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RESUMO

Introducado: Devido ao aumento significativo da expectativa de vida, especialmente
na populagdo feminina, a maioria das mulheres vive mais de trés décadas de suas
vidas na pdés-menopausa. A administracdo de testosterona nesse periodo parece
trazer beneficios a qualidade de vida da mulher, principalmente na fungédo sexual, e
tem sido prescrita na pratica clinica, embora a seguranga desse tratamento deva ser
mais clara, principalmente em relagdo a mama. Desta forma, é de grande
importancia entender a influéncia e os efeitos biolégicos dessa reposicdo hormonal
sobre o tecido mamario. Objetivo: Investigar a agdo da testosterona isolada ou
associada ao estradiol em marcadores de proliferacdo e apoptose de mamas de
ratas ovariectomizadas. Método: Quarenta e oito ratas Wistar fémeas foram divididas
em 6 grupos de oito cada e receberam o seguinte tratamento durante 5 semanas: a)
controle; b) benzoato de estradiol 50mcg / dia (E) + testosterona (T) 50mcg /diac) T
50mcg / dia; d) E + T 300mcg / dia; €) T 300mcg / dia; e f) E. Apds o tratamento, o
tecido mamario foi submetido a analise histolégica e avaliagdo imunoexpressao dos
marcadores de proliferagdo (PCNA) e apoptose (Caspase-3). Resultados: Houve
diferenca estatisticamente significante entre os grupos para microcalcificagcdes e
atividade secretora com maiores prevaléncias nos grupos tratados com estradiol.
Nao houve diferenga entre os grupos em relagéo a atrofia, mas foi encontrada maior
prevaléncia de atrofia nos grupos que receberam T vs. E + T. Houve diferenga entre
os grupos para o PCNA (p = 0,028) com maior expressao no E + Grupo T 300mcg /
dia. Para Caspase-3 nao houve diferenga entre os grupos, no entanto, no grupo E +
T 300mcg / dia a expressao foi maior do que no grupo T isolado. Conclusao: A
testosterona isolada nao teve efeito proliferativo no tecido mamario, ao contrario do
estradiol. A testosterona em combinacdo com o estradiol pode diminuir a
proliferacdo e apoptose celular, a depender da dose de testosterona.

Palavras-chave: Testosterona. Apoptose do tecido mamario. Ovariectomia.



ABSTRACT

Introduction: Due to the significant increase in life expectancy, especially in the
female population, most women live more than three decades of their
postmenopausal lives. The administration of testosterone in this period seems to
provide benefits to women's quality of life, especially in sexual function, and has been
prescribed in clinical practice, although the safety of this treatment needs to be
clearer, especially in relation to the breast. In this way, it is of great importance to
understand the influence and biological effects of this hormone replacement on
breast tissue. Objective:To investigate the action of isolated testosterone or
associated with estradiol on proliferation markers and apoptosis of breasts of
ovariectomized rats. Method: Forty eight,female wistar rats were divided into 6
groups of and received the following treatment during 5 weeks: a) control; b) estradiol
benzoate 50mcg /day (E) + testosterone (T) 50mcg / day c) T 50mcg / day; d) E + T
300mcg / day; e) T 300mcg / day; and f) E. After treatment, the mammary tissue was
submitted to histological analysis and immunoexpression evaluation of proliferation
markers (PCNA) and apoptosis (Caspase-3). Results: There was a difference
statistically significant difference among the groups for microcalcifications and
secretory activity with higher prevalences in groups treated with estradiol. It was no
difference among the groups regarding atrophy, but a higher prevalence of atrophy
was found in the groups that received T vs. E + T. There was difference between the
groups for PCNA (p = 0.028) with higher expression in the group E + T 300mcg / day.
For Caspase-3 there was no difference among the groups, however, in the group E +
T 300mcg / day the expression was higher than the isolated T group. Conclusion:
Testosterone isolated did not have a proliferative effect on the mammary tissue,
contrary to estradiol. Testosterone in combination with estradiol may decrease cell
proliferation and apoptosis depending on testosterone dose.

Keywords: Testosterone. Apoptosis of the Breast Tissue. Ovariectomy.
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1 INTRODUGAO

O climatério corresponde ao periodo de transicdo na vida feminina entre a
fase reprodutiva e a ndo reprodutiva. Tem como caracteristica o declinio da fungao
ovariana, com progressivo hipoestrogenismo, até a cessacgao dos ciclos menstruais
(FERNANDES et al., 2004). A menopausa corresponde a perda da atividade
ovariana, caracterizada pela interrupcdo permanente da menstruagao, é reconhecida
ap6s 12 meses de amenorreia, na inexisténcia de outras causas fisiolégicas ou
patolégicas (SOULES et al., 2001).

No Brasil em 2025 mulheres entre 50 e 54 anos poderao corresponder a
3,18% da populagdo de acordo com o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
(IBGE). Como resultado do crescimento da expectativa de vida, tem-se 0 aumento
da prevaléncia da sindrome climatérica com consequéncias negativas para saude e
qualidade de vida das mulheres, estimulando a busca de tratamentos efetivos e
seguros para esses eventos.

Em média a menopausa ocorre aos 51 anos de idade, mas pode variar entre
40 e 62 anos (DOLLEMAN et al., 2015). Acontece principalmente pela diminuigao
dos niveis hormonais esteroidais sintetizados pelos ovarios como estrogénio,
progesterona e androgénios (JUDD; FOURNET 1994; GREENDALE et al., 1999). A
diminuicdo dos niveis de hormdnios sexuais na menopausa gera manifestagdes
fisicas e emocionais, incluindo alteragdes no bem estar geral como: cognigao,
diminuicdo de memdria, concentragcido, fadiga, depressao, disturbio de sono,
diminuicdo da libido e massa muscular (ZUMOFF et al., 1995; AL-AZZAWI,
PALACIOS 2009).

E conhecido o papel dos esteroides sexuais em especial dos estrogénios e
dos androgénios na modulacdo da fungdo sexual feminina (FERNANDES et al.,
2006).

A testosterona quando administrada em baixas doses mostra beneficio na
densidade éssea, fadiga, humor e bem estar geral (SHIFREN 2000; GOLDSTAT et
al., 2003; SCHWENKHAGEN, STUDD 2009). A testosterona é também utilizada
para o tratamento de disfungdo sexual feminina em mulheres na pds-menopausa.
Apesar de nao ser aprovada pelo Food and Drug Administration (FDA), evidéncias

clinicas demonstram que em diferentes formulagdes a testosterona apresenta
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eficacia no aumento do desejo sexual em mulheres na pds-menopausa
(KINGSBERG, WOODARD 2015).

A mama possui uma complexa intracrinologia devido sua capacidade de
metabolizar os esteroides circulantes, sendo que em determinados niveis pode
influenciar a capacidade proliferativa de células epiteliais mamarias (BURGER
,2002).

Um estudo publicado por YASUI et al (2012) utilizando dados de mulheres
saudaveis entre 40 e 85 anos, conclui que niveis extremos de androgénios podem
desempenhar efeitos prejudiciais a saude. Principalmente na pds-menopausa, altos
niveis de testosterona podem contribuir de forma prejudicial o perfil lipidico,
resisténcia insulinica e na promogao de cancer de mama.

A maioria dos estudos com o uso da testosterona, tém duracdo de 1 més a 2
anos, assim s&do desconhecidas as informagdes que assegurem seu uso em longo
prazo, o que preocupa tanto os médicos quanto as mulheres climatéricas em relagao
aos riscos e seu impacto sobre o tecido mamario (BASARIA; DOBS 2004;
SHUFELT; BRAUNSTEIN 2009).

