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1. INTRODUCAO

1.1. Delimitacao do Tema de Pesquisa

O presente estudo avalia os achados imunoistoquimicos de bidpsias
endometriais de pacientes pds-menopausicas com ca de mama e usuarias de
tamoxifeno. Os marcadores imunoistoquimicos analisados sdo receptor de
estrogénio, receptor de progesterona e Ki-67. Avalia também os achados anatomo-

patoldégicos e os achados histeroscépicos das pacientes incluidas no estudo.

1.2. Justificativa

O tamoxifeno € um SERM (modulador seletivo de receptor de estrogénio)
derivado do trifeniletileno que possui propriedades agonistas e antagonistas ao
estrogénio, dependendo do tecido em que esteja agindo e da concentracdo de
estradiol (MOURITS et al., 2002)

O declinio da mortalidade pelo cancer de mama nos paises ocidentais &
devido, em parte, ao uso de tamoxifeno (ELLIS et al.,2002) droga largamente

utilizada no tratamento do cancer de mama em seus diversos estadios.

A meia-vida do tamoxifeno é de sete dias e o nivel de tratamento para
cancer de mama sé é alcancado apdés um més. A dose diaria recomendada
universalmente é de 20mg, sendo doses mais altas relacionadas com maior

toxicidade e sem beneficio superior comprovado.

O metabolismo do tamoxifeno € complexo, e um grande numero de
metabdlitos tem propriedades estrogénicas e anti-estrogénicas. Como a meia-vida é
prolongada, a droga pode ser detectada nos tecidos até meses apds o término do

tratamento (ELLIS et al., 2002). Embora seu efeito anti-estrogénico no tecido
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mamario represente uma opcao importante na terapéutica do cancer de mama,
estudos demonstraram seus efeitos em outros tecidos, como por exemplo, a
associagao com cancer de endométrio e com trombose venosa, agora reconhecidos

como acgao estrogénica no endométrio e no sistema de coagulagao.

Desde a publicacao de Fornander (FORNANDER et al. 1989) uma incidéncia
aumentada de carcinoma endometrial em pés-menopausicas com cancer de mama
e usuarias de tamoxifeno vem sendo descrita. Em 1996 a “International Agency for
Research on Cancer” classificou o tamoxifeno como substancia carcinogénica para o
endométrio (IARC, 1996) e o uso de tamoxifeno passou a ser um fator de risco para

desenvolver adenocarcinoma de endométrio.

Estudos mostram um risco relativo para desenvolver cancer de endométrio
superior em usuarias de tamoxifeno (duas a trés vezes maior). Este risco aumenta
proporcionalmente ao tempo de tratamento e a dose utilizada. O RR é =2 para um
tempo de uso de 2 a 5 anos e RR= 6,9 para um tempo superior a cinco anos de uso
de tamoxifeno (BERGMAN et al., 2000). O mecanismo de acdo que explica a
proliferacdo endometrial induzida pelo tamoxifeno e sua possivel contribuicdo na
carcinogénese do endométrio ainda nao esta completamente definido. Sabe-se que
a incidéncia de afeccdes benignas excede a dos casos de cancer em pos-
menopausicas usuarias de tamoxifeno (COHEN et al.,, 1999) sugerindo que a

maioria destas lesées nao progridem para cancer.

Tendo em vista esses achados, a monitorizacdo do endométrio das
pacientes tratadas com tamoxifeno, com o intuito de diagnosticar precocemente
essas lesdes, foi experimentada, seja por histeroscopia (GONCALVES et
al.,1999;GEBAUER et al.;2001), por ultra-sonografia (FLEISCHER et
al.,2001;SYMONDS, 2001) por curetagem uterina ou por biépsia endometrial
(SYMONDS, 2001).

Qualquer processo patolégico intracavitario pode beneficiar-se do
diagnéstico endoscopico. A histeroscopia pode ser considerada o padrdao-ouro no
estudo do endométrio, com acuracia superior a bidpsia as cegas e a curetagem
uterina no diagnéstico de alteracdes endometriais (GARUTI et al., 2002). Baseados

nestes achados, nos dultimos anos, varios estudos ressaltaram o papel da
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histeroscopia na avaliagdo da mucosa uterina. E um exame que pode ser feito
ambulatorialmente e sem anestesia. Todavia é exame invasivo, requer técnica
especializada e equipamento de alto custo, o que dificulta seu uso para fins de

rastreamento populacional.

A proteina Ki67 é uma proteina nuclear e nucleolar associada a proliferacao
das células somaticas. E a exclusiva expressdo deste antigeno em células em
processo de proliferacdo que faz com que os anticorpos se tornem uma ferramenta
inestimavel para o estudo da proliferacdo celular em pesquisa sobre cancer. O
anticorpo Ki67 original sé pode ser utilizado em tecido fresco ou congelado, uma vez
que a fixacao reduz ou anula a reacao imunoistoquimica. Este protétipo de anticorpo
foi sucedido por outros anticorpos que podem reconhecer a proteina Ki67 em cortes
de tecidos convencionalmente fixados (0 mais amplamente utilizado é o MIB-1)
(BROWN et al., 2002; ENDL et al., 2000).

No endométrio de mulheres pré-menopausicas saudaveis, um nivel
aumentado de estradiol coincide com um aumento na expressdao do Ki67, do
receptor de progesterona e do receptor de estrogénio. Pode-se deduzir que o
tamoxifeno, devido ao seu efeito agonista no endométrio, induziria a um aumento na
expressao do Ki67 no epitélio glandular e isto se relacionaria ao status de receptor
de estrogénio. Devido ao fato de que agonistas do estrogénio no endométrio podem
induzir a expressao do receptor de progesterona, receptores de progesterona podem
estar aumentados em usuarias de tamoxifeno (MOURITS et al. 2002).

Este estudo foi idealizado porque ainda nao existe na literatura um consenso
sobre a acdo do tamoxifeno no endométrio de mulheres na pds-menopausa com
cancer de mama, assim como sobre a melhor maneira de rastreamento das

alterac6es endometriais nestas pacientes.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Tamoxifeno

O tamoxifeno é a droga mais prescrita no tratamento hormonal do cancer de
mama. Ele prolonga a sobrevida global e o intervalo livre de doencga, diminui a
recidiva do cancer na mama contralateral e pode reduzir o risco de desenvolver ca
de mama em mulheres assintomaticas com forte histéria familiar para ca de mama
(EARLY BREAST CANCER TRIALISTS COLLABORATIVE GROUP, 1992). O
mecanismo primario de acao do tamoxifeno, como antiestrogénio, é o antagonismo a
molécula do estrogénio nos seus receptores especificos (KARCK et al. 2000; ELKAS
et al. 2000). Alguns autores referem que o mecanismo de agédo do tamoxifeno &
complexo (RODRIGUES et al. 1996; RULLO et al., 1993), e ainda nao esta bem
elucidado. Sua acdo poderia ser explicada por diversos efeitos: inibicdo da
calmodulina, estimulacdo da secrecdo do fator de crescimento Beta, inducdo da
apoptose, interacdo com glicoproteina P, inibicAo da proteina quinase e fosfolipase
C, estimulacao da ativacdo da ativacao da fosfoinositida quinase, influéncia na
expressdao do fator-1 de crescimento insulina-like e efeito anti-angiogénico
(TREILLEUX et al., 1999;FRIEDMAN 1998; SEOUND et al., 1999; HAGUE et al.,
2002).

O tamoxifeno apresenta também uma atividade agonista ao estrogénio,
sendo esta atividade a responsavel pelos efeitos negativos no trato genital (DANIEL
et al.,1996; KAVAK et al.,2000).Sabe-se que o0s antiestrogénios comportam-se como
antagonistas puros ou agonistas/antagonistas parciais, dependendo da espécie
animal ou da célula-alvo, o que dificulta a elucidacdo do seu mecanismo de acao
(GALLO & KAUFMAN, 1997).

Como o seu mecanismo de agao no trato genital ndao é totalmente elucidado,

nao se sabe o porqué de, em alguns casos, o tamoxifeno exercer uma funcao
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agonista e em outros casos uma funcdo antagonista ao estrogénio no endométrio
(DELIGDISCH et al., 2000). Sugere-se que o efeito exercido tenha relagdo com o
nivel de estrogénio: em niveis altos o tamoxifeno atuaria primeiramente como
antagonista, em niveis baixos exerceria um efeito agonista ao estrogénio (YANG et
al., 2001; COHEN et al., 1994). O papel do tamoxifeno na carcinogénese do
endométrio ainda ndo é completamente determinado. Estudos sugerem que o efeito
carcinogénico exercido pelo tamoxifeno seja diferente do exercido pelo estrogénio
no endométrio (BERGMAN et al., 2000; DANIEL et al., 1996; DECENSI et al., 1996).

O primeiro relato da utilizagdo do tamoxifeno no tratamento do cancer de
mama foi o de Cole (COLE et al., 1971). Em 1973, o "Committee on the Safety of
Medicines", no Reino Unido, aprovou o tamoxifeno como tratamento adjuvante do
cancer de mama e, em 30 de dezembro de 1977, foi aprovado pela "FDA — Food

and Drug Administration", para 0 mesmo fim.

O tamoxifeno foi, originalmente, selecionado para o uso terapéutico devido a
sua eficacia e baixa incidéncia de efeitos colaterais, em relacdo a outros
antiestrogénios nao esteréides. Entretanto, alguns autores referiram sua influéncia
na génese de lesdes endometriais, possibilitando, desse modo, maior risco de
neoplasia de endométrio (BARAKAT, 1996; FISHER et al., 1998; MOURITS et al.,
2001; NISHIMURA et al., 2001). Sendo o farmaco um composto ndo esterdide que
se liga ao receptor estrogénico e atua tanto como agonista quanto como antagonista
do estrégeno, é referido como modulador seletivo do receptor estrogénico (SERM)
(WILLET et al., 2000).

Muitas pesquisas sao feitas sobre os SERMS, principalmente devido a
atividade seletiva que exercem sobre os tecidos (agonista ou antagonista aos
esterdides sexuais). O tamoxifeno interage com o receptor intranuclear de estrogénio
e promove mudancas na conformacao do receptor. Tais mudancas sao capazes de

inibir o efeito estrogénico ou induzir a transcricdo génica.

O tamoxifeno € um derivado do trifeniletilénico (isbmero trans) agonista
parcial, com efeito, antiestrogénico, facilmente absorvido por via oral (na forma de
citrato). E metabolizado pelo citocromo P450 no sistema microssomal hepatico,

resultando em varios metabdlitos. Niveis maximos de tamoxifeno sdo detectados
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entre 4 e 7 horas ap6s administracdo oral de 20 mg da droga. A concentracao
plasmatica média € muito superior ao estradiol (300ng/ml, enquanto que a do
estradiol € em média 0,041ng/ml). Sua meia vida de distribuicdo é de 7 a 14 horas.
Sua excrecao € lenta e o metabdlito n-desmetiltamoxifeno apresenta meia-vida de
eliminacdo de aproximadamente 14 dias, permanecendo no tecido mamario por até

5 meses depois de sua administragao.

O principal mecanismo de acdo na mama é a competicido pelo receptor
estrogénico, com formacdo do complexo tamoxifeno-receptor. O tamoxifeno
apresenta efeitos estrogénicos parciais sobre outros tecidos, apesar de agir como
antiestrogénico sobre a mama. Sua utilizagcdo aumentou o risco relativo para cancer
de endométrio (RR 2,53) em mulheres na p6s-menopausa e também a incidéncia de
eventos tromboembdlicos. Estes efeitos adversos parecem ser dependentes da dose
e do tempo (LUCATO et al., 2006).

Por muito tempo, o tamoxifeno foi considerado uma medicacao sem efeitos
colaterais importantes. Observou-se, porém, que o tamoxifeno se associa com risco
aumentado de anormalidades endometriais, como hiperplasias, pdlipos e ca de
endométrio. Tendo em vista esses achados, a monitorizacdo do endométrio das
pacientes tratadas com tamoxifeno, com o intuito de diagnosticar precocemente
essas lesdes, foi recomendada, seja por histeroscopia (GONCALVES et al. 1999;
GEBAUER et al.,2001), por ultra-sonografia (FLEISCHER et al.,2001;SYMONDS,
2001) por curetagem uterina ou por bidpsia endometrial (SYMONDS, 2001).

Apesar disto, the American College of Obstetricians and Gynecologists ndo
recomendam screening endometrial de rotina em pacientes com cancer de mama
usuérias de tamoxifeno (ACOG COMMITTEE OPINION, 2006). Nao existe consenso
na literatura sobre a acao do tamoxifeno no endométrio de mulheres na poés-
menopausa com cancer de mama, bem como sobre a melhor forma de rastreamento
das alterac6es endometriais. Alguns trabalhos na literatura sugerem que periodos
longos de administracdo do tamoxifeno se associam com efeitos colaterais
indesejaveis (GAL et al., 1991; CHENG et al., 1997; COHEN et al. 1999; COHEN et
al., 2000; WILLEN et al., 1998; NEVEN et al., 1998; MAUGERI et al., 2001; WOLF &
JORDAN, 1992), e com uma frequiéncia aumentada de doengca endometrial (COHEN
et al., 1996).
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O estudo de Fornander T. (FORNANDER et al., 1989) observou uma
incidéncia de cancer endometrial maior em pacientes que usaram tamoxifeno por
cinco anos em relacdo a pacientes que usaram por dois anos (p<0,01). Outros
trabalhos mostram a associacao entre tempo de tratamento e incidéncia de cancer
endometrial (FISHER et al., 1994; VAN LEEUWEN et al., 1994; DELIGDISCH et al.,
2000; FOTIOU et al., 2000; RYDEN et al.,, 1992; CUMMINGS et al., 1993) e de
sarcoma uterino (FOTIOU et al., 2000; BERGMAN et al., 2000; LASSET et al., 2001;
CECCHINI et al., 1996).

2.2. Alteracoes do Tamoxifeno no Endométrio

Um dos efeitos colaterais mais importantes do tamoxifeno parece ser o
proliferativo no endométrio. Em usuarias de tamoxifeno, a obtencdo de tecido
endometrial para analise patolégica é freqientemente dificil em casos de endométrio
espessado ao US (COHEN et al., 1994; LOVE et al, 1999; DIJKHUIZEN et al., 1996;
COHEN et al., 1993) muitas vezes isto se explica pela imagem histeroscépica,
usualmente demonstrando um endométrio atréfico. A andlise patoldgica revela
freqientemente nestes casos dilatacao cistica glandular com estroma periglandular
condensado e atrofia epitelial (DALLENBACH-HELLWEG et al., 2000; MOURITS et
al., 1999; BARAKAT et al., 2000; GERBER et al., 2000; MCGONIGLE et at., 1998).
Estas lesées sao chamadas de atrofia glandular cistica (LOVE et al., 1999; GERBER
et al., 2000). Marchesoni et al (2001) citam em seu trabalho a atrofia cistica
endometrial como um achado anatomo-patolégico muito comum em pacientes pos-
menopausicas tratadas com tamoxifeno. A atrofia endometrial cistica € um processo
benigno e pode estar relacionada ao efeito estrogénico do tamoxifeno. Este achado
explica por que o endométrio pode aparecer anormal ao US transvaginal , apesar de
nao se detectar lesdes no exame histeroscépico.

