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Efeitos de Diferentes Doses de Tamoxifeno sobre a
Proliferacdo Celular do Epitélio Mamario

Effects of Different Tamoxifen Doses on Mammary Epithelium Proliferation

Gil Facina, Edmund Chada Baracat, Geraldo Rodrigues de Lima, Luiz Henrique Gebrim

RESUMO

Objetivo: analisar quantitativamente a imunorreacéo do anticorpo monoclonal Ki-67 no epitélio
de tecido mamdrio adjacente ao fibroadenoma de mulheres no menacme tratadas com
tamoxifeno, durante 50 dias, nas doses de 5, 10 e 20 mg/dia.

Métodos: foram incluidas prospectivamente mulheres no menacme. O tamoxifeno foi
administrado durante 50 dias, nas doses de 5, 10 e 20 mg/ dia. Empregou-se a imunorreac@o
do anticorpo monoclonal Ki-67 (clone Ki-S5) no epitélio mamario adjacente ao fibroadenoma.
Avaliou-se, de forma aleatéria, em duplo-cego, 58 pacientes eumenorréicas, que foram
divididas em quatro grupos: Grupo A (n=13; placebo), Grupo B (n=16; 5 mg tamoxifeno/ dia),
Grupo C (n=14; 10 mg/dia) e Grupo D (n=15; 20 mg/dia). Todas receberam a medica¢cdo a
partir do primeiro dia do ciclo menstrual e as cirurgias foram realizadas no ultimo dia da
medicacdo. Contaram-se os ntcleos corados e ndo corados pelo imunorreagente por
microscopia 6ptica (400) acoplada a sistema digital de captura e andlise de imagem.
Resultados: a porcentagem média de nticleos corados foi calculada para todos os grupos: no
Grupo A foide 2,0 com erro padrao (EP) de 0,3; no Grupo B, de 0,7 (EP=0,2); no Grupo C, de 0,4
(EP=0,2) e, no Grupo D, de 0,1 (EP=0). A andlise de varidncia revelou haver diferenca estatistica
entre os grupos (p<0,001), e o teste de comparacées multiplas de Tukey confirmou haver redugdo
significativa da imunorreagdo do anticorpo monoclonal Ki-67 nos Grupos B, C e D.

Conclusées: o tamoxifeno, administrado nas doses de 5, 10 e 20 mg/dia durante 50 dias,
reduziu de forma significante a imunorreagcdo do anticorpo monoclonal Ki-67 no epitélio
mamdrio de mulheres no menacme. Nao houve diferenca significante entre os grupos que
receberam 5, 10 e 20 mg ao dia de tamoxifeno.

PALAVRAS-CHAVE: Tamoxifeno. Imuno-histoquimica. Mama: céncer. Fibroadenoma.

[ntroducéo

O carcinoma de mama representa um dos
principais problemas de satide do mundo ociden-
tal. E considerado doenca complexa e multifatorial,
que sofre fortes influéncias de fatores genéticos e
ambientais. Sua incidéncia cresce progressiva-
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mente e atinge mulheres cada vez mais jovens'.
Reducao de 30% na mortalidade foi obtida com a
melhoria da prevencao secundaria nos paises de-
senvolvidos. O rastreamento mamografico, por
meio de equipamentos de alta resolucdo, a me-
lhor capacitacdo de especialistas e a maior cons-
cientizacdo da populacéo proporcionaram diagnoés-
tico precoce em 70% das pacientes, bem como te-
rapéutica menos agressiva e melhor resultado
cosmeético. Entretanto, em face de mulheres de
alto risco, a comunidade cientifica almeja, ha dé-
cadas, uma forma de prevencao primaria. No ini-
cio da década de 70 os receptores de estrogénios
foram identificados no l6bulo mamario humano e
este fato impulsionou a pesquisa de medicamen-
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tos que pudessem proporcionar efeito antiprolife-
rativo?. Cuzick e Baum?® foram os primeiros auto-
res a referir menor incidéncia do carcinoma
contralateral em usuarias de tamoxifeno. Em es-
tudo meta-analitico, o Early Breast Cancer Trialists’
Collaborative Group* observou diminuicao na inci-
déncia de recidiva local e de morte nas pacientes
que tomaram tamoxifeno. A reducdo de carcino-
ma contralateral foi de 13, 26 e 47%, respectiva-
mente, entre as que receberam a droga durante
um, dois e cinco anos.