Assim, considerando a crescente utilizagado de reposicao de testosterona por
mulheres menopausadas, mediante a caréncia de estudos controlados in vivo com
uso de testosterona para reposicdo hormonal, e a necessidade de maior
investigacao sobre seu impacto biolégico no tecido mamario, surgiu o interesse de

estudar tais aspectos em modelo animal e o efeito desta terapia na mama.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Mulheres na pés-menopausa e testosterona

A testosterona € um horménio andrégeno que proporciona as caracteristicas
sexuais secundarias masculinas, sendo classificada no grupo dos horménios
esteroides C19 (SOMBOONPORN; DAVIS, 2004). S&o os principais horménios
sexuais circulantes em homens e de grande relevancia em mulheres (BURGER,
2002).

Os principais androgénios, testosterona (T) e di-idrotestosterona (DHT),
apresentam maior afinidade ao receptor androgénico (AR) (LONGSCOPE, 1986),
sua biossintese € realizada pelas adrenais e pelos ovarios, estimulados pelos
horménios adrenocorticotréfico (ACTH) e luteinizante (LH) respectivamente. A agao
enzimatica da 5a-redutase transforma a testosterona em di-idrotestosterona e a
enzima aromatase converte a testosterona em estradiol (E) (LABRIE et al., 1997).

Em mulheres também encontramos os androgénios androstenodiona,
deidroepiandrosterona (DHEA) e sulfato de DHEA (DHEAS), que para manifestarem
agao androgénica requerem conversao para testosterona, sendo, portanto,
classificados como pré-androgénios. O transporte da testosterona no sangue ocorre
em grande parte ligada a albumina ou a globulina transportadora dos horménios
sexuais (SHBG). Cerca de 2% da testosterona total circula livremente e esta
disponivel para difusdo para o ambiente intracelular (BURGER, 2002; ROTHMAN et
al., 2011).

Nas mulheres, o envelhecimento traz o aumento da concentracdo de SHBG e
diminui a biodisponibilidade da testosterona (LAUGHLIN 2000). Labrie et al. (1997)
relatam que a partir dos 20 anos as mulheres evidenciam o inicio de uma redugao
dos androgénios adrenais C19 circulantes, bem como seus metabdlitos. Maruyama
et al. (1984) descrevem que os niveis SHBG em mulheres com 80 anos s&o o dobro
de mulheres com 20 anos.

Como principais precursores de androgénios e estrogénios nos tecidos
periféricos apresentam-se o DHEA e DHEAS. A queda na produgdo desses
esteroides pela adrenal no processo de envelhecimento resulta na diminuicido de
androgénios e estrogénios formados no tecido (LABRIE et al., 2003).

A utilizacdo dos hormoénios, bem como os estudos relacionados a

hormonioterapia vem desde o inicio do século XX. A partir da década de 1960 sua
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utilizacdo vem sendo ampliada, como uso na terapia de reposicdo hormonal durante
o climatério, desde entdo se busca o aprimoramento do uso de hormdnios com
intuito de ampliar a seguranga, eficacia e minimizar seus possiveis eventos
adversos.

A testosterona tem sido utilizada por mulheres na pds-menopausa e
demonstra efeito positivo sobre a fungcdo sexual em especial na libido (DAVIS,
SUSAN et al., 2008).

Segundo o Consenso Brasileiro de Terapéutica Hormonal da Menopausa
(2014) a formulacdo com eficacia na terapia de reposicdo androgénica e menor
efeito colateral foi o uso do adesivo transdérmico com liberagao diaria de 300mcg de
testosterona. Mostrou-se adequado como tratamento para as alteragdes da funcgéo
sexual em mulheres na pds-menopausa.

A saude e o bem estar feminino sdo assuntos de grande destaque no que diz
respeito a seguranga na terapia de reposi¢cao androgénica. A agao dos androgénios
sobre a mama é um tema debatido, evidéncias clinicas sugerem seu uso em
mulheres que apresentam alteragbes no bem estar geral e quadros de depressao
quando decorrente de sindrome da insuficiéncia androgénica feminina (SIA),
segundo publicagdo do Projeto Diretrizes da Associagdo Médica Brasileira e do
Conselho Federal de Medicina de 2011 (STRUFALDI et al., 2011).

Estudo realizado por Achilli et al. (2017) através de revisao sistematica e
metanalise , avaliou mulheres na pds-menopausa e a utilizacdo de adesivo
transdérmico de testosterona. Como resultado apresentou melhora significativa na
funcdo sexual, entre elas atividade sexual, desejo e orgasmo. Alguns efeitos
adversos androgénicos foram relacionados a utilizagdo, porém nao ha correlagéao
com efeito adverso grave, embora os dados de seguranga sejam escassos, sugere
estudos em longo prazo para avaliar a seguranga cardiovascular e da mama.

Em estudo de coorte, realizada em populagdes mundiais, apoia uma
pequena, mas significativa associagao entre, (testosterona, androstenediona, DHEA
e DHEAS) e o cancer de mama em mulheres na pés-menopausa (KEY et al., 2002;
MANJER et al., 2003; BAGLIETTO et al., 2010).

Liao e Dickon (2002) em revisdo de dados experimentais e clinicos, traz a
hipétese de que o risco de tumorigénese da glandula mamaria pode estar
relacionado com aumento simultdneo de androgénios e estrogénio. Key (2011)

sugere que uma das explicagdes para o aumento do risco observado em mulheres
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na pos-menopausa € a aromatizacdo de androgénios em estrogénios no tecido
adiposo periférico.

Documento aprovado pela The North American Menopause Society (NAMS)
concluiu que possivelmente o mecanismo de agcdo dos androgénios seja como
precursor do estradiol (E). O uso da testosterona, na forma combinada com estradiol
ou utilizada de forma unica, tem ocasionado receio quanto a sua agao em nivel
tecidual (NORTH AMERICAN MENOPAUSE SOCIETY, 2005).

Em um experimento que avaliou a morfologia da glandula mamaria em ratas
Wistar adultas, verificou-se o aumento de mais de trés vezes na densidade do
volume da glandula mamaria noventa dias apos o implante subcutédneo de 50 mg de
testosterona. Os maiores niveis de proliferagdo e atividade secretora foram
observados neste mesmo periodo. Nao houve indicio de alteragao displasicas ou
lesbes pré-neoplasicas.O pesquisador n&o investigou a acédo do estrogénio.
(CHAMBO-FILHO et al., 2005).

A relacdo entre os androgénios e seu potencial carcinogénico nao esta
totalmente esclarecido. Diante da anadlise de cinco linhagens de células de cancer
humano em cultura de tecido, evidenciou que in vitro determinados tipos de cancer
de mama podem ser dependentes dos androgénios (LIPPAMN; BOLAN; HUFF
1976).

Berrino et., al (1996) através de estudo prospectivo, em mulheres pds-
menopausa com idade entre 40 e 69 anos avaliou a relagdo entre os principais
horménios sexuais e a ocorréncia do cancer de mama, como resultado o estudo
demonstrou que os elevados niveis de hormdnios sexuais androgénicos podem ser
expressivos precursores de cancer de mama.

Outro estudo caso-controle multicéntrico, avaliou niveis de DHEA,
androstenediona, testosterona, estrona, estradiol e SHBG na pds-menopausa. E
também apontou que niveis séricos elevados de androgénios e estrogénio foram
relacionados positivamente ao risco de cancer de mama. E além disso, alerta sobre
o uso de DHEA ou outros androgénios para a terapia de reposi¢cédo de androgénios
na pos-menopausa (KAAKS 2005).

Através de estudo randomizado, duplo-cego, controlado por placebo, avaliou
mulheres na pds-menopausa que de forma aleatéria receberam doses de estradiol,

progestagénio e adesivo de testosterona bem como placebo, e concluiu que o uso
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da testosterona inibiu a proliferacdo do tecido mamario induzido por estrogénio
(HOFLING et al.,2007).

