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Abstract



ABSTRACT

Objective: To evaluate the immunohistochemical expression of estrogen receptors (RE),
progesterone receptors (RP), cell proliferation (Ki-67), neoangiogenesis (endoglin - CD105),
cell adhesion (claudin 3 and 4) and extracellular matrix proteins (metalloproteinases 2 and 9 -
MMP 2 and MMP 9) in endometrial polyps and endometrial cancer compared to normal

endometrium.

Design: Comparative cross-sectional study with occasional sample. The survey was conducted

from the database of the Clinical Pathology Laboratory of Botucatu Medical School - Unesp.
Setting: Clinics Hospital from Botucatu Medical School, Sdo Paulo State University — UNESP.

Patients: Were performed immunohistochemical studies of 30 samples of endometrial polyps
without atypia and 30 samples of endometrioid adenocarcinoma of endometrium confronted

with the results of 30 normal endometrial samples (control group).

Interventions: Epidemiological, clinical and anthropometric data were collected through
analysis of medical records. To analyze the cases of endometrial adenocarcinoma and controls
we used the tissue microarray technique (TMA). Paraffin blocks, with the larger fragment of
polypoid lesions and recipient blocks of TMA were used to evaluate immunohistochemical
expression of ER, PR, CD105, Ki-67, claudin 3 and 4, MMP-2 and MMP-9.

Main Results: We identified a significant difference between groups in ER (P <0.001) and PR
expression (P<0.05), Ki-67 (P<0.001), CD105 (P<0.001) and claudin 3 (P<0.001). No
difference was found between polyps and endometrial cancer (P>0,05). The expression of

MMP-2 and MMP-9 was virtually absent in all three groups.

Conclusions: In the studied samples according to the immunohistochemical parameters
evaluated no differentiation between polyps and endometrial cancer was observed. There was
no expression of MMP-2 and -9 in endometrial tissues analyzed. Further studies are necessary

to better understand the molecular mechanisms in endometrial carcinogenesis.

Keywords:  Endometrium/pathology;  Immunohistochemistry; Endometrial —neoplasms;

Polyps/epidemiology.







RESUMO

Objetivo: Avaliar a expressdo imunoistoquimica de receptores de estrogénio (RE) e progesterona
(RP), de proteinas relacionadas a proliferacdo celular (Ki-67), a neoangiogénese (endoglina -
CD105), a adeséo celular (claudinas 3 e 4) e proteinas da matriz extracelular (metaloproteinases 2 e
9 - MMP 2 e MMP 9) nos pélipos endometriais e no cancer de endométrio comparativamente ao

endométrio normal.

Tipo de Estudo: Estudo transversal comparativo com amostra de conveniéncia. O levantamento foi
realizado através de banco de dados do Laboratorio de Patologia Clinica da Faculdade de Medicina

de Botucatu.

Local: Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu, Universidade Estadual Paulista
“Julio de Mesquita Filho” — UNESP.

Pacientes: Foram realizados estudos imunoistoquimicos de 30 amostras de polipos endometriais
sem atipias e de 30 amostras de adenocarcinoma endometrial do tipo endometrioide e confrontados

com os resultados da analise de 30 amostras de endométrio normal (grupo controle).

Intervencdes: Dados epidemioldgicos, clinicos e antropométricos foram levantados através de
andlise dos prontuérios. Para andlise dos casos de adenocarcinoma de endométrio e dos controles foi
empregada a técnica de tissue microarray (TMA). Os blocos de parafina, com os cortes do maior
fragmento de lesdo polipoide e os blocos receptores de TMA foram utilizados para avaliacdo
imunoistoquimica de RE, RP, CD105, Ki-67, claudinas 3 e 4, MMP-2 e MMP-9.

Resultados Principais: Identificou-se diferenca significativa entre os grupos na expressdo de RE
(P<0,001) e RP (P<0,05), do Ki-67 (P<0,001), do CD105 (P<0,001) e da claudina 3 (P<0,001). N&o
foram identificadas diferencas nos marcadores pesquisados entre pélipos e cancer de endométrio

(P>0,05). A expressdo de MMP-2 e MMP-9 foi praticamente ausente nos trés grupos.

Conclusdes: Nas amostras pesquisadas, ndo foram demonstradas diferenciacfes entre os pélipos e a
neoplasia endometrial nos pardmetros imunoistoquimicos avaliados. N&o se observou expressdo das
MMP-2 e -9 nos tecidos endometriais analisados. Novos estudos sdo necessarios para melhor

compreensdo dos mecanismos biomoleculares da carcinogénese endometrial.

Palavras-chave: = Endométrio/patologia;  Imunoistoquimica; Neoplasias do endométrio;

Pélipos/epidemiologia.
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1. INTRODUCAO

O endométrio consiste em tecido que sofre diversas alteracdes ao longo do ciclo
menstrual e pode desenvolver varias doengas, desde benignas como leiomiomas e
polipos, até as hiperplasias e o cancer de endométrio.