Em 29 de outubro de 1998, a instituicao
americana Food and Drug Administration aprovou
o tamoxifeno para a profilaxia do carcinoma em
mulheres de alto risco. Esta resolucao foi basea-
da nos resultados do estudo americano denomi-
nado NSABP P-1 (National Surgical Adjuvant Breast
and Bowel Project P-1 Study), trabalho prospectivo e
aleatorizado que comparou grupos de mulheres
consideradas de risco elevado para a doenca, que
receberam placebo ou tamoxifeno na dose de 20
mg/dia, durante cinco anos. Os autores conclui-
ram que o tamoxifeno reduziu o risco de carcino-
ma invasivo em 49%. A diminuicao do risco ocor-
reu em todas as faixas etarias. O estudo permitiu
concluir que as mulheres de alto risco deveriam
utilizar tamoxifeno por, no minimo, cinco anos>®.
Por outro lado, varios autores utilizaram o tamo-
xifeno no tratamento de doencas benignas da
mama, tais como alteracdes fibrocisticas,
mastalgia intensa e fibroadenoma, com resulta-
dos promissores”®.

O farmaco pode produzir efeito estrogénico to-
tal ou parcial, bem como acao antagonista, a de-
pender do tecido-alvo e da espécie estudada, sendo
bem tolerado, e menos de 5% das usuarias inter-
rompem o tratamento devido aos efeitos colaterais.
Destes, os mais comumente observados sao fogachos
(15%), nauseas e vomitos (10%), alteracdes mens-
truais, nervosismo, depressdo, aumento de peso,
tromboembolismo e alteracoes visuais (catarata e
retinopatia), endometriais (p6lipo, hiperplasia e car-
cinoma) e hepaticas (esteatonecrose e elevacao de
aminotransferases)'°.

O tamoxifeno estimula a expressao do gene
que controla a producdo do fator de crescimento
insulinéide tipo I, também denominado de
somatomedina-C, reduzindo sua sintese. Da mes-
ma maneira, pode estimular a secrecdo do fator de
crescimento transformante beta, que é importan-
te bloqueador do crescimento celular, e inibe a se-
crecao dos fatores de crescimento transformante
alfa e epidermal, ambos capazes de se ligarem a
receptores na membrana e promoverem prolifera-
cao celular. Sabe-se que o tamoxifeno pode inibir a
atividade da calmodulina e da proteina C quinase.
Essas substancias estimulam a proliferacéo celu-
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lar por meio da ativacdo do calcio como segundo
mensageiro; funcionaria, entao, como mediador
intracelular para a resposta das células a agédo hor-
monal!!12,

Tendo em vista a complexidade dessas eta-
pas e a dificuldade em se obter tecido mamario
humano nédo neoplasico para se avaliarem os efei-
tos deste farmaco, surgiram estudos de prolifera-
cao celular em tecido mamario adjacente ao
fibroadenoma.

Na tentativa de minimizar os efeitos indire-
tos do tamoxifeno na funcao gonadal, Facina et al.’®
registraram diminuicado do nimero de lisossomos
no epitélio mamario de tecido adjacente ao
fibroadenoma de pacientes que receberam tamo-
xifeno, apenas na fase lttea, na dose de 20 mg/
dia, durante 10 dias. No mesmo material, Uehara
et al.'* observaram reducao do volume nuclear e
menor indice mitotico. Esses resultados confirma-
ram a reducao da atividade proliferativa e demons-
traram que o efeito antiproliferativo do tamoxife-
no ja se evidenciava apds tratamento de curta
duracédo (10 dias).

Pelas dificuldades em estudar os efeitos do
tamoxifeno sobre o tecido mamario ndo neoplasico
na pré-menopausa, que possui baixa atividade pro-
liferativa e grande diversidade cinética entre os
l6bulos, a utilizacdo de métodos especificos para a
atividade proliferativa é mais bem identificada por
métodos imuno-histoquimicos.