Estudo duplo-cego, com duragédo de 52 semanas em mulheres com transtorno
se desejo sexual, receberam adesivo fornecendo 150 ou 300 mcg de testosterona.
Quatro das participantes que receberam testosterona, foram diagnosticadas com
cancer de mama. Como resultado mulheres na pds-menopausa que nao receberam
terapia de estrogénio, houve melhora significativa na fungdo sexual com adesivo
fornecendo 300mcg de testosterona. O estudo ndo conseguiu evidenciar os efeitos
da testosterona em longo prazo sobre o tecido mamario (DAVIS et al., 2008).

No ano seguinte, estudo italiano avaliando 165 casos e 672 controles, através
da associagao entre os niveis séricos de horménios sexuais e o risco de cancer de
mama, fornece evidéncias de que altos niveis de testosterona circulantes elevam o
risco de cancer de mama em mulheres na pés-menopausa (SIERI et al., 2009).

Estudo prospectivo de caso controle analisou 266 participantes com média
etaria de 44,7 anos, por meio de analise dos niveis de estradiol e testosterona em
amostras de sangue coletadas antes da menopausa de voluntarias que
apresentaram posterior cancer de mama, encontrou como resultado que mulheres
com niveis elevados de testosterona antes da menopausa, tém maior risco no
desenvolvimento cancer de mama (DORGAN et al., 2010).

Outros estudos prospectivos sugerem a participagdo dos hormdnios
enddégenos na origem do cancer de mama. Eles apontam risco de cancer de mama
relacionado a altos niveis de estrogénio e testosterona na pds-menopausa. Em
mulheres pré-menopausicas as evidéncias sao limitadas, apesar de que o risco
relacionado a altos niveis de testosterona seja plausivel (ELIASSEN; HANKINSON
2008).

Tamimi, et al. (2006) publicaram uma extensdo do Nurses' Health Study,
através de estudo de coorte, que acompanhava , na época 121.700 enfermeiras
com idade entre 30 e 55 anos , avaliando o risco de cancer de mama associado a
diferentes formulagdes de hormdnios pds-menopausa. Em seus resultados demostra
o risco aumentado de cancer de mama associado a concentracbes elevadas de
androgénios circulantes, em especial em mulheres recebendo estrogénio e
testosterona.

Em vista do que se apresentou acima, a possibilidade de associacdo entre a

terapéutica de reposicao da testosterona e estradiol e suas possiveis implicagdes no
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tecido mamario, € tema de recorrente preocupacao entre medicos e pacientes.
Apoiados na plausibilidade bioldgica de que o impacto desses hormodnios e seu risco

na mama sejam diferentes entre si, 0 qual nos motivou para essa pesquisa.
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3 ARTIGO

EFEITO DA TESTOSTERONA EM MARCADORES DE PROLIFERAGAO E
APOPTOSE EM TECIDO MAMARIO DE RATAS OVARIECTOMIZADAS

Resumo

Objetivo: Investigar a agdo da testosterona isolada ou associada ao estradiol em
marcadores de proliferacdo e apoptose do tecido mamario de ratas
ovariectomizadas. Método: 48 ratas wistar foram castradas e apdés 3 semanas
divididas em 6 grupos para receberem um dos seguintes tratamentos por inje¢cdes
subcutaneas durante 5 semanas: a) Controle (Oleo de gergelim); b) Benzoato de
estradiol 50 mcg/dia (E) + Testosterona (T) 50mcg/dia c) T 50mcg/dia; d) E + T
300mcg/dia; e) T 300mcg/dia; e f) E. Apos o tratamento, o tecido mamario foi
submetido a analise histologica semi-quantitativa (microcalcificagbes, atividade
secretora, atrofia glandular) e quantitativa para a imunoexpressdo de marcadores de
proliferacdo (PCNA) e apoptose (Caspase-3). Resultados: Houve diferenca
estatisticamente significante entre os grupos para microcalcificagcbes e para
atividade secretora com maiores prevaléncias nos grupos que receberam estradiol.
Para atrofia ndo houve diferenga com significAncia estatistica entre os grupos,
porém houve correlagao estatisticamente significante na analise de pares T/ E+T.
Houve diferenca estatisticamente significante entre os grupos para PCNA com maior
expressdo no grupo E+T 300mcg/dia. Para Caspase-3 ndo houve diferenca
estatisticamente significante entre os grupos, porém, no grupo E+T 300mcg/dia a
expressédo foi maior do que no grupo de T isolada. Conclusao: A testosterona
isolada nao apresentou efeito proliferativo do tecido mamario, contrariamente ao
estradiol. A testosterona em combinacdo com o estradiol pode diminuir a

proliferacdo e apoptose celular , a depender da dose da testosterona.

Palavras-chaves: Testosterona; Proliferagdo e Apoptose do tecido mamario;

Ovariectomia.
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Introducgao

A testosterona tem sido utilizada por mulheres na pds-menopausa,
destacando-se no efeito positivo sobre a fungao e desejo sexual (DAVIS, SUSAN R.
et al., 2008).Pesquisas realizadas em popula¢gdes mundiais, através de estudos de
coorte, afirmam uma pequena, mas significativa associagdo entre testosterona,
androstenediona, DHEA e DHEAS e o cancer de mama em mulheres na pos-
menopausa (KEY et al., 2002; MANJER et al., 2003; BAGLIETTO et al., 2010).

A maioria dos estudos com o uso da testosterona, tém duracdo de 1 més a 2
anos, assim sédo desconhecidas as informagdes que assegurem seu uso em longo
prazo, o que preocupa tanto os profissionais médicos quanto as mulheres
climatéricas em relagédo aos risco e seu impacto sobre o tecido mamario (BASARIA;
DOBS 2004; SHUFELT; BRAUNSTEIN,2009).

Assim, considerando a crescente utilizacdo de tratamentos com testosterona
por mulheres menopausadas, mediante a caréncia de estudos controlados in vivo
com uso de testosterona para reposigdao hormonal, e a necessidade de maior
investigacdo sobre seu impacto biolégico no tecido mamario, em funcéo disso,
houve o interesse de estudar tais aspectos em modelo animal e o efeito desta
terapia na mama.

O objetivo do presente estudo foi investigar a acdo da testosterona em
marcadores de proliferacdo e apoptose do tecido mamario de ratas

ovariectomizadas, seja a testosterona isoladamente ou associada ao estradiol.

Método

Todos os procedimentos do estudo abaixo descrito foram aprovados pelo
Comité de Etica em Pesquisa Animal da Faculdade de Medicina do ABC.

Foram selecionadas aleatoriamente 48 ratas Wistar com 250 dias de vida.
Todas foram submetidas a, sob anestesia com quetamina e xilazina por via intra-
peritoneal. Utilizou-se abordagem abdominal ventral longitudinal para identificacéo e
ligadura dos pediculos ovarianos e posterior remogao das goénadas.

Apos trés semanas do procedimento cirdrgico foram realizados exames

microscopicos de esfregagos vaginais de todas as ratas para confirmar o
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hipoestrogenismo. A seguir, os animais foram divididos aleatoriamente em seis
grupos de oito animais cada, os grupos receberam a dose hormonal diaria
correspondente em volume diario de 0,1ml por meio de inje¢des subcutaneas na
regido dorsal de cada animal, durante cinco semanas consecutivas. Os tratamentos
diarios foram os seguintes: Grupoi1: Controle, 6leo de gergelim 0,1 ml (n=8);
Grupo2: Benzoato de estradiol (E) 50mcg + Testosterona (T) 50mcg (n=8); Grupo3:
T 50mcg (n=8); Grupo4: E 50mcg + T 300mcg (n=8); Grupo5: T 300mcg (n=8);
Grupo6: E 50mcg (n=8).

Os animais foram mantidos em ambiente tranquilo com temperatura constante
de 23°C, periodos de iluminagdo de 12 horas por dia, além de agua e alimentagéo
ad libitum.

