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1. INTRODUCAO



1.1 SERMs E RECEPTORES DE ESTROGENIO

Os Moduladores Seletivos de Receptores Estrogénicos (SERMs), configuram
um grupo heterogéneo de compostos que podem ligar-se a receptores estrogénicos
e terem efeitos tecido-especifico exercendo em alguns tecidos fungao agonista e em
outros apresenta a funcdo antagonista ( Servy et al,1970; Mc Donnell,2000; Mc
Donnell et al, 2001;National Institute of Health,2006).

Na década de 60 o receptor de estrogénio foi descrito e somente em 1986 foi
divulgada sua sequéncia de aminoacidos (Jensen, Jacobson, 1962; Greene et al,
1986). Entre os receptores descritos dois subtipos celulares sdo os mais conhecidos
o Receptor de Estrogénio alfa - RE o e o Receptor de Estrogénio beta - RE 3 Kuiper
et al (1996); Mosselman et al (1996), que diferem entre si no nimero de aminoacidos
e apesar de exibirem significativa homologia em seus dominios de ligacdo, ndo sao
equivalentes (Enmark et al, 1997) (Fig. 1). O RE « é predominantemente encontrado
no Utero e na glandula mamaria e o RE B € mais prevalente no sistema nervoso
central, aparelho cardiovascular, trato urogenital, osso, pulméo e rim (Kuiper et al,
1997).
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FIGURA 1: Receptores estrogénicos (RE) com suas seis regides de AaF e
cinco dominios estruturais de fungdes. A diferenca entre os RE o e RE 3 esta na
quantidade de aminoacidos. Os sitios de ativagao da transcricdo AF-1 é fixo

ao contrario em AF-2 é variavel dependendo da uniao com o ligante

(modificado de Kuiper et al,1996).



Os dominios estruturais dos receptores estrogénicos apresentam funcoes
especificas: na regido aminoterminal A/B, o dominio regulador atua na area de
fosforilacao e ativacao da transcricao AF-1(TAF-1); na regidao C, o dominio ligador
de DNA exerce a funcdo essencial para ativacdo da transcricdo; na regiao D, o
dominio regido de dobradica pode ser alterado sem interferir na funcado do
receptor; na regidao E, o dominio ligador de horménio tem acéo para ligacdo dos
co-fatores, dimerizacdo e ativacado da transcricdo AF-2(TAF-2) e na regiao F, o
dominio funciona como um modelador da transcricio dos estrogénios e
antiestrogénios, com efeito, sobre a atividade da TAF-1 e TAF-2(Speroff & Fritz,
2005).

Através da biologia molecular foi possivel conhecer melhor 0 mecanismo de

acao hormonal no receptor estrogénico que seria:

e acoplamento do horménio ao dominio de ligacao hormonal que se encontra
inativo pela acao das heat shock proteins;

e ativacdo do complexo horménio-receptor pela alteracdo conformacional
associada a separacao das heat shock proteins;

e dimerizacdo do complexo receptor-esteroide;

e acoplamento do dimero ao elemento de resposta esteroidal do DNA através
do dominio de ligacdo hormonal;

e estimulacdo da transcricdo, mediada pelas TAF-1 e TAF-2 e influenciada
pelas proteinas do contexto celular, e de fosforilacdo(Greene et al, 1986;
Baker & Jaffe,1996).

Quando os receptores estrogénicos sao ativados pelo horménio esterdide,
geram uma resposta, dependendo das diferentes afinidades aos varios tipos de
SERMs(Servy et al,1970; Mosselman et al,1996) .

Observacgodes clinicas claramente ilustram que os SERMs exercem comum e
distinto efeito tecido-especifico comparado aos estrogénios e que diferentes
SERMs exibem seletividade no tecido( Kian Tee et al, 2004).



1.2 TAMOXIFENO

O Tamoxifeno (TMX), descrito por Arthur L. Walpole (Jordan, 1988) é SERM
utilizado como tratamento adjuvante para mulheres com cancer de mama e
receptor estrogénico positivo (Cohen et al, 1997; Siufi et al, 2003) e seu uso foi
aprovado pelo FDA (Food and Drug Administration), em 1977 (Haskell, 2003) (Fig.
2). No Brasil, aprovado pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, em 1996
(Brasil. Ministério da Saude. ANVISA, 2005).

Caracteriza-se por ser uma substancia lipossoluvel, com difuséo livre através
da célula e membrana nuclear, ligando-se aos RE no nucleo celular formando um
metabdlito hidroxilado (Ugwumagu et al, 1998). Apresenta um efeito antagonista
no tecido mamario e agonista no tecido 6sseo e endometrial (Baker & Jaffe, 1996;
Kuiper et al, 1997; Tregdn et al, 2003; Speroff & Fritz, 2005).

/

/

FIGURA 2: Estrutura quimica do tamoxifeno

(Modificado Haskell, 2003).



A indicacdo do TMX para o tratamento e prevencado do cancer de mama tem
sido geralmente aceita como terapia enddcrina de escolha (Baker & Jaffe, 1996;
Kuiper et al, 1997, Kommoss et al, 1998; Elkas et al, 2000; Mourits et al, 2002).

Apesar de apresentar indicacbes precisas e especificas, o TMX no
endométrio pode ocasionar aumento da incidéncia de proliferacdo de pdlipos e
risco de neoplasia endometrial (Assikis et al, 1996; Ugwumagu et al, 1998;
Risberg et al, 2002; Stygar et al, 2003; Kian Tee et al, 2004).

1.3 POLIPOS ENDOMETRIAIS

Os pélipos endometriais sao neoformacdes benignas que se projetam da
mucosa uterina, revestidos por epitélio e contém quantidade variavel de
glandulas, estroma e vasos sanguineos (Kurman & Mazur, 1994). Para o
diagnéstico necessita do padrdo estromal caracteristico, vasos com paredes
espessas e revestimento epitelial superficial em trés de suas faces (Crum et al,
2006).

Em 80% dos casos sdo unicos podendo ser sésseis ou pediculados, com
dimensdes variaveis segundo Reslova (1999), podem estar localizados na por¢ao
cornual (29,4%), mas a grande maioria encontra-se na regiao fundica (55,8%)
(Pace et al, 1992; Bakour et al, 2002).

Segundo Kurman & Mazur (1994), histologicamente, os podlipos endometriais
podem ser benignos (hiperplasico, funcional e atréfico) ou malignos (adenomioma
polipdide atipico). O hiperplasico, mais frequentemente encontrado e sensivel ao
estimulo estrogénico. J&4 o atréfico é encontrado na mulher apés a menopausa
sendo a forma regressiva do poélipo hiperplasico e funcional. O pélipo funcional,
menos frequiente, apresenta formas glandulares analogas as do endométrio que o
circunda, dependendo do estimulo hormonal do ciclo menstrual.



Os polipos que surgem nas mulheres usuéarias do TMX sao descritos como
sendo diferentes daqueles usualmente encontrados no endométrio por apresentar
caracteristicas histologicas peculiares destacando a diferenciacdo epitelial
aberrante, atividade proliferativa, condensacédo estromal focal periglandular
sugerindo serem lesbes intermediarias entre hiperplasia endometrial simples e
cancer de endométrio. Ha relatos de poélipos que apresentam volumes gigantes
(Ismail, 1994; Menendez et al, 2004).

Segundo Tavassoli & Devilee (2003) os pdélipos relacionados ao TMX diferem
dos endometriais habituais por serem maiores, com base de implantagdo larga,
geralmente no fundo uterino e frequentemente com aspecto em favo de mel. As
glandulas apresentam em geral aspecto estrelado com metaplasia epitelial e
estromal frequentes.

1.4 CICLO CELULAR

A reproducao celular ocorre por uma série elaborada de eventos chamada de
ciclo celular, onde cromossomos e outros componentes sdo duplicados. Os
fenébmenos do ciclo celular sdo ordenados, € a progressao de uma fase para outra
s6 ocorrera apds o término e avaliacdo da fase precedente (Fig. 3). O produto
final devera ser duas células filhas com integridade gendémica e com organelas
integras, duplicadas e bem distribuidas (Koch & Nasmyth, 1994; Tregdn et al,
2003).
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FIGURA 3: Ciclo celular: modelo esquematico do processo de divisdo da célula.
Fases funcionais: fase S (sintese do DNA) e mitose (separagao do material em
células-filhas). Fases preparatérias G1(intervalo 1 - gap) e G2 (intervalo 2 - gap)
ajustam biologicamente as células para as fases seguintes.Cada fase s6 se inicia

quando a anterior for completada (Lima et al, 2006).

O ciclo celular pode ser dividido em duas grandes etapas sucessivas:
intérfase onde ocorre o crescimento celular e a preparagdo para uma nova
divisdo, e a mitose, com divisdo do nucleo e citoplasma dando origem a duas
células filhas (Hartwell & Weinert, 1989; Jordao & Andrade, 2005).

A mitose representa uma etapa no ciclo celular, mas é na intérfase que ocorre
a duplicagdo dos componentes da célula-mae e do DNA, e esta etapa gasta 95%
do tempo da duplicacdo celular. A divisdo da intérfase em trés periodos
sucessivos (G1, S e G2), ou a divisao do ciclo em quatro fases distintas, que séo
G1, S, G2 e M, possibilitou melhor estudo em cada uma delas (Glover et al,
1996).



No periodo S ocorre a duplicagéo ou sintese do DNA, dai o nome dessa fase.
A abreviatura G provém do inglés gap que significa intervalo. O periodo G1 é o
intervalo de tempo transcorrido desde o fim da mitose (M) até o inicio da sintese
do DNA(S), também denominado periodo pds-mitdtico ou pré-sintético. O G2 é o
intervalo entre o término da sintese do DNA e a préxima mitose (Murray, 1995).

A fase G1 tem duracao variavel na maioria das células, pois é o periodo que
mais sofre influéncia de fatores extracelulares, bem como inibidores e mutacdes
do DNA que podem bloquear a proliferacdo. Esta fase apresenta como
caracteristica o reinicio da sintese de RNA e proteinas, interrompidos na mitose,
proporcionando crescimento celular. A grande importancia esta na decisdo da
célula em continuar proliferando-se ou entrar em repouso. Sinais extracelulares,
como fatores de crescimento, desencadeiam respostas intracelulares que sao
monitoradas por controladores internos do ciclo, constituidas por componentes

protéicos, que agem induzindo ou impedindo sua progressao (Glover et al, 1996).

1.5 FATOR DE CRESCIMENTO

A ligacao de um fator de crescimento com seus receptores especificos sejam
na superficie da célula ou em seu interior, iniciam o processo de proliferacao
celular. Os fatores de crescimento atuam sinalizando de maneira enddcrina,
paracrina ou autocrina, mais comumente de maneira paracrina. O efeito paracrino
se caracteriza pela propriedade de um fator produzido por um tipo celular
apresentar acao nas células adjacentes (Campos, 1999).

O Fator de Crescimento de Transformagdo Beta (TGF-B - Transforming
Growth Factor — B) faz parte de uma superfamilia de proteinas diméricas
secretadas e estruturalmente relacionadas que atuam como mediadores locais
regulando as funcdes bioldgicas das células dos animais. A influéncia que
exercem sobre as células em desenvolvimento envolve processos proliferativos,

producédo de matriz extracelular, diferenciacdo e morte. Nos adultos suas funcdes



sao diferentes estando envolvidas a regulagdo imune e reparacado de tecidos
(Frolik et al, 1983; Roberts et al, 1983a; Sporn & Roberts, 1990; Sporn, 1999;
Elkas et al, 2000; Goncalves et al, 2004; Bachman & Park, 2005).

A histéria do TGF- B provém de questionamentos cientificos do entendimento
do processo fisiolégico, entre os quais a inflamacao e a resposta imune. Em 1970
com o descobrimento e isolamento desta molécula ocorreu um esforgo
subseqlente em descrever sua atividade e defini-la individualmente como um
fator de crescimento peptidico; observou-se que apresenta a propriedade de
conferir transformacado fenotipica, em células ndo malignas, dando capacidade

destas crescerem em cultura (Sporn, 1999).

Estudando-se o fator de crescimento do Sarcoma em células normais de
fibroblastos de ratos em meio de cultura, observou-se que o desenvolvimento
celular era dependente de certos fatores que, apds a purificacdo do extrato,
constatou-se ser dois peptideos responsaveis pelo desenvolvimento celular e
foram denominados TGF-a e TGF-B, sendo esta a descricdo mais original e
importante (DelLarco, 1978). Novos estudos definiram que o fator responsavel em
causar o crescimento celular € o TGF- B (Roberts et al, 1983b). A primeira
isoforma humana purificada, com definicdo estrutural, extraida de placenta
humana, rim bovino, com peso molecular de 25 kDa e uma seqléncia Unica de
aminoacidos foi chamada de TGF- 31 (Frolik et al,1983; Roberts et al, 1983b).

Subsequentemente, a segunda isoforma, chamada de TGF- B2 e isolada de
0sso bovino, células de glioblastoma humano mostrou ter uma sequéncia
diferente de aminoacidos do TGF- 1. A terceira isoforma humana distinta, TGF-
B3, foi clonada e identificada também em galinhas. Entretanto a quarta e quinta
isoformas ja foram descritas, mas somente encontradas em animais como

galinhas e ras (Sporn & Roberts, 1990).