Embora se saiba que a freqiiéncia de doengas endometriais encontradas em
mulheres pds-menopdausicas usuarias de tamoxifeno é maior do que nas pacientes
com cancer de mama que nao realizam terapia com tamoxifeno (COHEN et al.,
1994; DELIGDISCH et al., LAHTI et al., 1993; NEVEN et al., 1989) parece ser dificil

predizer qual paciente ira desenvolver doenca endometrial durante o tratamento
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(COHEN et al., 1993).

Doencas endometriais sdo vistas em 15 a 61% das pacientes tratadas com
tamoxifeno que realizaram biépsia endometrial (HANN et al., 1997). Na maioria dos
casos os achados sao benignos (DELIGDISCH et al., 2000; LOVE et al.,, 1999;
DIUKHUIZEN et al., 1996; KAVAK et al., 2000; ASCHER et al., 1996). Kedar RP et al
(1994) demonstraram um aumento do risco de hiperplasia atipica em usuarias de
tamoxifeno (freqiéncia de16% no grupo de usuarias de tamoxifeno x 0% no grupo
sem tamoxifeno). O risco de desenvolver doencas benignas, semelhante ao risco de
desenvolver ca de endométrio, parece estar relacionado com o tempo de uso do
tamoxifeno (OZSENER et al., 1998; LOVE et al., 1999; ZARBO et al., 2000). Zarbo
et al. (2000), em estudo prospectivo, acompanharam 219 mulheres com céncer de
mama tratadas com tamoxifeno, durante seis anos, e descreveram prevaléncia de
26,9% de alteracbes endometriais, representadas principalmente por poélipos e
atrofia cistica. Achados semelhantes foram descritos em coletdnea de 55 ensaios
clinicos randomizados (EARLY BREAST CANCER TRIALISTS COLLABORATIVE
GROUP, 1998).

Cohen (2004), na revisdo que incluiu 106 estudos, demonstrou que a
resposta endometrial em pds-menopdausicas ao tamoxifeno é variada, concluindo
que as pacientes com cancer de mama que usam tamoxifeno apresentam maior
freqiéncia de doenca endometrial do que as pacientes que ndo usam. As alteracoes
endometriais devido ao tamoxifeno podem estar relacionadas com longo tempo de
uso da medicacao, com altas doses cumulativas de tamoxifeno, com a presenca de
sangramento vaginal e com a existéncia de doenca endometrial prévia ao

tratamento.

Conforme dados da literatura, 2/3 dos casos de ca de endométrio
diagnosticados em pds-menopausicas com ca de mama e usuarias de tamoxifeno
sdo pouco diferenciados e com um prognéstico pior do que os casos de ca de
endométrio em nao usuarias de tamoxifeno (MIGNOTTE et al., 1998; DELIGDISCH
et al., 2000; NAROD et al., 2001; MAGRIPLES et al., 1993; BERGMAN et al., 2000;
LASSET et al, 2001; BONCHARDY et al., 2002). Muitos pesquisadores
recomendam que pacientes pds-menopdausicas em uso de tamoxifeno recebam um

acompanhamento rigido durante o tratamento, com screening para cancer de
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endométrio (WILLEN et al., 1998; MAUGERI et al., 2001; MIGNOTTE et al., 1998;
FONG et al., 2001; TAYLOR et al., 2000; MENZIN et al., 2000; ASCHER et al., 2000;
SUE-BERGMAN et al., 1999), especialmente as pacientes com histéria prévia de
uso de TRH, obesas e usuarias de longo tempo de tamoxifeno (BERGMAN et al.,
2000). A grande maioria dos estudos sobre o endométrio de usuarias de tamoxifeno
sugere que todas as queixas ginecolégicas devem ser consideradas, inclusive dor
pélvica (WICKERHAM et al.,, 2002) e principalmente o sangramento pos-

menopausico.

A indicacao de suspender a terapia com tamoxifeno devido a doencga uterina
€ apenas em casos de hiperplasia com atipias ou casos de cancer. A restituicdo da
terapia com tamoxifeno apds o tratamento cirdrgico da doenca uterina parece ser
segura (SENKUS-KONEFKA et al., 2004).

2.3. Deteccao de Patologias Endometriais

Os métodos mais utilizados na deteccdo de doencas endometriais em
usuérias de tamoxifeno sdo: ultrassonografia transvaginal, bidpsia endometrial e
histeroscopia (SEOUD et al., 1999; CUENCA et al., 1996; LOVE et al., 1999; ACOG
1996; MOURITS et al., 1999; BARAKAT et al., 2000; ASCHER et al., RUNOWICZ
2000). Garuti et al (2002) consideram que a realizagdo da histeroscopia € uma das
maneiras mais validas de excluir doenca endometrial em pacientes pés-
menopausicas usuarias de tamoxifeno com uma espessura endometrial maior que 4-
5mm. Refere que a histeroscopia apresenta algumas vantagens como visao direta
da cavidade endometrial e, em casos de anormalidades, obtencdo de amostragem
endometrial da area mais suspeita para avaliacao do patologista, concordante com
outros autores.

A ultrassonografia, apesar de ser um método nao invasivo, apresenta um
namero elevado de falso-positivo quando utilizado para avaliagdo da cavidade
endometrial em usuarias de tamoxifeno. Em varias séries a proporcao de pacientes
com alteragdo no espessamento endometrial variou de 75% a 98% (KAVAK et al.,
2000; COHEN et al., 1994; COHEN et al., 1993; OZSENER et al., 1998; GERBER et
al., 2000), porém, os achados de biépsia mostraram mucosa normal em 46% a 72%
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dos casos (LOVE et al., 1999; COHEN et al., 1993; MOURITS et al., 1999). Cechini
et al. (1998) registraram 351 casos (dentre 1010 pacientes pds-menopdausicas com
cancer de mama em uso de tamoxifeno) com espessura endometrial maior do que 5
mm. Destes casos avaliados, quatro eram casos de cancer de endométrio, 0 que

demonstra elevada taxa de falso-positivo do método.

O estudo de Fong K et al(2001)utilizando um ponto de corte de 8mm
evidenciou 100% de valor preditivo positivo para hiperplasia e pélipo. Outro estudo
demonstrou que para se detectar um carcinoma endometrial assintomatico era
necessario realizar 1265 ultrassonografias transvaginais (OZSENER et al., 1998).
Varios estudos ndo demonstraram correlacao entre a espessura endometrial e a
presenca de doenca (SEOUD et al., 1999; KAVAK et al., 2000; COHEN et al., 1993;
GERBER et al., 2000; RUNOWICZ et al., 2000). Alguns autores acreditam que o
valor da ultrassonografia estd nos achados normais, com alto valor preditivo (NEVEN
et al., 1998), porém ha descrito na literatura casos de cancer de endométrio com US
apresentando espessura endometrial <3mm (SEOUD et al., 1999; BARAKAT et al.,
2000).

Tanto a biépsia endometrial quanto a histeroscopia apresentam valor
preditivo superior ao ultrassom transvaginal (ZARBO et al.,, 2000), porém
apresentam um risco aumentado de perfuracao uterina (RUNOWICZ et al., 2000). A
ultrassonografia alterada leva a realizagdo de um procedimento mais invasivo, € nos
casos de atrofia intensa pode levar a uma perfuracdo na tentativa de obtencao de
amostragem endometrial para analise histolégica.

Barakat et al. (2000) realizaram 635 biopsias e encontraram apenas um caso
de hiperplasia complexa.

Como conseqiiéncia da baixa eficacia dos métodos diagnosticos de doenca
endometrial, em 1996 o0 ACOG recomendou apenas exames de rotina nas pacientes
usuarias de tamoxifeno. A investigacdo endometrial s6 deveria ser realizada em
pacientes sintomaticas (sangramento uterino anormal). Em 2006, o ACOG
recomendou que todas as pacientes p6s-menopausicas sejam monitoradas quanto a
sintomatologia sugestiva de cancer ou hiperplasia. As pacientes devem ser
informadas dos riscos de proliferacado endometrial, hiperplasia, cancer de endométrio
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e sarcoma, sendo orientadas a informar qualquer sintomatologia ginecoldgica.

Qualquer sangramento anormal deve ser investigado.

Baseado nas evidéncias que relatam o pdlipo endometrial como um fator de
risco para desenvolver hiperplasia atipica em usuarias de tamoxifeno, o ACOG
sugere um screening com ultrassonografia, histerossonografia ou histeroscopia
antes do inicio da terapia com tamoxifeno. Permanece a orientacdo de nao realizar
avaliacao de rotina no endométrio, a ndao ser em pacientes de alto risco. A
justificativa é de que a avaliagdo de rotina nao tem se mostrado efetiva em detectar
mais precocemente o cancer de endométrio em usuarias de tamoxifeno. Porém,
alguns pesquisadores sugerem um protocolo mais intensivo de investigacao
endometrial (DANIEL et al., 1996; ALTHUIS et al., 2000). Também é descrito na
literatura que as pacientes pressionam por uma investigagdo mais precisa
(BARAKAT, 1999). Em contraste com o guideline dos Estados Unidos, a sociedade
de Ginecologia e Obstetricia do Japao recomenda ultrassonografia transvaginal a
cada 6 a 12 meses em usuarias de tamoxifeno (KAWABALA & UENO, 2001). Nao
ha nenhuma evidéncia de que qualquer forma de rastreamento para céncer de
endométrio em usudrias de tamoxifeno reduza a mortalidade relacionada ao cancer
de endométrio nestes casos (VAN LEEUWEN et al., 2001; BARAKAT, 1999).
Todavia, é importante que qualquer sintomatologia ginecoldgica seja relatada o mais
breve possivel (GERBER et al., 2000; RUNOWICZ, 2000; BARAKAT, 1999).

O aumento maior que 50% da espessura endometrial medida na ecografia
comparada com exames anteriores, tem sido associado com doenca endometrial,
incluindo o cancer (COHEN et al., 2000). A presenca de doenca endometrial é rara,
embora ja descrita, em pdés-menopausicas com espessura endometrial menor que
4mm (OZSENER et al., 1998; TESORO et al., 1999; GAR
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O ultrassom transvaginal ndo parece ser um meétodo de confianga para
rastreamento do endométrio em usuarias de tamoxifeno, devido as mudancas
ecograficas que o tamoxifeno induz (FRIEDMAN, 1998; SEOUND et al., 1999;
HAGUE et al., 2002; DANIEL et al., 1996; WILLET et al., 2000).

Garuti et al. (2002) demonstraram que o US TV tem uma baixa acuracia para
avaliacao endometrial em pds-menopdausicas usuarias de tamoxifeno. Utilizando um
ponto de corte de 6mm para a espessura endometrial, 20% dos casos de doenca
endometrial foram perdidos e a taxa de falso-positivo encontrada no estudo foi
29%.0 estudo de Garuti et al descreveu que o ultrassom foi util na deteccao de um
caso de cancer endometrial G2 em uma paciente sem sangramento poés-

menopausico (assintomatica), mas com espessamento endometrial no ultrassom.

A histeroscopia com biépsia de endométrio pode ser considerada como um
6timo método de avaliacdo endometrial, com uma acuracia superior a técnicas cegas
de amostragem do endométrio, como a curetagem uterina (GIMPELSON et al, 1998;
NAGELE et al.,, 1996). O exame histeroscépico é adequado para avaliacdo da
cavidade uterina (NAGELE et al., 1996; GIORDA et al., 2000; JANSEN et al., 2000),
além de ser bem tolerado pelas pacientes (CECI et al., 2000; GIORDA et al., 2000).
Conforme o método de obtencéo utilizado para amostragem endometrial, os indices
de alteragdes variam de 2 a 50%, com indices mais baixos quando se utiliza bidpsia
as cegas (CECCHINI et al., 1996; BERTELLI et al., 1998) e indices mais altos
quando a modalidade de obtencdo de material foi a histeroscopica (CECI et al.,
2000). A curetagem uterina néo € referida como 0 método de avaliagdo endometrial
adequado para detectar pélipos, hiperplasias focais ou neoplasia (GIMPELSON et
al., 1988; MCGONIGLE et al., 1998).

2.4. Tratamento das Lesoes Endometriais Prévio ao Uso do Tamoxifeno

Alguns trabalhos demonstram o surgimento de doenca endometrial,
principalmente polipos, em 25-26,9% das p6s-menopausicas com cancer de mama
tratadas com tamoxifeno. Estes trabalhos comparam as usuarias com as nao
usuarias de tamoxifeno (WILLEN et al., 1998; NEVEN et al., 1998; MAUGERI et al.,
2001; GAL et al., 1991; BERLIERI et al., 1998).
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Gongalves et al.,, (1999) demonstraram que a prevaléncia de doenca
endometrial antes e apdés um ano de tratamento com tamoxifeno foi de 10%, sem
variacao significativa. Concluiram que a alta taxa de lesbes endometriais descritas
por varios autores poderia estar relacionada com lesGes pré-existentes.
Recomendam manter o acompanhamento no grupo de usuarias de tamoxifeno,

porém sugerem iniciar a avaliacao antes do uso do tamoxifeno.

Ja é citado na literatura que as doengas endometriais se associam com altas
doses cumulativas de tamoxifeno administrado em pds-menopausicas com cancer
de mama (COHEN et al., 1999). Um aumento na freqiiéncia de hiperplasias e cancer
de endométrio foi relatado em pacientes que receberam mais de 15g de tamoxifeno
comparadas com pacientes que receberam doses cumulativas mais baixas
(MUYLDER et al., 1991).

Ismail (1994) relatou cinco casos de ca de endométrio em sua amostra,
sendo que todas as pacientes com céancer tinham recebido doses cumulativas de

tamoxifeno maior que 35g.

Berliere et al. (1998), avaliaram o efeito do tamoxifeno no endométrio de
pacientes com cancer de mama e observaram que as pacientes que apresentavam
doenca endometrial antes do uso do tamoxifeno tinham um risco aumentado de
desenvolver doenca endometrial durante o tratamento. Neste trabalho, o

acompanhamento foi realizado durante trés anos de uso do tamoxifeno.

O estudo prospectivo de McGonigle et al.(2006)demonstrou que a terapia
com tamoxifeno apresenta minimos efeitos estrogénicos sobre o Utero de pacientes
pds-menopdausicas com cancer de mama. Ao contrario de muitos outros estudos
observacionais, este estudo excluiu pacientes com endométrio espessado e/ou
patologias endometriais antes do inicio da terapia com tamoxifeno. Assim, os efeitos
no endométrio detectados apds a terapia com tamoxifeno ndo eram pré-existentes,

mas sim verdadeiros efeitos do tamoxifeno.

2.5. Sangramento Pos-Menopausico

O sangramento pds-menopausico € um sintoma que sempre deve ser
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investigada em usuérias de tamoxifeno, devido a sua relacdo com doenca

endometrial.

A incidéncia de doenca endometrial como hiperplasia, pélipo (Tabela 1) e
cancer & em torno de 75-92,9% nas pacientes com cancer de mama usuarias de
tamoxifeno que apresentam sangramento vaginal (DELIGDISCH et al.,, 2000;
BORENSTEIN et al., 1994; GIBSON et al., 1999; HANN et al., 1997; CHENG et al.,
1997; COHEN et al.,, 1999; GERBER et al., 2000; MARCONI et al., 1997;
MIGNOTTE et al., 1998; COHEN et al., 1999). Se formos comparar esta incidéncia
com a incidéncia destas doencas endometriais nas pacientes que nao usam
tamoxifeno, ela é muito mais elevada (75-92.9% X 24.6%, p= 0,0001) (COHEN et al.,
1999).

