogênios eqüinos conju-
gados associado a 2,0 mg/dia de acetato de me-
droxiprogesterona. Os animais foram pesados no
primeiro dia do experimento (peso inicial), no pri-
meiro dia de administração da medicação (peso
intermediário) e no dia do sacrifício (peso final),
para posterior avaliação da variação ponderal. Pro-
cedeu-se à anestesia inalatória com éter etílico
para pesagem, bem como para todos os procedi-
mentos dolorosos realizados.

No primeiro dia do experimento o grupo pa-
drão foi sacrificado com dose letal inalatória de
éter etílico, sendo realizada depilação ventral e
ressecção das quatro mamas inguinais, por meio
de incisão cutânea de 1,0 x 1,0 cm; essas mamas
serviram como padrão histológico de normalidade
do parênquima mamário. Nos 49 animais restan-
tes procedeu-se à ooforectomia bilateral.

No 96o dia pós-operatório, depois de pesados
(peso intermediário), iniciou-se a administração
da medicação designada a cada grupo. Utilizou-se
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como veículo da medicação 1,0 mL de água desti-
lada, sendo esta administrada por gavagem, diaria-
mente no mesmo horário, durante 30 dias conse-
cutivos.

No 31o dia depois de iniciada a medicação,
estes 49 animais foram novamente pesados (peso
final), sacrificados e submetidos a exérese das
mamas inguinais da mesma forma que a realiza-
da no grupo padrão.

A última mama inguinal esquerda foi fixa-
da em formalina tamponada por 24 horas e logo
após incluída em parafina. Esta mama foi desti-
nada à análise imuno-histoquímica de prolifera-
ção celular pelo método de imunoperoxidase-
estreptavidina-biotina, para identificação do PCNA.
As demais mamas foram fixadas em formalina a
10%, sendo que na penúltima mama inguinal es-
querda realizou-se a técnica de coloração do Sirius-
Red, preconizada por Junqueira et al.10 para quan-
tificação de fibras colágenas maduras (tipo I) e
imaturas (tipo III). Na última mama inguinal di-
reita quantificaram-se as fibras elásticas por meio
da técnica de coloração de Weigert e na penúlti-
ma mama inguinal direita utilizou-se a técnica
de coloração de hematoxilina-eosina para análise
anatomopatológica do parênquima em geral.

Para realização da técnica imuno-
histoquímica utilizou-se como anticorpo primário
o anti-PCNA clone PC-10 (Dako) na diluição 1/7000
com incubação de 18 horas a �4oC, e como anticorpo
secundário o Biotinilado-LSAB-2 (Dako) com incu-
bação de 1 hora a 37oC. A amplificação foi realizada
pelo método LSAB (Dako) por 30 minutos a 37oC,
utilizando-se a enzima peroxidase. Ao final da téc-
nica usou-se o cromógeno DAB por 5 minutos11 e a
contracoloração de hematoxilina de Harrys.

Na análise imuno-histoquímica foram
quantificados os núcleos celulares corados em
azul, os quais representam células em repouso, e
os núcleos corados em marrom, que identificam
as células em proliferação. Tal análise foi realiza-
da separadamente nas células dos ductos e dos
ácinos mamários. O número de células em proli-
feração e repouso nos ductos foi quantificado em
5 campos do corte histológico, com aumento de 400
vezes. A seguir calculava-se a média de núcleos
azuis e marrons nos 5 campos para cada corte
histológico e convertia-se o valor absoluto em por-
centagem. Na análise das células dos ácinos, fo-
ram observados 3 campos do corte histológico.
Quanto aos demais aspectos empregamos os mes-
mos critérios quando da análise das células dos
ductos.

As fibras colágenas e elásticas foram quan-
tificadas por meio de captação de imagem com
microscópio óptico da marca Olimpus®, modelo
DX50, em aumento de 200 vezes, utilizando-se fil-

tro polarizador. As imagens captadas por uma câ-
mara Sony Trinitron CCD 101® colorida foram con-
geladas e digitalizadas por meio de placas Oculus
TCX® e transformadas em linguagem binária pelo
aplicativo Optimas 6.0 for Windows do Bioscan
Incorporated Institute®.