O TGF- B estimula o crescimento celular do tecido mesenquimal e apresenta
potentes efeitos inibidores sobre células epiteliais, tecido linféide e endotélio (Sun
et al, 1994). Também regula a expressdao da matriz protéica extracelular, as
proteases que degradam a matriz, e os componentes envolvidos na adeséo
celular (Fig. 4) (Frolik et al, 1983; Kuiper et al, 1996; Ugwumagu et al, 1998;
Bachman & Park, 2005).
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FIGURA 4: Modelo esquematico da via de sinalizagao demonstrando a ligagédo do
TGF-B no receptor de membrana tipo Il que induz o recrutamento e fosforilagao do
receptor tipo | que fosforila SMAD 2 ou SMAD 3.Estes se ligam com SMAD 4,
migram para o nucleo,recrutam outras proteinas reguladoras génicas e ativam a

transcricédo de genes —alvo especificos (Modificado Alberts et al, 2004).

O TGF-B também pode atuar através de um mecanismo celular autdnomo por
acao nas células cancerosas com promocao de invasao celular e a formacgao de
metastases (Engle et al, 1999; Ye et al, 1999; Tremain et al, 2000). Muitos
tumores avancados ndo somente adquirem resisténcia aos efeitos inibidores do

crescimento do TGF-B, mas também secretam um grande numero de citoquinas,



gue constituem um fator prognéstico negativo em muitos tipos de cancer (Oft et al,
1998; Prunier et al, 1999; Park et al, 2000; Janji et al, 2000).

1.6 CICLINAS E QUINASES PROTEICAS DEPENDENTES CICLINAS

Os sinais mitogénicos que levam a célula a divisdo sado controlados por
mudancgas na concentragao intracelular e atividade de dois grupos de proteinas:
as ciclinas e as quinases protéicas dependentes das ciclinas (Cyclin-dependent
kinase - CDK) (Kuiper et al, 1996; Tregon et al, 2003).

As ciclinas sdo uma familia diversa de proteinas que tem a caracteristica de
ligarem e ativarem as CDK. Muitas apresentam um padrao ciclico de acumulo e
degradacdo durante o ciclo celular e sua regulacdo ocorre primariamente pela
expressao génica e sua destruicao se da por protedlise ao final da mitose (Evans,
1983; Koepp et al, 1999). Foram descritas cerca de dez diferentes tipos em
células animais, denominadas A, B, C, D, E, F, G, H, | e J sendo divididas em
quatro classes, baseada na expressdo e fungdes no ciclo da célula (Murray,
2004).

As trés primeiras classes de ciclinas de G1/S (ciclinas E em vertebrados),
ciclinas de S e ciclinas de M estdo diretamente envolvidas na coordenacao da
progressdao do ciclo celular. A quarta classe, ciclinas de G1(ciclinas D em
vertebrados), contribui para o controle de disparo de entrada da célula no ciclo

celular em resposta a fatores extracelulares (Morgan, 1997).

Quinases protéicas dependentes das ciclinas formam um pequeno grupo de
enzimas que dependem das mesmas para serem ativadas, caso contrario sao
inativas (Pavletich, 1999). Os complexos CDK-ciclina fosforilam um numero de
substratos protéicos, ou seja, transferem um fosfato de ATP para os aminoacidos
serina ou treonina de outras proteinas, envolvidos na duplicagdo do DNA e
formacao do fuso mitético, entre outros eventos (Russo, 1996).



Apés o estimulo para a célula entrar em ciclo celular (G1, S, G2), existe uma
maior concentracdo intracelular de ciclinas na fase inicial G1 (ciclinas D) e fase
final G1/S (ciclinas E) que aumentam agudamente antes da entrada da célula

para a fase S(Morgan, 2006).

O complexo CDK-ciclina D e CDK-ciclina E sdo controlados pelo padrao
ciclico de acumulo e degradacao das ciclinas e por outro lado, este complexo
pode ter sua eficiéncia aumentada pela acdo de outras quinases protéicas que
sao as quinases ativadoras de CDK (CDK activating kinase - CAK) (Fig. 5). A
ativacdo do complexo com a ciclina D fosforila a proteina do retinoblastoma,
também pode ser ajudada pela ativacdo do complexo com a ciclina E sendo que
esta fosforilacao libera fatores trascricionais que sdao necessarios para que a
célula entre em fase S, com duplicacdo do DNA (Jackman et al, 2002; Ubersax et
al, 2003).

L ety
\ /’,»"/ /‘\“«E‘EIE/J
oy . -
2 [ ativacao
L = Complexo :
o — q;-::"" / CDK / Ciclina D

'\ /' pRhb

) _) (cak)

pEb 5
/_,‘:?/\\\\ Complexo Aﬂ.qﬁu

3 CDK / Ciclina E

-

\
e,
Fr)
L
IC:)O }\
60

&

FIGURA 5: Representagao esquematica da fosforilagao da proteina do
Retinoblastoma (pRb) durante a fase G1 do ciclo celular para a entrada da célula
em fase S (sintese do DNA). O complexo CDK-Ciclina D é mais estimulado

pela ativagdo por CAK ( quinase ativadora de CDK) resultando na fosforilagcao
da pRb ( proteina do retinoblastoma) e da mesma maneira a CAK pode

aumentar a eficiéncia do complexo CDK-Ciclina E contribuindo para maior

fosforilagdo da pRb.



1.7 PROTEINAS INIBIDORAS

Sinais fisiol6gicos sao capazes de impedir a proliferacao celular e atualmente
ja foram identificados dois grupos destes inibidores das CDK (Cyclin-dependent
kinases inhibitor - CKI). O primeiro grupo: as proteinas que inibem as ciclinas D e
E que sdo as proteinas p21 e p27, serdo abordadas neste estudo (Fig. 6) ( Bunz
et al,1998; Sherr & Roberts,1999).
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FIGURA 6: Inibidores das quinases protéicas dependentes das ciclinas (CKl). O aumento da
p53, por lesdo no DNA, leva a inibicdo da quinase ativadora de CDK (CAK) e aumenta
expressao da p21 com conseqlente inibicdo do complexo CDK-ciclina, paralisando a célula

em G1. O aumento expressao da p27, por fatores de crescimento, tem efeito semelhante.

Este grupo de proteinas inibidoras das quinases evita a ativagdo do
complexo CDK-ciclina, interferindo em sua atividade e provocando a parada da
célula em G1. Agentes que danificam o DNA levam o aumento da p53 e esta age
como fator de transcricdo sendo responsavel a elevacao dos niveis da p21 (Noda
et al, 2002;Borges & Rehen, 2007).



Quanto a proteina p53, € uma fosfoproteina nuclear com massa molecular de
53 kDa (Vojtesek et al,1992), é expressa pelo gene p53, localizado no brago curto
do cromossomo 17, o qual é considerado um gene supressor de tumor devido a
sua funcao reguladora da proliferacao celular (Lane, 1992; Shackelford et al,
1999; Bargonetti & Manfredi, 2002) e a proteina p53 esta envolvida na apoptose
(Nieder et al, 2001).

Dotto (2000) descreveu que a p21 é uma proteina com 21 kDa e sua reducao
drastica ou auséncia total tem sido demonstrada em linhagem de células tumorais
com deficiéncia da p53 ou contendo uma forma mutante ndo funcional desta (El-
Deiry et al,1993). Além disto, estudos tém revelado que expressao decrescente
da p21 é freqliente em canceres gastrico, colo retal e endométrio (Liu et al,2001;
Li et al,2001).

O aumento da p21 leva a inibicdo de todas as atividades essenciais das
CDK, que contribui para paralisar a célula em G1. O acréscimo da p27 apresenta
efeito semelhante ao p21, entretanto, a sua ativacao € dada pela interacao célula-
célula e pelo TGF- B (Kato, 1999; Sgambato et al, 2000).

Toyoshima & Hunter (1994) descreveram que a p27 € uma proteina com 27

kDa clonada em fungos ; de onde vem a origem de seu nome.

1.8 METODO IMUNOISTOQUIMICO

A imunoistoquimica surgiu com as pesquisas em imunopatologia que
comecgaram na década de 1940, mas somente a partir da década de 1970 ganhou
um sentido pratico com utilizagdo em maior escala. Com a criagdo dos anticorpos
monoclonais, que proporcionam reagentes de alta especificidade, a técnica teve
grande desenvolvimento e aumentou sua participacdo em pesquisas bem como

no uso diagnostico e progndstico (Schmitt et al, 1992).



O principio basico da imunoistoquimica refere-se a capacidade de
desenvolver anticorpos especificos para proteinas estranhas ao organismo. Em
consequéncia de sua acao altamente especifica para cada proteina sao estes
anticorpos denominados monoclonais (Schmitt et al, 1995).

As técnicas de coloracdo imunoistoquimica permitem que se faca a
visualizagdo de antigenos por meio da aplicacdo sequencial de um anticorpo
especifico do antigeno ou anticorpo primario, de um anticorpo secundario ao
anticorpo primario, € de um complexo enziméatico com um substrato cromogénico
e etapas de lavagem de permeio. A ativacdo enzimatica do complexo resulta em
um produto de reacgao visivel no local do antigeno. A amostra pode entdo ser
contrastada e coberta com uma laminula. Os resultados sao interpretados por
meio de um microscépio de luz, e ajudam a formular o diagnéstico diferencial dos
processos fisiopatoldgicos, os quais podem ou nao estar associados a antigenos

especificos (Carvalho, 2006).

1.9 METODO MORFOMETRICO

Este método tem por fungcdo tornar mais objetiva e precisa a coleta, a
apresentacdo e a analise dos resultados obtidos em pesquisas e na rotina de
laboratério, permitindo ainda se relacionar as diferentes estruturas anatémicas

com as funcdes (Montes et al, 1989).

Deve-se salientar que o emprego da morfometria evidentemente nao invalida
as consagradas técnicas de morfologia classica, ou mesmo da andlise qualitativa
e semi-quantitativa empregadas pelos morfologistas e patologistas. A finalidade
das técnicas de morfometria € de tornar mais objetiva e rapida a apresentagéo e a
tabulacao dos resultados obtidos em pesquisas e mesmo na rotina diagnéstica. A
aplicacao desta metodologia melhora a capacidade do patologista estabelecer o
diagnéstico e freqlientemente até mesmo o progndstico de alguns processos

patologicos estudados.



1.10 REVISAO DA LITERATURA

A freqiéncia dos poélipos endometriais na populacao geral varia entre 9% e
25% (Kurman & Mazur, 1994). Incidem preferencialmente em multiparas, com
maior prevaléncia na perimenopausa ao redor dos 40 a 50 anos, aumentando
progressivamente com a idade (Orvieto et al, 1999; Bakour et al, 2002; Van den
Bosch et al, 2003; Campaner et al, 2006). Nas mulheres usuarias de TMX varia
entre 8% e 36% (Gal et al,1991; Lahti et al, 1993; Kedar et al, 1994; Gibson et al,
1996; Reslova et al,1999).

No Brasil, Lima et al, (1979) estudando pélipos em 811 mulheres concluiram
que a faixa etaria de prevaléncia para o aparecimento foi de 40 a 50 anos. Melki &
Tostes Filho(1992), estudando a incidéncia de poélipos endometriais por faixa
etaria, verificaram que 15,8% ocorreram entre os 45 a 54 anos e 13,6% em
mulheres acima dos 54. Nas mulheres brasileiras usuéarias de TMX, Feitosa et al,
(2002) encontraram 26,6% de freqiiéncia de pélipos endometriais e faixa etaria de
prevaléncia de 53 anos.

McGonigle et al (1998) estudando o endométrio de 35 mulheres apéds a
menopausa tratadas com TMX com endométrio superior a 5 mm mensurado pela
ultra-sonografia transvaginal foram submetidas a histeroscopia e os achados mais
comuns foram pédlipo endometrial em 65,7% seguido de endométrio atréfico
cistico em 4,1%.

Kennedy et al (1999) em revisdo de biopsia endometrial de 102 mulheres
tratadas com TMX comparadas com 110 com terapia hormonal combinada
demonstraram alta incidéncia de polipos endometriais (40%) nas primeiras.

Goncgalves et al (2000) em estudo prospectivo de 20 mulheres com cancer de
mama e usuarias de TMX comparado com 26 do grupo controle, foram avaliadas
por histeroscopia associada a bidépsia endometrial antes e apds o uso do farmaco



e 0s achados mais freqlientes foram a atrofia cistica em 75% e 11% de pélipos

endometriais.

Nishimura et al (2001) em estudo com oito mulheres que desenvolveram
cancer endometrial usuarias de TMX ndo demonstraram piora na sobrevida ou no
tipo tumoral, mas foi observada em cinco (62,5%) delas a presenca de pdlipos

endometriais.

Feitosa et al (2002) estudando trinta mulheres com cancer de mama e
usudrias de TMX foram avaliadas por exame ultra-sonografico, histeroscopia e
biépsia endometrial e os achados mais freqlentes foram a atrofia cistica em
46,6% seguida de poélipos em 26,6%.

O volume e as alteragbes histoldgicas também foram motivos de diversos
estudos como o observado por Cascheto et al (2000) onde foi relatado dois casos
de mulheres apds a menopausa usuarias de tamoxifeno 20 mg/dia que
desenvolveram poélipos endometriais de dimensdes incomuns, sendo um com 9
cm e outro com 8 cm, laudados histologicamente como pdélipos adenomatosos
endometriais, sem alteracdes malignas. Ansbacher e Advincula (2003) em relato
de caso de mulher apés a menopausa usuaria de TMX que desenvolveu pdlipo
endometrial de dimenséo 9 x 3,2 cm e histologicamente ausente de malignidade
apds 11 meses de uso da medicacdo. Takeuchi et al (2005) relatou caso de
mulher menopausada usudria de TMX que desenvolveu pdélipo endometrial

gigante e histologicamente diagnosticado como adenomiomatoso.