Pdlipos endometriais sdo definidos como neoformagfes resultantes da
hiperplasia focal da camada basal do endométrio, constituida por células estromais,
glandulares e vasos sanguineos em proporgdes variadas. Podem ser sésseis ou
pediculados, multiplos ou solitarios, sendo classificados como fibrosos ou mucosos,
podendo apresentar a forma de polipos hiperplasicos, atroficos, funcionais, mistos
(endometriais e endocervicais) ou adenomiomatosos (1,2).

A etiopatogenia é ainda enigmatica, ndo havendo consenso sobre sua historia
natural e seu real significado como entidade patoldgica. Acredita-se que um ambiente
hiperestrogénico seja responsavel pela proliferacdo tanto focal quanto difusa do
endomeétrio, podendo ainda, a depender da suscetibilidade da mulher, fatores de risco e
tempo de exposicdo, determinar alteracGes hiperplasicas e neoplasicas (2,3). Estudos
demonstram que quando realizada avaliacdo imunoistoquimica dos polipos em
comparacdo com endométrio normal, houve maior expressao dos receptores hormonais
no epitélio glandular dos polipos em relacdo ao endométrio, independentemente de
tratar-se de pacientes no menacme ou pos-menopausa (4).

Entretanto, sua incidéncia tende a aumentar durante o climatério, época em que a
mulher apresenta diminuicdo na producdo dos esteroides sexuais devido a faléncia
ovariana propria da idade. Assim, fatores genéticos também parecem contribuir com o
desenvolvimento dos po6lipos, como anormalidades nos cromossomos 6 e 12 ja

reportadas, o que pode alterar o processo de proliferagdo celular, resultando no
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crescimento endometrial excessivo e a formacéo de polipos (5,6,7,8,9).

Devido ao seu carater aparentemente benigno, muitas lesdes sdo sub-reportadas,
tornando dificil se determinar a real incidéncia dos pélipos endometriais. Estima-se que
sua prevaléncia seja bastante elevada, em torno de 25% a 30% da populacéo, sendo
maior entre mulheres que se encontram na faixa etaria dos 40 aos 60 anos e duas vezes
maior entre mulheres na pds-menopausa comparativamente ao periodo de menacme
(10). Ha descrito na literatura que, ao longo de 1 ano, pdlipos assintomaticos podem
apresentar regressao espontanea em até 27% dos casos, dependendo de suas
caracteristicas (11).

Clinicamente, podem ser assintomaticos em até 80% dos casos, sendo comum
seu diagnostico incidental por exames rotineiros de ultrassonografia pélvica
transvaginal, observados como espessamentos difusos ou focais da camada endometrial.
Quando apresentam sintomatologia, mais comumente é observado sangramento uterino
anormal associado ou ndo a dismenorreia (10,11). Em recente levantamento de nosso
servico, observou-se que mulheres com sangramento uterino associado aos polipos
apresentaram, predominantemente, metrorragia em 47,4% dos casos, seguida pela
menorragia em 23,7% dos casos (12).

A depender de sua localizacdo, tamanho e quantidade, as lesdes polipoides
podem associar-se a infertilidade. Eles s&o diagnosticados em aproximadamente 16,5%
a 26,5% das mulheres com infertilidade sem causa aparente e menos significativamente,
em torno de 0,6% a 5%, nas mulheres que apresentam perdas gestacionais recorrentes
(13).

Desde os primeiros estudos, tal como o de Arménia em 1967, os polipos
endometriais sdo relacionados a risco para o desenvolvimento de neoplasia endometrial.

(14). A incidéncia de cancer de endométrio associado aos poélipos gira em torno de
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3,5%, variando segundo a maioria dos estudos de 0% a 4,8%, sendo observado com
maior frequéncia nas pacientes pds-menopausa que apresentaram sangramento vaginal
(15,16).

Um dos fatores possivelmente associado ao risco de atipia nos polipos
endometriais parece estar relacionado ao seu tamanho. Polipos grandes, que ocupam
mais que 1/3 da cavidade endometrial parecem ser mais suscetiveis a sangramentos e a
degeneracdo maligna (17,18).

Outros fatores de risco para o desenvolvimento de pdlipos endometriais, bem
como para sua degeneracdo maligna, sdo considerados 0s ja conhecidos fatores
associados ao cancer de endométrio, tais como idade avancada, nuliparidade, menarca
precoce, menopausa tardia, obesidade, hipertenséo, diabetes, uso de terapia hormonal.
Mais recentemente tem-se demonstrado que a idade materna mais avangada na Ultima
gestacdo confere fator protetor para o desenvolvimento das neoplasias endometriais
(15,16,19).

A obesidade androide, devido a excessiva producdo de estrona no tecido
adiposo, além da reducdo da globulina transportadora dos horménios sexuais (SHBG),
aumentando a fracéo livre e ativa dos estrogénios com consequente hiperestrogenismo
pode, desta forma, justificar a maior incidéncia de polipo e cancer de endométrio nesse
grupo de mulheres (20,21).