Apods o término do tratamento, as ratas foram submetidas a anestesia com
quetamina 80mg/kg, e entdo sacrificadas por meio de overdose de tiopental. A
segunda glandula mamaria toracica direita de cada animal foi ressecada e fixada em
formalina tamponada a 10% e posteriormente preparada para avaliagéo histoldgica e

imuno-histoquimica.

Anidlise histolégica semi-quantitativa

As glandulas mamarias obtidas foram incluidas em parafina e submetidas a
cortes de 3um, corados pela hematoxilina-eosina (HE) e avaliados sob microscopia
Optica com grande aumento (400x).
Analise histologica foi realizada sob a coloragdo da hematoxilina-eosina (HE)
por método semi-quantitativo (zero como ausente; + como leve; ++ moderada e +++
intensa) por dois observadores, representados por uma patologista (A.M.M.) e pela
pesquisadora responsavel pelo estudo (J.C.C.O.), conjuntamente, em microscépio
de dupla cabega, da marca Nikon, as quais chegaram a um consenso comum para
0s seguintes parametros: presenca ou nao de atrofia, microcalcificacédo na luz
glandular e grau de atividade secretora glandular.
A quantificacao da atividade secretora foi relatada, considerado caso presente:

e +: secre¢cao minima na forma de vacuolizagdo citoplasmatica sem acumulo ou
dilatacao de luz.

e ++: secrecdo no citoplasma e na luz, com a minima distorcdo arquitetural dos

[6bulos mamarios.
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e +++: secrecido exuberante.

Foi considerado ausente caso: zero

Anidlise histolégica quantitativa: Histomorfometria

A analise quantitativa histomorfométrica foi realizada sob a coloragdo do HE,
pela patologista (A.M.M.), utilizando-se microscépio triocular da marca Zeiss, por
meio do programa de analise de imagem Axiovision 4, sob médio aumento (100x).
As imagens obtidas eram captadas por camera digital e transferidas a computador
com placa digitalizadora de imagem. Apds a calibragdo para medida em mm?
delineou-se toda a glandula mamaria (tecido glandular, estroma fibroadiposo e
tecido muscular estriado) por meio do mouse, obtendo-se a area total. Em seguida,
delimitou-se apenas os acinos glandulares, somando-se a area dos mesmos,
também expressa em mm?2. Posteriormente, calculou-se a razdo entre a area

glandular e a area total da mama.

Imuno-histoquimica

A imuno-histoquimica foi realizada para analisar imunomarcagéao de antigeno
nuclear de proliferagdo celular (PCNA) e apoptose (Caspase-3) em cortes
histolégicos de 3um de espessura.

Todas as amostras foram submetidas a reagdo de imuno-histoquimica (IHQ)
com a utilizagdo dos seguintes anticorpos primarios: PCNA (PC10) 1:1000
(CellSignaling, Danvers, USA) e CASPASE-3 1:350 (BioVision, Malpitas, USA). A
reacdo de IHQ foi desenvolvida utilizando o kit de peroxidase LSAB®-peroxidase
(DakoCytomation®, Copenhagen, Dinamarca), segundo protocolo do fabricante.
Fez-se, em seguida, a revelagdo com cromogeno (3-3’-diaminobenzamidina — DAB
100mg em 70 ml de PBS + 3 ml de agua oxigenada; Sigma Diagnostics®, St. Louis
USA) e contra coloragdo com hematoxilina de Harris (Sigma Diagnostics®, St.
Louis,USA).

As laminas foram analisadas com o auxilio de um microscoépio de luz TS100
Nikon Eclipse® (Nikon Instruments, Melville, EUA), sob a mesma intensidade de luz e
a mesma altura do condensador, para identificar as areas que melhor
representassem a imunomarcagao das moléculas analisadas (hot spot). As areas
que melhor representavam a imunomarcagao foram selecionadas pela patologista

(A.M.M.), de um modo cego para os grupos de tratamento e analisadas sob
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ampliagdo de 400 vezes. Foram obtidas fotomicrografias sob resolu¢do 640x480
pixels de campos consecutivos ndo coincidentes por meio de camera digital 4300
Nikon Coolpix® com mesmos ajustes para todas as laminas. Em cada caso, a
quantificacdo da imunomarcagao foi realizada por método de analise digital por
computador e os valores foram expressos pelo indice de expresséo (IE). As imagens
obtidas foram analisadas pelo sistema de processamento e analise de imagens
ImageLab® (Softium Informatica®, S&o Paulo, Brasil), ajustado para a escala

micrométrica (um).

Método estatistico

Os dados foram organizados em planilhas eletrénicas do software Microsoft

Excel® 2007 (Microsoft Corporation®, San Diego, USA). As variaveis qualitativas sdo
apresentadas como frequéncias absolutas e relativas, e as comparagbes entre
grupos foi realizada por meio do teste de Qui-Quadrado.
Os dados numeéricos sdo apresentados como média e desvio-padrdo, sua
distribuicado normal foi analisada por meio do teste de Shapiro-Wilk. Como n&o se
confirmou esta distribuicdo, os grupos foram comparados por meio do teste de
Kruskal-Wallis para a analise intergrupos, enquanto as comparagdes entre pares de
grupos foram feitas por meio do teste U de Mann-Whitney.

Empregou-se o pacote estatistico XLStat for Excel versdo 17.01 (Addinsoft;
Long lIsland, USA) para todas as analises. Adotou-se nivel de significancia
estatistica de 5% (p<0,05).

Resultados

Durante o estudo ndao houve perda de animais. Apds a disseccio e preparo
da ldmina, em sete dos casos nao foi encontrado tecido glandular mamario nas
laminas, assim foram incluidas na analise 41 amostras com tecido glandular
mamario presente nas laminas.

A tabela 1 mostra analise dos parametros semi-quantitativos da atrofia, ndo
se tendo encontrado diferenca estatisticamente significante entre os grupos,
entretanto, nota-se tendéncia a menor ocorréncia de atrofia nos grupos contendo
estradiol e testosterona versus testosterona isolada. Desta maneira decidiu-se

agrupar todos os casos que receberam estradiol associado a testosterona e todos
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que receberem testosterona isolada e realizar analise entre estes grupos maiores,
notando-se maior prevaléncia de atrofia no grupo tratado apenas com T do que
naquele que recebeu E+T, com significancia estatistica (p=0,015) (tabela 2).

Quanto as microcalcificagdes (tabela 1), houve diferenga estatisticamente
significante entre os grupos (p=0,024), observando-se maior ocorréncia nos grupos
que receberem E. Da mesma forma agrupamos os resultados dos grupos E+T,
comparando aos grupos que receberam apenas T, na tabela 2, nota-se maior
prevaléncia de microcalcificagdo nos grupos que receberam E (p=0,022).

A atividade secretora também foi diferente entre os grupos (p=0,008), tendo
sido maior nos grupos que receberam E isolada ou E+T frente aos grupos que
receberam apenas T. Na tabela 2, na analise realizada com dois grupos contendo
todos os casos que receberam E+T e todos os casos que receberam T isolado,
confirmou-se maior ocorréncia de secre¢do nos grupos que receberam E com
significancia estatistica (p=0,019).

Na figura 1 podemos observar o resultado da area de tecido glandular.
Embora aparente maior area glandular nos grupos que receberam E do que
naqueles apenas com T ou controle, n&o foi encontrada significancia estatistica na
analise global entre os grupos. Em relagdo a area da mama também n&o foi
encontrado significancia.

O grafico da figura 2 representa a razdo entre a area dos acinos mamarios e a
area total da mama, notando-se valores maiores nos grupos que contém E frente
aqueles tratados apenas com T ou controle, ressaltando-se que a analise global n&o
mostrou significancia estatistica. Todavia, ao comparamos 0s casos que receberam
T isolada ao grupo E isolada, a diferenga se mostrou estatisticamente significante
(p=0,047).