Gerdes et al.’® descreveram um anticorpo
monoclonal murino denominado Ki-67, capaz de
reconhecer um antigeno nuclear associado a pro-
liferacao. Apos este estudo, iniciou-se o emprego
de anticorpos monoclonais que reagem contra
epitopos especificos do ciclo celular.

O Ki-67 é um dos anticorpos mais utiliza-
dos e reage com proteina (antigeno) localizada no
nucleo, presente em todas as fases ativas do ci-
clo celular, ou seja, G1, S, G2 e M, mas ausente
na fase GO. Tem aplicabilidade clinica como fator
prognostico na proliferacdo celular do carcinoma
de mama'®.

Leers et al.!'” analisaram o desempenho de
quatro anticorpos para o antigeno Ki-67 (DAKO/
PC, MIB-1, Ki-S5 e p-Ki67), em células de carcino-
ma de mama, e concluiram que o clone Ki-S5
apresentou excelente imunorreatividade, tanto
em tecidos fixados como congelados.

Sousa et al.’® analisaram a atividade pro-
liferativa do epitélio mamario de tecido adjacente
ao fibroadenoma de 43 mulheres tratadas com
tamoxifeno, nas doses de 10 e 20 mg/dia, du-
rante 22 dias. Evidenciaram reducéao significan-
te da reacao do anticorpo monoclonal MIB-1, tan-
to com as doses de 10 como com as de 20 mg de
tamoxifeno.
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Interessados em melhor compreender a
cinética celular do lébulo mamario de mulheres
no menacme, que utilizaram tamoxifeno para a
quimioprofilaxia primaria, e devido a escassez de
dados na literatura, decidimos empregar método
imuno-histoquimico (Ki-67) de menor custo e mais
reprodutivel, para analisar a acdo de diferentes
doses da droga.

Pacientes e Métodos

Foram incluidas pacientes atendidas no Se-
tor de Mastologia do Departamento de Ginecologia
da Universidade Federal de Sao Paulo — Escola
Paulista de Medicina (UNIFESP - EPM), no periodo
de abril a agosto de 1999.

As pacientes com diagnéstico de fibroadeno-
ma deveriam ter idade inferior a 35 anos, ser
eumenorréicas ha pelo menos seis meses (ciclos
regulares de 28 + 2 dias), estar cientes da data da
ultima menstruacao e com exames ginecologico e
colpocitolégico normais.

Todas foram submetidas &4 anamnese e pro-
pedéutica mamaria. Excluiram-se as mulheres
com endocrinopatias, as que fizeram uso de hor-
monios ou tiveram ciclo gravidico-puerperal nos
ultimos 12 meses.

O projeto de pesquisa foi previamente apro-
vado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospi-
tal Sao Paulo — UNIFESP-EPM, sob 0 n©041/99, e
todas as pacientes, apoés esclarecimento, concor-
daram em participar do estudo, assinando o ter-
mo de consentimento pos-informado.

Assim, foram incluidas prospectivamente 58
pacientes com fibroadenoma, que foram distribu-
idas em quatro grupos, em estudo do tipo
casualizado duplo-cego, e sorteadas aleatoriamen-
te em Grupos A (controle; n=13), B (tamoxifeno -
S mg/dia; n=16), C (tamoxifeno — 10 mg/dia; n=14)
e D (tamoxifeno — 20 mg/dia; n=15).

O citrato de tamoxifeno, fornecido pelo labo-
ratério Zodiac, foi processado pelo Laboratério de
Produtos Naturais da Disciplina de Farmacologia
Celular do Departamento de Farmacologia da
UNIFESP-EPM. Foram confeccionadas, também,
capsulas com placebo, utilizando-se os mesmos
elementos obtidos na férmula original, excetuan-
do-se o citrato de tamoxifeno e, para as capsulas
com 5, 10 e 20 mg, foi adicionado o citrato de ta-
moxifeno nas respectivas doses.