Segundo a literatura, mulheres hipertensas apresentam 2,2 vezes maior chance
para o desenvolvimento de pdlipos endometriais € mulheres com antecedente de
neoplasia mamaria apresentam um risco 14,4 vezes maior pelo uso do tamoxifeno,
embora ndo tenha sido identificado maior risco de malignizacao neste grupo (2,16,22).

Contudo, tem-se demonstrado que embora hipertensdo, diabetes e obesidade

sejam variaveis, significativamente, associadas aos polipos endometriais, suas
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influéncias perdem significancia quando sdo realizados estudos de regressdo logistica
multivariada para ajuste da idade (15,16,18).

O adenocarcinoma de endométrio é a forma mais comum de lesdo maligna;
enquanto a hiperplasia endometrial em seus varios graus € considerada lesdo precursora
da neoplasia (23).

Este é o sexto tipo de cancer mais frequente entre as mulheres, com
aproximadamente 290 mil casos novos ao ano no mundo. No Brasil, sua incidéncia gira
em torno de 4 casos a cada 100 mil mulheres. O pico de incidéncia ocorre entre 55 e 65
anos de idade, sendo mais prevalente na etnia caucasiana (24).

O adenocarcinoma do tipo endometrioide acomete mulheres com idade menos
avancada e é do tipo estrogénio-dependente, se originando de um endométrio,
previamente, hiperplésico. Ele é chamado de tipo | e apresenta melhor progndstico
quando comparado ao seroso papilifero, também chamado de tipo 11 (21,25).

Além da ultrassonografia pélvica transvaginal, o diagndstico das doencas
endometriais pode também ser feito por histerossonografia, que traz subsidios
importantes por permitir a individualizacdo e melhor caracterizacdo de espessamentos
focais em contraste ao meio liquido ap6s infusdo de solugdo salina na cavidade
endometrial (26,27,28,29).

O auxilio do estudo Doppler tem sido bastante empregado na caracterizagdo de
pediculos vasculares, em alguns casos podendo indicar possiveis processos de
neovascularizacdo (30,31).

A histerossalpingografia também pode ser Gtil como método de rastreamento
guando realizada durante a investigacdo dos casos de infertilidade. Apresenta, contudo,
baixa especificidade, em torno de 34,9%, com taxa de acuracia de 73,2%, revelando-se

com falhas de enchimento intracavitario, sugerindo a presenca de lesbes endometriais
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(32).

Com o advento da histeroscopia, iniciado por Pantaleoni em 1869 na Inglaterra,
criou-se a possibilidade de visualizacdo direta da cavidade uterina, tendo se firmado esta
modalidade de exame como padréo ouro para o diagnostico de lesGes intrauterinas por
propiciar a identificacdo e caracterizacdo mais precisa das afec¢des (33). Combinada a
biopsia de endométrio, o exame histeroscopico pdde substituir métodos mais invasivos
e menos eficazes para o diagnostico, como a dilatacdo e curetagem uterina.

A Dbiopsia endometrial normalmente é realizada de duas formas: orientada
quando apds a visualizacdo de lesdes intrauterinas retira-se o histeroscépio e posiciona-
se a pinca de bidpsia, normalmente a cureta de Novak ou Pipelle de Cornier®, em
direcdo a parede uterina identificada como alterada, embora seja, frequentemente,
realizada as cegas, sem a realizacdo prévia da histeroscopia (34,35). Por sua vez, a
biopsia dirigida, isto €, sob visualizacdo histeroscopica direta, s6 é possivel gracas ao
sistema desenvolvido por Bettocchi, o qual permite o acoplamento de pequenas pincas e
tesouras de 5 ou 7 French de didmetro, propiciando a coleta do material durante o
exame de histeroscopia ambulatorial (36,37).

Um levantamento de nosso servi¢co mostrou que a biopsia orientada foi capaz de
diagnosticar com sucesso apenas 15% das lesdes benignas, 20% das lesGes atipicas e foi
incapaz de diagnosticar lesGes malignas, quando estiveram restritas aos pélipos (12).
Este método é altamente eficaz no diagnostico de lesdes difusas do endométrio, com
sensibilidade de quase 100% nos casos de adenocarcinoma (12,35).

Recentemente, estudos imunoistoquimicos sdo propostos para determinar a
presenca de proteinas relacionadas a proliferacdo celular (Ki—67, CD105) e a apoptose

(Bcl-2, p53) (38,39).
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O endométrio humano normal caracteriza-se por variacbes hormonio-
dependentes ao longo do ciclo menstrual. Este sistema é desregulado na hiperplasia
endometrial e nos carcinomas, onde uma série de mudancas inicia e promove a
progressao a um fenotipo maligno. Tais mudancas envolvem diferentes etapas, como a
ativacdo de oncogenes, inativacdo de genes supressores de tumor, disfuncdo de
reguladores do ciclo celular ou outras proteinas envolvidas em invasdo e progressao
tumoral (25).