Em relacdo aos trabalhos em que foram avaliadas somente as alteracdes
histoldgicas dos polipos observamos que Bakour et al (2002) descreveram sete
usuarias de TMX comparadas com 29 do grupo controle e observaram uma maior
incidéncia de pdlipos hiperplasicos, porém os resultados nao foram
estatisticamente significantes. Yamazawa et al (2002) em relato de caso de pdlipo

endometrial maligno em mulher usuaria de tamoxifeno, concluiu que alteracées



malignas nos polipos podem ocorrer e em revisdo literaria encontrou 29 estudos

que apresentavam os mesmos resultados.

Sington et al (2002) descreveram quatro casos de atipia citologica em pélipos
endometriais, sendo que duas mulheres eram usuérias de TMX, e concluiram que

a atipia pode representar um passo inicial no processo carcinogenético.

Savelli et al (2003), estudando 509 mulheres com pélipos endometriais e
submetidas a histeroscopia cirirgica encontraram taxa muito baixa de pdélipos
com hiperplasia e atipia ou malignos. Tendo observado também que a idade,
tempo de menopausa e hipertensdo como fatores adjuvantes podem aumentar o

risco de pré-malignidade e pélipos malignos.

Foram também descritas metastase nos pdélipos de mulheres com céancer de
mama usuarias de tamoxifeno nos direcionando para esta outra possibilidade.
Houghton et al (2003) relataram dois casos de carcinoma lobular metastatico de
mama em polipo endometrial de mulheres apds a menopausa usuarias de TMX e
concluiram que a possibilidade de metastase nestes é rara. Acikalin et al (2005)
no relato de caso de carcinoma ductal infiltrante de mama metastatico em pdélipo
endometrial de mulher apés a menopausa usuaria de TMX revelou no exame
histol6gico agrupamento de células em anel de cinete no estroma do mesmo.

Al-Brahim & Elavathil (2005) observaram o caso de carcinoma lobular de
mama metastatico em um ponto focal do pdlipo endometrial de mulher apés a
menopausa usuaria de TMX e concluiram que a analise histolégica de todo o

tecido sempre se torna necessaria.

Achados semelhantes foram descritos por Tate et al (2004) que observaram
em 515 mulheres japonesas usuarias de TMX, cinco casos de tipo histologico
incomum de adenocarcinoma endometrial e que pélipos endometriais podem

conter areas de cancer endometrial.



Estudos relacionados ao fator de transformacao de crescimento beta e pdlipo

endometrial ndo foram encontrados na literatura médica.

Menendez et al (2004), estudando a expressao da p27 descreveu que esta
proteina parece ser essencial para o controle da proliferacdo normal do
endométrio, e sua reducdo ou auséncia pode ser um importante passo na

carcinogénese endometrial.

O papel das proteinas envolvidas no ciclo celular também foi estudado por
Eto (2006) analisando células em cultura e a questdo de agentes
quimiopreventivos no ajuste da expressao da p27 em células pré-neoplasicas ou
neoplasicas de cancer de mama concluiu que eles atuam na regulacdo da
proteina podendo levar a inibicdo do ciclo celular.

A analise da imuno-expressao da proteina p53 nos pélipos endometriais de
mulheres apds a menopausa foi demonstrado por Albuquerque Neto et al (2004)
em tese de doutorado com 38 polipos comparado com 20 do grupo controle que
apresentavam endométrio atrofico e concluiram que esta proteina constitui um

marcador da atividade biolégica do pdlipo endometrial.

Nao encontramos na literatura estudos relacionados as proteinas p21 e p27
em polipos endometriais, assim como n&o foram encontrados estudos das

proteinas TGF B, p53, p21 e p27 em endométrio adjacente de polipos.

Muitas drogas tém sido descobertas gragas ao avangco na area de pesquisa
para prevencdo, cura ou controle de doencas, mas nao isentas de riscos. O
tamoxifeno, que € um medicamento usado para preven¢do e na adjuvancia do
tratamento do cancer de mama em mulheres ap6s a menopausa também pode
apresentar efeitos colaterais e dentre eles 0 que nos interessa sdo os efeitos no

endométrio, principalmente referente a formagao de pdlipos endometriais (Kurman



& Mazur, 1994; Kommoss et al, 1998; Elkas et al, 2000; Bakour et al, 2002;
Mourits et al, 2002; Risberg et al, 2002; Stygar et al, 2003).

Sabemos que em mulheres ap6s a menopausa com pélipo endometrial a
expressdo dos receptores de estrogénio e progesterona é significativamente
maior quando comparado o epitélio glandular do pdlipo com o endométrio
adjacente assim como a expressao da proteina Ki67 (Carvalho, 2006). McGurgan
et al, 2006, em usuarias de TMX apds a menopausa, encontraram uma expressao
reduzida no receptor de estrogénio e uma expressao elevada no receptor de
progesterona e marcador de apoptose nos pélipos endometriais. De acordo com
os dados apresentados, nos interessou saber se haveria diferenca entre outros

marcadores celulares que pudesse esclarecer a patogénese dos polipos.

O estudo da biologia molecular dos fatores envolvidos na resposta
endometrial que culminam com o aparecimento do pélipo € motivo de constantes
questionamentos. Foram descritas alteragcdes que podem levar estes pélipos a
apresentarem cancer endometrial (Pace et al, 1992; Assikis et al, 1996; Bakour et
al, 2002; Risberg et al, 2002). O enfoque especifico de marcadores
imunoistoquimicos nos pdélipos endometriais através da expressao do TGF- B e
das proteinas p53, p21 e p27 ainda nao foram descritos, assim é objetivo de
nosso trabalho analisar o comportamento dessas proteinas nos polipos
endometriais e endométrio adjacente de mulheres usuarias de tamoxifeno, apos a

menopausa, visando colaborar com sua etiopatogenia ainda desconhecida.



2.0BJETIVO



Verificar e comparar a expressao do TGF- B e das proteinas p53, p21 e p27
por estudo imunoistoquimico e morfométrico nos poélipos endometriais e no

endométrio adjacente em mulheres usuarias de tamoxifeno apds a menopausa.



3. CASUISTICA E METODOS



Foram incluidas para este estudo prospectivo 74 mulheres apds a menopausa
com diagnostico de céancer de mama, usudrias de tamoxifeno (20mg/dia), que
apresentavam diagnostico de pélipo endometrial suspeito através da ultra-sonografia
transvaginal, no periodo de abril 2005 a maio 2007 no Ambulatério de Mastologia do
Hospital Erasto Gaertner — Curitiba — Parana — Brasil. Destas 30 preencheram os
critérios de inclusdo. O diagnostico de pélipo endometrial suspeito através de ultra-
sonografia transvaginal foi comprovado pela histeroscopia diagnéstica, cirirgica e
estudo histopatoldgico (Anexo 1).

Todas as mulheres foram informadas e assinaram termo de consentimento
livre e esclarecido (Anexo 2). O estudo foi analisado e aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa do Hospital Erasto Gaertner, P.P. n °1135/2005 (Anexo 3).

A menopausa foi definida como a parada definitiva da menstruacéo,
resultante da perda da atividade folicular ovariana, diagnosticada ap6s 12 meses
consecutivos de amenorréia e FSH > 30 mUI/mL (The North American Menopause
Society, 2002).

3.1 CRITERIOS DE INCLUSAO

1. Mulheres com tumor maligno de mama primario usuarias de
tamoxifeno.

2. Menopausa confirmada (DUM > um ano e FSH > 30 mUIl/mL).

3. Mulheres com pdlipos endometriais suspeitos através da ultra-
sonografia transvaginal.

4. Po6lipos endometriais e endométrio adjacente retirados através da
histeroscopia e confirmado pelo estudo histopatolégico.



3.2 CRITERIOS DE EXCLUSAO

1. Mulheres usuarias de terapia hormonal.
2. Mulheres usuarias de inibidores da aromatase.

3. Ultra-sonografia transvaginal anormal prévia ao uso do tamoxifeno.

3.3 METODOLOGIA

3.3.1 ULTRA-SONOGRAFIA TRANSVAGINAL

Nos exames ultra-sonograficos utilizou-se equipamento da marca Hitachi,
modelo 405 acoplado a um transdutor setorial transvaginal convexo com freqiéncia
de 6,5 MHz. A mulher tendo esvaziado a bexiga, vestido um avental, foi colocada em
posicao ginecolégica em uma mesa com suporte para as pernas e coberta. Em
seguida introduzido na vagina o transdutor revestido por um preservativo de latex de

borracha natural vulcanizada com enxofre.

Realizaram-se trés movimentos primarios do transdutor: movimento de lado a
lado para imagens no plano sagital, movimentos antero-posteriores para imagens
em plano coronal e variagdo de profundidade para imagens do Utero e anexos em

varios graus de planos semicoronais.

O exame consistiu inicialmente da avaliacdo morfolégica do utero e da
cavidade uterina e do volume uterino, através das medidas no sentido dos seus

eixos longitudinal, antero-posterior e transverso.

A mensuragao do eco endometrial foi realizada, com a imagem congelada, no
sentido antero-posterior, em secc¢des longitudinais do utero, incluindo as duas
camadas endometriais, a partir da interface ecogénica da jungdo miométrio-
endométrio, de um lado ao outro. Foi realizada medida, na maior espessura
possivel, desde a interface miométrio-endométrio da parede anterior do Utero até a
interface miométrio-endométrio da parede posterior.



O exame ainda avaliou morfologicamente os ovarios e o volume ovariano
através das medidas no eixo longitudinal, antero-posterior e transverso (Kepple,
2000).

3.3.2 HISTEROSCOPIA DIAGNOSTICA

Nos exames histeroscopicos utilizou-se o microcolpo-histeroscépio de Hamou
| e Il, marca Storz®, Germany, constituido por éptica de 4.0 mm de didmetro com
angulo de inclinagéo visual de 30° e camisa de 5.0 mm de didmetro. Essa camisa
possui um canal para passagem do meio distensor e cabo de fibra Optica flexivel

com 6.0 mm de didmetro e 120 cm de comprimento.

Utilizou-se também um micro-histeroflator de Hamou (Hamou micro-
histeroflator; Storz®). Para a distensao da cavidade uterina utilizou-se meio gasoso
CO2(20 a 80 ml/min), com controle eletrénico do fluxo e da pressao de insuflagéo,
fonte de luz Xenon de 300w e videocamera (Telecam NTSC; Storz®).

O exame consistiu na avaliacdo da cavidade uterina, das caracteristicas do
endométrio, do diagndstico da lesdo pelo aspecto histeroscépico. Os polipos
endometriais foram definidos como lesdo nodular de superficie lisa, consisténcia
amolecida, séssil ou pediculada, Unica ou multipla, com vascularizagao superficial. O
aspecto da mucosa endometrial foi definido como com pregas, edemaciado branco-
amarelado, fino cistico e fino esbranquicado. As mulheres com diagnostico de pélipo
a histeroscopia diagnéstica foram submetidas imediatamente a histeroscopia
cirrgica para remocao completa da lesdo e seu endométrio adjacente (Pinheiro et
al, 1997).



3.3.3 HISTEROSCOPIA CIRURGICA

Os polipos endometriais e o endométrio adjacente foram obtidos pela
resseccao histeroscopica em ambiente cirirgico com anestesia raquidiana, pelo
pesquisador. Foi realizada dilatacdo do canal cervical com velas de Hegar até
namero oito quando a atrofia do canal impossibilitava a passagem do aparelho. Para
a resseccdao, utilizou-se equipamento Storz® com sistema 6éptico de 5.0 mm de
diametro e angulo de inclinagéo visual de 30°, inserido em elemento de trabalho
acoplado a alca diatérmica, que perfaz um diametro total de 10 mm.

Para a distensdo e lavagem continua da cavidade foi utilizado solugédo de
manitol a 3% infundido, usando bomba infusora com controle automético de fluxo e
pressao intra-uterina Endomat, Storz®, Germany, a pressao variou de 80 a 100
mmHg e a leséo focal foi identificada e completamente removida; em seguida, foi
realizada bidpsia do endométrio adjacente sendo fixados em solugéo de formaldeido
tamponado a 10% ( Albuquerque Neto & Motta, 1997) (Fig.7, 8, 9 e 10).

FIGURA 7: Canal endocervical. Observar na ponta da seta a

atrofia do tecido (Caso 15).



FIGURA 8: Ostio interno do colo uterino (Caso 15).

FIGURA 9: Polipo endometrial. Observar na seta a

presenca de vaso na superficie (Caso 15).



FIGURA 10: Pélipo endometrial de 1,5 cm (Caso 15).

3.3.4 METODO HISTOPATOLOGICO

O material obtido foi fixado em solugdo de formaldeido tamponado a 10% e
desidratado em alcool etilico, diafinizado em xilol e embebidos em parafina para
confeccao dos blocos. Os espécimes foram processados no Servico de Anatomia
Patologica Professor Dr. Sérgio Ossamu loshii do Hospital Erasto Gaertner —

Curitiba — Parana.

Cortou-se o bloco parafinado em micrétomo rotativo de parafina em
espessura aproximada de 4 micra, corando-o pela técnica de Hematoxilina de Harris

e Eosina.

A solugdo de Hematoxilina de Harris é conseguida dissolvendo-se
hematoxilina 0,5g no alcool absoluto 5 ml, e o alimen de potassio 10g a quente na
agua. Misturam-se as duas solugdes. Levar a mistura a ebulicdo o mais breve
possivel; depois remover do fogo e ajuntar o 6xido vermelho de mercurio 0,25g.
Aquecer novamente a solucao até ficar de cor vermelha escura, durante 1 minuto;
em seguida, remover do fogo o recipiente e deixar esfriar rapidamente em agua fria

ou na geladeira.