A quantificagdo do PCNA, ilustrada na figura 3, mostra diferenca
estatisticamente significante entre os grupos (p=0,028). Na analise de pares de
grupos, houve significancia na comparagao entre os grupos E+T 300mcg e controle
(p=0,001), entre os grupos E+ T 300mcg e E+T 50mcg (p=0,015) e também entre os
grupos E+ T 300mcg e T 300mcg (p=0,027).

A figura 4 representa graficamente a quantificagdo por imuno-histoquimica da
Caspase-3. Nao houve diferengca estatisticamente significante entre os grupos

(p=0,236), entretanto para analise de pares de grupos observou-se diferenca
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estatisticamente significante para o grupo T 300mcg em comparagdo ao controle
(p=0,037) e para T 300mcg em comparacgao ao grupo E+T 300mcg (p=0,025).

Discussao

A perda de desejo sexual, prejuizo da saude musculo-esquelética e
diminuicdo do desempenho cognitivo sdo alguns dos sintomas caracteristicos do
climatério. A utilizacdo exégena da testosterona tem sido indicada para tais queixas,
em especial para a diminuigdo do desejo sexual, mas gera preocupagao entre as
usuarias. S&o escassos 0s estudos sobre agdo e efeitos da suplementacdo de
testosterona em mulheres, como também estudos que esclarecam a contribuicdo da
testosterona na saude cardiovascular, musculo-esquelético, cognitiva e o risco de
cancer (DAVIS; WAHLIN-JACOBSEN, 2015).

A variedade de informagdes relacionadas a agao hormonal, especificamente
da testosterona no tecido mamario, combinada com a divergéncia de resultado de
estudos sobre o risco de cancer de mama e usuarias de TRH (KAAKS.,
2005;YASUI et al., 2012), provocaram a ideia do presente estudo, porém, as
dificuldades em se pesquisar a mama humana fizeram com que se optasse pela
analise da resposta do tecido mamario frente aos hormdnios testados em um
modelo experimental envolvendo ratas.

RUSSO et al.(1990) e RUSSO & RUSSO (1996) contribuiram com estudos do
tecido mamario de ratas e consideraram um modelo experimental adequado e bem
representativo da mama humana, o que apoiou a decisdo da escolha do modelo
murino no presente estudo.

Em resumo, em nosso estudo nao foi encontrada diferenga estatisticamente
significante globalmente entre os grupos para os parametros semi-quantitativos da
atrofia, porém ao se compararem os grupos de T isolada aos grupos E + T, houve
menor ocorréncia de atrofia nos grupos em que o estradiol estava presente. Assim,
pode-se concluir que na auséncia de estrogénio, os Iébulos mamarios atrofiam
levando a diminuicdo da proliferacdo do epitélio com diminuigdo do numero de
l6bulos no tecido mamario, como demostrado por Clarke 2003, ao afirmar que o
estrogénio € o maior responsavel pela mitogénese celular na mama durante a
menacme, mesmo na presenca de testosterona. A novidade é que a T isolada em
nosso estudo néo levou a proliferagdo, pelo contrario as taxas de atrofia foram

maiores nos grupos com T isolada.
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Os resultados da presente investigagdo sdo compativeis com os de Grynberg
et al.,, 2010, que afirmam que esse aumento da atrofia do tecido glandular e da
fibrose dos tecidos estromais sdo decorrente na pds-menopausa, ocasionado pela
auséncia de estimulagao hormonal estrogénica no tecido mamario.

Para a atividade secretora foi encontrada diferenca estatisticamente
significante na analise global e entre grupos, com maior atividade secretora nos
grupos tratados com testosterona que receberam estradiol concomitantemente.

Isso mostra que a testosterona isolada exerceu pouco estimulo na atividade
proliferativa do tecido mamario, estimulo esse que se evidenciou sempre que o
estradiol foi adicionado.

Nosso estudo apresentou diferenga estatisticamente significante entre os
grupos de tratamento na atividade proliferativa medida pelo PCNA, com destaque
para a comparagdo dos grupos contendo doses maiores de testosterona
combinados ao estradiol em comparagdo a doses menores de testosterona
combinados com estradiol, testosterona isolada ou controle.

Através da anadlise grafica e com base nas comparagdées multiplas, nota-se
evidente diferenca de efeito do testosteronalestradiol na proliferacdo epitelial
expressa pelo PCNA. Em contrapartida menor proliferacao foi observada com a
testosterona isolada.

Nosso estudo vai em concordancia com os resultados de Somboonporn et al.,
2004; que descreve que androgénios atuem de forma protetora direta na proliferagéo
celular através do controle do efeito mitogénico do estrogénio no tecido mamario.

Por outro lado, um dos poucos estudos em humanos que avaliou o efeito da
testosterona na proliferacdo celular mamaria, realizado por Hofling et al., 2007
revelou que mulheres na pés-menopausa que receberam testosterona (300mcg/dia)
associada a terapia de reposicdo hormonal (2 mg de estradiol e 1 mg de acetato de
noretisterona) ndo apresentaram aumento da proliferagdo celular, por outro lado,
observou-se aumento de mais de cinco vezes na proliferagdo celular nas mulheres
que receberam terapia com estrogénio associado a progestagénio.

Este achado sugere que, apesar do estudo histologico ndo ter evidenciado
atividade proliferativa mamaria da testosterona, pode haver um efeito dose-
dependente quando a testosterona esta associada ao estradiol.

A anadlise da Caspase-3 mostrou maior apoptose no grupo que recebeu

estradiol associado a testosterona em dose elevada, comparado ao grupo que
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recebeu testosterona na mesma dose, porém sem estradiol. Isso mostra que o
aumento da proliferacdo com dose mais alta de testosterona associada ao estradiol
levou a maior apoptose celular.

Nosso estudo reforga os achados de Zhou et al., 2000, que investigaram em

macacas Rhesus ooforectomizadas os efeitos de esteroide sexuais na proliferagao
do epitélio mamario, sendo que estradiol isolado aumentou a proliferagao epitelial
mamaria em cerca de 50% e testosterona reduziu a proliferagédo induzida pelo
estradiol em 40%, sugerindo como positiva a terapia de reposi¢cdo de androgénios
em mulheres na menopausa.
Embora nem sempre com significancia estatistica, nosso estudo demostra menor
proliferagcdo na presenca de testosterona, na analise grafica, todavia observamos
efeito dose dependente da testosterona, o que pode significar que em doses
maiores, pode nao suprimir a proliferagao induzida pelo estrogénio.

Este estudo apresenta algumas limitagdes, como o fato de termos avaliado
proliferagdo e apoptose com apenas um marcador para cada uma, respectivamente,
PCNA e Caspase-3, apesar desses demostrarem resultados e ja serem utilizados
em estudos anteriores ao nosso como o de Pompei et al., 2015. Outro fator limitante
foi nosso numero de animais relativamente pequeno em fungdo dos multiplos
grupos. Provavelmente um numero maior mostraria significancia estatistica em
outros parametros que na analise grafica parecem ser diferentes entre os grupos.
Como pontos fortes, destaque-se o delineamento duplo-cego do estudo, no qual os
pesquisadores e a patologista que analisou as ldminas n&o tinham conhecimento
dos tratamentos em cada grupo, eliminando uma fonte de viés. Além disso, a
comparagao de diferentes doses de testosterona em associagdo ou ndo com o
estrogénio ajuda a entender possivel efeito dose dependente e a dar sustentagéo
para novos estudos enderegando estas questdes.