Analise da expressdo dos receptores estrogénicos e progestagénicos mostra uma
tentativa de elucidar a natureza hormonal dos p6lipos endometriais. Demonstrou-se uma
concentracdo maior de receptores estrogénicos e de progesterona no epitélio glandular
de polipos endometriais quando comparados ao tecido endometrial normal,
corroborando com a hipotese de um hiperestimulo hormonal no desenvolvimento destas
afeccdes (4,40).

A expressdo proteica por imunoistoquimica de diferentes biomarcadores, tais
como receptores hormonais de estrogeno (RE) e progesterona (RP); proteinas
relacionadas a proliferacdo, como o antigeno nuclear de proliferagdo celular (PCNA) e o
antigeno relacionado a proliferacao celular (Ki-67); oncogenes como o receptor do fator
de crescimento epidermal (HER2); genes supressores de tumor como o retinoblastoma
1(Rb) e a proteina tumoral p53 (TP53); proteinas reguladoras do ciclo celular como a
ciclina D1 (CCND1), a ciclina E1 (CCNEL), proteinas anti-apoptdticas como o célula-
B CLL/Linfoma 2 (bcl-2) e moléculas de adesdo como as claudinas tém mostrado
contribuicdo dessas moléculas para a carcinogénese endometrial (41,42,43).

Os esteroides hormonais, principalmente o estrogénio tem um papel importante
na patogénese do carcinoma de endométrio. E consagrado que a exposicdo ao

estrogénio sem a oposicao da progesterona aumenta o risco de hiperplasia endometrial e
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cancer. O estrogénio € um hormonio esteroide lipofilico que atravessa livremente a
membrana da célula e se une ao receptor de estrogeno (RE) que estd em seu nucleo,
controlando a expressao de varios genes, incluindo aqueles que codificam receptores de
progesterona (RP) e fatores de crescimento. Os receptores de estrogeno existem em 2
isoformas: alfa e beta. O RE alfa apresenta 595 aminoacidos e é codificado por gene
localizado no cromossomo 6 e 0 RE beta tem 530 aminoacidos e seu gene estd no
cromossomo 14. Além das diferencas estruturais e de afinidade, os RE alfa e beta
apresentam concentracdes variaveis em diferentes tecidos. O RE alfa é expresso,
predominantemente, no aparelho reprodutivo (ovarios, mamas e (tero), sistema nervoso
central e figado; enquanto, que o RE beta é expresso em tecidos como 0ssos, endotélio,
pulmdes, SNC, prdstata, ovarios e tecido urogenital (44). Os receptores de estrogénio e
progesterona estdo, geralmente, diminuidos em cancer de endométrio comparado com a
hiperplasia endometrial e, a perda dos receptores é uma parte da carcinogénese do
endometrio.

A proteina Ki-67, um marcador celular associado a proliferagdo celular,
codificada a partir do gene KI67 localizado no cromossomo 10q25, é detectada durante
toda fase ativa do ciclo celular, mas é ausente nas células em repouso. Assim, as células
a expressam nas fases G1, S, G2 e M; mas, ndo durante GO (38). Desde a sua descoberta
em 1980 por Gerdes, tem sido objeto de interesse como um marcador de proliferagcdo
celular em céncer, particularmente linfomas, mama, endocrino e os do sistema nervoso
central. Trata-se de um excelente marcador para determinar a fragdo de crescimento de
determinados grupos celulares (45).

As Claudinas sdo uma familia constituida de 27 proteinas e contém os mais
importantes componentes das juncdes estreitas das células epiteliais, onde estabelecem a

barreira paracelular que controla o fluxo de moléculas no espaco intercelular. Tais
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juncbes estdo envolvidas na manutencdo da polaridade celular, regulacdo da
proliferacdo e diferenciacdo, entre outras, por ter a capacidade de selecionar proteinas
sinalizadoras (46). S&o moléculas pequenas (20 — 27 Kilodaltons), formadas por 4
dominios transmembrana, com o N- terminal e o C — terminal no citoplasma (47,48).

Elas estdo presentes numa variedade de tecidos normais, condicdes
hiperplasicas, neoplésicas benignas e canceres de diferenciacao epitelial (47,49,50).

O grau elevado de organizacdo tipicamente encontrado em tecido normal
diferenciado € muitas vezes perdido no tecido neoplasico (51). A aquisi¢do do fenotipo
neoplasico pelas células epiteliais envolve a disrup¢do da adesdo intercelular, que sdo
mantidas pelas juncfes aderentes e pelas juncdes estreitas.

Acredita-se que a perda da integridade epitelial seja devido a alteracbes nos
niveis das claudinas e no consequente rompimento de comunicacdo paracelular,
contribuindo para o aparecimento de espacos que propiciam a mobilidade celular e no
aumento de suprimento nutricional para as células neoplasicas (52).