A solucdo de eosina é conseguida dissolvendo eosina Y(amarela
hidrossoluvel) 0,5g em agua destilada 10 ml e juntar o alcool a 95° 90 ml. A adicéao
do &cido acético 1 gota aumenta a intensidade da coloracdo. O diferenciador é

conseguido com alcool a 95° 100ml e &cido cloridrico 5 gotas.

A seqliéncia de coloragéo foi:
e Desparafinar, alcoolizar e hidratar
e Hematoxilina durante 10 minutos
e Lavar em agua corrente até azulecer os cortes
e Diferenciar rapidamente em alcool-acido
e Lavar em agua corrente, por 5 a 10 minutos
e Lavar rapidamente em alcool a 95°
e Eosina, por 1 a 2 minutos
e Diferenciar em alcool a 95°

e Desidratar, diafinizar e montar na lamina com laminula

Determinou-se o tipo histoldgico do pdlipo e do endométrio adjacente através
da leitura em microscépio éptico da marca Nikon®, modelo Eclipse E- 400 (Brancroft
& Stevens, 1977; Tolosa et al, 2003). Para a determinagcdo anatomopatoldgica,
foram adotados os critérios estabelecidos por Mazur & Kurman (1995), Tavassoli &
Devilee (2003) e Crum et al (2006), conforme alteracdes estromais e glandulares
bem estabelecidas na literatura, sendo o diagnéstico firmado por dois patologistas

do Servigo.

As amostras dos pdlipos, conforme as alteragcdes glandulares presentes,
foram classificadas em:

e Polipo hiperplasico

e Polipo atréfico

e Polipo funcional

e Polipo misto (endocervical — endometrial)

e Polipo com alteragdo condizente, com efeito, hormonioterapico — TRL

(Tamoxifen Related Lesion)



As categorias diagnoésticas utilizadas para classificar os endométrios
adjacentes foram:

e Atrofia endometrial, simples e cistica

e Hiperplasia endometrial, simples e complexa

e Endomeétrio proliferativo

e Endométrio secretor

e Endométrio descamativo

e Endométrio misto (dissociacao estrdmato-glandular)

e Endométrio com alteragdes condizentes, com efeito, hormonioterapico — TRL
(Tamoxifen Related Lesion)

e Endométrio nao classificavel

3.3.5 METODO IMUNOISTOQUIMICO

Os blocos parafinados foram processados no Anticorpos Laboratério em
Niter6i — Rio de Janeiro para a técnica de imunoistoquimica.

Os blocos parafinados foram cortados em micrétomo rotativo de parafina e os
cortes de 5 micra de espessura foram estendidos em laminas previamente lavadas
em solugao sulfocrémica, emulsionadas com adesivo a base de poli - L - lisina (
Poly-L Lysine, marca Sigma®, USA, codigo P8920) a 10% e colocadas em estufa a
60° C durante 12 horas para melhor aderéncia destes as laminas.

Depois de identificadas por cada anticorpo as laminas voltaram a estufa a 60°
C por 20 minutos e, a seguir, foram colocadas em trés banhos de xilol por cinco
minutos cada e em trés banhos de alcool, durante cinco minutos cada, em
concentragbes decrescentes de 95%, 70% e 50%, conforme procedimento
histotécnico usual, em temperatura ambiente. Em seguida a atividade da peroxidase
enddgena foi bloqueada através da imersdo em peroxido de hidrogénio a 3% e
metanol a 70% durante 20 minutos, entdo, as laminas foram lavadas em agua

destilada.



Conforme os anticorpos a recuperacao antigénica seguiu os procedimentos

descritos nos data-sheet destes.

As laminas dos anticorpos P27(diluicdo 1:250) marca Dako® cédigo M7203,
P53( diluicao 1:250) marca Dako® cédigo M7001, foram mergulhadas em tampao
citrato de so6dio a 0,01 mol com pH igual a 6.0 e as laminas do anticorpo P21(
diluicdo: 1:100) marca Dako® coédigo M7202 foram mergulhadas em tampéo
EDTA/TRIS com pH igual a 9.0. Em seguida colocadas em camera de pressao
PASCAL® com o seguinte protocolo: pressdao de 20 a 23 psi, temperatura 123° C
durante 20 segundos. Esperar chegar a 90° C e pressao zero psi para continuar os

procedimentos.

As laminas do anticorpo TGF-B (diluicdo 1:100) marca Santa Cruz
Biotechnology®, INC cédigo sc-90 foram mergulhadas em tampao citrato de sédio a
0,01 mol com pH igual a 6.0 em banho-maria a temperatura de 97,5° C por 40
minutos. Depois de retiradas do banho-maria foram deixadas resfriando em

temperatura ambiente por 20 minutos.

Apés esta etapa, as laminas foram lavadas em agua destilada e colocadas
em tampao PBS pH 7,4 com TWIN 20 marca Sigma® codigo P7949. A seguir os
cortes foram circulados por uma caneta hidrofébica da marca Dako® codigo S2002
para evitar que a solugdo com o anticorpo diluido escorresse, e incubadas com
bloqueador de proteinas inespecificas da marca Dako® codigo X0909 para inibir as
reacOes inespecificas, por 20 minutos. Foi somente escorrido o excesso e aplicados
os anticorpos previamente diluidos em solucao de PBS-TWIN20 + BSA a 0,1%
sendo que esta solugdo também possui a funcao de bloqueadora das proteinas
inespecificas. Apds 40 minutos de reagdo em temperatura ambiente foi aplicado o kit
da Dako Advance® codigo K4068, sendo que ao fim de cada etapa as laminas sao
lavadas em tampao PBS-TWINZ20.

A seguir foi adicionado o cromégeno DAB marca Dako® codigo K3466 por 30
segundos a no maximo 1 minuto. Em seguida, as laminas forma lavadas em agua
destilada e contra coradas em hematoxilina de Harris, azuladas em agua corrente,
desidratadas em alcool com concentracoes crescente 50%, 70%, 90% e alcool puro



e depois quatro banhos de xilol e finalmente montadas com goma de Damar da
marca Proquimios® para fixagdo das laminulas e posterior observacao ao

microscépio optico.

3.3.6 METODO MORFOMETRICO

Foram confeccionadas laminas de cada amostra de pdlipo endometrial
(quatro) e endométrio adjacente (quatro) para estudo imunoistoquimico, perfazendo
total de 240. Cada lamina preparada pela reacao de imunoistoquimica especifica foi
avaliada por meio de microscopio de luz (Axioskop 40 — Zeiss), com objetiva de 400
vezes de aumento original, adaptado a microcamera e monitor de video (LG Flatron
14 polegadas). O calculo da area em milimetros quadrados por campos de grande
aumento foi feito com auxilio da cdmara graduada de Neubauer, que consiste em
lamina espessa de vidro, de forma retangular, onde se encontra area reticulada
central. Nesta, cada quadrado apresenta area de 0,0025 mm? (Lima et al, 1985). Por
fim, calculou-se que um campo de grande aumento (400 vezes) corresponde a 0,094

mm2.

Conhecida a éarea examinada, contou-se 0 numero de membranas com
expressao da proteina TGF-B e contaram-se o numero de ndcleos com expressao
da proteina p53, p21 e p27, por campo de grande aumento, identificados pela
coloragdo marrom sépia. Em cada corte foram registrados 10 campos de leitura em

microscépio de luz.

A contagem celular foi determinada por area epitelial total definida e expressa
como densidade numérica, isto €, o numero de membranas celulares ou nucleos
positivos corados por milimetro quadrado (mm2). A quantificacao celular foi feita de
maneira controlada e reprodutivel. A contagem das células foi realizada por dois
observadores conjuntamente, desconhecedores da identidade da mulher e de suas

caracteristicas clinicas.



3.4 METODO ESTATISTICO

Utilizou-se o programa Microsoft Excel 2003 para arquivamento de
informacdes e contagem de campos: pacote estatistico SPSS for Windows versao
12.0 para as andlises estatisticas. A seguinte técnica estatistica foi utilizada para
andlise dos dados em estudo.

Andlises descritivas para as variaveis qualitativas, foram apresentadas em

tabelas de freqUiéncia.

A associacao entre as medidas obtidas em pélipo e endométrio adjacente foi
avaliada com uso do coeficiente de correlacdo linear de Pearson.

As médias atingidas em poélipo e endométrio adjacente foram comparadas
para cada uma das variaveis de interesse com o uso dos testes t de Student e
Kruskall-Wallis para as amostras relacionadas.



4. RESULTADOS



4.1 DADOS CLINICOS

A idade média da populacdo estudada foi de 61,7 + 9,2 anos. O tempo
transcorrido ap6s a menopausa 12,2 + 8 anos. A idade da menopausa 49,5 + 4,5
anos. Da populacdo em estudo, 29 (96,7%) eram da raca branca e 1 (3,3%) era
parda. O numero de gestacgdes foi de 2,7 + 2,5 nas que relataram parto normal; 0,4 +
0,7 partos cesareas e 0,5 + 0,7 abortamentos. Na analise do tempo de uso do
tamoxifeno foi de 25,3 + 13,6 meses (Anexos 4 e 7).

O peso foi de 67,3 + 10 kg; a altura 1,63 + 7 m e o indice de massa corporea
25,3 + 3,5. Na analise da freqiiéncia de mulheres hipertensas antes de iniciarem a
tomada do tamoxifeno encontramos que 6 (19,9%) com pressao arterial >140/90
mmHg e 24 (80,1%) apresentavam-se normotensas (Sociedade Brasileira de
Cardiologia et al, 2006). Ao se analisar 0os niveis pressoéricos no momento do
procedimento histeroscépico encontramos que 6 (19,9%) hipertensas e 24 (80,1%)

apresentavam pressao arterial normal (Anexo 4).

Na andlise da freqiéncia do estadiamento clinico (EC) encontramos 1 caso
(3,3%) no EC zero; 13 (43,3%) no EC I; 10 (33,3%) no EC IlI; 6 (20%) no EC llI
(Anexo 5).

O tipo de cirurgia mais realizado foi a quadrantectomia com esvaziamento
axilar 15 (50%) e a seguir com 14 (46,7%) a mastectomia radical modificada. Apenas
1 (38,3%) foi submetida a quadrantectomia com a técnica do linfonodo sentinela
(Anexo 5).

O laudo anatomopatolégico das cirurgias realizadas sobre a glandula
mamaria revelou que 20 (66,7%) tinham carcinoma ductal infiltrante; 3 (10%)
carcinoma intraductal; 3 (10%) carcinoma lobular infiltrativo; 3(10%) carcinoma
mucinoso e 1 (3,3%) carcinoma medular infiltrante.O grau histolégico (GH) Il foi o
mais encontrado com 24 (80%); 4 (13,3%) o GH | e finalmente 2 (6,7%) o GH Il
(Anexo 5). A avaliacado dos linfonodos axilares acometidos demonstrou 22 (73,6%)
das mulheres submetidas a esvaziamento axilar ndo tinham acometimento linfonodal

e 8 (26,4%) apresentavam comprometimento de um ou mais linfonodos (Anexo 7).



Os resultados demonstraram que o tratamento adjuvante mais realizado foi 13
(43,3%) a radioterapia associada a hormonioterapia; 9 (30%) quimioterapia,
radioterapia e hormonioterapia; 5 (16,7%) somente hormonioterapia e 3 (10%)
quimioterapia e hormonioterapia. Na reatividade do receptor estrogénico 14 (46,7%)
moderada; 11 (36,7%) forte e 5 (16,7%) fraca (Anexo 7).

4.2 ULTRA-SONOGRAFIA TRANSVAGINAL

Na avaliacdo dos dados encontrados na ultra-sonografia transvaginal
obtivemos que a espessura do endométrio foi de 15,6 + 8,1 mm. O volume uterino
104,2 + 68,6 cm® o volume ovariano direito 2,7 + 2,1 cm® e o volume ovariano
esquerdo 2,4 + 1,6 cm®* Quanto & ecotextura endometrial 30 (100%) eram
heterogéneos. Na ecotextura miometrial obtivemos que 23 (76,7%) homogéneos
sem leiomiomas; 2 (6,7%) heterogéneo com leiomioma de 1,5 cm; 1 (3,3%)
heterogéneo com leiomioma de 2,8 cm; 1 (3,3%) heterogéneo com leiomioma 2,5
cm; 1 (3,3%) heterogéneo com leiomioma 2,4 cm; 1 (3,3%) heterogéneo com
leiomioma de 1,3 cm e 1 (3,3%) heterogéneo com leiomiomas de 1,2 e 1,4 cm. Na
avaliacao da ecotextura ovariana direita 21 (70%) eram considerados atroficos; 7
(23,3%) homogéneos e 2 (6,7%) heterogéneos com cisto simples. A ecotextura
ovariana esquerda demonstrou 22 (73,3%) eram atroficos e 8 (26,7%) homogéneos
(Anexo 6).

4.3.HISTEROSCOPIA DIAGNOSTICA E CIRURGICA

Os achados histeroscopicos dos pélipos uterinos revelaram que 10 (33,4%)
eram polipos com 1,0 cm de tamanho; 7 (23,2%) de pdlipos com 1,5 cm; 5 (16,7%)
de polipos com 0,5 cm; 3 (9,9%) pdlipos com 3,0 cm; 2 (6,7%) polipos com 2,0 cm; 2
(6,7%) polipos com 4,0 cm e 1 (3,3%) com 3,5 cm. Quanto a localizacdo no
endométrio 9 (30%) no fundo uterino; 9(30%) na parede posterior; 6(20%) parede
anterior e 6(20%) parede lateral direita (Anexo 6).