2.6. Cancer de Endométrio

Muitos autores referem uma maior atividade endometrial em pacientes
usuarias de tamoxifeno com cancer de mama (LAHTI et al., 1995; CORLEY et al.,
1992; RULLO et al., 1993). Estudos mostram um aumento de duas vezes na
incidéncia do cancer endometrial em usuarias de tamoxifeno (FISHER et al., 1994;
COOK et al., 1995; KILLACKEY et al., 1995).

O primeiro relato de cancer endometrial em pacientes com cancer de mama
usuarias de tamoxifeno foi publicado em 1985. A partir desta publicagdo, varios
outros estudos demonstraram o aumento do risco de desenvolver céancer de
endométrio nestas pacientes (FISHER et al., 1994; FORNADER et al., 1993;
ANDERSON et al., 1992; VAN LEEUWEN et al., 1994).

Mignotte et al (1998), em um amplo estudo de caso-controle, encontraram
uma incidéncia de carcinoma endometrial em usudrias de tamoxifeno com cancer de
mama de aproximadamente 2-3/1000. Em 1996 a “International Agency for Research
on Cancer’ classificou o tamoxifeno como substancia carcinogénica para o
endométrio humano (IARC 1996). A coexisténcia de tumor de mama e endométrio é
algumas vezes atribuida aos fatores de risco comuns aos dois tipos de tumores,
principalmente a dependéncia de estrogénio (ADAMI et al., 1997; VAN LEEUWEN et
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al., 2001).

A associacao entre o0 uso de tamoxifeno por pdés-menopausicas com cancer
de mama e o cancer de endométrio ja é conhecida, varios trabalhos demonstram um
risco relativo aumentado quando comparadas com ndo usuarias de tamoxifeno
(FORNANDER et al., 1989; MIGNOTTE et al., 1998; DELIGDISCH et al., 2000;
NAROD et al.,, 2001; EARLY BREAST CANCER TRIALISTS COLLABORATIVE
GROUP, 1992; CURTIS et al., 1996; CUENCA et al., 1996; KATASE et al., 1998;
EARLY BREAST CANCER TRIALISTS COLLABORATIVE GROUP, 1998; COHEN
et al.,, 1999; BERNSTEIN et al., 1999; BERGMAN et al., 2000; LASSET et al., 2001).

Alguns trabalhos na literatura demonstram que o risco aumenta ao longo do
tempo de uso do tamoxifeno, com um risco relativo de 1.3 a 7.0.(LAHTI et al., 1993;
KEDAR et al., 1994; COHEN et al., 1996; GIBSON et al., 1996). O risco relativo mais
alto foi 7.5, observado em pacientes tratadas no trabalho NSABP B-14 (FISHER et
al., 1994). Porém, o mesmo grupo (NSABP-06), em outro trabalho encontrou um RR
de 2.2 a 2.3. Tal diferenca se justificaria pelo fato de que no NSABP B-14 o grupo

controle apresentou um nimero muito pequeno de casos de cancer de endométrio.

Outras evidéncias sobre o efeito do tamoxifeno no endométrio foram
descritas em importantes ensaios clinicos (CHENG et al., 1997; MUYLDER et al.,
1991; COHEN et al.,, 1997), demonstrando uma razdo de chance de 2.4 para
desenvolver cancer de endométrio em pacientes tratadas com tamoxifeno
(p=0.0005) (COHEN et al., 1997).

O risco de desenvolver cancer de endométrio parece aumentar com o tempo
de uso do tamoxifeno (TREILLEUX et al., 1999; BERGMAN et al., 2000; MIGNOTTE
et al., 1998; VAN LEEUWEN et al., 2001; CUENCA et al., 1996; DALLENBACH-
HELLWEG et al., 2000; SASCO et al.,, 1996; BERNSTEIN et al., 1999). A dose
cumulativa também se associa com o aumento do risco relativo de desenvolver
cancer de endométrio (FORNANDER et al., 1989; FISHER et al., 1994; ANDERSON
et al., 1991).

Muitos estudos sugerem que o comportamento biol6gico e o prognéstico dos
tumores endometriais associados ao tamoxifeno nao diferem dos outros tumores
endometriais da populacdo (FISHER et al., 1998; FISHER et al., 1994; MIGNOTTE
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et al., 1998; BARAKAT, 1998). Outros autores referem tumores endometridides bem
diferenciados em usuarias de tamoxifeno (MCGONIGLE et al., 1998; OZSENER et
al., 1998). Garuti et al (2002) relataram em seu trabalho casos de adenocarcinoma
endometrial G2 e G3 diagnosticados ap6s o tratamento com tamoxifeno, sugerindo
qgue pacientes tratadas com tamoxifeno poderiam apresentar um risco aumentado de

desenvolver canceres mais agressivos.

Outros trabalhos publicados demonstram que os tumores endometriais em
usuarias de tamoxifeno sao mais indiferenciados e de pior prognéstico, concordantes
com os achados de Garuti, além de na maioria dos casos serem tumores RE
(receptor de estrogénio) negativo (DELIGDISCH et al., 2000; BERGMAN et al., 2000;
DALLENBACH-HELLWEG et al., 2000; MAGRIPLES et al., 1993).

Provavelmente em razao da histologia desfavoravel e do estagio do cancer
no momento do diagndstico, a mortalidade por cancer de endométrio € maior em
usuarias de tamoxifeno do que em nao usuarias (DELIGDISCH et al.,, 2000;
MIGNOTTE et al., 1998; BERGMAN et al., 2000; MAGRIPLES et al., 1993; NAROD
et al., 2001; RAGAZ et al., 1998).

Cohen (2004) conclui em sua revisdo que existem evidéncias na literatura
mostrando a associacdo entre pacientes pds-menopausicas com cancer de mama
que usam tamoxifeno e cancer endometrial, além de um aumento do risco relativo
para cancer de endométrio quando comparado a nao usuarias. Na revisdo de Cohen
a maioria dos estudos que avaliaram cancer endometrial relatou casos de cancer de
endométrio em pacientes sintomaticas, com longo tempo de uso de tamoxifeno e
alta dose cumulativa da medicacao (tabela 2). O tipo histolégico mais comum foi o

endometridide ou adenocarcinoma.

E estimado que a populagdo de risco para desenvolver cancer endometrial
induzido pelo tamoxifeno no mundo seja de 406.000 pacientes por ano no mundo.
Destas, 820 terdo cancer de endométrio e 120 morreréo disto (SEOUD et al., 1999).

A reducao relativa de mortes 0.002 x 0.15 (incidéncia anual de ca de
endométrio em usuarias de tamoxifeno x mortalidade do cancer de endométrio)=
0.0003 ou 0.03%(BARAKAT, 1999), faz com que seja questionavel o custo/beneficio
dos métodos de rastreamento para cancer de endométrio.
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2.7. Hiperplasia Endometrial

A taxa de hiperplasia identificada em pds-menopausicas com cancer de
mama e usuarias de tamoxifeno é alta, comparada com pacientes nao tratadas
(DANIEL et al., 1996; COHEN et al., 1994; NEVEN et al., 1998; MAUGERI et al.,
2001; LAHTI et al., 1993; BORENSTEIN et al., 1994; GIBSON et al., 1996; CHENG
et al., 1997; COHEN et al., 1993; EXACOUSTOS et al.,, 1995; BERTELLI et al.,
1998; MCGONIGLE et al.,, 1996). A hiperplasia endometrial € mais comumente
diagnosticada em usuarias de tamoxifeno, sendo mais freqliente em pobs-
menopausicas com cancer de mama e sintomaticas (SPM) do que nas
assintomaticas (COHEN, 2004). Ocorre em 2-30% das pds-menopausicas usuarias
do tamoxifeno (Tabela 3), conforme dados de estudos caso-controle. E sugerido por
alguns estudos que pacientes sintomaticas (sangramento uterino anormal)
apresentem as maiores incidéncias de hiperplasia endometrial. Cohen et al (1999)
encontrou 35.7% de casos de hiperplasia em pacientes sintomaticas (SPM) e 5.6%
em assintomaticas (p<0.0001).

Marconi et al (1997) comparando sintomaticas com assintomaticas
encontraram 13% de casos de hiperplasia endometrial em sintomaticas e 7.7% nas

assintomaticas, respectivamente:

O estudo de K.F.McGonigle et al (2006) ndao detectou casos de hiperplasia
na sua amostra, os autores atribuem ao fato de que as pacientes do estudo foram
avaliadas previamente ao inicio da terapia com tamoxifeno, todas com histologia
endometrial sem alteragdes. Concluem que se o endométrio for histologicamente
normal previamente ao tratamento, o risco de desenvolver hiperplasia durante o uso

do tamoxifeno é muito baixo.

A maneira como a amostra endometrial € obtida pode alterar o nimero de
casos de hiperplasia; Sugere-se que quando uma amostragem endometrial for
necessaria, a histeroscopia com BE seja o método de escolha (GAL et al., 1991;
WILLEN et al., 1998; NEVEN et al., 1998; MAUGERI et al., 2001; BERLIERE et al.,
1998; TEPPER et al., 1997; COHEN et al., 1999).
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2.8. Polipo Endometrial

O diagnostico de podlipo endometrial tem se tornado mais freqiiente. Até
entao, a curetagem uterina era 0 método de avaliacdo da cavidade endometrial, mas
como é um método sem visdo direta, a deteccao de pélipos néo era feita em 50-85%
dos casos (LOVE et al, 1999; EARLY BREAST CANCER TRIALISTS
COLLABORATIVE GROUP, 1998 ). A relacao entre o uso de medicacdes que agem
nos receptores de estrogénio e a ocorréncia de pélipos ja € bem estabelecida
(SENKUS-KONEFKA et al., 2004). No trabalho de Biron-Shental et al (2003), foi
detectado a presenca de poélipo endometrial em 25.9% das pacientes poés-

menopausicas usuarias de tamoxifeno com cancer de mama.

A transformacgédo maligna é relatada em 3-10.7% dos pélipos endometriais
detectados nas pds-menopdausicas que fazem uso da medicagdo (tamoxifeno)
(COHEN et al,, 2000; COHEN et al.,, 1999; SCHLESINGER et al., 1998;
RAMONDETTA et al., 1999).

Das doencas endometriais, o polipo representa a que mais se associa com o
uso do tamoxifeno (COHEN et al., 2004). Lahti et al (1993) encontraram em seu
estudo de caso-controle uma freqiéncia de 36% de pédlipos endometriais em pos-
menopausicas usuarias de tamoxifeno. A frequéncia relatada de pélipos
endometriais na literatura varia de 5,38 a 36% (NEVEN et al., 1989; LAHTI et al.,
1993; COHEN et al., 1995; COHEN et al., 1997; CHENG et al., 1997; MAUGERI et
al., 2001; MCGONIGLE et al., 1998; BIRON-SHENTAL et al., 2003; NUOVO et al.,
1989; COHEN et al., 2000), dependendo do estudo.

A presenca de uma alta expressao de receptores hormonais nas glandulas
dos pélipos sugere uma sensibilidade aumentada destas estruturas aos horménios
esterdides, e pode explicar como estruturas polipdides se desenvolvem em niveis
baixos de estrogénio com endométrio atréfico adjacente (SENKUS-KONEFKA et al.,
2004). O polipo endometrial € mais encontrado em pds-menopdausicas com cancer
de mama e usuarias de tamoxifeno que apresentam sangramento pds-menopausico
do que no grupo de pacientes assintomaticas (BORENSTEIN et al., 1994; COHEN et
al., 1999; MARCON!I et al., 1997). Independente do status hormonal, alguns autores
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sugerem que o polipo endometrial representa um estagio intermediario entre a

hiperplasia e o cancer de endométrio (ISMAIL et al., 1994).

O potencial de transformacao carcinomatosa de um poélipo endometrial é
baixo, porém muitos trabalhos demonstraram que em usuarias de tamoxifeno nao é
incomum o achado de céancer ou hiperplasia dentro de um polipo
endometria(NEVEN et al.,, 1998; COHEN et al., 1999; CECI et al., 2000;
RAMONDETTA et al., 1999). Garuti et al (2002), detectaram 36,3% dos casos de
hiperplasia e 33.3% dos casos de cancer confinados a um pélipo. Baseados nestes
achados sugerem que os poélipos devem ser diagnosticados em usudrias de
tamoxifeno e se presentes cuidadosamente avaliados. Em relacdo ao diagnéstico,
referem que muitos polipos ndo sdo diagnosticados devido as técnicas as cegas de
obtencdo endometrial ou devido ao ponto de corte inadequado utilizado na
realizacdo da ultra-sonografia transvaginal destas pacientes.

O sintoma (sangramento p6s-menopausico) acontece em torno de 50% dos
casos (DELIGDISCH et al., 2000; COHEN et al., 1999; RAMONDETTA et al., 1999),
por isso se recomenda que a resseccao do poélipo seja realizada em pacientes
sintomaticas e assintomaticas. D.Marchesoni et al (2001) consideram os poélipos
endometriais um importante estagio intermediario na carcinogénese endometrial
relacionada com o tamoxifeno, mesmo na auséncia de hiperplasia endometrial.
Todos os pélipos endometriais diagnosticados devem ser ressecados. A
histeroscopia cirurgica parece ser a melhor maneira de remover estes pélipos, ja que

a curetagem pode ndo remové-los completamente.

Como nao se pode excluir patologia maligna em poélipos de poés-
menopausicas usuarias de tamoxifeno assintomaticas por achados ecograficos,
recomenda-se a retirada completa do pélipo por histeroscopia cirlrgica e analise
anatomo-patolégica de todo o material ressecado, j& que muitas vezes apenas um
foco dentro do polipo apresenta transformagdo maligna (TEPPER et al.,, 1997;
COHEN et al., 1999).

Os indices de malignizacdao de podlipos endometriais nas usuarias de
tamoxifeno tém se mostrado superior aos indices de ndo usuarias, embora ainda

nao se explique o real mecanismo desta transformagdo maligna (COHEN, 2004;
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BIRON-SHENTAL et al., 2003; COHEN et al., 1999). Observa-se que a exposicao do
endométrio de pds-menopausicas ao tamoxifeno pode contribuir para a malignizacao
de pélipos endometriais (DELIGDISCH et al.,, 2000; BERLIERE et al., 1998;
RAMONDETTA et al., 1999).

Ha na literatura um numero pequeno de estudos investigando a patogenia
do pélipo endometrial, porém alguns estudos sugerem que o pélipo se desenvolve
devido a um decréscimo no processo da apoptose mais significativo do que o
aumento da proliferacéao celular (BERLIERE et al., 1998; TAYLOR et al., 2003).

Altaner el al (2006) compararam, através de técnicas de imunoistoquimica,
pdlipos endometriais em po6s-menopdausicas usuarias e nao usuarias de tamoxifeno.
O Bcl-2 ( que é uma proteina antiapoptoética que inibe a morte celular e portanto
serve para avaliar a apoptose) e o ki-67 (antigeno nuclear que é uma proteina
associada a proliferacao celular e que esta presente em células proliferativas mas
ausente em células em repouso) foram os marcadores estudados. Encontraram um
aumento de Ki-67 e Bcl-2 em pdlipos de pds-menopausicas usuarias de tamoxifeno.
Estes achados sugerem que o0s polipos endometriais apresentam uma maior
proliferacdo celular e uma inibicdo da apoptose que pode representar uma via
importante na malignizacado destes pdlipos. O epitélio glandular dos pdlipos destas
pacientes expressou um aumento do Bcl-2 e altos indices mitéticos, resultado que

parece refletir o efeito estrogénico do tamoxifeno nos pélipos endometriais.