Claudinas 3 e 4 tém sido relatadas em altos niveis em mdultiplos canceres, tais
como ovario, mama, prostata e pancreas. Estudos preliminares indicam que ambas sao
altamente expressas em carcinomas serosos piliferos e de células claras do Utero, formas
agressivas de cancer endometrial com alta recorréncia e pobre progndstico.

Pan et al (53) na tentativa de esclarecer o papel das claudinas na carcinogénese
endometrial, verificaram que a expressdao da claudina 3 e da claudina 4 foi,
significativamente, maior nos grupos de hiperplasia atipica (HA) e de adenocarcinoma
endometrioide (AE). Estes resultados demonstram que essas claudinas sdo fortemente
expressas na HA e no AE; mas, com menos frequéncia no endométrio normal (49). As
claudinas 3 e 4 estdo mais presentes no carcinoma de endométrio. A presenca desses

marcadores em lesdes malignas e pré-malignas seria um modo de se complementar o
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diagnostico e determinar o prognostico das neoplasias (52).

A endoglina (CD 105) é uma glicoproteina transmembrana de 180 Kilodaltons
expressa, predominantemente, nas células endoteliais ativadas dos vasos de diferentes
tumores e nas lesBes inflamatdrias (45). Encontra-se em baixos niveis no tecido celular
endotelial em GO; mas, a sua expressdo e, consideravelmente, aumentada no tecido
endotelial vascular ativo, assim como na angiogénese tumoral. Nos vasos sanguineos,
esta envolvida no controle da formacéo de tubos capilares, apresentando um papel pro-
angiogénico (54). Esta endoglina é correceptor do fator de transformacdo do
crescimento beta (TGF-B), que atua em processos celulares fundamentais como
proliferacdo, diferenciacdo, migracdo, apoptose, adesdo, remodelacdo da matriz
extracelular e plasticidade fenotipica (54,55). A expressdo aumentada da endoglina no
tecido endotelial sugere que sua deteccdo possa ser Util como marcador da densidade
microvascular dos tumores.

Por outro lado, as metaloproteinases de matriz (MMPSs) tém sido associadas ao
comportamento agressivo de neoplasias, mas o seu papel no cancer endometrial ainda
ndo foi, conclusivamente, estabelecido. As MMPs sdo uma familia de endopeptidases
dependentes de zinco. MMP-2, uma colagenase tipo IV ou gelatinase A de 72
Kilodaltons e MMP-9, colagenase tipo IV ou gelatinase B de 92 Kilodaltons tém a
capacidade de degradar diversas macromoléculas de matriz, incluindo o colageno tipo
IV da membrana basal (41).

A literatura tem demonstrado o papel da expressdo de MMP-2 e MMP-9 como
fatores de prognéstico no carcinoma de endométrio (56). Honkavuori et al (41)
sugerem que a MMP 2 esta ligada com a natureza biologicamente agressiva deste tipo
de céancer. Deste modo, parece que a MMP 2 tem algum valor prognéstico no carcinoma

do endométrio (57).
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Bogusiewicz et al (58) relatam que os resultados do estudo por eles realizados
sugerem que a MMP 9 pode desempenhar um papel importante na propagacdo de
cancer de endométrio (24).

A invasdo de células malignas ainda ndo €, totalmente, compreendida; mas, o
papel das metaloproteinases e dos componentes celulares do sistema imunoldgico
parece ser crucial. Esta provado que o tecido do céancer endometrial tem maior
expressdo de MMP 2 de MMP 9 correlacionando-se com o estagio e o grau do tumor
(59).

Atuais estudos genéticos moleculares tém mostrado que a ativacao de oncogenes
e a inativag&o de genes supressores de tumores estdo envolvidas no desenvolvimento de
uma grande variedade de neoplasias humanas (25). A expressao imunoistoquimica de
diferentes biomarcadores tais como receptores hormonais de estrogénio (RE), de
progesterona (RP), indice de proliferacdo celular (Ki-67), endoglina (CD105),
moléculas de adesdo (claudinas), as metaloproteases (MMPs) tém mostrado
contribui¢do dessas moléculas para a carcinogénese endometrial (52).

Seria possivel ocorrer a evolucdo dos poélipos sem atipias e com atipias para
cancer de endométrio? Uma vez que se encontrou maior presenca de claudina 3 e
claudina 4 nos tecidos com hiperplasia atipica e no carcinoma endometrioide; sendo que
varios autores vém, também, enfatizando a sua potencial utilidade como biomarcadores
no diagndstico e no prognostico de canceres (47,48,49,51,53).

Como os pdlipos tém um crescimento hiperplasico, talvez ele possa,
possivelmente, mostrar uma evolugdo para lesdo maligna, vindo caracterizar um cancer
de endométrio. Eis a davida!

Em verdade, parece que a expressdo das metaloproteinases (MMPs) esta

associada a agressividade do tumor ginecologico, cujos resultados suportam o
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envolvimento de MMPs no crescimento do tumor do endométrio e sua progressao
(59,60).