Os achados histeroscopicos do endométrio adjacente mostrou que 16 (53,3%)
endométrio fino esbranquicado; 10 (33,3%) endométrio fino cistico; 3 (10%)



endométrio edemaciado branco-amarelado e 1 (3,3%) endométrio com pregas
(Anexo 6).

4.4 METODO HISTOPATOLOGICO

A avaliacao histolégica dos 30 espécimes cirurgicos incluidos no estudo
confirmou polipo endometrial e endométrio em todos os casos.

O diagnostico anatomopatolégico dos pélipos retirados por visao direta
histeroscépica revelou que 16 (53,3%) eram atréficos; 8 (26,7%) atréficos
/TRL(Tamoxifen Related Lesion); 4 (13,3%) hiperplasicos e 2 (6,7%) funcionais (Fig.
11, 12 e 13). No endométrio adjacente 11 (36,7%) apresentavam epitélio atréfico; 8
(26,7%) epitélio TRL; 5 (16,7%) epitélio atrofia cistica; 2 (6,7%) epitélio proliferativo;
1 (3,3%) epitélio secretor; 1 (3,3%) epitélio descamativo; 1 (3,3%) epitélio hiperplasia
simples e 1 (3,3%) epitélio hiperplasia complexa (Anexo 8) ( Fig. 14, 15, 16, 17 e 18).

FIGURA 11: Corte histolégico de p6lipo endometrial atréfico
(Hematoxilina Eosina — 100x). Caso 19.
Hospital Erasto Gaertner — Curitiba — 2007.



(Hematoxilina Eosina - 100 x). Caso 10.
Hospital Erasto Gaertner — Curitiba — 2007.

FIGURA 13: Corte histolégico de polipo hiperplasico
(Hematoxilina Eosina - 100x). Caso 22.
Hospital Erasto Gaertner — Curitiba — 2007.



%

FIGURA 14: Corte histoldgico de endométrio adjacente:
epitélio atréfico (Hematoxilina Eosina - 100x). Caso 1.
Hospital Erasto Gaertner — Curitiba — 2007.

FIGURA 15: Corte histoldgico de endométrio adjacente:
epitélio TRL (Hematoxilina Eosina - 200x). Caso 5.
Hospital Erasto Gaertner — Curitiba — 2007.
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FIGURA 16: Corte histolégico de endométrio adjacente: epitélio

atrofia cistica (HE - 100x).Caso 28.
Hospital Erasto Gaertner — Curitiba — 2007.

FIGURA 17: Corte histolégico de endométrio adjacente: epitélio
hiperplasia simples (HE - 100x). Caso 27.
Hospital Erasto Gaertner — Curitiba — 2007.



FIGURA 18: Corte histolégico de endométrio adjacente: epitélio
hiperplasia complexa (HE — 400x). Caso 16.
Hospital Erasto Gaertner — Curitiba — 2007.

4.5METODO IMUNOISTOQUIMICO

O TGF-B e as proteinas p53, p21 e p27 marcados pela reagcdo de
imunoistoquimica por meio da utilizagdo de marcadores especificos foram
identificados pela coloragdo marrom sépia das células (Fig. 19, 20, 21 e 22).

FIGURA 19: Corte histologico de polipo endometrial com

expressdo do TGF-B no epitélio glandular: observar a coloragédo
marrom sépia da membrana celular e os nucleos ndo corados(400x).
Servico de Anatomia Patolégica — ISCMSP — 2007.
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FIGURA 20: Corte histolégico de pdlipo endometrial com
expressao da p53: observar a coloragdo marrom sépia em alguns

nucleos do epitélio glandular,citoplasma e membrana celular ndo
corados(400x).Servigo de Anatomia Patolégica — ISCMSP — 2007.

FIGURA 21: Corte histologico de polipo endometrial com
expressao da p21: observar a fraca coloragao marrom sépia no
nucleo do epitélio glandular.Citoplasma e membrana celular nao
corados (400x).Servigo de Anatomia Patoldgica — ISCMSP — 2007.



FIGURA 22: Corte histolégico com expressao da p27: observar
a coloragdo marrom sépia no nucleo do epitélio glandular sendo
citoplasma e membrana celular ndo corados ( 400x).

Servico de Anatomia Patolégica — ISCMSP — 2007.

Quanto a distribuicdo da concentracdo média de células imunocoradas da
proteina TGF- no pdlipo epitélio glandular e estroma foi de 62,63 + 4,57 cel/mm?2 e

endométrio adjacente epitélio glandular e estroma foi de 62,10 + 12,01 cel/mmz2.

Para a proteina p53 no pélipo epitélio glandular foi de 3,23 + 3,39 cel/mm? e
estroma ndo houve células imunocoradas. No endométrio adjacente o epitélio

glandular variou 1,90 + 1,80 cel/mm? e estroma nao houve células imunocoradas.

Na distribuicdo da concentracdo média de células da proteina p21 no pdlipo
epitélio glandular foi de 23,53 + 20,99 cel/mm? e estroma 15,93 + 14,81 cel/mm?2. Ja
no endométrio adjacente o epitélio glandular variou 11,93 + 16,86 cel/mm?2 e estroma
7,47 + 11,15 cel/mm>.

Para a proteina p27 no polipo epitélio glandular foi de 24,27 + 18,67 cel/mmz2 e
estroma 19,23 + 15,22 cel/mmz2. No endométrio adjacente o epitélio glandular foi de
17,73 + 18,46 cel/mm? e estroma 13,60 + 14,34 cel/mm? (Anexos 9 e 10) (Tabela 1).



TABELA 1  Distribuicdo da concentragdo média e desvio padrao (cel/mmg?)
das proteinas TGF-B, p53, p21e p27 nos polipos e endométrio
adjacente pela quantificacdo de células positivas da expressao
destes antigenos.

Servico de Anatomia Patolégica - ISCMSP, 2007

células/mm?2 Pélipo Endométrio adjacente
TGF-p
Epitélio Glandular 62,63 (4,57) 62,10 (12,01)
Estroma 62,63 (4,57) 62,10 (12,01)
p53
Epitélio Glandular 3,23 (3,39) 1,90 (1,80)
Estroma 0,0 0,0
p21
Epitélio Glandular 23,53 (20,99) 11,93 (16,86)
Estroma 15,93 (14,81) 7,47 (11,15)
p27

Epitélio Glandular

Estroma

24,27 (18,67)
19,23 (15,22)

17,73 (18,46)
13,60 (14,34)




Foram analisadas as expressdes das proteinas TGF-B, p53, p21 e p27 em
relacdo ao tempo transcorrido apés a menopausa (1-/5, 6-|10, > 10 anos); tanto no
pblipo quanto no endométrio adjacente e ndo se encontrou diferenca estatistica
significativa em nossa populacéo (Tabelas 2 e 3).

TABELA 2 Distribuicdo da concentragdo média e desvio padréo (cel/mmg?)
das proteinas TGF-B, p53, p21 e p27 no pdlipo segundo tempo de
pds menopausa. Servico de Anatomia Patoldgica - ISCMSP, 2007
cel/mm? TPM* TPM* TPM*
1-15 6—[10 >10 p**
TGF-B
Ep. Glandular 62,67 (6,24) 62,75 (4,27) 62,59 (3,87) 0,998
Estroma 62,67 (6,24) 62,75 (4,27) 62,59 (3,87) 0,998
p53
Ep. Glandular 2,44 (1,59) 5 (5,41) 3,24 (3,59) 0,471
Estroma 0,0 (0,0) 0,0 (0,0) 0,0 (0,0)
p21
Ep. Glandular 19,67 (20,35) 46 (13,29) 20,29 (20,32) 0,066
Estroma 15,11 (16,66) 31 (11,16) 12,82 (12,95) 0,081
p27
Ep. Glandular 23,89 (21,02) 16,75 (17,09) 26,24 (18,39) 0,672
Estroma 15,44 (14,65) 13,75 (16,07) 22,53 (15,40) 0,406

TPM* = Tempo de Pés Menopausa (anos)

p** <0,05 (Kruskall-Wallis)



TABELA 3 Distribuicdo da concentragdo média e desvio padrao (cel/mmg?)
das proteinas TGF-B, p53, p21 e p27 no endométrio adjacente
segundo tempo de pds menopausa.

Servico de Anatomia Patolégica - ISCMSP, 2007

cel/mm?2 TPM* TPM* TPM*
1-15 6—]10 >10 p**
TGF-B
Ep. Glandular 55 (20,36) 67 (3,16) 64,71 (3,27) 0,097
Estroma 55 (20,36) 67 (3,16) 64,71 (3,27) 0,097
p53
Ep. Glandular 1,56 (1,23) 2,50 (1,73) 1,94 (2,10) 0,693
Estroma 0,0 (0,0) 0,0 (0,0) 0,0 (0,0)
p21
Ep. Glandular 18,78 (17,07) 1,75 (1,70) 10,71 (17,7) 0,225
Estroma 10,44 (10,78) 1,25 (1,89) 7,35(12,32) 0,403
p27
Ep. Glandular 21,78 (19,22) 25,25 (28,01) 13,82 (15,69) 0,409
Estroma 17,33 (14,60) 17,25 (20,61) 10,76 (12,91) 0,480

TPM* = Tempo de Pés Menopausa (anos) p** <0,05 (Kruskall-Wallis)



Ao se fazer a relacao entre a expressao das proteinas TGF-B, p53, p21 e p27
e o indice de massa corporal (IMC) — separando os grupos entre mulheres com IMC
até 24,9 (Grupo I) e mulheres com IMC > 25 (Grupo II) — ndo foram estabelecidas
diferencas significativas entre esses grupos (Tabelas 4 e 5).

TABELA 4 Distribuicao da concentracao média e desvio padrao (cel/mm?)
das proteinas TGF-B, p53, p21 e p27 no polipo segundo seu
indice de massa corporal (IMC).

Servico de Anatomia Patolégica - ISCMSP, 2007

cel/mm?2 Pdlipo
Grupo | Grupo I p*
n=13 n=17
TGF-B

Ep. Glandular 63,23 (4,74) 62,18 (4,53) 0,541
Estroma 63,23 (4,74) 62,18 (4,53) 0,541

p53
Ep.Glandular 2,92 (2,46) 3,47 (4,01) 0,669
Estroma 0,0 (0,0) 0,0 (0,0)

p21
Ep. Glandular 16,77 (18,67) 28,71 (21,72) 0,125
Estroma 12,38 (13,53) 18,65 (15,56) 0,258

p27
Ep.Glandular 24,15 (16,95) 24,35 (20,41) 0,978
Estroma 19,92 (13,35) 18,71 (16,91) 0,833

Grupo | = Mulheres com IMC até 24,9, Grupo Il = Mulheres com IMC >25
p*<0,05 (teste tde Student)



TABELA 5

Distribuicao da concentragdo média e desvio padrao (cel/mm2)
das proteinas TGF-B, p53, p21 e p27 no endométrio adjacente
segundo seu indice de massa corporal (IMC).

Servico de Anatomia Patolégica - ISCMSP, 2007

cel/mma2

TGF-B
Ep. Glandular
Estroma

p53
Ep.Glandular
Estroma

p21
Ep. Glandular
Estroma

p27
Ep.Glandular

Estroma

Endométrio Adjacente

Grupo |
n=13

58,77 (17,60)
58,77 (17,60)

2,23 (2,20)
0,0 (0,0)

15,38 (18,90)
10,85 (13,20)

14,46 (13,96)
12,08 (12,55)

Grupo I
n=17

64,65 (3,63)
64,65 (3,63)

1,65 (1,45)
0,0 (0,0)

9,29 (15,18)
4,88 (8,83)

20,24 (21,36)
14,76 (15,85)

*

Y

0,189
0,189

0,390

0,336

0,150

0,406
0,620

Grupo | = Mulheres com IMC até 24,9, Grupo Il = Mulheres com IMC > 25

p*<0,05 (teste tde Student)



Procedendo a analise entre a relacdo da expressdo das proteinas TGF-j,
p53, p21 e p27 dos podlipos e endométrio adjacente com a imunoreatividade do
receptor de estrogénio no tecido tumoral mamario (fraco, moderado e forte)
observamos que nao houve diferenca estatisticamente significante na populacéao
estudada (Tabelas 6 e 7).