McGurgan P et al (2006) observaram que o uso do tamoxifeno nas pos-
menopausicas se relaciona com uma diminui¢cdo da expressao do RE na glandula e
um aumento do RP no estroma do pdlipo endometrial. O tamoxifeno possui, ao nivel
de receptores, um efeito similar no cancer endometrial (JAMIL et al., 1991; VERING
et al., 1993).

Schwartz et al (1997) avaliaram 15 usuérias de tamoxifeno e um grupo
controle de 8 ndo-usuarias também p6s-menopausicas. Observaram uma diminuicao
de expressao do RE no estroma do pdlipo endometrial, sendo que no estudo nao
houve alteragdo na expressao de receptores de progesterona. Cohen et al (1997)
avaliaram 28 p6s-menopausicas usuarias de tamoxifeno com pélipo endometrial e

14 ndo usuarias também com polipos do grupo controle. Encontraram uma
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diminuicdo dos receptores de estrogénio tanto na glandula quanto no estroma dos
pélipos de pacientes usuarias de tamoxifeno.

O tamoxifeno nao alterou a expressao de ki-67 no trabalho de Mc
Gurgan(2006), mas alterou a apoptose. No contexto de proliferacao celular e morte,
a exposicao do pdlipo ao tamoxifeno ocorre com uma baixa proliferacao celular e um
decréscimo na taxa de apoptose. Estes achados colaboram com a hipétese de que
os polipos endometriais sdo tumores com alteracdes no controle da apoptose e o
tamoxifeno parece ser um acelerador deste processo. Os resultados de McGurgan
corroboram com a hipétese de que o tamoxifeno tem um importante efeito no
desenvolvimento de poélipos endometriais, neste estudo representado pelo
decréscimo da apoptose (que aparece na imunoistoquimica com o aumento da
expressao do Bcl-2).

2.9. Receptores Esterdides E Ki-67

No inicio da década de 1960, observou-se primeiramente que os estrogénios
radiativamente marcados concentravam-se preferencialmente em 6rgaos alvos do
estrogénio. Esta observacao gerou o conceito de “receptor de estrogénio” (JENSEN
et al., 2002). Os receptores de estrogénio e os receptores de progesterona
pertencem a uma superfamilia de receptores nucleares de hormdnios. Essas
proteinas receptoras funcionam como fatores de transcricdo quando se ligam aos
seus receptores ligantes. Esses receptores compartilham uma organizacéo funcional
e estrutural comum; Seus dominios funcionais foram designados de A-F. Estes

dominios funcionais sdo compostos de oito exons .

Ao se ligar ao estrogénio, o RE forma homodimeros e liga-se pelo dominio
de ligagdo do DNA (DBD), com alta afinidade em locais especificos, denominados
elementos responsivos ao estrogénio (ERE) (KLEIN-HITPASS et al., 1988).

Por meio da ligacao do DNA, o receptor de estrogénio (RE) influencia a
expressao dos genes responsivos ao estrogénio, como o receptor de progesterona
(RP), importante na sinalizagao mitogénica e cuja transcrigao é estimulada por meio
de, pelo menos, dois dominios distintos localizados na regido amino-terminal A/B
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(AF-1) e na regido carboxi-terminal E do receptor (AF-2) (TORA et al., 2002). Essa
duas regides do receptor de estrogénio parecem agir juntas para promover a

ativacao transcricional completa dos genes responsivos ao estrogénio.

O AF-1 é um dominio de ativacdo do receptor do estrogénio hormdnio
independente, enquanto que o AF-2 é hormdnio dependente (WEBSTER et al.,
1989). Existe uma regiao no interior do AF-2 que é altamente conservada dentre os
receptores nucleares de hormoénios, e € composta por residuos-alvos hidrofobicos
muito importantes para a ativacao transcricional horménio-dependente (DANIELIAN
et al.,, 1992). Um terceiro dominio de ativacdo foi identificado no receptor de
estrogénio humano dentro da por¢cao amino-terminal do AF-2, que tem sido chamado
AF2 alfa 23. Esta regido possui tanto uma funcéo ativadora transcricional constitutiva
quanto um efeito estimulador em AF-1 (CHAMBRAUD et al., 1990).Tanto o AF-1
quanto o AF-2 sdo necessarios para uma atividade transcricional maxima dos RE na
maior parte dos ambientes celulares, mesmo que em certos promotores o AF-1 e 0
AF-2 possam funcionar de maneira independente (TZUKERMAN et al., 1994).

Algumas pesquisas tém demonstrado que, quando o AF-2 é necessario para
a atividade transcricional do RE, os antiestrogénicos como o tamoxifeno atuam como
antagonistas puros (BOCQUEL et al., 1989).Entretanto no contexto celular no qual o
AF-2 ndao é necessario e o AF-1 é suficiente para a atividade transcricional, o
tamoxifeno pode atuar como agonista parcial (TZUKERMAN et al.,, 1994;
McDONNELL et al., 1995).

Assim os antiestrogénicos podem agir como antagonistas de AF-2 e como
agonistas de AF-1. O fato de que os antiestrogénicos interagem de maneira
diferente com esses dois dominios transativacionais dependendo do ambiente
celular pode explicar porque essas moléculas podem agir tanto como antagonistas

no tecido mamario quanto como agonistas de RE no utero.

A técnica padrao para o estudo dos receptores hormonais era a avaliacao
através de um ligante bioguimico. Atualmente a imunoistoquimica é considerado o
padrao-ouro, pois além de ser aplicavel a tecidos fixados em formalina, a tecidos
parafinados, existem muitos reagentes disponiveis para a realizacdo da técnica
(HAYES, 2000).
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A andlise imunoistoquimica pode ser realizada em finas seccdes de tecido,
cortadas a partir de formas fixadas com formalina, parafina ou amostras de biépsias
congeladas. Inicialmente séo feitas sec¢coes de 4 a 5 micra e montadas sobre
laminas cobertas de proteinas. Para aumentar a sensibilidade de deteccao, as
amostras sdo primeiramente aquecidas (SHI S-R et al., 1997). As sec¢des séo
expostas a um anticorpo primario dirigido contra o RE ou ao RP, e entdo um
anticorpo secundario que reconhece o primeiro € adicionado para amplificar o sinal
subsequiente. As amostras sdo coradas e contadas e a quantidade de proteinas
presentes pode ser observada de forma semiquantitativa.

Embora a técnica de imunoistoquimica ofereca inuUmeras vantagens, a
analise pode possuir algumas desvantagens. Os resultados podem variar
substancialmente devido as diferencas na fixacdo do tecido, modificacdo do
procedimento, tipo de anticorpo utilizado (ELLEDGE et al., 1994) e tratamento do
antigeno (JACOBS et al., 1996).

O método é semi-subjetivo e a quantificagdo pode variar de acordo com o
observador (Biesterfeld et al., 1996). As células com reagdo hormonal positiva
revelam-se com uma coloragcdo nuclear amarronzada. A melhor maneira de relatar
os resultados da analise imunoistoquimica ainda é discutivel (ESTEBAN et al.,
1994). Segundo o Consenso de Saint Gallen (2005), € considerado receptor
hormonal positivo aquele tumor no qual pelo menos um dos receptores (RE ou RP)
apresentar 1% de positividade na técnica de imunoistoquimica.

O Ki-67 € um anticorpo monoclonal desenvolvido por Gerdes et al (1983)
especifico para um antigeno nuclear expresso apenas em células em proliferacao
(G1 tardio, S,M, G2 do ciclo celular). O MIB-1, que € um anticorpo mais novo, tém
sido utilizado contra peptideos de fragmentos recombinantes do gene que codificam
o antigeno do Ki-67 e sado eficazes em seccbes fixadas e arquivadas (KEY et al.,
1993; CATTORETTI et al., 1992).

2.10. Imunoistoquimica e Tamoxifeno

Os receptores de estrogénio no endométrio de pdos-menopausicas
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decrescem gradativamente com o aumento da idade (KOSHIYAMA et al., 1996). In
vitro, o tamoxifeno ativa os receptores de estrogénio, causando uma regulacéao
positiva dos receptores de estrogénio e de progesterona no endométrio
(GORODESKI et al.,, 1992). Alguns estudos confirmam que durante o uso do
tamoxifeno em mulheres com cancer de mama ocorre um aumento no endométrio
da expressao de receptores esteréides (KARCK et al., 2000; ELKAS et al.,2000;
KOMMOSS et al., 1998) e de marcadores da proliferacdo celular (ELKAS et al.,
2000).

O Ki-67 é um conhecido marcador de proliferacao celular (TAYLOR et al.,
2003; GOMPEL et al., 1994). E considerado um antigeno nuclear que se expressa
em todos os estagios do ciclo celular em células na mitose, porém esta ausente em

células em repouso.

Tregébn ML et al (2003) avaliaram a expressao de RE, RP e Ki-67 em
pacientes pds-menopausicas sem diagndstico de cancer de mama que fizeram uso
de tamoxifeno por um curto periodo de tempo. Encontraram um aumento da
expressao dos receptores de estrogénio e do indice de Ki-67 no epitélio glandular
das usuarias, comparado com as nao usuarias (p<0.05). O aumento na expressao
do receptor de progesterona encontrado pelo grupo nédo foi estatisticamente

significativo.

Outros estudos com periodo mais longo de uso do tamoxifeno
demonstraram um aumento expressivo nos receptores de progesterona (ELKAS et
al., 2003; SCHWARTZ et al., 1997). Os achados heterogéneos da literatura em
relacdo a expressdao de receptores esterdides e Ki-67 no endométrio de pods-
menopausicas podem estar relacionados com o tempo de uso do tamoxifeno, ja que
a modulacao exercida por ele sobre os receptores esterdides e sobre os marcadores
de proliferagédo parece mudar conforme o tempo de uso (TREGON et al., 2003).

Altaner S et al (2006) avaliaram o risco de malignizacdo dos polipos
endometriais comparando a expressao do Bcl-2 (proteina anti-apoptética) e do Ki-67
em pds-menopausicas usuarias e ndao usuarias de tamoxifeno. O estudo demonstrou
aumento da expressao do Bcl-2 e do Ki-67 nos pélipos endometriais das usuarias de

tamoxifeno, demonstrando uma inibicdo da apoptose e um alto indice de mitose
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celular, sugerindo uma maior chance de transformacdo maligna nestes poélipos
endometriais expostos ao tamoxifeno. Esta expressdo aumentada do Bcl-2 e do Ki-

67 pode refletir o efeito estrogénico do tamoxifeno nos pélipos endometriais.

O Ki-67 é um antigeno nuclear expressado nas células em proliferacao
mitética. Até entdo, muita énfase era dada ao Ki-67 no processo da carcinogénese
celular, pois um aumento da expressao do Ki-67 representava o processo essencial
para o desenvolvimento do cancer. Recentemente tém-se aumentado o interesse
pela apoptose celular (morte programada da célula), vista como um mecanismo
fundamental no desenvolvimento do cancer (TAYLOR et al., 2003; IOFFE et al.,
1998).

McGurgan P, et al (2006) realizaram um estudo em pélipos endometriais de
pds-menopausicas usuarias (com ca de mama) e nao-usuarias de tamoxifeno,
considerando os possiveis efeitos do tamoxifeno na expressao dos receptores de
estrogénio, receptores de progesterona, Ki-67 e Bcl-2. Observaram que com o uso
do tamoxifeno houve uma diminuicdo na expressao dos receptores de estrogénio no
epitélio glandular do pélipo endometrial e um aumento da expressédo dos receptores
de progesterona no estroma.

O decréscimo na expressao de receptores de estrogénio no estroma dos
pélipos foi descrito por outros autores(SCHWARTZ et al., 1997; COHEN et al.,
1997), sendo que Cohen et al (1997) também encontraram uma diminuicdo dos
receptores no epitélio glandular. Tanto Cohen como Schwartz ndo encontraram

alteracao na expressao do receptor de progesterona.

O estudo de McGurgan et al (2006) nao encontrou alteracdes na proliferacao
celular relacionadas com a exposigdo ao tamoxifeno (mensurada pelo ki-67),
detectando baixo indice de proliferacdo celular nos pdlipos endometriais das pos-
menopausicas usuarias de tamoxifeno. A deteccao do Bcl-2 foi superior neste grupo,
mostrando o efeito do tamoxifeno na diminuicdo da apoptose nos poélipos das

usuarias.

Em contraste com a alta expressao de receptores esterbides observada em
pblipos endometriais, uma diminuicdo nos receptores esterdides € um evento

precoce na carcinogénese endometrial, sendo que o carcinoma de endométrio
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geralmente tem um nivel mais baixo de receptores esterdides do que o endométrio
normal ou hiperplasico (PICKARTZ et al., 1990; LiSF et al., 1996).

O estudo Mourits MJE et al (2002) avaliou o efeito do tamoxifeno na
proliferacdo e na expressao dos receptores esterdides no endométrio de pacientes
pds-menopausicas. O estudo demonstrou uma proliferacdo de epitélio endometrial
benigno maior (determinada através do MIB-1) no endométrio das usuarias de
tamoxifeno, comparado com as nao-usuarias. No grupo das usuarias de tamoxifeno
com cancer endometrial a porcentagem de tumores RE foi de 60%, inferior aos 88%

de RE positivo do grupo das ndo-usuarias.



3. OBJETIVOS

3.1. Geral

Identificar o perfil imunoistoquimico, os achados anatomo-patolégicos e
histeroscépicos das pacientes pds-menopausicas com cancer de mama e em uso de

tamoxifeno que realizaram histeroscopia no periodo de 01/2000 a 12/2003.

3.2. Especificos

3.2.1. Descrever os antecedentes gineco-obstétricos das pacientes incluidas no
estudo.

3.2.2. Avaliar a média de idade e da menopausa, assim como o tempo decorrido da
menopausa até a realizacdo do exame histeroscopico.

3.2.3. Avaliar o tempo de uso do tamoxifeno.
3.2.4. Descrever os achados histeroscépicos.
3.2.5. Descrever os achados anatomo-patologicos.

3.2.6. Descrever o perfil imunoistoquimico: receptor de estrogénio, receptor de
progesterona e Ki-67 das amostras de endométrio obtidas através da histeroscopia.
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RESUMO

Introducdo: A proliferagdo endometrial induzida pelo tamoxifeno e sua
possivel contribuicio na carcinogénese do endométrio ainda nao estao
completamente definidas. No endométrio de mulheres pré-menopausicas saudaveis,
um nivel aumentado de estradiol coincide com um aumento da expressao de ki-67,
receptor de estrogénio (RE) e receptor de progesterona (RP). O tamoxifeno,
exercendo seu efeito agonista no endométrio, induziria um aumento da expressao

do Ki-67 e receptores esterdides.

Objetivo: Avaliar o perfil imunoistoquimico, achados histeroscépicos e
anatomo-patolégicos de pds-menopausicas com cancer de mama e usuarias de
tamoxifeno. Método: incluidas 40 pacientes pos-menopdausicas que realizaram
histeroscopia com biépsia de endométrio de jan/2000 a dez/2003. Todas tinham
cancer de mama, em uso de tamoxifeno 20mg/dia. Realizada analise retrospectiva
dos prontuarios e dos blocos de parafina e técnica de imunoistoquimica para
quantificar o ki-67, o RE e o RP.