N&o ha, até o presente momento, nenhum consenso sobre protocolo a ser
estabelecido para determinar a conduta frente ao diagnéstico de polipo endometrial,
particularmente, em mulheres assintomaticas ap0s a menopausa. Preconiza-se 0
tratamento individualizado, levando-se em consideracdo a sintomatologia, a idade da
paciente, tempo de menopausa, antecedentes de neoplasia ginecoldgica e o desejo da
propria paciente.

Em virtude do diagnostico frequente e da baixa taxa de malignizacdo, muitos
autores sugerem que os polipos deveriam ser retirados somente nos casos de sintomas
presentes; isto é, aqueles que causam sangramento vaginal ou infertilidade; enquanto,
outra parcela de pesquisadores sugere a remocao sistematica de todos os polipos
endometriais (12,18). Uma vez que os pdlipos tém se tornado a principal indicacéo de
histeroscopia cirdrgica, inexistem informagdes suficientes para estabelecer o melhor
manejo desta condicgdo, assim como marcadores de malignidade e indicadores para sua
remocao.

Procura-se, desta forma, definir com maior precisdo, critérios para 0 manejo
clinico e cirdrgico dos polipos endometriais, evitando riscos, custos e procedimentos

desnecessarios, como outrora realizados com 0s miomas uterinos e 0s cistos anexiais.
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2. OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Avaliar os parametros imunoistoquimicos dos po6lipos endometriais com
resultados da analise de expressdo dos receptores de estrogénio (RE) e de progesterona
(RP), indice de proliferacao celular (Ki-67), endoglina (CD105), das claudina 3 e 4, das
metaloproteinase 2 e 9, comparativamente aos casos de adenocarcinoma de endométrio

e do endométrio normal.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Avaliar os aspectos epidemiolégicos e clinicos das pacientes com diagndstico de
polipos endometriais e adenocarcinoma atendidas pelo Setor de Endoscopia
Ginecoldgica e Planejamento Familiar e pelo Setor de Oncologia Ginecoldgica
do Departamento de Ginecologia e Obstetricia da Faculdade de Medicina de
Botucatu — UNESP, analisando: a idade, paridade, indice de massa corpOrea
(IMC), tabagismo, doencas associadas (Hipertensdo arterial, Diabetes mellitus,
cancer de mama), tempo de menopausa e uso de terapia hormonal,

comparativamente aos dados da literatura.

. Avaliar um possivel marcador imunoistoquimico que sugira potencial de

malignidade nos polipos endometriais;

. Avaliar possiveis critérios para indicacdo de remocdo cirargica dos polipos

endometriais.
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3. PACIENTES E METODOS

Trata-se de estudo transversal clinico comparativo, com amostra de
conveniéncia. Foram selecionadas 30 pacientes com diagnostico anatomopatologico de
polipo endometrial atendidas no Setor de Endoscopia Ginecoldgica e Planejamento
Familiar do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu (FMB-
UNESP); bem como, respectivas amostras parafinadas provenientes do Departamento
de Patologia da FMB-UNESP, diagnosticadas no periodo de 2010 a 2011. Foram,
também, selecionadas 30 pacientes com diagndstico de adenocarcinoma de endométrio
do tipo endometrioide tratadas e seguidas no Setor de Oncologia Ginecologica do
Hospital das Clinicas da FMB-UNESP e utilizadas suas amostras parafinadas
provenientes do Departamento de Patologia da FMB-UNESP, cujos diagndsticos foram
realizados no periodo de 2003 a 2010. Tais amostras foram revisadas por um
ginecopatologista (SPBA) para confirmacdo diagnostica e classificadas conforme a
classificacdo para Adenocarcinoma de Endométrio da OMS, 2003. Selecionou-se 30
pacientes (grupo controle), com idades muito proximas ao grupo do estudo, com
diagnostico anatomopatoldgico de prolapso e/ou leiomioma uterino, provenientes do
referido hospital, bem como amostras parafinadas do Departamento de Patologia da
FMB-UNESP. Dados epidemiologicos e clinicos foram levantados pela analise dos
prontuarios.

Constituiram-se, assim, trés grupos a serem avaliados: Grupo | = pacientes
submetidas a polipectomia histeroscépica com diagnostico de pélipo; Grupo Il =
pacientes submetidas a cirurgia por cancer de endométrio; Grupo Il = pacientes
controle com endométrio normal, para a verificacdo dos padrfes dos marcadores

estudados.
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Os casos de adenocarcinoma de endométrio e o0s casos controles foram
submetidos a técnica de tissue microarray (TMA), com elaboracdo da plataforma
contendo amostras representativas (cores), segundo descrito por Nagai et al (2007).
Foram identificadas areas de interesse a partir das ldminas coradas com Hematoxilina-
Eosina, sendo nos casos de adenocarcinoma demarcada regido representativa da
neoplasia e nos casos controles, foram selecionadas areas de tecido endometrial sem
lesbes. Apo6s, foram obtidas amostras circulares (1,0 mm de didmetro) das areas
escolhidas dos blocos correspondentes, sendo cada amostra obtida disposta em bloco
receptor usando o aparelho Tissue Microarrayer (Beecher Instruments®, Silver Spring,
USA), com espagamento de 0,2 mm entre os cores. Um mapa foi elaborado, contendo a
posicdo exata de cada caso. Tecnicamente, ndo é possivel submeter os pélipos a esses
cortes por apresentarem, frequentemente, fragmentos pequenos. Portanto, foram
elaboradas laminas convencionais nesses casos.