Administrou-se a medicacdo para as paci-
entes dos quatro grupos de maneira duplo-cega,
durante 50 dias, iniciando-se no primeiro dia do
ciclo menstrual. O Grupo A, denominado grupo
controle, recebeu placebo, e os demais (B, C e D)
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receberam tamoxifeno, nas doses de 5, 10 e 20 mg/
dia, respectivamente.

Todas as pacientes foram submetidas a
exérese do fibroadenoma ambulatorialmente, no
50° dia de tratamento, sob anestesia local sem
vasoconstritor (lidocaina a 1%). O ato operatoério
foi efetuado entre 10:00 e 12:00 horas, com o in-
tuito de minimizar a variacdo circadiana na
cinética celular. Os espécimes de tecido mama-
rio foram obtidos em area adjacente ao fibroade-
noma, sem qualquer alteracao macroscépica, con-
forme preconizaram Fanger e Ree'?, e distando
dois centimetros do nédulo, sem tecido adiposo,
como preconizaram Russo et al.?°.

O noédulo e o tecido mamario adjacente fo-
ram fixados em solucéo de formol liquido saturado
a 10%, por periodo inferior a 24 horas. Foram
desidratados em alcool etilico, diafanizados pelo
xilol e impregnados pela parafina liquida em estu-
fa. Efetuaram-se dois cortes seriados, consecuti-
vos, de 4 micréometros em cada bloco, que foram
montados em laminas previamente untadas com
albumina de Mayer e mantidas em estufa regula-
da a temperatura de 37°C, durante 24 horas, para
secagem e colagem. Foram entdo corados pela
hematoxilina e eosina (HE) para confirmar o diag-
nostico de fibroadenoma simples, segundo a clas-
sificacdo da Organizacdo Mundial de Saude. O es-
tudo histopatolégico do tecido adjacente foi reali-
zado com o intuito de confirmar que se tratava de
l6bulo normal, e também para excluir do estudo
as pacientes com processos infecciosos ou altera-
coes proliferativas do epitélio e/ou do estroma.

Foram confeccionadas laminas silanizadas
(organo-silano-adesivo) que foram desparafinadas
com xilol, hidratadas em concentracoes decres-
centes de alcool e feita a recuperacao antigénica
pelo calor iimido. O bloqueio da peroxidase
endogena foi feito com agua oxigenada a 3% em
metanol. Seqliencialmente, incubou-se com o
anticorpo monoclonal primario Ki-67 (clone Ki-S5
—Cédigo M 7187 —Lote 059) da Dako na diluicdo 1/100
em soro albumina bovina a 1%, por uma noite, a
4°C em camara umida, e posteriormente com
anticorpo secundario BA-2000 — Lote J0814 (Vector)
na diluicao de 1/300. A amplificacao foi feita pela
incubacéo com kit (Dako) Strepto AB Complex/HRP
— Cobdigo K 0377 — Lote 088, na diluicdo de 1/500.

O préximo passo foi revelar a reacdo com o
substrato cromégeno (diaminobenzidina — 60 mg%),
durante 3 a 5 minutos a 37°C, ao abrigo da luz.
Foi observada, ao microscoépio, a formacao de pre-
cipitado castanho-dourado, nas laminas controle-
positivo, como produto final da reacao.

Procedeu-se, a seguir, a contracoloracéo
com hematoxilina de Harris e montagem da lami-
na e laminula com balsamo para leitura em mi-
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croscopia 6ptica. Vale ressaltar que todo o nosso
material foi processado numa Unica vez, a fim de
evitarmos eventual variacdo entre diferentes di-
luicdes de novas reacodes. Utilizou-se amostra de
carcinoma de mama com forte positividade para o
anticorpo Ki-67, como controle positivo para a re-
acdo imuno-histoquimica.

A imunorreatividade do Ki-67 foi avaliada
quantitativamente, contando-se, no minimo, 500
células'”?!, Da relacao entre as células com nu-
cleos corados e nao corados, multiplicada por 100,
obteve-se o percentual de positividade para cada
caso. Foianalisado apenas o componente epitelial
da amostra, excluindo-se o estroma.