TABELA 6 Distribuicdo da concentragao - média e desvio padrao (cel/mm?) -
das proteinas TGF-B, p53, p21 e p27 no polipo segundo
a imunoreatividade do receptor de estrogénio (RE).
Servico de Anatomia Patolégica - ISCMSP, 2007

cel/mm?2 RE* RE* RE*
Fraco Moderado Forte p**
n=5 n=14 n=11
TGF-B
Ep.Glandular 61,40 (3,36) 64,71 (3,62) 60,55 (5,24) 0,057
Estroma 61,40 (3,36) 64,71 (3,62) 60,55 (5,24) 0,057
p53
Ep. Glandular 2,40 (1,67) 2,07 (1,43) 5,09 (4,84) 0,068
Estroma 0,0 (0,0) 0,0 (0,0) 0,0 (0,0)
p21
Ep. Glandular 14,40 (14,96) 25,79 (22,83) 24,82 (21,46) 0,580
Estroma 10,40 (15,37) 15,64 (13,95) 18,82 (16,24) 0,587
p27
Ep. Glandular 27,20 (22,37) 25,86 (18,05) 20,91 (19,16) 0,761
Estroma 23,00 (18,39) 18,36 (13,36) 18,64 (17,21) 0,841

RE*= imunoreatividade do receptor de estrogénio, p** <0,05 (teste t de Student)



TABELA 7 Distribuicdo da concentragdo média e desvio padrao (cel/mmg?)
das proteinas TGF-B, p53, p21 e p27 no endométrio adjacente
segundo a imunoreatividade do receptor de estrogénio (RE).
Servico de Anatomia Patolégica - ISCMSP, 2007

cel/mm?2 RE* RE* RE*
Fraco Moderado Forte p**
n=5 n=14 n=11
TGF-B
Ep.Glandular 64,60 (4,61) 58,64 (16,94) 65,36 (2,24) 0,347
Estroma 64,60 (4,61) 58,64 (16,94) 65,36 (2,24) 0,347
p53
Ep. Glandular 1,60 (1,34) 1,34 (1,15) 2,73 (2,41) 0,158
Estroma 0,0 (0,0) 0,0 (0,0) 0,0 (0,0)
p21
Ep. Glandular 15,00 (13,92) 14,64 (21,83) 7,09 (9,34) 0,505
Estroma 7,60 (10,40) 7,93(11,82) 6,82(11,60) 0,972
p27
Ep. Glandular 4,20 (5,67) 23,43 (19,57) 16,64 (18,42) 0,131
Estroma 3,40 (3,43) 17,64 (14,74) 13,09 (15,30) 0,162

RE*= imunoreatividade do receptor de estrogénio, p**< 0,05 (teste t de Student)



Quando analisamos a expressao das proteinas TGF-B, p53, p21 e p27 em
relacdo a espessura do endométrio (1-|10, 11-|]20 e > 20 mm) verificada através da
ultra-sonografia transvaginal; tanto no pdélipo quanto no endométrio adjacente nao
encontramos diferenca estatistica significante (Tabelas 8 e 9).

TABELA 8 Distribuicdo da concentragdo média e desvio padréo (cel/mmg?)
das proteinas TGF-B, p53, p21 e p27 no pdlipo segundo a
espessura do endométrio (mm) verificada na ultra-sonografia
transvaginal. Servico de Anatomia Patolégica - ISCMSP, 2007

cel/mm?2 EE* EE* EE*
1-110 11 —-120 > 20 p**
n=10 n=14 n=6
TGF-B

Ep. Glandular 64,10 (4,70) 62,79 (3,96) 59,83 (5,19) 0,197

Estroma 64,10 (4,70) 62,79 (3,96) 59,83 (5,19) 0,197

p53

Ep. Glandular 4,30 (3,94) 3,21(3,49) 1,50 (1,04) 0,287

Estroma 0,0 (0,0) 0,0 (0,0) 0,0 (0,0)

p21

Ep. Glandular 26,90 (22,60) 26,71 (22,22) 10,50 (9,93) 0,242

Estroma 19,80 (17,98) 16,43 (14,04) 8,33 (8,80) 0,332

p27

Ep. Glandular 26  (16,18) 26,07 (20,83) 17,17 (18,63) 0,598

Estroma 20,40 (13,88) 20 (15,39) 15,50 (19) 0,808

EE* = espessura endométrio (mm)

p** <0,05 (Kruskall-Wallis)



TABELA 9 Distribuicdo da concentragdo média e desvio padrao (cel/mmg?)
das proteinas TGF-B, p53, p21 e p27 no endométrio adjacente
segundo a espessura do endométrio (mm) verificada na ultra-
sonografia transvaginal.

Servico de Anatomia Patolégica - ISCMSP, 2007

cel/mm? EE* EE* EE*
1- 10 11 —120 > 20 p**
n=10 n=14 n=6
TGF-p
Ep. Glandular 65,20 (3,52) 59,43 (17,20) 63,17 (2,13) 0,511
Estroma 65,20 (3,52) 59,43 (17,20) 63,17 (2,13) 0,511
p53
Ep. Glandular 2,90 (2,23) 1,64(1,49) 0,83 (0,75) 0,061
Estroma 0,0 (0,0) 0,0 (0,0) 0,0 (0,0)
p21
Ep. Glandular 19,20 (20,15) 7,57 (14,32) 10 (14,90) 0,245
Estroma 12 (14,31) 5,14 (9,61) 5,33 (7,09) 0,299
p27
Ep. Glandular 8  (14,87) 22 (19,48) 24 (17,43) 0,120
Estroma 5,30 (10,60) 16,29 (13,78) 21,17 (16,42) 0,058

EE* = espessura endométrio (mm) p** < 0,05(Kruskall-Wallis)



4.6. CORRELACAO ENTRE A EXPRESSAO DO TGF-B, p53, p21 E p27 NO
POLIPO E ENDOMETRIO ADJACENTE

Quando estudamos a correlagao da expressao do TGF-B, p53, p21 e p27 nos
epitélios glandulares dos pdlipos e do endométrio adjacente observamos que houve

correlagao estatisticamente significante na proteina p53 (Tabela 10).

TABELA 10 Distribuicao da concentracao média e desvio padrao (cel/mmz?) e
correlacao das proteinas TGF-f, p53, p21 e p27 no epitélio
glandular e estromal do pdlipo e endométrio adjacente.

Servico de Anatomia Patolégica - ISCMSP, 2007

cel/mm? Pélipo Endométrio p* r*
TGF-b
Ep. Glandular 62,63 (4,57) 62,10 (12,01) 0,115 -0,294
Estroma 62,63 (4,57) 62,10 (12,01) 0,115 -0,294
p53
Ep. Glandular 3,23 (3,39) 1,90 (1,80) 0,000 0,814
Estroma 0,0 (0,0) 0,0 (0,0)
p21
Ep. Glandular 23,53 (20,99) 11,93 (16,86) 0,641 -0,089
Estroma 15,93 (14,81) 7,47 (11,15) 0,624 0,093
p27
Ep. Glandular 24,27 (18,67) 17,73 (18,46) 0,636 -0,090
Estroma 19,23 (15,22) 13,60 (14,34) 0,628 -0,092

p* <0,05(teste tde Student)  r**=-1 a1 (correlagéo de Pearson)



Quando realizamos a correlacdo das proteinas do pdélipo e endométrio

adjacente com o0s seus respectivos epitélios glandular e estromal observamos que

ha uma diferenca estatistica significativa na proteina p21 e p27 (Tabela 11).

TABELA 11 Distribuicdo da concentragdo média e desvio padréo (cel/mm?) e
correlacao das proteinas TGF-f, p53, p21 e p27 no epitélio
glandular e estromal do pélipo e do endométrio adjacente.
Servico de Anatomia Patolégica - ISCMSP, 2007

cel/mm? Ep.Glandular Estroma p* r*

TGF-b

Pdlipo 62,63 (4,57) 62,63 (4,57) 1

Endométrio 62,10 (12,01) 62,10 (12,01) 1

p53

Pdlipo 3,23 (3,39) 0,0 (0,0)

Endométrio 1,90 (1,80) : :

p21

Pélipo 23,53 (20,99) 15,93 (14,81) 0,000 0,893

Endométrio 11,93 (16,86) 7,47 (11,15) 0,000 0,822

p27

Pélipo 24,27 (18,67) 19,23 (15,22) 0,000 0,920

Endométrio 17,73 (18,46) 13,60 (14,34) 0,000 0,954

p*<0,05 (teste tde Student)

r*=-1 a1 (correlagéo de Pearson)



5. DISCUSSAO



O tamoxifeno (TMX) tem sido aceito até 0 momento como droga de primeira
escolha no tratamento adjuvante hormonioterapico de mulheres apés a menopausa
com tumores mamarios malignos e receptores de estrogénio positivo. Atua como
agente preventivo no aparecimento de cancer de mama contra lateral e melhora da
sobrevida (Jordan, 1988; Baker & Jaffe, 1995; Cohen et al, 1997; Kuiper et al, 1997;
Kommoss et al, 1998; Veronesi et al, 1998; Elkas et al, 2000; Mourits et al, 2002;
Siufi et al, 2003; American Cancer Society, 2005).

O TMX apresenta diferentes acbes na dependéncia do tipo de tecido e
quantidade de receptor de estrogénio (RE); assim nas mamas inibe o crescimento
das células cancerosas por competitividade antagonista com o estrogénio, por outro
lado, no endométrio exerce atividade ora agonista ora antagonista podendo
apresentar como efeito colateral a alta taxa de incidéncia de proliferacdo
endometrial, com aparecimento de alteracées tais como pélipos, hiperplasias,
carcinomas e sarcomas (Ismail, 1994; Assikis et al, 1996; Mosselman et al, 1996;
Ugwumagu et al, 1998; Mc Donnell et al, 2001; Risberg et al, 2002; Wickerham et al,
2002; Haskel, 2003; Stygar et al, 2003; Tregon et al, 2003; Kian Tee et al, 2004;
Cohen, 2004; Botogoski et al, 2005; Botogoski et al, 2007).

Na literatura encontramos que a média de aparecimento de polipos
endometriais nas mulheres ndo usudrias de tamoxifeno esta entre 40 a 50 anos
(Lima et al,1979; Orvieto et al, 1999; Bakour et al, 2002; Van den Bosch et al, 2003;
Campaner et al, 2006), com uma incidéncia menor acima dos 54 anos (Melki &
Tostes Filho,1992; Carvalho,2006). J& nas usuarias de tamoxifeno, Feitosa et al,
(2002) encontraram uma faixa etaria de prevaléncia de 53 anos discordante de
nossos achados que foi de 61,7 anos, porém outros autores relataram dados
semelhantes aos nossos (Reslova et al, 1999; Kennedy et al, 1999; Caschetto et al,
2000; Deligdisch et al, 2000; Yamazawa et al, 2002; Ansbacher & Advincula, 2003;
Houghton et al, 2003; Tate et al, 2004; Garuti et al, 2005; Morales et al, 2005;
Takeuchi et al, 2005).

Sabe-se que diversos métodos sao eficazes para investigacdo da mucosa
uterina como bidpsia endometrial, curetagem uterina de prova, histeroscopia, ultra-

sonografia e histerossonografia. Um dos métodos imprescindiveis que atualmente



faz parte da propedéutica ginecologica € a ultra-sonografia via transvaginal, utilizado
em nosso estudo, pois constitui método acessivel, inécuo, pouco invasivo e de baixo
custo possibilitando andlise imediata das imagens. A mucosa uterina pode ser
avaliada quanto a sua espessura e textura (Fung et al, 2003; Markovitch et al, 2004;
Develioglu et al, 2004).

Em diversos estudos, caso a espessura endometrial medida pela ultra-
sonografia via transvaginal apresentar-se > 5 mm ou com alteragdes focais em
mulheres usuarias de tamoxifeno apdés a menopausa, faz-se necessaria a
investigacao por metodologia invasiva (Fong et al, 2001; Juneja et al, 2002; Vosse et
al, 2002). Em nosso estudo todos os endométrios avaliados pela ultra-sonografia via
transvaginal foram heterogéneos e a espessura endometrial variou de 6,0 — 44,0
(15,6 + 8,1) mm.Todas as mulheres de nossa pesquisa foram submetidas a
histeroscopia diagnéstica e cirurgica pelo pesquisador.

A histeroscopia, utilizada em nosso trabalho é considerada o método de
escolha no diagnéstico de lesbes endometriais, pois nos fornece melhores
resultados com sensibilidade acima de 90% e baixa taxa falso-positivo (McGonigle et
al, 1998; Ivanov et al, 1998; Gerber et al, 2000;Strauss et al, 2000;Maugeri et
al,2001; Giorda et al, 2002;Feitosa et al, 2002; Garuti et al, 2005; Duffy et al, 2006).

Os nossos achados histeroscépicos dos polipos uterinos revelaram que 10
(33,4%) eram polipos com 1,0 cm de tamanho; 7 (23,2%) polipos com 1,5 cm; 5
(16,7%) pdlipos com 0,5 cm; 3 (9,9%) pdlipos com 3,0 cm; 2 (6,7%) podlipos com 2,0
cm; 2 (6,7%) polipos com 4,0 cm e 1 (3,3%) com 3,5 cm. Quanto aos achados
histeroscépicos do endométrio adjacente mostrou que 16 (53,3%) apresentavam
endométrio fino esbranquicado; 10 (33,3%) endométrio fino cistico; 3 (10%)

endométrio edemaciado branco-amarelado e 1 (3,3%) endométrio com pregas.

Quanto ao tamanho dos pélipos nenhum deles apresentou-se acima 4 cm
tendo a maioria 1 cm (33,4%). Relatos de poélipos com tamanhos > 8 € 9 cm ja foram
escritos (Cascheto et al (2000); Ansbacher e Advincula (2003); Takeuchi et al (2005).
Quanto as alteracoes histologicas hiperplasicas, atipias celulares e cancer descritas
por alguns autores Bakour et al (2002); Yamazawa et al (2002); Sington et al (2002);



Savelli et al (2003); Tate et al (2004) ndo encontramos em nossos resultados fato
este também observado por Antunes Jr et al (2007).

Descricoes de metastases nos polipos endometriais de mulheres com cancer
de mama usuarias de tamoxifeno descritas por Houghton et al (2003); Acikalin et al
(2005); Al-Brahim & Elavathil (2005) ndo foram encontradas nos poélipos analisados

em nosso estudo.