Para anélise imunoistoquimica, os tecidos fixados em formalina incluidos em
parafina foram cortados com 3 micra (um) de espessura e montados em laminas de
vidro previamente preparadas com o adesivo poli-D-lisina (Sigma Chemical
Corporation, P-7886, Saint Louis, MO, EUA) para evitar o deslocamento dos cortes
durante a imunocoloracéo.

Os cortes foram desparafinizados em estufa a cerca de 65° C por,
aproximadamente, uma hora. Posteriormente, os cortes foram tratados com tampé&o
(Target Retrieval Solution) por 20 minutos de forma automatizada (Aparelho PT Link).

Em seguida, os cortes foram incubados com anticorpos primarios de forma
automatizada (Autostainer Link 48), sendo eles: receptor de estrogénio (FLEX
Monoclonal Mo a Hu Estrogen Receptor a, Clone 1D5, RTU, diluicdo 1:100, Dako);

receptor de progesterona (FLEX Monoclonal Mouse, X-Hu Progest Recept, Clone PgR
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636, diluicdo 1:200, Dako); Ki-67 (FLEX Monoclonal Mo a Hu Ki-67 Antigen, Clone
MIB-1, RTU, solugdo pronta para uso, Dako); CD105 (Anticorpo monoclonal de
Camundongo Anti-Humano CD105, Endoglina, Clone SN6h, solucdo pronto para uso,
Dako); MMP-2 (Anti-MMP2, anticorpo monoclonal de camundongo clone CA-4001 /
CAT719E3C, diluicdo 1:50, Abcam); MMP-9 (Anti-MMP9, anticorpo monoclonal de
camundongo clone 15W2, diluicdo 1:100, Abcam); claudina 3 (Anti-claudina-3,
anticorpo policlonal de coelho, diluicdo 1:100, Dako) e claudina 4 (Anti-claudina-4,
anticorpo monoclonal de rato clone 3E2C1, diluicdo 1:50, Dako) por periodo de 20 a 30
minutos, dependendo do anticorpo. Neste mesmo aparelho, foram incubados com
anticorpos secundarios (EnVision FLEX) por 20 minutos. Os cortes foram entéo
revelados com substrato cromégeno 3,3-diaminobenzidina por 10 minutos e
contracorados com hematoxilina de Harris por 5 minutos.

A positividade para RE e RP foi analisada de maneira semiquantitativa, segundo
protocolos de pesquisa descritos em estudos prévios (3). Com a objetiva de 40x e
percorrendo toda a extensdo dos cortes, a expressdo dos receptores hormonais foi
classificada como negativa (coloragdo dos nucleos das células ausente ou muito fraca,
expressa em menos de 10% dos nucleos), ou positiva classificada com o 1+ (até 25% de
nucleos corados), 2+ (26-50%), 3+ (51-75%) e 4+ (76-100%). Esses valores foram
baseados tanto na quantidade de nucleos corados quanto na intensidade, considerando
apenas o epitélio glandular e descartada a positividade das células estromais.

O indice de proliferacao celular, de acordo com a imunomarcacdo nuclear do Ki-
67, traduziu a porcentagem de nucleos corados em 100 células/core nos casos de TMA e
porcentagem de nudcleos corados por campo que apresentasse maior concentracdo de
ceélulas coradas com esse marcador nas laminas convencionais.

Para a andlise das claudinas 3 e 4 seguiu-se um score, que observou: padrdo de



37

coloracdo da membrana (0 = negativo, 1 = padrdo focal, 2 = padréo difuso, 3 = padrao
difuso em membrana e citoplasma); porcentagem de células coradas (0 =0a 5%, 1 =6
a 30%, 2 = 31 a 50%, 3 = 51 a 80%, 4 = 81 a 100%); intensidade de marcacao (0 =
negativa, 1 = discreta, 2 = moderada, 3 = intensa) (53).

Foram identificadas areas de maior concentracdo de microvasos, destacados pela
coloragdo do marcador endotelial (CD105), sendo o niumero de microvasos quantificado
em cada area selecionada. Todas as células com caracteristica endotelial corada pelo
marcador foram contadas como microvaso, sendo a nao visualizagdo do limen vascular
um requisito necessario (61).