Para a contagem foi utilizado o sistema di-
gital de processamento e analise de imagem de-
nominado Imagelab®, desenvolvido pela Softium, e
ambientado no sistema operacional Windows. A
contagem de células foi feita por meio de objetiva
de 40 vezes, com aumento final de 400 vezes,
contando-se, no minimo, 500 células a partir da
area com maior reacao do Ki-67, com aleatorizacao
dos campos posteriores. Considerou-se positiva a
célula cujo nucleo exibisse a coloracdo castanha,
independentemente da disposicéo e intensidade®?.

Inicialmente, foram calculadas medidas re-
sumo (média e erro padrao), para todas as varia-
veis de interesse.

Com o intuito de estudar a igualdade da rea-
cao do Ki-67, entre os quatro grupos, usou-se a téc-
nica de analise de variancia. Como houve signifi-
cancia estatistica nesta analise, a mesma foi com-
plementada pela técnica de comparacdes multiplas,
utilizando-se o teste de Tukey, com o objetivo de
encontrar diferencas na reacdo do Ki-67 no epitélio
mamario entre os quatro grupos?.

Foram construidos ainda graficos de interva-
los de confianca (g=95%) para os valores médios da
variavel Ki-67, para cada grupo estudado. Utilizou-
se o teste de Levene para avaliar a homogeneidade
entre os grupos A, B, C e D em relacéo as variaveis
de controle (idade e volume do n6édulo)®.

O teste c? foi aplicado com a finalidade de
verificar a homogeneidade entre os Grupos A, B,
C e D, para as variaveis paridade e sintomas. Em
todos os testes, fixou-se em 0,05 ou 5% o nivel de
significancia.

Resultados

Na Tabela 1 observa-se que o tamoxifeno
reduziu de forma significante a imunorreatividade
do Ki-67 no epitélio do tecido mamario adjacente
ao fibroadenoma nos Grupos B (5 mg; média=0,7 e
erro padrao=0,2), C (10 mg; média=0,4 e erro pa-
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drao=0,2) e D (20 mg; média=0,1 e erro padrao=0,0)
quando comparados com o grupo A (placebo; mé-
dia=2,0 e erro padrao=0,3). Os Grupos B, C e D fo-
ram semelhantes entre si em relacdo a
imunoreatividade do Ki-67, ndo havendo, portan-
to, diferenca significante entre as varias doses de
tamoxifeno (Tabela 1 e Figura 1).

Os Grupos A, B, C e D foram considerados
homogéneos em relacdo as seguintes variaveis
de controle: idade (p=0,385), volume do fibroade-
noma (p=0,981), paridade (p=0,392) e presenca de
sintomas (p=0,546).

Tabela 1 - Porcentagem de nucleos corados pelo Ki-67 nos Grupos A (controle), B
(tratado com tamoxifeno na dose de 5 mg/dia), C (10 mg/dia) e D (20 mg/dia).

Grupos

A B c D

2,8 1,5 0,1 0

1,0 0 0,3 0

0,9 1,3 0 0

0,6 2,49 0 0

0,5 1,0 0,5 0

1.4 0 3,3 0

1,2 0,1 0 0,2

2,3 1,6 0,2 0,2

43 0,3 0 0

35 0,1 0,2 0

2,8 0,7 0 0,2

3,1 0 1,0 0,4

0,5 0 0,4

0,7 0,2 0

0,3 0

0

Média 2,04 0,70 0,42 0,09
Erro padréo 0,34 0,19 0,24 0,04

A1
) III

T T T T
Placebo 5mg 10mg 20mg

Nucleos corados (%) coradas

Figura 1 - Intervalo de confianga (g = 95%) para as médias da variavel Ki-67 (%), para
cada grupo estudado.