Para análise de fibras colágenas procedia-
se à captação de imagem em 4 campos, e em cada
campo eram quantificadas as fibras coradas em
verde, que representam fibras colágenas imatu-
ras (tipo III), e as fibras coradas em vermelho, que
denotam as fibras colágenas maduras (tipo I)10.
Calculou-se a média e o valor absoluto foi conver-
tido em porcentagem de fibras verdes e verme-
lhas, nos 4 campos estudados.

As fibras elásticas foram avaliadas como as
fibras colágenas, porém estas foram quantificadas
mediante captação de imagem com microscópio
óptico de luz polarizada calibrada para cor azul, pois
as mesmas coram-se em azul pela técnica utili-
zada.

Para análise anatomopatológica das mamas
consideraram-se o número de ácinos mamários
por ducto terminal, o número de ductos em quatro
campos do corte histológico sob aumento panorâ-
mico, a intensidade de vacuolização intracitoplas-
mática e a presença de secreção intraductal. O
número de ductos por campo e o número de ácinos
por ducto terminal foram comparados ao grupo
padrão e classificados em normal, atrofia e
hiperplasia, sendo normal quando igual ao obser-
vado no grupo padrão, atrofia quando menor e
hiperplasia quando maior que o encontrado no gru-
po padrão. A hiperplasia foi quantificada subjeti-
vamente em discreta (Figura 1), moderada e in-
tensa (Figura 2), segundo a intensidade de aumen-
to de ductos ou ácinos12-14. Quando observada se-
creção intraductal e  vacuolização intracitoplas-
mática, associada à hiperplasia, esta foi designa-
da como hiperplasia secretora.

Figura 1 - Fotomicrografia mostrando hiperplasia acinar secretora discreta (setas), em
corte histológico de mama de animal que recebeu acetato de medroxiprogesterona
(HE,X100).
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Para comparação dos dados levantados, uti-
lizou-se a análise de variância (ANOVA). Na aná-
lise estatística da proliferação celular, quantifi-
cação de fibras colágenas e elásticas, utilizaram-
se os testes paramétricos t de Student e os não-
paramétricos de Mann-Whitney (por meio do
software �Primer of Biostatistics�)15. A análise es-
tatística das alterações anatomopatológicas foi
realizada pelo teste do χ2 com correção de Yates e
teste exato de Fisher (pelo software Epi-Info) para
amostras independentes16. Utilizou-se ainda o tes-
te paramétrico t de Student pareado, para compa-
ração do peso dos animais nas diferentes fases do
estudo. Em todos os testes fixou-se em 5,0% o ní-
vel de rejeição da hipótese de nulidade, sendo nas
figuras indicados com asteriscos os resultados
significantes.

Resultados
Realizando-se análise comparativa

intragrupo para as três aferições de peso do ani-
mal, constatou-se diferença significante em to-
das as comparações (p<0,01), observando-se em
todos os grupos aumento de peso da fase inicial
para a intermediária (grupo AD 35,8%, grupo EEC
26,0%, grupo MPA 25,6% e grupo EEC + MPA 19,6%)
e perda de peso da  fase  intermediária para a fi-
nal (grupo AD -5,4%, grupo EEC -7,8%, grupo MPA
�3,6% e  grupo  EEC + MPA  -5,7%).

Na análise dos ductos mamários, observou-
se a menor porcentagem de células em prolifera-
ção no grupo EEC + MPA (46,1%), sendo esta dife-
rença significante (p<0,0001) em comparação com
os grupos AD, EEC e MPA. A maior porcentagem
de células ductais em proliferação ocorreu no gru-
po padrão (59,0%), sendo esta diferença  também

significante (p<0,01) quando comparada aos outros
quatro grupos (Figura 3).

Figura 2 - Fotomicrografia mostrando hiperplasia acinar secretora intensa (setas), em
corte histológico de mama de animal que recebeu a associação de estrógenos conjugados
e acetato de medroxiprogesterona (HE,X100).
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Figura 3 - Porcentagem de células em fase de proliferação (marrom) e de células em
repouso (azul), nos ductos mamários de cada grupo, segundo a análise imuno-
histoquímica com anticorpo anti-PCNA (*p<0,01, **p<0,001).