Resultados: A média de idade no momento da realizagdo do exame
histeroscépico foi de 59 anos (+/- 14a dp) e a da menopausa 45,1 anos (+/- 7a dp).
A mediana do tempo decorrido da menopausa até a realizacdo do exame
histeroscépico foi de 13 anos (2-24). A média do tempo de uso do tamoxifeno foi de
27,3 meses (+/-16.5).

Sessenta porcento das histeroscopias foram realizadas por alteracao
ecografica e 40% por sangramento p6s-menopdausico. O achado mais comum foi o
pdlipo endometrial (32,5%). Todos os casos de cancer ou hiperplasia atipica foram
descritos com imagem histeroscopica suspeita. O achado anatomo-patoldégico mais
comum foi o endométrio atréfico (22,5%) e a lesdo endometrial mais descrita na
amostra foi o pdélipo endometrial (15% dos casos isolado e 15% associado a
endométrio atréfico). Na analise imunoistoquimica 85% dos casos foram RP positivo,
75% RE positivo e 50% Ki-67 positivo. Todos os casos de poélipo endometrial e
pélipo associado a endométrio atréfico foram RE positivo (p=0.01). O RP foi positivo
em 100% dos polipos associados a endométrio atréfico e 83,3% dos pdlipos
isolados. O RE negativo foi mais encontrado no endométrio atréfico (p=0,01). Em
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relacdo ao tempo decorrido da menopausa, observamos que quanto maior o tempo
decorrido menor a expressdo de ki-67 no endométrio destas pacientes (p=0.03).
Também detectamos que o Ki-67 se expressou mais no endométrio de pos-

menopausicas com menos idade (p=0.01).

Conclusao: Na amostra estudada encontramos uma alta expressao de
receptores esterdides no endométrio. Embora a maioria dos achados anatomo-

patolégicos tenham sido benignos, apenas 22.5% eram atroficos.

Todos os casos de poélipo endometrial e podlipo associado a endométrio
atrofico foram RE positivo, podendo o RE representar um papel importante no
desenvolvimento do pélipo endometrial em pds-menopausicas usuarias de

tamoxifeno.

Descritores: Endométrio, tamoxifeno, menopausa, imunoistoquimica, Ki-67,

receptor de estrogénio, receptor de progesterona.



51

INTRODUCAO

O tamoxifeno € um SERM (modulador seletivo de receptor de estrogénio)
derivado do trifeniletileno que possui propriedades agonistas e antagonistas ao
estrogénio, dependendo do tecido em que esteja agindo e da concentracdo de
estradiol. "

O declinio da mortalidade pelo cancer de mama nos paises ocidentais &
devido, em parte, ao uso de tamoxifeno ® droga largamente utilizada no tratamento
do cancer de mama em seus diversos estadios. A dose diaria recomendada
universalmente é de 20mg, sendo doses mais altas relacionadas com maior

toxicidade e sem beneficio superior comprovado.

Embora seu efeito antiestrogénico no tecido mamario represente uma opc¢ao
importante na terapéutica do cancer de mama, estudos demonstraram seus efeitos
em outros tecidos, como por exemplo, a associacdo com cancer de endométrio e
com trombose venosa, agora reconhecidos como acéo estrogénica no endométrio e

no sistema de coagulacéo.

Desde a publicacdo de Fornander et al, em 1989®, uma incidéncia
aumentada de carcinoma endometrial em pés-menopausicas com cancer de mama
e usuarias de tamoxifeno vem sendo descrita. Em 1996 a “International Agency for
Research on Cancer” classificou o tamoxifeno como substancia carcinogénica para o
endométrio ¥ e o uso de tamoxifeno passou a ser reconhecido como um fator de

risco para desenvolver adenocarcinoma de endométrio.

Estudos mostram um risco relativo para desenvolver cancer de endométrio
superior em usuarias de tamoxifeno (duas a trés vezes maior). Este risco aumenta
proporcionalmente ao tempo de tratamento e a dose utilizada. O RR é =2 para um
tempo de uso de 2 a 5 anos e RR= 6,9 para um tempo superior a cinco anos de uso

de tamoxifeno.®

O mecanismo de acdo que explica a proliferacdo endometrial induzida pelo
tamoxifeno e sua possivel contribuicdo na carcinogénese do endométrio ainda nao
esta completamente definido. Sabe-se que a incidéncia de afecgdes benignas

excede a dos casos de cancer em pés-menopausicas usudrias de tamoxifeno ©,
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sugerindo que a maioria destas lesées nao progridem para cancer.

Tendo em vista esses achados, a monitorizacdo do endométrio das
pacientes tratadas com tamoxifeno, com o intuito de diagnosticar precocemente
essas lesdes, foi experimentada, seja por histeroscopia "®, por ultra-sonografia &9

por curetagem uterina ou por biépsia endometrial. ©.

Qualquer processo patolégico intracavitdrio pode beneficiar-se do
diagnéstico endoscopico. A histeroscopia pode ser considerada o padrdao-ouro no
estudo do endométrio, com acuracia superior a bidpsia as cegas e a curetagem

9 Baseados nestes achados,

uterina no diagnéstico de alteragdes endometriais.
nos ultimos anos, varios estudos ressaltaram o papel da histeroscopia na avaliacao
da mucosa uterina. E um exame que pode ser feito ambulatorialmente e sem
anestesia. Todavia € exame invasivo, requer técnica especializada e equipamento

de alto custo, o que dificulta seu uso para fins de rastreamento populacional.

A proteina Ki67 é uma proteina nuclear e nucleolar associada a proliferacao
das células somaticas. E a exclusiva expressdo deste antigeno em células em
processo de proliferacdo que faz com que os anticorpos se tornem uma ferramenta
inestimavel para o estudo da proliferacdo celular em pesquisa sobre cancer. O
anticorpo Ki67 original sé pode ser utilizado em tecido fresco ou congelado, uma vez
que a fixacao reduz ou anula a reacao imunoistoquimica. Este protétipo de anticorpo
foi sucedido por outros anticorpos que podem reconhecer a proteina Ki67 em cortes

de tecidos convencionalmente fixados (o0 mais amplamente utilizado é o MIB-1). (112

No endométrio de mulheres pré-menopausicas saudaveis, um nivel
aumentado de estradiol coincide com um aumento na expressdao do Ki67, do
receptor de progesterona e do receptor de estrogénio. Pode-se deduzir que o
tamoxifeno, devido ao seu efeito agonista no endométrio, induziria a um aumento na
expressao do Ki67 no epitélio glandular e isto se relacionaria ao status de receptor
de estrogénio. Devido ao fato de que agonistas do estrogénio no endométrio podem
induzir a expressao do receptor de progesterona, receptores de progesterona podem

estar aumentados em usuérias de tamoxifeno. (V)

Este estudo foi idealizado porque ainda nao existe na literatura um consenso

sobre a acdo do tamoxifeno no endométrio de mulheres na pds-menopausa com
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cancer de mama, assim como sobre a melhor maneira de rastreamento das

alteragbes endometriais nestas pacientes.

POPULACAO E METODOS

Critérios de inclusao
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Populacao: Foram selecionados inicialmente 73 pacientes. Excluidas sete
pacientes sem especificacdo do tempo de uso de tamoxifeno e 26 pacientes com
histeroscopia satisfatéria, porém com amostragem endometrial insuficiente.
Obedecendo aos critérios de inclusdao e exclusao, foram incluidas no estudo 40
pacientes.

Este estudo respeita as normas da Declaracao de Helsinque e da Resolucao
196/96 do Conselho Nacional de Saude para pesquisas em seres humanos.

Todas as pacientes tinham sido encaminhadas para a realizacdo de
histeroscopia diagnéstica. O achado histeroscépico foi descrito como normal
(endométrio normal ou atréfico) ou anormal (espessamento, pdlipo, mioma,
funcional, sugestivo de hiperplasia ou sugestivo de cancer). Algumas histeroscopias
cirurgicas para polipectomia foram realizadas no mesmo momento da histeroscopia

diagnéstica, conforme critério do histeroscopista que realizou o exame.

Uma andlise retrospectiva dos blocos de parafina das pacientes incluidas no
estudo foi realizada. Os resultados anatomo-patolégicos foram considerados
normais, se fosse encontrado endométrio de maturacao irregular e/ou atrofia, ou
anormais se fossem encontrados pélipos, hiperplasia simples com ou sem atipias,

hiperplasia complexa com ou sem atipias, miomas ou carcinoma endometrial.

A técnica de imunoistoquimica para quantificar o Ki-67, o receptor de
estrogénio e o receptor de progesterona foi realizada no Laboratério de Patologia da
Pés-Graduacgao da Faculdade (FFFCMPA).

Analise Estatistica

As variaveis quantitativas foram avaliadas através de média e desvio padrao
ou mediana e percentis 25-75, em caso de assimetria. As variaveis qualitativas
foram descritas através de freqléncias absolutas e relativas. Os dados foram
avaliados através do Teste Exato de Fisher (para variaveis qualitativas) e dos testes
T de Student (para comparagdo de médias) em dados com distribuicdo simétrica e
Mann-Whitney em caso de assimetria. O nivel de significadncia adotado foi de 5%. As
analises foram realizadas no programa SPSS (Statistical Package for the Social
Sciences) versao 10.0.
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Técnica de Imunoistoquimica

Cortes de 3um foram realizados nos blocos de parafina previamente
selecionados. Os cortes foram fixados nas laminas utilizando a 3'3-
aminopropiletoxisilano (Sigma-Aldrich) como aderente. Apds, em banho maria com a
solucao de tris-EdTA pH 9,0, se efetuou a recuperacao génica.

A segquir, realizou-se o bloqueio da peroxidase (com metanol 95ml e 5ml de
H202 vol 30). O préximo passo foi o bloqueio de proteinas especificas com soro
normal de cavalo. Depois, aplicou-se o anticorpo primario overnight na geladeira a
4°C.

O anticorpo monoclonal mouse, clone MIB-1 (Dakocytomation), foi utilizado
como anticorpo primario para reagir com o antigeno Ki-67, marcador de proliferacao
celular. Para a deteccao do RE e do RP foram utilizados os anticorpos primarios
Monoclonal Mouse, clone 6F11 (Novocastra) e Monoclonal Mouse, clone 16
(Novocastra), respectivamente. Apos, as laminas foram incubadas com o anticorpo
secundario biotinilado universal e a seguir incubadas com estreptoavidina-HRP (Kit
LSAB+ systemHRP, dakocytomation).

Para revelagéo utilizamos o cromégeno diaminobenzidina, contracorado com
hematoxilina. Como controle positivo do MIB-1 foi utilizado tecido normal de tonsila.
Os controles positivos do RE e do RP foram amostras de tecido mamario com

diagnéstico de cancer e receptor de estrogénio e receptor de progesterona positivos.

Os controles negativos foram os mesmos controles positivos, omitindo o

anticorpo primario.

As colorag¢des imunoistoquimicas foram observadas com microscépio éptico
e a laminas avaliadas por dois observadores considerando um indice de
concordancia interobservador (indice de Kappa) de 0,8.Foram analisados 10 campos
de grande aumento, e em relagdo ao RE e RP a coloragdo nuclear tipica foi
avaliada. Foram considerados como receptores hormonais positivos aqueles que
tiveram reatividade de pelo menos 1% do marcador. Em relacdo ao Ki-67,
considerou-se positivo quando mais que 10% da lamina apresentou reatividade

positiva com o marcador.
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Consideracées Eticas

O projeto foi submetido & aprovagéo pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Fundacado Faculdade Federal de Ciéncias Médicas de Porto Alegre (protocolo
004527-6/7) e também submetido ao CEP do Complexo Hospitalar Santa Casa de
Porto Alegre, sendo aprovado (projeto 1404/06).

RESULTADOS

Foram estudados 40 casos de pacientes pds-menopausicas usuarias de
tamoxifeno com diagnédstico de cancer de mama. 12.5% eram nuliparas, 37.5% das
pacientes tinham 1 ou 2 gestacdes e 50% 3 ou mais. 30% das pacientes tiveram
histéria de abortamento prévio, sendo que 20% referiram curetagem pés-aborto ou
semibtica. 22.5% tinham histéria de cauterizacado do colo uterino no passado. Todas
as pacientes selecionadas tinham sido submetidas a procedimento histeroscépico e
exame anatomo-patolégico da amostragem endometrial obtida. A média da idade
das pacientes no momento da realizacao do exame histeroscépico foi de 59 anos
(+/-14,9dp) e a da menopausa foi 45,1 anos (+/-7, dp). A mediana do tempo
decorrido da menopausa até a realizacdo do exame histeroscépico foi de 13 anos
(2-24).

As pacientes fizeram uso de tamoxifeno em média por 27,3 meses (+/-
16,4dp).

Dos exames histeroscoépicos realizados, 65% foram sem anestesia. 60% das
indicacdes do procedimento foram por alteracdo ecografica (52,5% por endométrio
espessado e 7,5% por ultrassonografia sugestiva de pdlipo) e 40% por sangramento
pds-menopausico. Tabela 1 - Caracterizacdo da amostra. Os achados
histeroscépicos estao demonstrados na Tabela 2. O achado mais comum foi o pélipo
endometrial. Todos os casos de cancer foram descritos como imagem histeroscépica

suspeita.

Quando separamos os achados anatomo-patolégicos em normal e anormal,
70% dos achados foram considerados anormais, embora o achado mais comum
tenha sido o endométrio atréfico (22.5%)
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A lesdo endometrial mais descrita na amostra foi o p6lipo endometrial (15%
dos casos isolado e 15% associado a endométrio atréfico). Os achados anatomo-
patoldégicos estao descritos na Figura 1.

Na analise imunoistoquimica 85% dos casos eram receptor de progesterona
positivo (Figura 2) e 75% eram receptor de estrogénio positivo (Figura 3). Cinqlenta
porcento dos casos de amostragem endometrial obtida por histeroscopia foram
positivos para o ki-67(Figura 4). A associa¢ao das variaveis em estudo com o RP,
RE e Ki-67 esta descrita na Tabela 3.

Achados anatomo-patoldgicos e expressao imunoistoquimica do RP:

O receptor de progesterona foi positivo em 100% dos casos de
polipo/endométrio atréfico, hiperplasia com atipia, mioma e endométrio hipotréfico.
83.3% dos casos de polipo endometrial e de endométrio proliferativo expressam
receptor de progesterona. A expressado foi positiva em 77.8% dos casos de
endométrio atrofico e 75% dos casos de hiperplasia simples e de cancer de

endométrio.

Achados anatomo-patoldgicos e expressao imunoistoquimica do RE:

Sao receptor de estrogénio positivo todos os casos de pélipo endometrial e
polipo associado a endométrio atréfico (p=0.01), hiperplasia com atipia, mioma, e
endométrio hipotréfico descritos na nossa amostra. Dos casos de hiperplasia
simples, 75% expressam receptor de estrogénio. Nos casos de céancer de
endométrio descritos nesta amostra, 50% expressavam RE positivo. A expressao
positiva nos casos de endométrio proliferativo foi 66.7% e nos casos de endométrio
atréfico foi 44.4%. O receptor de estrogénio negativo foi mais encontrado no
endométrio atrofico (p=0.01).
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Achados anatomo-patoldogicos e expressao imunoistoquimica do Ki-
67:

Houve uma expressdo positiva em 100% dos casos de hiperplasia
endometrial com atipia, cancer endometrial e no caso de mioma descrito na nossa

amostra.