2) Comparagdes Multiplas pelo método de Tukey

mA x nB: (0,5297; 2,1503)* ® m > nB
mA x nC: (0,7841; 2,4559)* ® m > nC
mA x nD: (1,1323; 2,7770)* ® mA > nD
nB x nC: (-0,5142; 1,0742) ® nB=ntC
nB x nD: (-0,1653; 1,3946) ® nB =nD
nC x nD: (-0,4718; 1,1411) ® nC=nb
* significante

Conclusdo: A > (nB =nC=nD)
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Discussao

O tamoxifeno foi recentemente aprovado pelo
FDA como agente quimioprofilatico do carcinoma
de mama, a ser empregado em mulheres sauda-
veis de alto risco. No entanto, seus efeitos sobre a
glandula mamaria humana normal nao estao ple-
namente estabelecidos. Acredita-se que o efeito
na reducao de mortalidade seja devido mais a atu-
acao da droga no carcinoma subclinico do que pro-
priamente a inibicao da carcinogénese, reforcan-
do a necessidade de se pesquisarem melhor os
efeitos na mama normal!®1824,

No epitélio mamario de tecido adjacente ao
fibroadenoma de mulheres no menacme, o tamo-
xifeno reduziu a proliferacéo do 16bulo medido pelo
indice mitoético, volume nuclear, namero de
lisossomos, PCNA e MIB-11%1722, Estes trabalhos
demonstraram também que o tamoxifeno atua, de
forma antagoénica ao estrogénio, no epitélio da
mama normal de mulheres no menacme. Entre-
tanto, questdes suscitadas sobre a dose minima e
o tempo necessario de tratamento motivaram-nos
a efetuar o presente estudo!31+1824,

A dose de 5 mg/dia foi incluida em nossa
pesquisa, pois sabe-se que o tamoxifeno produz
efeito antiproliferativo quando utilizado na dose
de 10 mg/dia'®***, havendo duvida sobre qual se-
ria a dose minima eficaz. A excelente
tolerabilidade associada a escassez de efeitos co-
laterais permitiu, a fim de melhor refletir o efeito
de baixas doses, seu uso mais prolongado por 50
dias. Decidiu-se estudar o tecido mamario adja-
cente ao fibroadenoma por este ser neoplasia be-
nigna, circunscrita e que nao induz a angiogéne-
se. Obteve-se, entao, autorizacdo do Comité de
Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Sao
Paulo — Escola Paulista de Medicina para utiliza-
lo em pacientes no menacme com fibroadenoma,
pois estas poderiam desfrutar de beneficios com a
terapéutica.

Optou-se por estudar a proliferacao celular
pela imuno-histoquimica, por ser técnica de facil
aplicacao, reprodutivel, de baixo custo e largamen-
te empregada. Dentre os marcadores disponiveis,
o Ki-67 mostrou ser o de maior sensibilidade para
se estudar a proliferacdo celular. A baixa ativida-
de proliferativa da mama normal exige anticorpos
sensiveis. A capacidade de expressar-se nas fa-
ses G1, S, G2 e M do ciclo celular, e abster-se du-
rante a fase GO, o tornam mais fidedigno do que o
PCNA, pois este ultimo esta presente em todas as
fases do ciclo celular'”'8. O clone Ki-S5 resiste a
fixacdo por formol e a digestdo por tripsina, em
contraste com os epitopos reconhecidos pelos
clones MIB-1, Dako/PC e policlonal Ki-67'7. Estes
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dados, associados a praticidade, ao menor custo e
a reprodutibilidade, nos conduziram a escolher,
dentre os anticorpos de segunda geracdo para o
antigeno Ki-67, o clone Ki-S5, sendo, pois, o pri-
meiro estudo em mama nao neoplasica.

A imunorreatividade do Ki-67 foi avaliada
quantitativamente, contando-se no minimo 500
células, por dois observadores independentes, por
meio de microscopia de luz acoplada a software
para captura e analise de imagem!'’. Considera-
ram-se como positivos todos os nucleos corados,
independentemente da intensidade?2.

A analise dos dados revelou que, apés 50 dias
de terapéutica, houve reducao significante do
numero de células coradas nas pacientes que re-
ceberam tamoxifeno nas doses de 5, 10 e 20 mg/
dia. Pode-se inferir, portanto, que a droga foi ca-
paz de diminuir a atividade proliferativa do epitélio
mamario de tecido adjacente ao fibroadenoma,
independentemente da dose ministrada.