Como concluséao a testosterona isolada ndo apresentou efeito proliferativo do
tecido mamario, contrariamente ao estradiol. A testosterona em associagdo ao

estradiol pode diminuir ou ndo a proliferacédo, a depender da dose da testosterona.
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Tabela 1 — Resultados observados nos parametros semi-quantitativos de acordo

com as terapéuticas (valores expressos em numeros absolutos e percentuais entre

parénteses)
Parametros - - -
semiuantaivos | Pecebo [ Estedels T Tesosloona [ Eeradols [ Testosterona | Esiad
50mcg N=5 300mcg N=7
N=6 N=8
Atrofia(1)
Nao 2 (25%) 3 (50%) 0 (0%) 4 (50%) 0 (0%) 2 (28,57%)
Sim 6 (75%) 3 (50%) 5(100%) 4(50%) 7 (100%) 5 (71,42%)
Microcalcificagao(2)
Ausente 7 (87,5%) 4 (66,6%) 4 (80%) 3 (37,5%) 7 (100%) 2 (28,5%)
Presente 1(12,5%) 2 (33,3%) 1(20%) 5 (62,5%) 0 (0%) 5 (71,4%)
Atividade Secretora(3)
Ausente 3 (37,5%) 1 (16,6%) 1 (20%) 1(12,5%) 6 (85,7%) 0(0%)
Presente 5 (62,5%) 5 (83,3%) 4( 80%) 7 (87,5%) 1(14,2%) 7(100%)
Ausente 3 (37,5%) 1 (16,6%) 1(20%) 1(12,5%) 6 (85,7%) 0(0%)
+ 2 (25%) 3 (50%) 4 (80%) 2 (25%) 0 (0%) 2 (28,5%)
-+ 2 (25%) 2 (33,3%) 0 (0%) 3 (37,5%) 1(14,2%) 3 (42,8%)
.t 1(12,5%) 0 (0%) 0 (0%) 2 (25%) 0 (0%) 2 (28,5%)
(1)p=0,143 (2)p=0,024 (3)p=0,008
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Tabela 2 — Andlise dos parametros semi-quantitativos apés combinagao de grupos

de tratamento.

Parametros Estradiol + Testosterona
semi-quantitativos Testosterona
Atrofia (1) 7 (50%) 0 (0%)
Nao
) 7(50%) 12 (100%)
Sim
Microcalcificagao (2)
Ausente 7 (50%) 11 (91,7%)
Presente 7 (50%) 1 (8,3%)
Atividade Secretora (3)
2 (14,3%) 7 (58,3%)
Ausente
12 (85,7%) 5 (41,7%)
Presente
(1)p=0,015 (2)p=0,022 (3)p=0,019

Analise Morfométrica da Area Glandular

Figura 1 — Representacao grafica da area de glandula mamaria no tecido coletado,

grupo Estradiol, Testosterona 50mcg/d e Testosterona 300 mcg/d.
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Razao Glandula /Mama

Figura 2 — Representacgéao grafica da razao entre area de glandula e area mamairia,
para os grupos Estradiol, Testosterona 50mcg/d e Testosterona 300 mcg/d.
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PCNA

Figura 3 — Representacgéo grafica da quantificagao por imuno-histoquimica do PCNA,
grupo Controle, Estradiol+Testosterona 300mcg/d, Estradiol+Testosterona 50mcg/d
e Testosterona 300mcg.
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Caspase- 3

Figura 4 — Representacgéao grafica da quantificagao por imuno-histoquimica da
Caspase-3, grupo Controle, Estradiol +Testosterona 300mcg/d e Testosterona 300
mcg/d.
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4 CONCLUSAO

Concluimos que a testosterona utilizada de forma isolada, ndo demostrou
efeito proliferativo no tecido mamario, contrariamente do estradiol. A testosterona em
combinagdo com estradiol pode diminuir a proliferagdo e apoptose celular, a

depender da dose da testosterona.
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Anexo A — Tabela dos Grupos
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SUBGRUPO N°.DO CASO ATROFIA MICROCALCIFICACAO ATIVIDADE
SECRETORA
1 SIM NAO 0
2 SIM NAO XX
GRUPO 1 3 NAO NAO 0
(PLACEBO) 4 SIM NAO 0
5 SIM NAO X
6 NAO NAO XXX
7 SIM SIM XX
8 SIM NAO X
9 Nao visto
10 NAO NAO X
GRUPO 2 11 SIM SIM XX
(ESTRADIOL + 12 SIM NAO X
TESTOSTERONA
13 NAO NAO XX
50mcg/d)
14 Nao visto
15 NAO SIM X
16 SIM NAO (0]
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SUBGRUPO N°.DO CASO ATROFIA MICROCALCIFICACAO ATIVIDADE
SECRETORA
17 Nao visto
18 Nao visto
19 SIM NAO X
GRUPO 3 20 SIM NAO X
(TESTOSTERONA 21 N30 visto
50mcg/d) ;
22 SIM NAO 0
23 SIM SIM X
24 SIM NAO X
25 SIM SIM XXX
26 SIM NAO 0
27 SIM NAO X
GRUPO 4 28 NAO NAO XXX
(ESTRADIOL + 29 NAO SIM XX
TESTOSTERONA
30 SIM SIM X
300mcg/d)
31 NAO SIM XX
32 NAO SIM XX
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SUBGRUPO N°.DO CASO ATROFIA | MICROCALCIFICACAO ATIVIDADE
SECRETORA
33 SIM NAO 0
34 N&o visto
35 SIM NAO 0
GRUPO 5 36 SIM NAO 0
(TESTOSTERONA 37 SIM NAO 0
300mcg/d) .
38 SIM NAO XX
39 SIM NAO 0
40 SIM NAO 0
41 SIM SIM XX
42 NAO SIM XXX
43 SIM NAO XX
GRUPO 6 44 SIM SIM X
(ESTRADIOL 45 N&o visto
50mcg/d) 46 SIM NAO X
47 SIM SIM XXX
48 NAO SIM XX
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Effect of testosterone on proliferation markers and apoptosis in breast of
ovariectomized rats

Objective:To investigate the action of isolated testosterone or associated with estradiol on
proliferation markers and apoptosis of breasts of ovariectomized rats. Method:Forty

eight,female wistar rats were divided into 6 groups of and received the following treatment
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during 5 weeks: a) control; b) estradiol benzoate 50mcg/day(E) + testosterone(T) 50mcg/day
c¢) T 50mcg/day; d) E+T 300mcg/day; e) T 300mcg/day; and f) E. After treatment, the
mammary tissue was submitted to histological analysis and immunoexpression evaluation of
proliferation markers(PCNA) and apoptosis(Caspase-3). Results:There was a difference
statistically significant difference among the groups for microcalcifications and secretory
activity with higher prevalences in groups treated with estradiol. It was no difference among
the groups regarding atrophy, but a higher prevalence of atrophy was found in the groups that
received T vs. E+T. There was difference between the groups for PCNA (p=0.028) with
higher expression in the group E+T 300mcg/day. For Caspase-3 there was no difference
among the groups, however, in the group E+T 300mcg/day the expression was higher than the
isolated T group. Conclusion:Testosterone isolated did not have a proliferative effect on the
mammary tissue, contrary to estradiol. Testosterone in combination with estradiol may

decrease cell proliferation and apoptosis, depending on the dose of testosterone.

Key-words: Testosterone; Proliferation and apoptosis of the breast tissue; Ovariectomy.

Testosterone has been used by postmenopausal women, with a positive effect on desire and

sexual function [1].

Through cohort studies in worldwide populations, researchers have reported a small but
significant association between testosterone, androstenedione, dehydroepiandrosterone
(DHEA) and dehydroepiandrosterone Sulfate (DHEAS), and breast cancer in postmenopausal

women [2-4].



44
Most of the studies using testosterone last from 1 month to 2 years, hence the information that
assures its long-term use is unknown, which is a concern for medical professionals as well as

for climacteric women regarding the risk and its impact on breast tissue [5,6].