Nos casos de hiperplasia simples o Ki-67 foi positivo em 75% da amostra e
66.7% positivo nos casos de endométrio proliferativo e nos de endométrio
hipotrofico.

Dos pélipos endometriais descritos, 33.3% eram Ki-67 positivo, sendo que
qguando o achado anatomo-patoldgico foi pdlipo e endométrio atréfico, a expressao
de Ki-67 foi positiva em 16.7%. Os casos de endométrio atroéfico da amostra
expressaram 22.2% de positividade para o Ki-67.

Em relacdo ao tempo decorrido da menopausa, observamos que quanto
maior o tempo decorrido menor a expressdo do Ki-67 no endométrio destas
pacientes (p=0.03). Também detectamos que o ki-67 se expressou mais no
endométrio das pds-menopausicas com menos idade (p=0.01)FIGURA 5 e 6.

DISCUSSAO:

Um dos efeitos colaterais mais importantes do tamoxifeno parece ser o
proliferativo no endométrio, porém, a amostragem endometrial pode ser de dificil

15,16.17.18) Na nossa amostra

obtencdo em casos de endométrio espessado ao US.'
inicial de 73 pacientes, 26 foram excluidas por auséncia de endométrio para analise
anatomo-patoldgica. Conforme dados da literatura, doencas endometriais sdo vistas
em 15 a 61% das pacientes tratadas com tamoxifeno que realizaram bidpsia
endometrial."® Dos casos incluidos neste trabalho, 70% tinham endométrio anormal
no exame anatomo-patoldgico. Esta taxa alta de lesdo endometrial se justificaria
primeiramente porque todas as pacientes que foram submetidas ao exame
histeroscépico e anatomo-patoldégico eram pacientes que apresentavam alguma
alteracdo ecografica ou sangramento pos-menopausico. Além disso, varias

pacientes com exame histeroscopico aparentemente sem alteracoes foram excluidas
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do estudo devido a auséncia de amostragem endometrial para exame anatomo-

patolégico.

Ja é descrito que a maioria das lesdes endometriais detectadas em usuarias

14,1617.1920) Em nossa amostra a maioria das lesdes

de tamoxifeno sdo benignas
endometriais detectadas no exame anatomo-patolégico foi benigna, sendo que o
achado endometrial mais comum foi o endométrio atréfico e a lesdo endometrial

mais encontrada foi o pélipo endometrial, de acordo com a literatura. "%

O achado histeroscépico mais comum foi o pdlipo endometrial, embora em
alguns casos a imagem histeroscopica tenha sido divergente do achado anatomo-
patoldgico (que consideramos o padrao-ouro). Uma das explicac6es para isto seria o
local da bidpsia endometrial (orientada por histeroscopia), que em alguns casos foi
adjacente a lesao polipdide vista na histeroscopia ®:

A lesdo endometrial que mais detectamos foi o pélipo, concordante com

achados da literatura. #*2°

) A freqiiéncia relatada de poélipos endometriais na
literatura varia de 5,38 a 36% °?53% dependendo do estudo. No nosso trabalho a
frequéncia de pélipos endometriais diagnosticados no exame anatomo-patolégico foi

de 15% e, quando associado a endométrio atréfico, também 15%.

A presenca de uma alta expressao de receptores hormonais nas glandulas
dos pélipos sugere uma sensibilidade aumentada destas estruturas aos horménios
esterdides, e pode explicar como estruturas polipdides se desenvolvem em niveis
baixos de estrogénio com endométrio atréfico adjacente ®¥. Na nossa amostra sdo
receptor de estrogénio positivo todos os casos de pélipo endometrial e podlipo
associado a endométrio atrofico (p=0.019).

O potencial de transformagédo carcinomatosa de um poélipo endometrial é
baixo ®°, porém muitos trabalhos demonstraram que em usudrias de tamoxifeno ndo
é incomum o achado de cancer ou hiperplasia dentro de um pélipo endometrial #¢39),
Garuti et al (2002), detectaram 36,3% dos casos de hiperplasia e 33.3% dos casos
de ca confinados a um polipo. Baseados nestes achados sugerem que os polipos
devem ser diagnosticados em wusuarias de tamoxifeno e se presentes
cuidadosamente avaliados. Em relacdo ao diagnoéstico, refere que muitos polipos

nao sao diagnosticados devido as técnicas as cegas de obtencdo endometrial ou
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devido ao cut-off inadequado utilizado na realizagdo do US TV destas pacientes''?.

A sintomatologia (sangramento p6s-menopdausico) acontece em torno de 50%dos

(14:3949) ' vor isso se recomenda que a resseccdo do pélipo seja realizada em

39,40)

casos

pacientes sintomaticas e assintomaticas

Na nossa amostra 91,66% das pacientes que tiveram diagnéstico de pdlipo
endometrial eram assintomaticas, tinham sido referenciadas ao exame
histeroscépico por alteracao ecografica. Como nao se pode excluir patologia maligna
em polipos de pds-menopdusicas usuarias de tamoxifeno assintomaticas por
achados ecograficos, recomenda-se a retirada completa do pdlipo por histeroscopia
cirdrgica e andlise anatomo-patoldgica de todo o material ressecado, j& que muitas

vezes apenas um foco dentro do pélipo apresenta transformagdo maligna “%4"

Ha na literatura um numero pequeno de estudos investigando a patogenia
do pélipo endometrial, porém alguns estudos sugerem que o pélipo se desenvolve
devido a um decréscimo no processo da apoptose mais significativo do que o

%243 Dos pdlipos endometriais descritos na nossa

aumento da proliferacdo celular ¢
amostra, 33.3% eram Ki-67 positivo, sendo que quando o achado anatomo-
patolégico foi polipo e endométrio atrofico associado, a expressdao de Ki-67 foi

positiva em apenas 16.7% dos casos.

O tamoxifeno ndo alterou a expressédo de ki-67 no trabalho de Mc Gurgan
(2006), mas alterou a apoptose. No contexto de proliferacdo celular e morte, a
exposicao do polipo ao tamoxifeno ocorre com uma baixa proliferacao celular e um
decréscimo na taxa de apoptose. Estes achados colaboram com a hipétese de que
os polipos endometriais sdo tumores com alteracdes no controle da apoptose e o
tamoxifeno parece ser um acelerador deste processo. Os resultados de McGurgan
corroboram com a hipoétese de que o tamoxifeno tem um importante efeito no
desenvolvimento de poélipos endometriais, neste estudo representado pelo
decréscimo da apoptose ( que aparece na imunoistoquimica com o aumento da
expressdo do Bcl-2).*Y Nao avaliamos na nossa amostra a expressdo do Bcl-2,
porém como detectamos taxas baixas de expressdo do ki-67, deduzimos que o
crescimento destes polipos endometriais ndo tenha relagdo exclusiva com a

proliferacao celular.
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Cohen na revisdo que incluiu 106 estudos (2004), demonstrou que a
resposta endometrial em pds-menopdausicas ao tamoxifeno é variada, concluindo
que as pacientes com ca de mama que usam tamoxifeno apresentam maior
freqiéncia de doenca endometrial do que as pacientes que ndao usam. As alteracoes
endometriais devido ao tamoxifeno podem estar relacionadas com longo o tempo de
uso ou com doses cumulativas do tamoxifeno, com a presenga de sangramento
vaginal e com a existéncia de doenga endometrial prévia ao tratamento ®¥. As
pacientes incluidas na nossa amostra ndo possuiam exame histeroscépico ou outro
tipo de avaliacdo endometrial previamente ao tamoxifeno, portanto ndo podemos
saber se a alta taxa de alteracdo endometrial (70%) que encontramos € causada
exclusivamente pelo uso do tamoxifeno. Alguns trabalhos demonstram o surgimento
de doenca endometrial, principalmente poélipos, em 25-26.9% das p6s-menopausicas

45,36,28,46,42) Goncalves MAG et al,

com cancer de mama tratadas com tamoxifeno.'
(1999) demonstraram que a prevaléncia de doenca endometrial antes e apds um
ano de tratamento com tamoxifeno foi de 10%, sem variacdo significativa.
Concluiram que a alta taxa de lesbes descritas por varios autores pode estar
relacionada com lesbes pré-existentes e por isto sugerem avaliacdo endometrial
antes do uso do tamoxifeno. "V O estudo prospectivo de K.F.McGonigle et al (2006)
demonstrou que a terapia com tamoxifeno apresenta minimos efeitos estrogénicos
sobre o Utero de pacientes p6s-menopausicas com cancer de mama. Ao contrario de
muitos estudos observacionais, este estudo excluiu pacientes com endométrio

espessado e/ou patologias endometriais antes do inicio da terapia com tamoxifeno.
(47)

Berliere M. et al (1998) avaliaram o efeito do tamoxifeno no endométrio de
pacientes com cancer de mama e observaram que as pacientes que apresentavam
doenca endometrial antes do uso do tamoxifeno tinham um risco aumentado de
desenvolver doenca endometrial durante o tratamento. Neste estudo, o

acompanhamento foi realizado durante trés anos de uso do tamoxifeno. “?

A lesdo endometrial foi detectada em 68,75% das pacientes com
sangramento vaginal. A literatura relata uma incidéncia de doenga endometrial em
torno de 75-92,9% nas pacientes com ca de mama usuarias de tamoxifeno que

apresentam sangramento pds-menopausico. (7 14 28 35 37.48-52)
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Todos os casos de cancer endometrial que detectamos por exame anatomo-
patolégico na nossa amostra, assim como o caso de hiperplasia glandular com
atipias, apresentavam histéria de sangramento pés-menopausico. O primeiro relato
de cancer endometrial em pacientes com ca de mama usuarias de tamoxifeno foi
publicado em 1985, 3 e partir desta publicagdo varios estudos foram publicados
demonstrando o aumento do risco de desenvolver cancer de endométrio nestas

pacientes. 39

Em 1996 a “International Agency for Research on Cancer” classificou o
tamoxifeno como substancia carcinogénica para o endométrio humano. @ A
coexisténcia de tumor de mama e endométrio é algumas vezes atribuida aos fatores
de risco comuns aos dois tipos de tumores, principalmente a dependéncia de

(°7.58) Estudos mostram um aumento de duas vezes na incidéncia de ca

54,59)

estrogénio.

endometrial em usuarias de tamoxifeno.!

Mignotte et al (1998), em um amplo estudo de caso-controle, encontraram
uma incidéncia de carcinoma endometrial em usuéarias de tamoxifeno com cancer de
mama de aproximadamente 2-3/1000. ®? Outras evidéncias sobre o efeito do
tamoxifeno no endométrio foram descritas em importantes ensaios clinicos ©¢"?®,
demonstrando uma razdo de chance de 2.4 para desenvolver ca de endométrio em

pacientes tratadas com tamoxifeno (p=0.0005). ¢")

Detectamos 10% de casos de cancer na nossa amostra. Esta taxa alta de
cancer se justificaria primeiramente porque todas as pacientes que realizaram o
exame histeroscépico apresentavam histéria de sangramento vaginal pés-
menopausico ou alteracdo ecografica (sendo que os casos de cancer eram todos
sintomaticos). M. Le Donne et al (2005) detectaram 16 casos de cancer endometrial
em uma amostra de 104 exames anatomo-patolégicos realizados (15.38% de

freqiiéncia de cancer endometrial).®”

Outros trabalhos publicados demonstram que os tumores endometriais em
usuérias de tamoxifeno sao mais indiferenciados e de pior prognéstico, além de na

maioria dos casos serem tumores RE negativo (4 ©163

Dos 4 casos que
detectamos, todos tinham expressao positiva para o ki-67, apenas um caso era RP

negativo e metade dos casos eram RE negativos.
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A terapia hormonal com o tamoxifeno ainda é a mais utilizada no tratamento
de pacientes com cancer de mama. Conhecer os efeitos que o tamoxifeno é capaz
de exercer sobre o utero e determinar maneiras de monitoramento uterino é
indispensavel para o bom acompanhamento destas pacientes. *” Como realizar o

monitoramento destas pacientes é um assunto controverso.

O ACOG (2006) recomenda que pacientes pos-menopausicas que
apresentarem sangramento vaginal anormal sejam investigadas. Nao recomendam
investigacdo endometrial de rotina. Baseados nas novas evidéncias que definem a
presenga do pdlipo endometrial como um fator de risco para o desenvolvimento de
hiperplasia atipica em pds-menopdausicas usuarias de tamoxifeno, o ACOG sugere
um screening com US transvaginal, histerosonografia ou histeroscopia antes do

inicio da terapia com tamoxifeno.®*

Concordamos com outros autores que o US transvaginal é Gtil nas pacientes
assintomaticas, sendo que em casos de endométrio irregular ou com espessura >

que 5mm, a histeroscopia com bidpsia deve ser realizada.®”

A histeroscopia € considerada o método com maior acurdcia para
diagnosticar pélipos, hiperplasias e cancer de endométrio. % Ela representa o tnico
método diagndstico que proporciona uma visao direta da cavidade endometrial, além

de possibilitar biépsias na area de maior suspeita de lesao. ©°

Em relacdo as pacientes pds-menopdausicas sintomaticas recomendamos
investigacdo histeroscdpica com biodpsia de endométrio em todos os casos. A
incidéncia de doenca endometrial como hiperplasia, pélipo e cancer, € em torno de
75-92,9% nas pacientes com cancer de mama usuarias de tamoxifeno que

apresentam sangramento vaginal. 14 2835 37.48-52)

Se formos comparar esta incidéncia com a incidéncia destas doencgas
endometriais nas pacientes que nao usam tamoxifeno, ela € muito mais elevada (75-
92.9% X 24.6%, p= 0,0001). ©®
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CONCLUSAO:

Na amostra estudada encontramos uma alta expressdo de receptores
esteréides no endométrio das usuarias de tamoxifeno, sendo que o Ki-67 se
expressou mais no endométrio das pacientes com menor idade e com menos tempo

decorrido da menopausa.

Embora o achado anatomo-patolégico mais comum tenha sido o endométrio
atrofico, 70% dos achados foram considerados anormais. Os casos confirmados
pelo exame anatomo-patoldégico de hiperplasia atipica ou cancer de endométrio
foram descritos como imagens histeroscopicas suspeitas.