Observou-se ainda existir grande variacao
da imunorreatividade do anticorpo Ki-67 numa
mesma paciente, quando analisada separadamen-
te. A heterogeneidade observada entre as pacien-
tes de um mesmo grupo, e até mesmo individual-
mente, reflete a complexidade do epitélio mama-
rio. Considerando-se a expressiva variacdo indi-
vidual, fez-se necessario o emprego do erro padrao
na analise estatistica.

Por questoes éticas, utilizou-se o tecido adja-
cente ao fibroadenoma. As pesquisas com este te-
cido apresentam intimeras vantagens em relacao
aqueles obtidos em mamoplastia redutora, mastec-
tomia por carcinoma e pecas de necropsia.
Na mamoplastia redutora, o material apresenta
grande componente de tecido adiposo. Em pecas
obtidas durante o tratamento do carcinoma, ha
duvidas quanto a integridade do tecido estudado e,
naquelas oriundas de necropsia, a presenca de grau
variavel de autolise poderia interferir no estudo?®.

As pacientes do Grupo D apresentaram me-
nor variacado na média de células coradas e, prati-
camente, nao houve atividade proliferativa nestas
pacientes. Possivelmente, o tamoxifeno quando
administrado por longo periodo podera ser capaz de
manter as células do epitélio mamario em repou-
S0, 0 que ocorreria com doses menores (5 e 10 mg),
porém novas pesquisas utilizando-se a droga por
periodos maiores de tempo deverdo ser realizadas.

Com os resultados deste trabalho, abre-se a
perspectiva de se estudar a acao do tamoxifeno
em pacientes no menacme, com risco aumenta-
do para carcinoma de mama, empregando-se, na
quimioprofilaxia, doses mais baixas (5 e 10 mg/
dia) por tempo prolongado. Assim, poder-se-ia obter
os efeitos desejados, a menores custos e pratica-
mente sem efeitos colaterais e, talvez, estas do-
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ses pudessem ser eficazes na terapéutica
adjuvante do carcinoma de mama.

Futuros estudos clinicos poderdo comprovar
estes achados e apresentar vantagens na redu-
cao de efeitos colaterais e custos.
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ABSTRACT

Purpose: to quantitatively analyze the immunoreaction of
monoclonal antibody Ki-67 in the mammary epithelium
adjacent to fibroadenoma of premenopausal women treated
with tamoxifen, for 50 days, at doses of 5, 10 and 20 mg/day.
Methods: we studied, prospectively, the effects of tamoxifen
administered for 50 days, at doses of 5, 10 e 20 mg/day, by the
immunoreaction of the Ki-67 (clone Ki-S5) monoclonal
antibody on mammary epithelium adjacent to fibroadenoma
in premenopausal women. e studied 58 patientsin a double-
blind trial who weredividedinto four groups. Group A (n=13;
placebo), Group B (n=16; 5 mg/day tamoxifen), Group C
(n=14; 10 mg/day) and Group D (n=15; 20 mg/day). All
patients received the medication from the first day on of the
menstrual cycle and biopsy was performed on the last day of
the treatment. Cells stained and not stained by the
immunoreagent were counted by optical microscopy (400X)
with a digital image capturing system and image analysis.
Results: theaverage per centage of stained nuclei wascal culated
for all groups. Group A was 2.0 with a sandard error (SE) of
0.3. In Group B it was 0.7 (SE=0.2); in Group C it was 0.4
(£=0,2) andinGroup D itwas0.1 (SE=0). Satistical analysis
showed significant reductions between the groups (p<0.001),
and Tukey's pairwise comparison test confirmed that there was
asignificant increasein theimmunoreaction of the monoclonal
Ki-67 antibody in groups B, C and D.

Conclusions: tamoxifen, administered at doses of 5, 10 and
20 mg/day for 50 days, significantly reduced the
immunoreaction of monoclonal Ki-67 in the mammary
epithelium of premenopausal patients and there was no
significant difference between the groupsthat received 5, 10
and 20 mg/day tamoxifen.

KEYWORDS: Tamoxifen. Immunohistochemistry. Breast.
Breast: neoplasm. Fibroadenoma.
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