Em relação aos ácinos mamários, encon-
trou-se no grupo EEC + MPA a maior porcentagem
de células em fase de proliferação (66,3%), tendo
diferença significante (p<0,004) quando compara-
do aos grupos padrão, AD e EEC, mas sem diferen-
ça em relação ao grupo MPA (p=0,075) (Figura 4).

55,7

44,3

36,2

63,8

56,1

43,9

61,1

38,9

66,3*

33,7

0

10

20

30

40

50

60

70

Padrão AD EEC MPA EEC + MPA
Grupo padrão
Grupo AD = água destilada
Grupo EEC = estrógenos equinos conjugados
Grupo MPA = acetato de medroxiprogesterona
Grupo EEC + MPA = estrógenos equinos conjugados e acetato de medroxiprogesterona

Figura 4 - Porcentagem de células em fase de proliferação (marrom) e de células em
repouso (azul), nos ácinos mamários de cada grupo, segundo a análise imuno-
histoquímica com anticorpo anti-PCNA (*p<0,004).

Considerando-se as porcentagens de
colágeno maduro (tipo I) e imaturo (tipo III), en-
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controu-se no grupo EEC o menor valor de colágeno
maduro (66,4%) e o maior valor de colágeno ima-
turo (33,6%), sendo estes significantes (p<0,01).
Os demais grupos foram semelhantes entre si, em
relação à quantidade de colágenos (Figura 5).

Discussão
Permanecem contraditórios os efeitos do

estrogênio e de sua associação com progesterona,
sobre o parênquima mamário. Bässler17, Mauvais-
Jarvis et al.18 e Chang et al.8 afirmam que o
estradiol estimula o crescimento ductal, contudo
Silva et al.14, relatam que os estrogênios produ-
zem atrofia do epitélio mamário. Colditz et al.3 ci-
tam que a adição de progesterona à terapia de re-
posição estrogênica não reduz o risco de câncer
de mama, baseando-se em evidências de que esta
associação poderia aumentar a proliferação celu-
lar epitelial da mama. Já Hargreaves et al.4 não
observaram diferenças com relação à proliferação
celular mamária quando utilizado estrógeno ou
estrógeno associado a progesterona.

Nas condições estudadas, a associação de
estrogênios conjugados e acetato de medroxipro-
gesterona diminuiu a proliferação de células
ductais mamárias, sendo que a maior taxa de pro-
liferação destas células foi observada nos animais
que estavam sob influência dos hormônios ova-
rianos endógenos. Isto sugere que a variação
hormonal do ciclo sexual provocaria um maior
estímulo sobre a  proliferação celular ductal. Acha-
dos similares foram encontrados por Mauvais-
Jarvis et al.18: o estradiol e a progesterona,
secretados numa proporção adequada, permitiram
um desenvolvimento peculiar e completo da glân-
dula mamária.

No presente experimento, a castração acar-
retou diminuição da taxa de proliferação de célu-
las acinares, sugerindo que a falência hormonal
da menopausa seria um fator benéfico em rela-
ção ao risco de câncer de mama, achados estes
condizentes com os de Pike et al.19. Ainda, a ad-
ministração isolada de acetato de medroxiproges-
terona, bem como sua associação com estrogênios
conjugados, induziu maior proliferação de células
acinares. Os mesmos achados foram relatados por
Bässler17, que observou que a progesterona esti-
mulou a lobulação e formação de ácinos e a com-
binação de progesterona e estrógenos provocou
diferenciação lóbulo-alveolar em ratas.

Mauvais-Jarvis et al.9 verificaram que o
estradiol provocou um aumento do tecido conjun-
tivo intralobular da mama de ratas castradas sob
efeito estrogênico prolongado. Achados similares
foram observados por Vogel et al.20, com tecido con-
juntivo mais denso na fase folicular do ciclo mens-
trual da mulher. Neste estudo os estrógenos con-
jugados estimularam a formação de colágeno ima-
turo (tipo III),  ou seja, colágeno novo, o que au-
mentaria a densidade do parênquima mamário
possivelmente dificultando a avaliação mamográ-
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Figura 5 - Porcentagem de colágeno imaturo (verde) e maduro (vermelho) em cada
grupo segundo a coloração de Sirius-Red (*p<0,01).