A histeroscopia foi realizada em 65% das pacientes sem anestesia, sendo
que o polipo endometrial foi o achado histeroscopico mais descrito. Todos 0s casos
de pdlipo endometrial, inclusive os poélipos associados a endométrio atrofico foram
RE positivo, podendo o RE representar um papel importante no desenvolvimento do

pdlipo endometrial em pds-menopausicas usudrias de tamoxifeno.
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ABSTRACT

Introduction: Endometrial proliferation induced by tamoxifen and its potential
contribution to endometrial carcinogenesis are not as yet well-established. In the
endometrium of healthy pre-menopausal women, an increased level of estradiol
coincides with increased expression of Ki-67, ER and PR. By exerting an agonist
effect on the endometrium, tamoxifen would induce an increase in the expression of
Ki-67 and steroid receptors. Aim: To evaluate immunohistochemical profiles and
hysteroscopic and anatomicopathological findings of postmenopausal women with
breast cancer taking tamoxifen. Methods: Forty postmenopausal patients submitted
to hysteroscopy and biopsy of the endometrium from Jan 2000 to Dec 2003. All
patients had breast cancer and were on treatment with tamoxifen 20mg/day. A
retrospective analysis of medical records and paraffin blocks was carried out, as well
as immunohistochemical technique to quantify Ki-67, ER and PR. Results: Mean age
at the time of hysteroscopy was 59 years (SD +/- 14 yr) and of menopause 45.1
years (SD +/- 7 yr). The median of time elapsed from menopause to the
hysteroscopic examination was 13 years (2-24). Mean time of tamoxifen use was
27.3 months (SD +/-16.5). 60% of the hysteroscopies were performed due to
ultrasonographic changes and 40% because of postmenopausal bleeding. The most
common finding was endometrial polyp (32.5%). The cases of cancer or atypical
hyperplasia were described as suspect hysteroscopic image. The most common
anatomicopathological finding was atrophic endometrium (22.5%) and the most
common hysteroscopic lesion was endometrial polyp (15% of the cases in isolation
and 15% combined with atrophic endometrium). Immunohistochemistry showed that
85% of the cases were PR-positive, 75% were ER-positive and 50% were Ki-67-
positive. The cases of endometrial polyp and polyp associated with atrophic
endometrium were ER-positive (p=0.019). Negative ER was more often found in the
atrophic endometrium (p=0.01). The longer the time of menopause, the lesser the Ki-
67 expression in the endometrium (p=0.03). Ki-67 showed greater expression in the

endometrium of younger postmenopausal women (p=0.01).

Conclusion: We found a high expression of steroid receptors in the

endometrium in our series. All cases of endometrial polyp and polyp associated with
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atrophic endometrium were ER-positive, and the ER may play a major role in the
development of endometrial polyp in postmenopausal women on tamoxifen. Although
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INTRODUCTION

Tamoxifen is a Selective Estrogen Receptor Modulator (SERM) derived from
triphenylethylene that has estrogen agonist and antagonists properties depending on
the tissue on which it is acting and the level of estradiol.!”

The decline of breast cancer mortality in the western world is, in part, due to
the use of tamoxifen ), a widely prescribed medication used to treat breast cancer at
any of its various stages. The universally recommended dose of tamoxifen is 20
mg/day, and higher doses are associated with increased toxicity and no proven
further benefit.

Although the antiestrogenic effect of tamoxifen in the mammary tissue is an
important option in breast cancer treatment, studies have shown its effects on other
tissues as well, such as the association with endometrium cancer and venous
thrombosis, now recognized as estrogen action on the endometrium and on the

coagulation system.

Since the publication of a study by Fornander et al, in 1989 ®, an increased
incidence of endometrial carcinoma in postmenopausal women with breast cancer
using tamoxifen has been reported. In 1996, the International Agency for Research
on Cancer” has classified tamoxifen as a carcinogenic substance to the endometrium
“ and tamoxifen use was acknowledged as a risk factor for the development of

endometrium adenocarcinoma.

Studies have shown that tamoxifen users have a higher relative risk (RR) (2-
3-fold greater) of developing endometrial cancer, and this risk increases with the
length of treatment and the dose taken. For 2-5 years of tamoxifen use, the RR is 2,

and above 5 years it is 6.9. ©

The mechanism of action explaining the endometrial proliferation induced by
tamoxifen and its possible contribution to carcinogenesis in the endometrium is not
well-established. It is known that the incidence of benign affections exceeds that of

®) suggesting that most of these

cancer cases in postmenopausal tamoxifen users
lesions do not progress to cancer. In view of these findings, monitoring the

endometrium of tamoxifen-treated patients in order to early diagnose these lesions
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7,8) 8,9)

has been tried by hysteroscopy ®, ultrasonography uterine curettage or

endometrial biopsy. ©

Any intracavitary pathological process can benefit from an endoscopic
diagnosis. Hysteroscopy can be considered as the gold standard in the study of the
endometrium, superior in accuracy to blind biopsy and uterine curettage in the
diagnosis of endometrial alterations.'” Based on these findings, in recent years
several studies have highlighted the role of hysteroscopy in the evaluation of the
uterine mucosa. Although hysteroscopy can be performed on an outpatient basis and
without anesthesia, it is a technically demanding procedure that requires expensive

equipment, which limits its use for general patient screening.

Ki-67 is a nuclear and nucleolar protein associated with the proliferation of
somatic cells. It is the exclusive expression of this antigen in processes of
proliferation that makes antibodies an inestimable tool for the study of cell
proliferation in cancer research. The original Ki-67 antibody can be used only in fresh
or frozen tissue, because fixation reduces or abolishes the immunohistochemical
reaction. This prototype of antibody was succeeded by other antibodies that are able
to recognize the Ki-67 protein in conventionally fixed tissue sections (the most widely
used being MIB-1).(11:12)

In the endometrium of pre-menopausal healthy women, an increased level of
estradiol coincides with increased expression of Ki-67, estrogen receptor and
progesterone receptor. It may be deduced that tamoxifen, due to its agonist effect on
the endometrium, would induce an increase in Ki-67 expression in the glandular
epithelium and this would be related to the estrogen receptor status. Because
estrogen agonists can induce the expression of progesterone receptors, these may

be increased in tamoxifen users. "

This study was devised because as yet there is no consensus in the literature
on the action of tamoxifen in the endometrium of postmenopausal women with breast
cancer, as well as on the best way of screening these patients for endometrial

alterations.
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POPULATION AND METHODS

Inclusion criteria: The study included postmenopausal patients referred to
the gynecology service of the Complexo Hospitalar Santa Casa from Jan 2000 to
Dec 2003 for the performance of hysteroscopy. All patients had estrogen-receptor
positive breast cancer and were on tamoxifen 20 mg/day as adjuvant therapy. The
mean time of tamoxifen use was 27.3 months (+/-16.5). The concept of menopause
was lack of menses for at least 12 months, according to the Wikipedia (electronic

encyclopaedia) . ¥
Exclusion criteria:
- patients with malignant pathology diagnosed at the lower genital tract.
-patients with unsatisfactory hysteroscopy.
- patients submitted to hysteroscopy without information about time of
tamoxifen use.

- patients with satisfactory hysteroscopy but inadequate endometrial sample.

Sample size: Sample size was calculated using the PEPI 4.0, (Programs for
Epidemiologists) with the following parameters: significance level at 5%, power of
80% and a difference of prevalence of endometrial pathology between patients with
breast cancer using tamoxifen and those not using tamoxifen of 30% *. This way, a

total de 40 patients was obtained.

Population: |Initially 73 patients were selected. Seven patients were
excluded because they did not provide information on time of tamoxifen use and 26
patients with satisfactory hysteroscopy but inadequate endometrial sample. By the

exclusion and inclusion criteria, a total of 40 patients were included in the study.
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This study complies with the guidelines of the Helsinki Declaration and the
196/96 resolution of the National Health Council for research in human beings.

All of the patients had been referred to hysteroscopy for diagnostic purposes.
The hysteroscopic finding was taken as normal (normal or atrophic endometrium) or
abnormal (thickening, polyp, myoma, functional, suggestive of hyperplasia or
suggestive of cancer). Some surgical hysteroscopies for polypectomy were
performed at the same time of diagnostic hysteroscopy, according to the judgement
of the hysteroscopist performing the examination.

A retrospective analysis of the paraffin blocks of patients included in the
study was performed. The anatomicopathological results were considered either as
normal if an endometrium of irregular maturation and/or atrophy was found, or as
abnormal if there were polyps, simple hyperplasia with or without atypias, complex
hyperplasia with or without atypias, myomas or endometrial cancer.

The immunohistochemical technique to quantify Ki-67, the estrogen receptor
and the progesterone receptor was performed in the Postgraduate Laboratory of
Pathology of FFFCMPA.

Statistical analysis

The quantitative variables were evaluated through the mean and standard
deviation or median and 25th-75th percentiles, in case of asymmetries. The
qualitative variables were described through absolute and relative frequencies. The
data were evaluated through Fisher Exact Test (for qualitative variables) and the
Student’s T-test (for comparison of means) on data with symmetric distribution and
Mann-Whitney in case of asymmetry. The significance level used was 5%. The
analysis were performed with the Statistical Package for the Social Sciences) (SPSS
-10.0).
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Immunohistochemical technique

3-um sections were obtained from the previously selected paraffin blocks.
The sections were fixed in slides using 3’3’-aminopropiletoxisilane (Sigma-Aldrich)
as adhesive. Genic recovery was subsequently accomplished by rinsing with tris-
EdTA (pH 9.0).

Peroxidase was then blocked with methanol 95ml and 5ml H202 vol 30). The
next step was blocking specific proteins with normal horse serum, followed by

overnight primary antibody application in refrigerator at 4 °C.

Monoclonal mouse antibody, clone MIB-1 (Dakocytomation) was used as
primary antibody to react with antigen Ki-67, marker of cell proliferation. For detection
of ER and PR, the primary monoclonal mouse antibodies, clone 6F11 (Novocastra)
and Monoclonal mouse, clone 16 (Novocastra), were used, respectively. The slides
were then incubated with the universal biotinylated secondary antibody and
subsequently incubated with streptoavidin HRP (Kit LSAB+ system HRP,
dakocytomation).

For revelation we used the diaminobenzidine chromogen counterstained
with hematoxylin. Normal tissue of tonsil was used as positive control for MIB-1. The
positive controls of ER and PR were mammary tissue samples with diagnosis of
cancer and positive estrogen and progesterone receptors. The negative controls
were the same as the positive ones but omitting the primary antibody.

The immunohistochemical staining was examined under light microscopy and
the slides were evaluated by two observers considering an inter-observer
concordance (kappa index) of 0.8. Ten fields of large magnification were analyzed,
and with regard to ER and PR the typical nuclear staining was assessed. Positive
hormonal receptors were considered as those with reactivity of at least 1% of the
marker (citar figura) Concerning Ki-67, it was considered as positive when more than
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10% of the slide presented positive reactivity with the marker.

Ethical Considerations

The project was submitted to and approved by the Research Ethics
Committees of the Fundacdo Faculdade Federal de Ciéncias Médicas de Porto
Alegre (protocol 004527-6/7) and of the Complexo Hospitalar Santa Casa of Porto
Alegre (project 1404/06).

RESULTS

Forty cases of postmenopausal patients with a diagnosis of breast cancer on
tamoxifen treatment were studied. 12.5% of the patients were nulliparous, 37.5% had
1 or 2 pregnancies, and 50% 3 or more. 30% of the patients had a history of previous
abortion, with 20% reporting post-abortion curettage or semiotics. 22.5% had a
history of uterine cervix cauterization in the past. All selected patients had been
submitted to hysteroscopic procedure and anatomicopathological examination of the
endometrial sample obtained. Mean age of patients at hysteroscopy was 59 years
(SD +/- 14 yr) and of menopause 45.1 years (SD +/- 7 yr). The median of time from
menopause to the hysteroscopic examination was 13 years (2-24).

The patients used tamoxifen for an average of 27.3 years (SD +/-16.4 ).

Sixty-five per cent (65%) of the hysteroscopic examinations were done
without anesthesia; 60% of indications for the procedure were due to
ultrasonographic alteration (52.5% because of thickened endometrium and 7.5%
because of ultrasonographic suspicion of polyp) and 40% due to post-menopausal
bleeding. Table 1- Characterization of sample. Table 2 shows the hysteroscopic
findings. The most common finding was the endometrial polyp. All of the cases of
cancer were described as suspect hysteroscopic images.

As the anatomicopathological findings were divided into normal and
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abnormal, 70% were considered as abnormal, although the most common finding
has been the atrophic endometrium (22.5%).

The most common endometrial lesion in this series was the endometrial
polyp (15% of the cases in isolation and 15% associated with atrophic endometrium).

Figure 1 summarizes the anatomicopathological findings.

In the immunohistochemical analysis, 85% of the cases were progesterone
receptor-positive (Figure 2) and 75% were estrogen receptor-positive (Figure3). Half
the cases of endometrial samples obtained by hysteroscopy were Ki-67-positive
(Figure 4). Table 3 summarizes the association of studied variables with PR, ER and
Ki-67.

Anatomicopathological findings and immunohistochemical expression of PR:
The progesterone receptor was positive in 100% of the cases of polyp/atrophic
endometrium, hyperplasia with atypia, myoma and hypotrophic endometrium. 83.3%
of the cases of endometrial polyp and proliferative endometrium express the
progesterone receptor. Such expression was positive in 77.8% of the cases of
atrophic endometrium and in 75% of those of simple hyperplasia and endometrial

cancer.

Anatomicopathological findings and immunohistochemical expression
of ER:

All of the cases of endometrial polyp and polyp associated with atrophic
endometrium (p=0.01), hyperplasia with atypia, myoma, and hypotrophic
endometrium described in our series were estrogen receptor-positive. Of the cases of
simple hyperplasia, 75% expressed the estrogen receptor. In the cases of
endometrial cancer described in this series, 50% were ER-positive. Positive
expression in the cases of proliferative endometrium and of atrophic endometrium
were 66.7% and 44.4%, respectively. Negative estrogen-receptor was more often

found in the atrophic endometrium (p=0.01).
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Anatomicopathological findings and immunohistochemical expression
of Ki-67:

There was positive expression in 100% of the cases of endometrial
hyperplasia with atypia, endometrial cancer and in the case of myoma described in

our series.

Ki-67 was positive in 75% of the cases of simple hyperplasia and in 66.7% of

the cases of proliferative endometrium and hypotrophic endometrium in this series.

Among the endometrial polyps noted, 33.3% were Ki-67 positive, but when
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be ascribed to the fact that all patients who were submitted to the hysteroscopic and
anatomicopathological examination presented some ultrasonographic alteration or
postmenopausal bleeding. Moreover, a number of patients with apparently unaltered
hysteroscopic examination were excluded from the study due to absence of

endometrial sample for anatomicopathological examination.

It has already been described that most endometrial lesions detected in

1416.17.19.20) " |In our sample, most endometrial lesions

tamoxifen users are benign !
detected in the anatomicopathological examination were benign, the most common
finding being the atrophic endometrium and the most commonly found endometrial

lesion the endometrial polyp, in agreement with the literature.®'??

The most common hysteroscopic finding was endometrial polyp, although in
some cases the hysteroscopic image differed from the anatomicopathological finding
(considered as the gold standard). One of the explanations for this would be the
location of endometrial biopsy (hysteroscopy guided) , which in some cases was

adjacent to the polypoid lesion noted at hysteroscopy®.

The most often detected endometrial lesion was the polyp, in agreement with

24 29 The reported frequency of endometrial polyps in literature

literature reports. ¢
ranges from 5.38% to 36% ("> 2633 depending on the study. In our series, the
frequency of endometrial polyps diagnosed at the anatomicopathological examination

was 15% and, when associated with atrophic endometrium, also 15%.

The presence of a high expression of hormonal receptors in the polyp glands
suggests an increased sensitivity of these structures to the steroid hormones, and
may explain how polypoid structures develop in low levels of estrogen with adjacent

(34

atrophic endometrium ®*. In our series, all of the cases of endometrial polyp and

polyp associated with atrophic endometrium are estrogen-positive (p=0.019).

Although the potential of carcinomatous transformation of an endometrial

polyp is low ©

, there are many reports of cancer or hyperplasia within an
endometrial polyp among tamoxifen users ¢%9. Garuti et al (2002) detected 36.3%
of hyperplasia cases and 33.3% of cancer cases confined to a polyp. Based on these
findings, they suggest that polyps must be diagnosed and, if present, carefully

evaluated in tamoxifen users. Concerning the diagnosis, they remark that many
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polyps are not diagnosed because of the blind techniques used for endometrial
sampling or inadequate cut-off used in the ultrasonographic examination of these
patients '%. Symptomatology (postmenopausal bleeding) occurs in about 50% of the

(14, 39, 40)

cases , and therefore it is recommended that the polyp is resected in

symptomatic and asymptomatic patients % 9.

