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INTRODUGAO:

A glandula mamaria em camundongos é caracterizada por apresentar um estroma, composto
principalmente por tecido adiposo, e um parénquima composto por estruturas Iobulo-alveolares
secretoras € uma porcao excretora composta por ductos. O parénquima mamario é formado por uma
dupla camada celular, sendo a camada interna formada por células epiteliais secretoras e a camada
externa formada por células mioepiteliais (1,2).

O desenvolvimento dessa glandula, ao contrario da grande maioria dos 6rgaos e tecidos, se da
principalmente no periodo pés-natal, dependendo de diversos fatores como a puberdade e a gravidez
(3). Em camundongos, a maturidade sexual em fémeas promove o alongamento dos ductos e o
desenvolvimento dos botdes terminais, contendo células progenitoras (4). Apds a puberdade, a
glandula mamaria desses camundongos sofre pequenas variagbes em relagdo a variagdo hormonal
que ocorre no ciclo estral, porém, é apenas durante a prenhez que o 6rgao retomara o crescimento do
epitélio mamario (5). Nesse modelo animal, o desenvolvimento da glandula mamaria compreende
quatro etapas na gestacdo: rapida proliferacao, diferenciacdo da parte secretora, ativagdo da parte
secretora e lactagdo. Essas etapas sdo orquestradas pela variagdo hormonal que ocorre nesse
periodo, com destaque para a atuagdo de hormdnios como a progesterona, o estrogénio, a prolactina e
a relaxina (6).

Apos o parto, em camundongos, ocorre a etapa de lactagdo, em que a glandula mamaria
realiza a secregao e excregao do leite (7). Esse processo € estimulado pelo movimento de sucgao nos

mamilos e, quando esse estimulo cessa, € iniciado o processo de involugéo. A involugao consiste em
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uma série de eventos de morte celular programada, levando a uma remodelagéo do tecido mamario e
um retorno a um estagio semelhante ao observado no periodo pré-gestacional, com retorno ao
tamanho original do estroma composto principalmente por tecido adiposo e com redugao dos alvéolos
e ductos (7).

Diversos estudos ressaltam a influéncia da ocorréncia de uma gestagdo completa na protecao
contra o desenvolvimento do cancer de mama, principalmente os subtipos ER+, tanto em humanos
guanto em roedores. Essa prote¢cdo se mostra mais acentuada quando a gravidez ocorre em individuos
mais jovens (8,9), além de haver um aumento nessa protecdo associada a multiplas gestacoes
completas (4). A ocorréncia de uma gestagao antes dos 20 anos de idade em humanos relaciona-se a
um menor risco de desenvolvimento de cancer de mama, enquanto uma gestagao apos os 35 anos
aumenta esse risco (10). Quando uma gravidez jovem € associada a multiparidade, € maior o fator de
protecao contra a doenga, tendo sido observado aumento nessa protegao para cada nascimento (4).

Essa protegdo conferida por uma gravidez devido a ocorréncia de uma gestacao pode estar
associada a diversos fatores, tais como mudancas no perfil de expressao de receptores hormonais na
glandula mamaria, com destaque para a diminuicdo de células ER+, mudangas hormonais,
diferenciacdo na morfologia do érgdo, com redugcdo no numero de células progenitoras, entre outros
(4). Assim, o entendimento das alteragdes que ocorrem na glandula mamaria durante a gestagéo pode
permitir a melhor compreensao dos mecanismos pelos quais uma ou multiplas gestagcdes podem

reduzir o risco de desenvolvimento de cancer de mama.

METODOLOGIA:

Foram obtidos do CEMIB, camundongos fémeas virgens C57BL/6J jovens (trés meses de
idade) com massa corporal de 25-30 g e fémeas constituintes da “matriz reprodutiva” (minimo 5 partos)
com aproximadamente 8 meses de idade, massa corporal de aproximadamente 40 g. Foi oferecida
oportunidade de acasalamento para ambos os grupos e o dia, no qual o “plug” vaginal foi encontrado,
tornou-se o 1° dia de gestagcao. Assim, nos dias 12 (D12) e 18 (D18) de prenhez, 3 (3dpp) € 21 (21dpp)
dias pés-parto, as glandulas mamarias inguinais de cada animal foram coletadas. Foram utilizados trés
animais de cada grupo para cada técnica. As amostras foram fixadas por imersao em paraformaldeido
4% (Merck, Darmstadt, Alemanha) em solugao-tampao de fosfato salino 0,1 M (PBS, pH 7,4), durante
24 h a 4 °C. As amostras de tecido mamario foram desidratadas em bateria de alcoois, diafanizadas
em xilol e embebidas em parafina (Paraplast Kit embedding, Sigma, St Louis, MO, EUA) a 58 °C.
Cortes de 5 a 7 ym foram corados pelo método de Hematoxilina e Eosina. Até o momento, foi realizada
a analise imuno-histoquimica do material para imunolocalizagdo dos receptores de horménio ER-j3,
relaxina (LGR7) e para o marcador de proliferagdo Ki-67. As fotomicrografias foram adquiridas em
fotomicroscoépio Eclipse 800 (Nikon, Japao), utilizando-se camera digital P6FL PRO (Optika, Italia) e
software OPTIKA PROVIEW. A avaliacao dos tipos celulares e da organizagdo da matriz extracelular
foi realizada de forma qualitativa. A quantificacdo das imagens de imuno-histoquimica foi feita pela

analise de marcacgao por area no programa QuPath.
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RESULTADOS E DISCUSSAO:

Do D12 ao 21dpp, a analise por microscopia de luz do material corado pelo método de
Hematoxilina e Eosina revelou um aumento significativo na porgéo secretora em relagdo ao estroma
adiposo. Em D12, tanto em primiparas quanto em multiparas, a glandula mamaria era formada
majoritariamente pelo estroma, contendo algumas estruturas ductais em estado inicial de
desenvolvimento. Ja em D18, pode-se perceber um maior desenvolvimento da parte secretora em
relacdo a D12, com a formacao dos alvéolos, ainda ndo lactantes. Em 3dpp, a glandula mamaria
encontra-se em estado de lactagao, sendo formada principalmente por ductos e alvéolos lactantes. Por
fim, em 21dpp, a por¢ado secretora ainda é dominante, mas € possivel perceber a redugao no tamanho
do lumen dos alvéolos, com o colapso dessas estruturas, bem como sdo observados fragmentos
celulares, que podem ser associados a eventos de morte celular coincidentes com o fim do periodo de
lactagao e inicio da involugao.

Ao se comparar D12 multiparas as D12 primiparas, foi possivel observar que as multiparas
apresentam um maior numero de ramificagcdo e desenvolvimento dos alvéolos e ductos. Ainda, a
comparagao entre os resultados obtidos para primiparas e multiparas revela uma diferenga no estroma
desses dois grupos, em que em multiparas s&o observados adipdcitos maiores em relagdo as

primiparas, fator possivelmente associado a senescéncia em que as multiparas se encontram.
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Figura 1 - Fotomicrografias representativas da secgao longitudinal da glandula mamaria inguinal de camundongos primiparas
e multiparas em D12, D18, 3dpp e 21 dpp coradas com Hematoxilina e Eosina na objetiva de 10x.
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Figura 2 - Fotomicrografias representativas da secgao longitudinal da glandula mamaria inguinal de camundongos primiparas
e multiparas em D12, D18, 3dpp e 21 dpp coradas com Hematoxilina e Eosina na objetiva de 20x.

A partir da realizagdo da técnica de imuno-histoquimica, foi observada a marcac¢ao de células

positivas para ER-B e Ki-67, em primiparas e multiparas, e LGR7 em primiparas. As analises dos

resultados de ER-B revelam uma marcacdo em todos os dias avaliados, nos dois grupos,
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principalmente nas células do parénquima mamario e com destaque para o periodo pés-parto, quando
0 parénquima é mais presente. Essa marcagcdo concentrou-se principalmente na parte basal das
células. A marcacéo de LGR7 também foi presente em todos os dias analisados em primiparas, mas
diferentemente do observado para ER-B, a marcagao se deu de maneira mais homogénea por todo

citoplasma celular.
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Figura 3 - Fotomicrografias representativas da localizagédo celular do marcador Ki-67 e dos receptores de ER-f e relaxina
(LGR7) em seccgao longitudinal da glandula mamaria inguinal de camundongos primiparas em D12, D18, 3dpp e 21 dpp na

objetiva de 40x. Imunohistoquimica.

A quantificagdo das fotomicrografias de imuno-histoquimicas em primiparas permitiu observar
que ha aumento na marcacado de células positivas para ER-3 & medida que a gestacdo avanga e no
periodo poés-parto. Foi observado também um pico de células que expressam LGR7 em 3dpp. Em
relacédo ao Ki-67, observou-se um grande numero de células marcadas em D12 e 3pp, enquanto o

menor valor mostrou-se em 21dpp. As préximas analises de quantificagdo versardo os demais grupos.
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Figura 5 - Representacéo grafica da quantificacéo de area total positiva dos resultados obtidos para as andlises de

imuno-histoquimica em primiparas.
CONCLUSOES:
Nossos resultados preliminares revelam que uma gestacdo tanto em camundongos fémeas
primiparas quanto multiparas induz o desenvolvimento da glandula para a formagdo da porgao

secretora, a partir do crescimento de alvéolos e ductos que, durante a lactagéo, sao responsaveis pela
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producido e excreg¢ao do leite. A analise de imuno-histoquimica do material revela as alteragdes no
padrdao de expressao e de localizagdo dos receptores hormonais que ocorrem na glandula mamaria
durante uma gestacdo e no pés-parto em primiparas, reforcando a importancia da regulagéo
espaco-temporal desses horménios para a remodelagao tecidual durante esse periodo. Nas préximas
etapas, sera realizada a analise de imuno-histoquimica em fémeas multiparas. Apesar das alteragdes
morfoldgicas, de ciclo celular e de expressao de receptores hormonais ocorrerem com sucesso em
primiparas e multiparas, a maior quantidade de alvéolos e de ductos em D12 de fémeas multiparas,
bem como os resultados preliminares da marcagao de Ki-67 corroboram a hipétese de protegcédo ao
desenvolvimento de células cancerigenas, ja que a ocorréncia de multiplas gestacdes leva a um
processo de morfogénese e de diferenciacdo tecidual que se conserva, mesmo apds o fim do periodo
de lactagao.

Ainda, nas etapas seguintes do trabalho, de forma semelhante ao realizado para o método de
Hematoxilina e Eosina, sera feita a coloragdo Tricromico de Masson para avaliagdo da remodelacao
tecidual no estroma da glandula mamaria nos grupos de fémeas primiparas e multiparas. Ainda, sera
realizada a imunolocalizagdo de receptores de estrogénio-a, progesterona (PR) e prolactina (PRLR) e

a técnica de whole-mounting para avaliagédo morfolégica da glandula mamaria.
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