Thus, considering the increasing use of testosterone treatments by menopausal women, the
lack of in vivo controlled studies using testosterone for hormone replacement, and the need
for further investigation of its biological impact on the breast tissue, it is relevant to study

such aspects in an animal model and the effect of this therapy on the breast.

The objective of the present study was to investigate the action of isolated testosterone or
associated with estradiol on proliferation markers and apoptosis of mammary tissue in

ovariectomized rats.

We randomly selected 48 castrated, female Wistar rats at 250 days of age. All underwent to
bilateral oophorectomy under anesthesia with ketamine and xylazine intra-peritoneally. A
longitudinal ventral approach was used for identification and ligation of the ovarian pedicles

and subsequent removal of the gonads.

Three weeks later, microscopic examinations of vaginal smears of all rats were performed to
confirm hypoestrogenism. Next, the animals were randomly divided into six groups of eight
each; the groups received the corresponding daily hormonal dose in a volume of 0.1 ml by
subcutaneous injections in the dorsal region of each animal, during five consecutive weeks.
The daily treatments were as follows: Group 1: Control, sesame oil 0.1 ml (n = 8); Group 2:
Estradiol benzoate (E) 50mcg + Testosterone (T) S0mcg (n = 8); Group 3: T 50mcg (n = 8);
Group 4: E 50mcg + T 300mcg (n = 8); Group 5: T 300mcg (n = 8); Group 6: E 50mcg (n =

8).
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The animals were kept in a quiet environment with a constant temperature of 23°C, lighting

periods of 12 hours per day, in addition to water and feed ad libitum.

Five weeks later, after the end of the treatment, the rats were anesthetized with ketamine 80
mg / kg, and sacrificed by thiopental overdose. The second right mammary gland of each
animal was resected and fixed in 10% buffered formalin and subsequently prepared for

histological and immunohistochemical evaluation.

The obtained mammary glands were embedded in paraffin and subjected to 3um sections,
stained with hematoxylin-eosin (HE) and analyzed under high magnification microscopy

(400x).

Histological analysis through Hematoxylin-eosin (HE) staining was performed, using a semi-
quantitative method (zero as absent, + as mild, ++ moderate and +++ intense) and observed in
a Nikon double-head microscope. This procedure was carried out by the pathologist (A.M.M.)
and by the main researcher (J.C.C.O.) both of them reached a consensus about presence or
absence of atrophy, microcalcification in the glandular lumen and degree of glandular

secretory activity.

Quantification of secretory activity was reported, considered as present case:

* +: minimal secretion in the form of cytoplasmic vacuolization without accumulation or

dilation of light.

* ++: secretion in cytoplasm and light, with minimal architectural distortion of the mammary

lobes.

* +++: exuberant secretion.
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It was considered absent if: 0

The histomorphometric quantitative analysis was performed under HE staining by the
pathologist (A.M.M.), making use of a Zeiss brand triocular microscope with Axiovision 4
image analysis program, under medium magnification (100x). The images obtained were
captured by a digital camera and transferred to a computer with an image scanner. After
calibration to measure in mm2, the entire mammary gland (glandular tissue, fibroadipous
stroma and striated muscle tissue) was delineated with the computer mouse, obtaining the
total area. Then, only the glandular acini was delineated, adding the area of it, also expressed
in mm?®. Subsequently, the ratio between glandular area and the total breast area was

calculated.

Immunohistochemistry was performed to analyze proliferating cell nuclear antigen (PCNA)

and apoptosis (Caspase-3) in histological sections 3 um thick.

All samples were submitted to immunohistochemistry (IHC) reaction using the following
primary antibodies: PCNA (PC10) 1: 1000 (CellSignaling, Danvers, USA) and CASPASE-3
1: 350 (BioVision, Malpitas, USA) . The IHQ reaction was developed using the peroxidase
kit LSAB®-peroxidase (DakoCytomation®, Copenhagen, Denmark), according to the
manufacturer's protocol. The chromogen (3-3'-diaminobenzamidine-DAB 100mg in 70ml of
PBS + 3ml hydrogen peroxide, Sigma Diagnostics®, St. Louis USA) and Harris haematoxylin

counterstain (Sigma Diagnostics, St. Louis, USA).

The slides were analyzed with a Nikon Eclipse® TS100 light microscope (Nikon Instruments,

Melville, USA), under the same light intensity and the same height as the condenser, to
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identify the areas that best represent immunostaining of the analyzed molecules (hot spot).
The areas that best represented the immunostaining were selected by an experienced
pathologist, blinded to the treatment groups and analyzed under magnification of 400 times.
Photomicrographs were obtained under 640x480 pixels resolution of consecutive mismatched
fields by a Nikon Coolpix® 4300 digital camera with the same settings for all blades. In each
case, quantification of immunostaining was performed by digital computer analysis and the
values expressed by the expression index (IE). The images obtained were analyzed by the
ImageLab® image processing and analysis system (Softium Informética®, Sao Paulo, Brazil),

adjusted to the micrometer scale (um).

Data were organized into spreadsheets of Microsoft Excel® 2007 software (Microsoft
Corporation®, San Diego, USA). Qualitative variables presented as absolute and relative

frequencies, and comparisons between groups were performed using the Chi-Square test.

Numerical data are presented as mean and standard deviation, their normal distribution was
analyzed using the Shapiro-Wilk test. As this distribution was not confirmed, the groups were
compared using the Kruskal-Wallis test for intergroup analysis, while comparisons between

pairs of groups were made using the Mann-Whitney U-test.

The statistical package XLStat for Excel version 17.01 (Addinsoft; Long Island, USA) was

used for all analyzes. The level of statistical significance was set at 5% (p <0.05).

All study procedures were approved by the Animal Research Ethics Committee of the ABC

Medical School under number 01/2016.
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During the study there was no loss of animals. After dissection and preparation of slides,
seven cases had no glandular tissue, so 41 samples with mammary glandular tissue on the

slides were included in the analysis.

Table 1 shows the analysis of semi-quantitative atrophy parameters, but no statistically
significant difference was found among the groups. However, there is a tendency for less
occurrence of atrophy in groups containing estradiol and testosterone versus testosterone
alone. In this way we decided to group all the cases that received estradiol associated with
testosterone and all that received testosterone alone and to perform analysis between these
larger groups, noting a higher prevalence of atrophy in the group treated with T isolated than

in those who received E + T , with statistical significance (p = 0.015) (Table 2).

As for microcalcifications (table 1), there was a statistically significant difference among the
groups (p = 0.024), with a higher occurrence in groups receiving E. Similarly, we grouped the
results of E + T groups, comparing the groups that received only T, Table 2 shows a higher

prevalence of microcalcification in groups that received E (p = 0.022).

Secretory activity was also different among groups (p = 0.008), being higher in those groups
that received isolated E or E + T compared to the groups that received only T. In the table 2,
in the analysis performed with two groups containing all the cases who received E + T and all
cases that received T isolated, higher occurrence of secretion was confirmed in the groups that

received E with statistical significance (p = 0.019).

Figure 1 shows the result of the glandular tissue area. Although apparent greater glandular
area in the groups receiving E than in those with only T or control, no statistical significance
was found in the overall analysis between groups. In relation to the breast area also no

significance was found.
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The graph of figure 2 represents the area ratio of mammary acini to the total area of breast,
with larger values being observed in the groups containing E compared to those treated only
with T or control, noting that the overall analysis showed no significance statistic. However,
when we compared the cases that received isolated T to the group E isolated, the difference

was statistically significant (p = 0.047).

The PCNA quantification, shown in figure 3, presents a statistically significant difference
among groups (p = 0.028). The analysis of pairs of groups evidenced a significant difference
between groups E + T 300mcg and control (p = 0.001) between groups E + T 300mcg and E +

T 50mcg (p = 0.015) and between groups E + T 300mcg and T 300mcg (p = 0.027).