A atividade endometrial do TMX ira depender da acdo de co-fatores que,
ligando-se ao complexo formado RE-TMX, poderd exercer agdo repressora ou
ativadora, com efeito, atrofico ou proliferativo e este mecanismo de acao esta
fortemente associado a carcinogénese endometrial. Contudo, o mecanismo
molecular que regula de forma negativa o crescimento das células do endométrio
nao esta bem esclarecido (Brzozowski et al, 1997; Shang et al, 2000; Mc Donnell,
2004; Menendez et al, 2004).

Avancos nos estudos da compreensdo do ciclo celular tém revelado que a
proliferacdao celular € regulada pela interacdo entre as ciclinas e ciclinas
dependentes das quinases, dos inibidores das ciclinas dependentes das quinases
(CKIl) e produtos dos genes supressores dos tumores (Koch & Nasmyth, 1994;
Glover et al, 1996; Kuiper et al, 1996; Russo, 1996; Palvetich, 1999; Jackman et al,
2002; Ubersax et al, 2003; Morgan, 2006).

Acredita-se que o TGF-B apresenta uma via dupla no processo da
carcinogénese com habilidade de inibir a proliferagdo celular e suprimir o
desenvolvimento do tumor nos estagios iniciais, porém no curso da progressao
tumoral de células malignas estas adquirem resisténcia aos fatores inibidores do
crescimento pelos TGF-B (Reiss, 1999; Blobe et al, 2000; Wieser, 2001).

Nossos dados demonstraram que o tratamento com o TMX resultou em uma
inducédo de TGF-B tanto no epitélio glandular do pdlipo quanto no seu estroma 50 —
70 (62,63 + 4,57) cel/mmz2. No epitélio glandular e estromal do endométrio adjacente

o TGF-B esteve altamente expresso em todos os compartimentos estudados, 1 — 71



(62,10 + 12,01) cel/mmz?, porém nao se notou diferenca estatisticamente significativa

quando foram comparados os respectivos compartimentos entre si.

Sartor et al (1995) estudando Utero de ratas ooforectomizadas com uso de
TMX observaram que houve aumento da imunoreatividade do TGF-f tanto no
epitélio glandular quanto no estroma, sendo mais pronunciado no estroma
endometrial. Em mulheres, Carmichael et al (2000) relataram que houve uma
elevagao da proteina TGF- no epitélio glandular do endométrio e isto pode estar
associado a uma maior incidéncia de hiperplasias endometriais nas usuarias de
TMX. Estes achados foram semelhantes aos nossos, porém nao houve comparacao
entre o epitélio glandular e estroma do endométrio. Ndo encontramos na literatura
estudo que faga correlacao entre pélipo endometrial, endométrio adjacente e TGF-P

de mulheres usuarias de tamoxifeno.

A p53 regula a inibicao do ciclo celular e apoptose em resposta a um dano no
DNA e mutacado no gene p53, sendo reportado ser o mais comum defeito genético
em canceres humanos (Olson et al, 1997; Sadot et al, 2001). Em células normais
esta proteina é rapidamente degradada, contudo por influéncia de fatores externos
pode tornar-se resistente a degradacao, acumulando-se no nucleo celular. A p53
pode ser detectada pela técnica de imunoistoquimica; em células normais sua
expressao é fraca, porém em células com mutacao da p53, se expressa fortemente.
A imunoreatividade da proteina p53 foi detectada em cerca de 90% das alteracdes
do gene p53 (Lane, 1992; Vojtesek et al, 1992; Shackelford et al, 1999; Nieder et al,
2001; Bargonetti & Manfredi, 2002).

Nossos dados demonstraram que, com o tratamento com TMX, houve
expressao celular fraca da proteina p53 no epitélio glandular do pdlipo com variacao
de 1 —14 (3,23 + 3,39) cel/mm? e no epitélio glandular do endométrio adjacente de 0
— 8 (1,90 + 1,80) cel/mmz2. No estroma tanto do pdlipo quanto do endométrio, nao

houve células imunocoradas.



Olson et al (1997); Kuwashima et al (1998); Ramondetta et al (1998)
estudando carcinoma endometrial de mulheres usuarias de tamoxifeno observaram
uma forte expressao de p53 no endométrio, sugerindo que mutacées podem estar

associadas a desenvolvimento de tumores agressivos no tecido endometrial.

Isakson et al (1999) em estudo morfométrico, observaram uma expressao
positiva de p53 no epitélio glandular do endométrio de macacas com uso de TMX e
nao no estroma, dados semelhantes aos nossos achados, porém diferiu do nosso
trabalho tanto pela populagéo estudada quanto a falta de estudo em pdlipo.

Pesquisas que investigam a expressao da proteina p53 nos pdlipos e seu
endométrio adjacente de mulheres usuarias de tamoxifeno ndo foram encontrados

na literatura.

O DNA danificado ativa genes reguladores da proteina p53, a qual estimula a
transcricdo de varios genes, sendo que um destes codifica uma proteina inibidora
das quinases dependentes das ciclinas (CKI) denominada p21 que se liga aos
complexos ciclina-quinase dependente das ciclinas e inibe a progressdao do ciclo

celular.

A importancia de estudarmos a proteina p21 esta na interacdo com a p53 que
apresenta funcao de suprimir a evolugéo tumoral por controlar a progressao do ciclo

celular.

O DNA danificado ativa genes reguladores da proteina p53, a qual estimula a
transcricdo de varios genes, sendo que um destes codifica uma proteina inibidora
das quinases dependentes das ciclinas (CKI) denominada p21 que se liga aos
complexos ciclina-quinase dependente das ciclinas e inibe a progressao do ciclo

celular.

A importancia de estudarmos a proteina p21 esta na interacdo com a p53 que
apresenta funcédo de suprimir a evolugao tumoral por controlar a progressao do ciclo

celular.



Nossos dados demonstraram que o tratamento com o TMX resultou em
expressao celular positiva da proteina p21 no epitélio glandular do pélipo de 1 — 62
(23,53 + 20,99) cel/mm2 e no estroma de 0-46 (15,93 + 14,81) cel/mm2 Ja no
endométrio adjacente o epitélio glandular apresentou de 0- 57 (11,93 + 16,86)
cel/mm? e no estroma de 0 — 37 (7,47 + 11,15) cel/mm2. Quando comparamos 0
epitélio glandular do pdlipo com o endométrio adjacente ndo observamos diferenca
estatistica significativa, mas quando realizamos a comparagdo entre o epitélio
glandular do pélipo com seu estroma e os mesmos tecidos no endométrio adjacente
observamos que houve uma diferenca estatistica significativa, havendo maior

imunoreatividade da p21 no pdlipo.

Fredersdorf et al (1996) estudaram a expressao da proteina p21 em varios
tecidos normais do organismo. No tecido endometrial observaram que houve uma
maior positividade no epitélio da fase secretora em relacdo a proliferativa,
descrevendo que quando ocorre no tecido normal reducao da expressao da proteina
p21, ha proliferacao tecidual.

Quando pesquisados na literatura dados envolvendo o estudo da proteina
p21, em usuarias de TMX nao encontramos dados na literatura.

A p27 é um dos membros do grupo das proteinas identificado como inibidora
das ciclinas dependentes das quinases. Sabe-se que apresenta a propriedade de
supressao tumoral, reguladora da resisténcia a drogas nos tumores sélidos e
promotora da apoptose celular. Concentracbes teciduais normais da p27 sao
importantes no controle da proliferagao celular, oposicdo a progressao tumoral e
quando baixas, estdo associadas com pior prognéstico em uma variedade de
tumores ginecoldgicos incluindo mama, ovarios, cérvix. No endométrio sua redugéo
ou auséncia pode ser importante passo na carcinogénese endometrial (Kato, 1999;
Sgambato et al, 2000; Zhu et al, 2001; Siufi et al, 2003; Lahav-Baratz et al, 2004).

Nossos dados demonstraram que o tratamento com o TMX resultou em
expressao celular positiva da proteina p27 no epitélio glandular do pélipo de 1 — 56
(24,27 + 18,67) cel/mm2 e no estroma 0 - 47 (19,23 + 15,22) cel/mm2. No endométrio

adjacente o epitélio glandular apresentou de 1- 56 (17,73 + 18,46) cel/mm? e



estroma 0 — 37 (13,60 + 14,34) cel/mm2. Quando comparamos somente o epitélio
glandular do polipo com o do endométrio adjacente ndo observamos diferenca
estatistica significativa, mas quando realizamos a comparagdo entre o epitélio
glandular do pélipo com seu estroma e os mesmos tecidos no endométrio adjacente

observamos que houve uma diferenga estatistica significativa maior no pélipo.

Shiozawa et al (1998) em estudo de 49 endométrios de mulheres entre 35 a
45 anos nao usuarias de TMX concluiram que ha maior expressao da proteina p27
na fase secretora. Neste mesmo estudo, em outras sete mulheres entre 43 e 55
anos com diagnéstico prévio de hiperplasia endometrial, realizado por bidpsia, e
submetidas a uso oral de acetato de medroxiprogesterona 400 mg/dia por oito a
doze semanas, submetidas apds a bidpsia, observaram que a expressao da proteina
p27 estava ausente antes do uso do medicamento e fortemente expressa depois.

Siufi et al (2003) estudando 53 endométrios de mulheres apds a menopausa
usuarias de TMX concluiram que a terapia com o tamoxifeno ndo esteve diretamente
envolvida na carcinogénese endometrial desde que a expressao da proteina p27

nao esteja diminuida.

Masciullo et al (2003) em estudo de 217 adenocarcinomas de mulheres nao
usuarias de tamoxifeno encontraram uma expressdo reduzida da proteina p27.
Ozkara & Corakci (2004) estudando endométrio normal, hiperplasico e com
carcinoma de mulheres, ndo usuarias de TMX, observaram que ha uma maior
expressao da proteina p27 na fase secretora do endométrio; ja no endométrio com
hiperplasia simples ou complexa a p27 sempre se apresenta super-expressa €
significantemente reduzida no carcinoma endometrial. Shiozawa et al (1998)

obtiveram os mesmos achados, porém so6 estudaram endométrio normal.

Estudos que fazem a investigacdo de pélipos endometriais € endométrio
adjacente com a expressao da proteina p27 em usuarias de tamoxifeno nao foram

encontrados na literatura.

Quando comparamos as proteinas com o epitélio glandular do pélipo e do

endométrio adjacente observamos que houve expressao significativamente maior da



proteina p53 no pdlipo. Nao houve diferenca estatistica significativa das proteinas
TGF-B, p21 e p27 no pdlipo quando comparado ao endométrio. A proteina p53
regula a inibicdo do ciclo celular e apoptose em resposta a um dano ocorrido no
DNA e mutacdo no gene p53, isto nos leva a refletir que os polipos em mulheres
usuarias de TMX, apesar de, neste estudo, apresentarem-se como lesdes
proliferativas focais e sem alteracdes histolégicas, devemos levar em consideracao a
presenca da imunoreatividade do epitélio glandular, pois podemos estar frente a

uma lesdo com alteragbes carcinogénicas iniciais.

Quando comparamos o estroma do pélipo e do endométrio adjacente
observamos que ndo houve diferenca significativa em nenhuma das proteinas
estudadas. Analisando os estudos publicados anteriormente citados, nos deparamos
que as alteracdes das proteinas ocorrem principalmente no epitélio glandular, assim
notamos que as alteragdes celulares iniciais principalmente sdo encontradas no

epitélio glandular e nao no estroma.

Quando comparamos o epitélio glandular e estroma tanto no pélipo quanto no
endométrio observamos que houve expressao significativamente maior das
proteinas p21 e p27 no epitélio glandular. Tendo conhecimento de que o epitélio
glandular é mais afetado que o estroma e que estas proteinas imunoreativas tem
relacdo com o controle do ciclo celular, podemos pensar que esta havendo uma
tentativa de correcao pelas células do dano devido ao uso do tamoxifeno, evitando
assim que a célula sofra alteracao definitiva e que possa gerar uma célula filha com
gene alterado.

Nossos dados fazem supor que o TGF-B e as proteinas p53, p21 e p27 por
dependerem de outros mecanismos no processo celular, apresentam multiplas
variaveis, ndo sendo possivel correlacionar que elas per se sejam as responsaveis
no desenvolvimento de patologias endometriais como pdélipos, hiperplasias e até
mesmo o cancer de endométrio. O uso do TMX, como a primeira droga de escolha
no tratamento adjuvante do cancer de mama e com atuacdo endometrial, surge

como outra variavel a ser levada em consideragao.



Trabalhos que investigam a patogénese dos pdlipos endometriais apds a
menopausa em mulheres usudrias de tamoxifeno sdo raros na literatura bem como a
metodologia utilizada para o estudo da distribuicdo da expressao das proteinas por

imunoistoquimica.

Neste estudo, utilizamos um Unico parametro: o0 niumero de membranas
imunocoradas no caso da proteina TGF-f ou nucleos corados para as proteinas p53,
p21 e p27 por milimetro quadrado, em vez de se empregar a metodologia de escore
para a graduacgao da coloragao. Esta Ultima necessita de controle rigoroso de tempo
do tecido no formol, o que seria dificil, pois, nossa pesquisa foi realizada em um
complexo hospitalar; assim sendo, ndo se possuia controle absoluto sob tempo de
permanéncia do material obtido no formol, fato este que, reconhecidamente, pode

alterar a intensidade da coloracédo (Nadais et al, 2006).

Poucos estudos tém investigado a distribuicdo da imunoreatividade das
proteinas por imunoistoquimica nos polipos endometriais e endométrio adjacente em
mulheres usuarias de TMX; todavia, a metodologia utilizada neste estudo que avalia
a morfometria da expressao das proteinas difere da encontrada na literatura. Com a
padronizacdo da metodologia aqui utilizada, que é de facil reprodutibilidade e
confidvel, poder-se-iam realizar estudos comparativo retrospectivo e prospectivo de

forma mais objetiva.