In our series, 91.66% of the patients diagnosed with endometrial polyp were
asymptomatic and had been referred to hysteroscopy because of some
ultrasonographic alteration. As malignant pathology cannot be ruled out in polyps of
postmenopausal tamoxifen users that are asymptomatic at ultrasonography,
complete removal of the polyp through surgical hysteroscopy is recommended, as
well as anatomicopathological analysis of the entirety of the resected material,

because often there is a single focus with malignant transformation inside the polyp.
(40, 41)

Few are the studies in the literature investigating the pathogeny of the
endometrial polyp, but some suggested that the polyp is the result of a decrease in
the process of apoptosis that is more significant than the increase in cellular

2. 43 Indeed, while Ki-67 was positive in 33.3% of the endometrial

proliferation ¢
polyps found in our series, it was positive in only 16.7% of the cases of polyp with

associated atrophic endometrium.

Tamoxifen did not affect Ki-67 expression in the work by Mc Gurgan (2006)
but it did affect apoptosis. In the context of cell proliferation and death, the exposure
of the polyp to tamoxifen occurred with low cell proliferation and a decrease in the
apoptosis rate. These findings support the hypothesis that endometrial polyps are
tumors with alterations in the control of apoptosis and tamoxifen appears to be an
accelerator of this process. The results by McGurgan support the hypothesis that
tamoxifen plays an important role in the development of endometrial polyps, in this
study represented by decreased apoptosis (which in histochemistry appears as
increased Bcl-2 expression). “Y Here we have not evaluated Bcl-2 expression, but as
we detected low levels of Ki-67 expression, we have deduced that the growth of
these endometrial polyps is not solely related to cell proliferation.

Cohen reviewed 106 studies (2004) and demonstrated that the endometrial
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response to tamoxifen in postmenopausal women is variable, concluding that breast
cancer patients using tamoxifen have a higher frequency of endometrial disease than
non-users. Endometrial changes due to tamoxifen may be related to long time use or
cumulative doses of the drug, to the presence of vaginal bleeding, and to the
existence of endometrial disease prior to treatment. ?¥ The patients included in our
series had not been submitted to hysteroscopic examination or other type of
endometrial evaluation prior to tamoxifen, and we thus cannot know if the high rate of
endometrial alteration (70%) that we found is solely caused by tamoxifen use. A few
works showed the onset of endometrial disease, particularly polyps, in 25-26.9% of

45.36.28.4642) Goncalves

postmenopausal breast cancer patients treated with tamoxifen.
MAG et al. (1999) demonstrated that the prevalence of endometrial disease before
and after one year of tamoxifen treatment was 10%, with no significant variation.
They concluded that the high frequency of lesions reported by several authors may
be related to pre-existing lesions and thus they suggest an endometrial evaluation
before initiating tamoxifen therapy.” A prospective study by K.F.McGonigle et al.
(2006) demonstrated that tamoxifen therapy presents minimal estrogenic effects on
the uterus of postmenopausal patients with breast cancer. Contrary to many
observational studies, this study excluded patients with thickened endometrium

and/or endometrial pathologies prior to initiation of tamoxifen therapy. ¢

Berliere M. et al. (1998) evaluated the effect of tamoxifen on the
endometrium of breast cancer patients and noted that the patients who presented
endometrial disease before using tamoxifen had an increased risk of developing
endometrial disease in the course of treatment. In this study, the follow-up was

performed for three years of tamoxifen use. “?

Endometrial lesion was detected in 68.75% of the patients with vaginal
bleeding. The literature reports an incidence of endometrial disease of about 75-

92.9% in breast cancer patients on tamoxifen who present postmenopausal bleeding.
(7,14,28,35,37,48-52)

All of the cases of endometrial cancer that we detected through the
anatomicopathological examination in our series, as well as the case of glandular
hyperplasia with atypias, had a history of postmenopausal bleeding. The first report

of endometrial cancer in breast cancer patients taking tamoxifen was published in
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1985 3 and since then several studies were published showing the increased risk of

developing endometrial cancer in these patients >,

In 1996, the “International Agency for Research on Cancer’ classified
tamoxifen as a carcinogenic drug for the human endometrium . The coexistence of

breast and endometrial tumors is sometimes ascribed to the risk factors shared by

57.%8) Studies have shown

a two-fold increase in the incidence of endometrial cancer in tamoxifen users ¢+ 59,

the two types of tumors, particularly estrogen dependence

Mignotte et al (1998), in a large case-control study, found an incidence of
endometrial carcinoma among tamoxifen users with breast cancer of about 2-3/1000
®2)_Further evidence of the effect of tamoxifen on the endometrium was reported in

27, 28

important clinical trials | ), showing an odds ratio of 2.4 for developing endometrial

cancer among patients treated with tamoxifen (p=0.0005). "

We have detected 10% of cancer cases in our series. This high rate of
cancer could be explained by the fact that all patients submitted to hysteroscopy had
a history of postmenopausal vaginal bleeding or ultrasonographic alteration (and the
cases of cancer were all symptomatic). M. Le Donne et al (2005) detected 16 cases
of endometrial cancer in a series of 104 anatomicopathological examinations (with a
frequency of endometrial cancer of 15.38%) ©°.

Other published works showed that endometrial tumors in tamoxifen users
are more undifferentiated and of worse prognosis, besides being mostly ER-negative

(14, 61-63

tumors ). Of the 4 cases that we detected, all were Ki-67-positive, only one

was PR-negative, and half were ER-negative.

Hormonal therapy with tamoxifen is still the most widely used one in the
treatment of breast cancer patients. To know the effects that tamoxifen is able to
exert on the uterus and to determine ways of uterine monitoring is indispensable for
an effective follow-up of these patients. 7 How to monitor these patients is a

controversial issue.

The ACOG (2006) recommends that postmenopausal patients with abnormal
vaginal bleeding should be investigated. Routine endometrial examination is not
recommended. Given the new evidence defining the presence of endometrial polyp
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as a risk factor for the development of atypical hyperplasia in postmenopausal users
of tamoxifen, the ACOG suggests screening with transvaginal ultrasonography,

hysterosonography or hysteroscopy before initiation of tamoxifen therapy. ©*

We agree with other authors that transvaginal ultrasonography is useful in
asymptomatic patients, and in the cases of irregular endometrium or those > 5 mm

thick, hysteroscopy with biopsy must be performed. ©?

Hysteroscopy is considered as the most accurate means to diagnose polyps,

r (60

hyperplasia and endometrial cancer ©?. It represents the only diagnostic method that

provides a direct vision of the endometrial cavity, in addition to enabling biopsies into

the area of higher suspicion of lesion ©°,

As for symptomatic postmenopausal patients, we recommend hysteroscopic
examination with endometrial biopsy in all cases. The incidence of such endometrial
diseases as hyperplasia, polyp, and cancer is about 75-92.9% in breast cancer

6, 14, 28, 35 37, 4852) |t we are to

patients with vaginal bleeding using tamoxifen.
compare this incidence with the incidence of endometrial diseases in patients who do

not use tamoxifen, it is much higher (75-92.9% X 24.6%, p= 0.0001). ©®

CONCLUSION:

In this patient series, we found a high expression of steroid receptors in the
endometrium  of tamoxifen users, with Ki-67 more highly expressed in the
endometrium of younger patients and with shorter time from the menopause.

Although the most common anatomicopathological was the atrophic
endometrium, 70% of the findings were considered as abnormal. The
anatomicopathologically confirmed cases of atypical hyperplasia or endometrial
cases were described as suspect hysteroscopic images.

Hysteroscopy was performed in 65% of the patients without anesthesia, the
endometrial polyp being the most commonly described finding. All of the cases of
endometrial polyp, including those associated with atrophic endometrium, were ER-
positive, and the ER may play an important role in the development of endometrial



polyp in postmenopausal tamoxifen users.
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Tabela 1 - Distribuicdo dos poélipos endometriais em pds-menopausicas

assintomaticas com cancer de mama e usuarias de tamoxifeno e em pacientes
usudrias de tamoxifeno sintomaticas

The distribution of cndometrial polyps in gynecologically asymptomatic postmencpausal breast cancer tamoxifen-treated patients and in similar
gynccologically symptomatic paticnts

* #tharors “synipwméuc  * Asyntpontime  ~ riuomenria poyps i Endometrial nplvps_in. R value.  Sammnlineg_method.
patients paticnts symptomatic paticnts asymptomatic patients
No. (%) No. (%)

T -
Cohen ct al. {20] 14 224 5 (35.7) 30 (13.4) <0.0117 . paoogaccivauaassvomnisnl.studs

“Marconi et al. {22 23 78 31(52:5) 13 (59.1) NS case control study
Borenstein et al. {11} 7 15 2 (28.6) 0 (0.0) NS prospective case control study

NS = not significant.



ANEXO Il
ARTIGO (PORTUGUES)

94



Tabela 1 — Caracterizacdo da amostra

Caracteristicas n=40
Idade (anos) * 59,0 £14,9
N de gestacdes ** 2,5 (2-4)
N¢ de partos vaginais ** 2 (1-3)
N¢ de abortos ** 0 (0-1)
Curetagem *** 8 (20,0)
Idade da menopausa (anos) * 451+7,8
Tempo de menopausa (anos) ** 13 (2-24)
Tempo de uso de Tamoxi(meses) * 27,3+16,5
Anestesia *** 14 (35,0)
Indicagao ***

Endométrio espessado 21 (52,5)

SPM 16 (40,0)

US sugere pélipo 3(7,5)
Receptor de Progesterona ***

Positivo 34 (85,0)

Negativo 6 (15,0)
Receptor de Estrogénio ***

Positivo 30 (75,0)

Negativo 10 (25,0)
Ki-67 ***

Positivo 20 (50,0)

Negativo 20 (50,0)

* média + desvio padrao
** mediana (percentis 25 — 75)
*kk n(%)

Tabela 2 - Achados Histeroscopicos

Achado Histeroscopico n %
Pélipo e atrofia cistica 6 15
Sugestivo de 1 2.5
hiperplasia com atipias

Atrofia cistica 3 7.5
Atrofia 3 7.5
Pdlipo endometrial 13 32.5
Mioma 1 2.5
Endométrio espessado 3 7.5
Sugestivo de 3 7.5
hiperplasia simples

Endomeétrio funcional 3 7.5
Sugestivo de cancer 4 10

Total 40 100
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Tabela 3 — Associagao das varidveis em estudo com a presenga de receptor de
progesterona, receptor de estrogénio e Ki-67 (MIB-1)

Receptor de Progesterona Receptor de Estrogénio Ki-67
Varidveis Sim Nio P Sim Nio P Sim Nio P
(n=34) (n=6) (n=30) (n=10) (n=20) (n=20)
Idade (anos) * 58,7+153 60,8+12,8 0,744 584+158 60,8+123 0,660° 532+133 64,8+14,3 0,012°
Idade menopausa 44,8 +8,3 46,5%3,9 0,633"  44,5%8,7 469140 0399" 438495 46,4+55 0,288"
(anos)*
Tempo menopausa 11,5 18,5 1,000 11,5 18 0,818° 4 18 0,035°
(anos)** (2-24,5) (0,8-21,5) (2-,26,5) (2-20,3) (2-18,3) (4,8-28.8)
Tempo de uso de 27,8+ 159 242 £20,9 0,626 29,1+150 21,6+203 0215 249+154 29,6+176 0375
Tamoxi (meses) *
AP skeksk
Atréfico 7 (20,6) 2(33,3) 0,602° 4(13,3) 5(50,0) 0,029¢ 2 (10,0) 7 (35,0) 0,127¢
Ativo 27 (79,4) 4(66,7) 26 (86,7) 5(50,0) 18 (90,0) 13 (65,0)
Pdlipo ***
Sim 11 (32,4) 1(16,7) 0,648° 12 (40,0) 0(0,0) 0,019¢ 3 (15,0) 9 (45,0) 0,084°¢
Niao 23 (67,6) 5(83,3) 18 (60,0) 10 (100,0) 17 (85,0) 11 (55,0)
* média + desvio padrao
** mediana (percentis 25 — 75)
*kk n(%)
& Valor obtido pelo teste t-Student
® Valor obtido pelo teste de Mann-Whitney
¢ Valor obtido pelo teste Exato de Fisher
Atréfico 9 (22,5%)
Pélipo
Proliferativo
Polipo-End atréfico
o
< CA
Hiperplasia Simples
Hipotréfico
Mioma
Hiperplasia com atipia
0 2 4 6 8 10 12

N2 de mulheres

Figura 1-Achados anatomo-patoldgicos
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® e - ® & s P I P e O
FIGURA 2- Biépsia de Endométrio-Receptor de Progesterona positivo (40X)

FIGURA 3- Bidpsia de Endométrio-Receptor de Estrogénio positivo (20X)



98

- & )
L ’ : i

FIGURA 4- iépsia e enmétrio Ki-67 (20X) ‘
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Figura 5 - Associacéo entre o tempo decorrido da menopausa e a expressao de Ki-
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Figura 6 - Associacao entre a idade e a expressao do Ki-67 no endométrio
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Table 1 — Characteristics of the sample

Characteristics n=40
Age (years) * 59.0 £14.9
No. of gestations ** 2.5 (2-4)
No. of vaginal parturitions ** 2 (1-3)
No. of abortions ** 0 (0-1)
Curettage *** 8 (20.0)
Age at menopause (years) * 451+7.8
Time of menopause (years) ** 13 (2-24)
Time using Tamoxifen(months) * 27.3+16.5
Anesthesia *** 14 (35.0)
Indication ***

Thickened endometrium 21 (52.5)

PMS 16 (40.0)

US suggests polyp 3(7.5)
Progesterone Receptor ***

Positive 34 (85.0)

Negative 6 (15.0)
Estrogen Receptor ***

Positive 30 (75.0)

Negative 10 (25.0)
Ki-67 ***

Positive 20 (50.0)

Negative 20 (50.0)

* mean * standard deviation
** median (25th — 75th percentiles)
*kk n (%)

Table 2- Hysteroscopic findings

Hysteroscopic finding n
Polyp and cystic atrophy 6
Suggestive of 1
hyperplasia with

atypias

Cystic atrophy 3
Atrophy 3
Endometrial polyp 13
Myoma 1
Thickened endometrium 3
Suggestive of simple 3
hyperplasia

Functional endometrium 3
Suggestive of cancer 4
Total 40

%
15
2.5

7.5
7.5
32.5
2.5
7.5
7.5

7.5
10
100
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Table 3 — Association of variables under study with the presence of progesterone
receptor, estrogen receptor and Ki-67 (MIB-1)

Progesterone Receptor Estrogen Receptor Ki-67
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Figure 2 - Endometrium Biopsy- Progesterone Receptor Positive(40X)

”

20X)

- Estrogen receptor positive (

Endometrium Biopsy

Figure 3
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Figure 4 - Endometrium Bipsy i-67 positive (20X)
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Figure 5 - Association between the time elapsed since the menopause and Ki-67
expression in the endometrium
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Figure 6 - Association between the age and Ki-67 expression in the endometrium
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