Observaram-se fibras elásticas tanto ao redor
dos ductos quanto ao redor dos grupamentos acinares
e no estroma da glândula mamária, embora pudes-
sem ser vistas, subjetivamente, em maior concen-
tração ao redor dos ductos, em todos os grupos.

Quanto à quantidade de fibras elásticas, os
grupos padrão e AD mostraram-se semelhantes
entre si (p=0,627) e apresentaram as menores
porcentagens destas fibras (7,0% e 6,7%, respec-
tivamente). Os grupos EEC, MPA e EEC + MPA fo-
ram significativamente diferentes (p<0,0001) dos
grupos padrão e AD, apresentando as maiores por-
centagens de fibras elásticas (10,4%, 11,7% e
10,9%, respectivamente), sendo esta diferença
mais evidente no grupo MPA.

Por meio da avaliação anatomopatológica, ob-
servou-se que os hormônios utilizados não de-
monstraram influência sobre os ductos mamá-
rios, em nenhum grupo de estudo. Contudo, seus
efeitos foram observados sobre os ácinos mamá-
rios, sobretudo no grupo EEC + MPA, em que 91,7%
dos animais apresentaram hiperplasia acinar
secretora intensa. A mesma hiperplasia acinar
secretora foi observada no grupo MPA, porém de
menor intensidade, sendo discreta em 41,7% e
moderada em 58,3% dos animais.

Quando comparado o grupo EEC + MPA com
os grupos padrão, AD e EEC verificou-se que a di-
ferença quanto à frequência de hiperplasia acinar
secretora foi significante (p=0,0002, p=0,0023 e
p=0,0097, respectivamente).
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fica de lesões iniciais da mama.
Raafat et al.21 relatam maior síntese de DNA

nas células estromais circundando ductos termi-
nais, e ainda maior resposta proliferativa das cé-
lulas do estroma simultaneamente à das células
epiteliais, indicando que existe uma interação
parácrina entre o epitélio dos ductos e o estroma
próximo.

No presente experimento, o acetato de me-
droxiprogesterona e estrógenos conjugados esti-
mularam a formação de fibras elásticas no
parênquima mamário, sendo maior o estímulo
quando empregado o acetato de medroxiprogeste-
rona isoladamente.

Ainda, o acetato de medroxiprogesterona,
isolado ou associado a estrógenos conjugados, pro-
vocou hiperplasia acinar secretora, sendo que
quando isolado o fez de forma discreta ou modera-
da e quando associado, de forma intensa. Isto de-
monstra que, nos ácinos, os estrógenos conjuga-
dos potencializam o efeito do acetato de medroxi-
progesterona, talvez porque os estrógenos aumen-
tem o nível de receptores de progesterona na cé-
lula-alvo, aumentando sua responsividade tecidual
à progesterona, como já relatado por Colditz et al.3

e Stanford & Thomas22. Estas observações asse-
melham-se às encontradas na análise imuno-
histoquímica deste estudo, no qual a progesterona
associada a estrógenos aumentou a proliferação
de células acinares.

Apesar de existirem diferenças entre a
mama humana e a da rata, o modelo de estudo
em ratas pode ser considerado adequado para en-
tender a doença mamária em humanos, como
anteriormente citado por Russo et al.23.

Concluimos que a associação estrógenos
eqüinos conjugados e acetato de medroxiproges-
terona inibe a proliferação celular ductal e esti-
mula a proliferação celular acinar, promovendo
hiperplasia acinar secretora. Concluiu-se também
que os estrógenos eqüinos conjugados intensifi-
cam a formação de colágeno imaturo (tipo III) e
que o acetato de medroxiprogesterona aumenta a
formação de fibras elásticas.
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SUMMARY
Purpose: to evaluate the effect of hormone replacement
therapy on breast cell proliferation and on collagen and
elastic fiber formation and to analyze the changes occurring
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the specific drug for 30 days. The CEE group received 50 mg/
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formation of immature (type III) collagen, and
medroxyprogesterone acetate increases the formation of
elastic fibers.
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