Nosso trabalho visa trazer uma contribuicdo ao estudo da fisiopatologia dos
pélipos endometriais sob a acdo do TMX em mulheres ap6s a menopausa, haja
vista, que esta associado ao desenvolvimento de patologias endometriais benignas
e ao cancer do endométrio. Os avancos no estudo da biologia molecular tem-nos
levado a surpreendentes revelagcdes, porém notamos que ainda ha escassez de
trabalhos em relacdo ao aparecimento dos pdélipos sob acdo hormonal. No futuro
uma analise combinada e associada das diferentes proteinas envolvidas tanto na
supressdao quanto na proliferacdo celular poderdo levar-nos a maiores

esclarecimentos.



6. CONCLUSOES



O estudo imunoistoquimico e morfométrico comparativo da imunoreatividade
das proteinas TGF-B, p53, p21 e p27 em pdlipos e endométrio adjacente de

mulheres apds a menopausa usuarias de tamoxifeno demonstraram que:

No epitélio glandular do pdlipo e do endométrio adjacente observamos:

e Houve expressao significativamente maior da proteina p53 no
polipo quando comparado ao endométrio.

e Nao houve diferenga significativa das proteinas TGF-B, p21 e

p27 do polipo quando comparado ao endométrio.

No estroma do pélipo e do endométrio adjacente observamos:

e Nao houve diferenga significativa em nenhuma das proteinas
estudadas.

No epitélio glandular e estroma tanto no pélipo quanto no endométrio

adjacente observamos:

¢ Houve expressao significativamente maior das proteinas p21 e

p27 no epitélio glandular.



7. ANEXOS



ANEXO 1. PROTOCOLO DE ESTUDO

Estudo Imunoistoquimico e Morfométrico Comparativo da Expressao do TGF-B3 e das
Proteinas p53, p21 e p27 em Pdélipo e Endométrio Adjacente de Mulheres Usuérias
de Tamoxifeno

NOME: ..o Registro:.......cccoeeeeeennne ldade............ Raca:...............
Data entrada hospital..........

G...... P....... C....... A....DUM:............. Peso(Kg):.........

Altura(m):.......... IMC......... PA antes inicio TMX(mmHg):............. PA
atual:.....cccccoennee.

Estadiamento: T........ N........ M....... Estadiamento Clinico............ Data da
Cirurgia............

Tipo de Cirurgia:.......ccooeeeiiiieeeeeeeiieeenn. Anatomopatol6gico

LI [0 [o)

Grau histolégico................ Linfonodos acometidos.............. Linfonodos
retirados.............

AAJUVANTE e

Receptor E +, reatividade: ........... fraco ............ moderado  .............. forte

Data inicio TMX:......cccooveeeeeenes Data Atual uso TMX:........oooeiiiiinnnes Tempo uso
TMX(MESES)ieee i Dose de uso do

TMX e mg/dia

Avaliagao ultra-sonografia transvaginal: .......... Rotina ou

........... Queixa.Qual?.............

Data da realizagao da ultra-sonografia:...............cc...... Endométrio:medida........ mm
oT0) (=34 (1] = PP PPPPPRPRP
Utero....... ) S Xevennnnn Volume total............ cm3 Ecotextura



Ovério Direito:...... Xewrenanns Xewrenrnn Volume total.............. cm3

Ecotextura.......ccccoviiiinnnns

Ovario Esquerdo:......X....... Xeveren. Volume total........ cm3
Ecotextura......ccccooviiiiinnn

Data de realizagédo da histeroscopia:........ccccoccuvvveeennn. Achados na histeroscopia



ANEXO 2. TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Senhora

eu, Sheldon Rodrigo Botogoski, pe¢o a sua autorizacao para inclui-la na pesquisa
"Estudo Imunoistoquimico e Morfométrico Comparativo da Expressdo do TGF-B e
das Proteinas p53, p21 e p27 em Pdlipos e Endométrio Adjacente de Mulheres
Usuérias de Tamoxifeno”.

Esta pesquisa tem como objetivo estudar as alteragdes do tecido do
endométrio do utero em mulheres usuéarias de tamoxifeno através de estudo
histopatolégico e imunoistoquimico. As pacientes que sdo usuarias do medicamento
chamado tamoxifeno para tratamento adjuvante do cancer de mama devem ser
submetidas a exame anual de ultra-sonografia transvaginal para avaliar seu
endométrio, pois esta medicacdo pode causar alteracbes neste tecido podendo
ocasionar até um cancer endometrial. Se em sua avaliagdo anual apresentar alguma
alteracao no exame de ultra-sonografia existe a indicagcdo médica de se estudar este
tecido e para se coletar material da cavidade uterina dispomos de um exame
chamado histeroscopia diagnéstica e cirargica

O procedimento de histeroscopia diagnostica e cirurgica que é feito para
todas as mulheres que, como a senhora, possuem uma alteracao visivel no exame
de ultra-sonografia € por vezes desconfortavel, mas, realizado sob anestesia €, no
entanto a retirada do fragmento ndo aumenta a sua duragdo, nem agrava o seu
desconforto.

No procedimento de histeroscopia diagndstica e cirurgica é introduzido um
material metélico tubular de aproximadamente 30 cm de comprimento que possui
uma camera de video na extremidade e revestido por uma camisa metalica, este
conjunto recebe 0 nome de histeroscopio. Este material apresenta diametro de 5 mm
e esta ligado a um monitor de video para acompanhamento do médico, uma fonte de
luz fria e a um insuflador para expandir a cavidade uterina.

Este tipo de procedimento € realizado sob anestesia geral endovenosa ou de
bloqueio, que pode ocasionar parada cardio-respiratéria, mas a senhora sera
acompanhada a todo o momento por um médico anestesista para se evitar
quaisquer intercorréncias. O risco na realizacao deste procedimento é considerado

minimo, mas alguns deles podem ocorrer como: perfuracao do canal endocervical e



do utero por uma manobra forcada do histeroscépio, extravasamento de ar e liquido
para a cavidade peritoneal podendo ocasionar célicas no pos-operatério e infeccao
no tecido intra-uterino.

Garantimos que seu nome nao sera exposto em nenhuma apresentacao ou
qualquer tipo de publicacdo e que podera deixar de participar da pesquisa em
qualquer momento que desejar. Caso ndo concorde com a participacdo no estudo
ou deseje sair do mesmo, nao havera prejuizo em seu tratamento e seguimento.
Ressaltamos ainda que tenha liberdade de retirar este consentimento em qualquer
momento que desejar sem prejuizo para seu tratamento e seguimento neste servico
e que estamos a disposicao para maiores esclarecimentos a qualquer momento que
desejar.

Este estudo que tem como pesquisador responsavel o Sr. Sheldon Rodrigo
Botogoski, especialmente no que diz respeito ao objetivo da pesquisa, aos
procedimentos que serei submetida, aos riscos e aos beneficios, declaro que tenho
pleno conhecimento dos direitos e das condi¢gdes que me foram assegurados, a
sequir relacionados:

1. A garantia de receber a resposta a qualquer pergunta ou esclarecimento de
qualquer duvida a respeito dos procedimentos, riscos, beneficios e de outras
situacdes relacionada com a pesquisa e o tratamento a que serei submetida.

2. A liberdade de retirar o meu consentimento e deixar de participar do estudo, a
qualquer momento, sem que isso traga prejuizo a continuidade do meu
tratamento.

3. A seguranca de que nao serei identificada e que serd mantido o carater
confidencial da informacao relacionada a minha privacidade.

4. O compromisso de que me sera prestada informacao atualizada durante o
estudo, ainda que esta possa afetar a minha vontade de continuar dele
participando.

5. O compromisso de que serei devidamente acompanhada e assistida durante
todo o periodo de minha participagcdo no projeto, bem como de que sera
garantida a continuidade do meu tratamento, apds a conclusédo dos trabalhos

de pesquisa.



Declaro, ainda, que concordo inteiramente com as condi¢gdes que me foram
apresentadas e que, livremente, manifesto a minha vontade em participar do

referido projeto.

Curitiba, de de 200 .

Digital ou Assinatura da Mulher

Sheldon Rodrigo Botogoski
Pesquisador Responsavel
Telefone de contato (41)9917-0022

Profa. Dra. So6nia Maria Rolim Rosa Lima
Orientadora



ANEXO 3.PARECER DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA EM SERES
HUMANOS DO HOSPITAL ERASTO GAERTNER — CURITIBA - PARANA

PARECER CONSUBSTANCIADO

No dia 22 de margo de 2005, o Comité de Etica em Pesquisa desta Instituicao
avaliou o projeto intitulado como: “Estudo Imunoistoquimico e
Morfométrico Comparativo da Expressao do TGF-3 e das Proteinas p53,
p21 e p27 em Podlipo e Endométrio Adjacente de Mulheres Usuarias de
Tamoxifeno”, P.P.

n2 1135, cujo pesquisador principal, responsavel pela conducéo do estudo &
Dr. Sheldon Rodrigo Botogoski, médico ginecologista e obstetra e mestre
em principios da cirurgia e, sem representante institucional, tendo o seguinte
parecer:

OBJETIVOS: Verificar as alteracdes histopatolégicas encontradas nos
endométrios que estao sob efeito do tamoxifeno.

Verificar os achados ultra-sonograficos no endométrio, utero e
ovarios causados pelo tamoxifeno.

Comparar a expressao do TGF-3 e das Proteinas nos Pdlipos e
Endométrio Adjacente.

AMOSTRA: Os sujeitos da pesquisa serdo pacientes pertencentes ao
ambulatério de mastologia do Hospital Erasto Gaertner de Curitiba com
patologias intra-uterinas verificadas através de ultra-sonografia, histeroscopia
diagndstica e cirurgica.

CONSIDERACOES: Sugere-se:
a) Substituir no termo de consentimento a palavra droga por medicamento.

PARECER: APROVADO
Dr. Jordan Zanetti Silva

Presidente do CEP

Membros do CEP:

Andréa Silvana Rossi — Psicéloga Mestre Dra. Ana Luiza Wiermann — Médica Especialista

Dr. Ariovaldo Donizetti de Abreu — Fisioterapeuta Dra. leda N. O. Fernandes — Fisica Médica

Dr. Edson Luiz Michalkiewicz — Médico Especialista (Mestre e Doutorando) Enf® Andréa Melo Tratch — Enfermeira Especialista

Dr. Fausto Rohnelt Durante — Médico Especialista Enf? Luciana Puchalski Kalinke — Enf? Especialista e Mestre
Dr. Flavio Daniel Saavedra Tomasich — Médico Especialista e Mestre Enf® Telma Pelaes — Enfermeira Especialista

Dr. Gyl Henrique Albrecht Ramos — Médico Especialista e Mestre Regina Célia Anastacio da Silva — Jornalista

Dr. Jordan Zanetti Silva — Médico Especialista e Advogado Vania Mari Andrzejevski — Farmacéutica Especialista

Dr. Luiz Antonio Negréo Dias — Médico Especialista e Mestre Jose Carlos Wiederkehr — Representante da Comunidade
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9.RESUMO



O presente estudo teve como objetivo comparar a imunoreatividade das
proteinas TGF-B, p53, p21 e p27 em pdlipos e endométrio adjacente de mulheres
apds a menopausa usuarias de tamoxifeno. Foram incluidas 30 mulheres avaliadas
previamente por ultra-sonografia transvaginal e submetidas a histeroscopia
diagnéstica e cirlrgica para resseccao do polipo endometrial e endométrio
adjacente. Os critérios de exclusao foram: mulheres usuérias de terapia hormonal,
inibidores da aromatase e ultra-sonografia transvaginal anormal prévia ao uso do
tamoxifeno. O estudo da expressdo das proteinas TGF-B, p53, p21 e p27 foi
realizado por métodos imunoistoquimico e morfométrico. Para andlise estatistica,
foram utilizados os testes t de Student e de Kruskall-Wallis. Houve expressao maior
da p53 no epitélio glandular do pélipo quando comparado ao endométrio adjacente e
nao houve diferenca nas outras proteinas quando da mesma comparacdo. Nao
observamos diferenca nas proteinas quando comparamos o estroma do pdlipo e
endométrio. Quando comparamos isoladamente somente o epitélio glandular e seu
estroma tanto no pdlipo quanto no endométrio adjacente observamos que ha
expressao maior das proteinas p21 e p27 no epitélio glandular.



10.SUMMARY



The objective of this study was to compare the expression protein TGF-B, p53,
p21 and p27 in polyps and adjacent endometrial in postmenopausal women users of
tamoxifen. We included 30 women evaluated previously by ultra-sonography
transvaginal and submitted to hysteroscopy diagnostic and surgical resection for the
polyp and adjacent endometrial. The exclusion criteria were: women users of
hormone therapy, aromatase inhibitors and ultra-sonography transvaginal abnormal
prior to the use of tamoxifen. The study of the expression of the protein TGF-§, p53,
p21 e p27 was conducted by immunohistochemical analysis and morphometry.To the
statistical analysis we used Student’s t test and Kruskall-Wallis test. There was more
expression of p53 in the glandular epithelium of the polyp when compared to
adjacent endometrial and there was no difference in other proteins when the same
comparison. No observed difference in proteins when compared to the stroma of the
polyps and endometrial. When compared isolation only the glandular epithelium and
its stromal both in polyp on the adjacent endometrial noticed that there is greater
expression of the proteins p21 and p27 in the glandular epithelium.
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