Figure 4 graphically quantifies the immunohistochemistry of Caspase-3. No statistically
significant difference was found between the groups (p = 0.236); however, for analysis of
pairs of groups, a statistically significant difference was observed for the T group 300mcg
compared to the control group (p = 0.037) and T 300mcg compared to the group E + T

300mcg (p = 0.025).

Loss of sexual desire, musculoskeletal health impairment and decreased cognitive
performance are some of the characteristic symptoms of climacteric. The exogenous use of
testosterone has been indicated for such complaints, especially for the decrease of sexual
desire, but it generates concern among the users. Few studies have been published on the
action and effects of testosterone supplementation in women, as well as studies that clarify the

contribution of testosterone to cardiovascular, musculoskeletal, cognitive and cancer risk [7].

The wvariety of hormone-related information, specifically testosterone in breast tissue,
combined with the divergence of outcome from studies of breast cancer risk and hormone

replacement therapy users [8,9] was sufficient reason to develop this research, however, the
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difficulties in studying the human breast made it possible to opt for the analysis of response

of mammary tissue to the hormones tested in an experimental model with rats.

The studies Russo et al. [10] and Russo and Russo [11] contributed with mammary tissue
studies with rats and considered an adequate and representative model of human breast, which

supported the decision to choose the murine model in the present study.

Our study did not find a statistically significant difference among groups for the semi-
quantitative parameters of atrophy, but when comparing the isolated T groups to the E + T
groups, there was less occurrence of atrophy in groups where estradiol was present. Thus, it
can be concluded that in the absence of estrogen, the mammary lobes atrophy leading to a
decrease in the proliferation of the epithelium with a decrease in the number of lobes in the
breast tissue, as demonstrated by Clarke [12], stating that estrogen is the major responsible for
mitogenesis in the breast during menstruation, even in the presence of testosterone. The
novelty is that the isolated T in our study did not lead to proliferation; on the contrary the

rates of atrophy were higher in the groups with isolated T.

The results found in this study are compatible with those of Grynberg et al. [13], who affirm
that this increase in the atrophy of glandular tissue and fibrosis of stromal tissues are caused
in the post-menopause, because of the absence of estrogenic hormonal stimulation in the

mammary tissue.

For secretory activity, a statistically significant difference was found in the overall analysis
and among groups, with higher secretory activity in the groups treated with testosterone that
received estradiol concurrently. This shows that testosterone isolated exerted little stimulus in
the proliferative activity of breast tissue, a stimulus that was evidenced whenever the estradiol

was added.
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Our study showed a statistically significant difference among treatment groups in the
proliferative activity measured by PCNA, especially the comparison of groups containing
higher doses of testosterone combined with estradiol compared to lower doses of testosterone

combined with estradiol, isolated testosterone or control.

Through graphical analysis and based on multiple comparisons, a clear difference in the effect
of testosterone/estradiol on the epithelial proliferation expressed by PCNA is evident. In

contrast, less proliferation was observed with testosterone alone.

Our study converges with the results of Somboonporn et al[14]; which describes that
androgens act in a direct protective way on cell proliferation by controlling the mitogenic

effect of estrogen on breast tissue.

In addition, one of the few human studies evaluating the effect of testosterone on breast cell
proliferation, conducted by Hofling et al. [15], found that postmenopausal women who
received testosterone (300 mcg / day) associated with hormone replacement therapy (2 mg of
estradiol and 1 mg of norethisterone acetate) showed no increase in cell proliferation, on the
other hand, there was a more than five-time increase in cell proliferation in women receiving

estrogen therapy associated to progestogen.

This finding suggests that although the histological study has not shown proliferative
mammary testosterone activity, there may be a dose-dependent effect when testosterone is

associated with estradiol.

Analysis of Caspase-3 showed higher apoptosis in the group that received estradiol associated
with testosterone in high dose, compared to the group that received testosterone in the same
dose, but without estradiol. This evidence that the increased proliferation with higher

estradiol-associated testosterone dose led to increased cell apoptosis.
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Our study reinforces the findings of Zhou et al. [16], who investigated oeshorectomized
rhesus macaques in the sexual steroid effects on mammary epithelial proliferation, with
isolated estradiol increasing breast epithelial proliferation by about 50% and testosterone
reduced induced estradiol proliferation by 40%, suggesting that it is a positive androgen

replacement therapy in menopausal women.

Although not always statistically significant, our study demonstrates less proliferation in the
presence of testosterone in graphic analysis, but we observed a dose-dependent effect of
testosterone, which may mean that in larger doses, it may not suppress proliferation induced

by estrogen.

Some limitations of our study can be mentioned, such as the fact that we have evaluated
proliferation and apoptosis with only one marker for each one, respectively, PCNA and
Caspase-3, although these have demonstrated results and have already been used in previous
studies such as Pompei et al. [17]. Another limiting factor was our relatively small number of
animals in the different groups. Probably a larger number would show statistical significance
in other parameters that in the graphical analysis seem to be different among groups. As a
strong point, the double-blind design of the study was highlighted, in which the researchers
and the pathologist who analyzed the slides were not aware of the treatment in each group,
eliminating a source of bias. In addition, comparing different doses of testosterone in
combination with or without estrogen helps to understand the possible dose-dependent effect

and to support new studies addressing these issues.

As conclusion testosterone isolated presented did not have a proliferative effect on the
mammary tissue, contrary to estradiol. Testosterone in combination with estradiol may or may

not decrease the proliferation, depending on the dose of testosterone.
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# - Results of semi-quantitative parameters by therapy (values expressed in absolute

S enlziiilr;lreltiet;stiv e Placebo Estradiol + Testosterone Estradiol + Testosterone Estradiol
N=8 Testosterone 50mcg Testosterone 300mcg N=7
50mcg N=5 300meg N=7
N=6 N=8
Atrophy(1)
No 2 (25%) 3 (50%) 0 (0%) 4 (50%) 0 (0%) 2(28.57%)
Yea 6 (75%) 3 (50%) 5(100%) 4(50%) 7 (100%) 5 (71.42%)
Microcalcification (2)
Absent 7 (87.5%) 4 (66.6%) 4 (80%) 3 (37.5%) 7 (100%) 2 (28.5%)
Presente 1 (12.5%) 2 (33.3%) 1 (20%) 5 (62.5%) 0 (0%) 5(71.4%)
Secretive Activity (3)
Absent 3 (37.5%) 1 (16.6%) 1 (20%) 1 (12.5%) 6 (85.7%) 0(0%)
Present 5 (62.5%) 5 (83.3%) 4(80%) 7 (87.5%) 1 (14.2%) 7(100%)
Absent 3 (37.5%) 1 (16.6%) 1(20%) 1 (12.5%) 6 (85.7%) 0(0%)
- 2 (25%) 3 (50%) 4 (80%) 2 (25%) 0 (0%) 2 (28.5%)
- 2 (25%) 2 (33.3%) 0 (0%) 3 (37.5%) 1 (14.2%) 3 (42.8%)
A 1(12.5%) 0 (0%) 0 (0%) 2 (25%) 0 (0%) 2 (28.5%)
(Dp=0.143 (2)p=0.024 (3)p=0.008

$ - Analysis of semi-quantitative parameters after combination of treatment groups.

Parameters Estradiol + Testosterone
Semi-quantitative Testosterone
Atrophy (1)
No 7 (50%) 0 (0%)
yea 7(50%) 12 (100%)
Microcalcification (2)
Absent 7 (50%) 11 (91.7%)
present 7 (50%) 1 (8.3%)
Secretive Activity (3)
Absent 2 (14.3%) 7 (58.3%)
present 12 (85.7%) 5 (41.7%)
()p=0.015 (2)p=0.022 (3)p=0.019