A analise estatistica foi constituida por analise descritiva e numérica das
variaveis estabelecidas. Estudos estatisticos paramétricos e ndo-paramétricos foram
realizados conforme a natureza das variaveis. Foram adotados niveis de significancia
com p<0,05 e intervalo de confianga de 95%.

O presente projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital
das Clinicas da Facu ldade de Medicina de Botucatu — UNESP, em 15 de maio de 2013,

Parecer n° 272637.
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RESUMO

Objetivo: Avaliar a expressdo imunoistoquimica de receptores de estrogénio (RE) e progesterona
(RP), de proteinas relacionadas a proliferacdo celular (Ki-67), a neoangiogénese (endoglina -
CD105), a ades&o celular (claudinas 3 e 4) e proteinas da matriz extracelular (metaloproteinases 2 e
9 - MMP 2 e MMP 9) nos pélipos endometriais e no cancer de endométrio comparativamente ao

endométrio normal.

Tipo de Estudo: Estudo transversal comparativo com amostra de conveniéncia. O levantamento foi
realizado através de banco de dados do Laboratério de Patologia Clinica da Faculdade de Medicina

de Botucatu.

Local: Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu, Universidade Estadual Paulista
“Julio de Mesquita Filho” — UNESP.

Pacientes: Foram realizados estudos imunoistoquimicos de 30 amostras de polipos endometriais
sem atipias e de 30 amostras de adenocarcinoma endometrial do tipo endometrioide e confrontados
com os resultados da analise de 30 amostras de endométrio atrofico (grupo controle).

Intervengdes: Dados epidemioldgicos, clinicos e antropométricos foram levantados através de
andlise dos prontuérios. Para andlise dos casos de adenocarcinoma de endométrio e dos controles foi
empregada a técnica de tissue microarray (TMA). Os blocos de parafina, com os cortes do maior
fragmento de lesdo polipoide e os blocos receptores de TMA foram utilizados para avaliagdo
imunoistoquimica de RE, RP, CD105, Ki-67, claudinas 3 e 4, MMP-2 e MMP-9.

Resultados Principais: ldentificou-se diferenca significativa entre os grupos na expressao de RE
(P<0,001) e RP (P<0,05), do Ki-67 (P<0,001), do CD105 (P<0,001) e da claudina 3 (P<0,001). Nao
foram identificadas diferencas nos marcadores pesquisados entre pélipos e cancer de endométrio

(P>0,05). A expressdo de MMP-2 e MMP-9 foi praticamente ausente nos trés grupos.

Conclusdes: Nas amostras pesquisadas, ndo foi demonstrada diferenciacdo entre os polipos e a
neoplasia endometrial nos pardmetros imunoistoquimicos avaliados. Nao se observou expressao das
MMP-2 e -9 nos tecidos endometriais analisados. Novos estudos sdo necessarios para melhor

compreensdo dos mecanismos biomoleculares da carcinogénese endometrial.

Palavras-chave: Endométrio/patologia; Imunoistoquimica; Neoplasias do endométrio;

Pélipos/epidemiologia.
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ABSTRACT

Objective: To evaluate the immunohistochemical expression of estrogen receptors (RE),
progesterone receptors (RP), cell proliferation (Ki-67), neoangiogenesis (endoglin - CD105),
cell adhesion (claudin 3 and 4) and extracellular matrix proteins (metalloproteinases 2 and 9 -

MMP 2 and MMP 9) in endometrial polyps and cancer compared to normal endometrium.

Design: Comparative cross-sectional study with occasional sample. The survey was conducted

from the database of the Clinical Pathology Laboratory of Botucatu Medical School.
Setting: Clinics Hospital from Botucatu Medical School, Sdo Paulo State University — UNESP.

Patients: Were performed immunohistochemical studies of 30 samples of endometrial polyps
without atypia and 30 samples of endometrioid adenocarcinoma of endometrium confronted

with the results of 30 atrophic endometrial samples (control group).

Interventions: Epidemiological, clinical and anthropometric data were collected through
analysis of medical records. To analyze the cases of endometrial adenocarcinoma and controls
we used the tissue microarray technique (TMA). Paraffin blocks, with the larger fragment of
polypoid lesions and recipient blocks of TMA were used to evaluate immunohistochemical
expression of ER, PR, CD105, Ki-67, claudin 3 and 4, MMP-2 and MMP-9.

Main Results: We identified a significant difference between groups in ER (P <0.001) and PR
expression (P<0.05), Ki-67 (P<0.001), CD105 (P<0.001) and claudin 3 (P<0.001). No
difference was found between polyps and endometrial cancer (P>0.05). The expression of

MMP-2 and MMP-9 was virtually absent in all three groups.

Conclusions: In the studied samples according to the immunohistochemical parameters
evaluated no differentiation between polyps and endometrial cancer was observed. There was
no expression of MMP-2 and -9 in endometrial tissues analyzed. Further studies are necessary

to better understand the molecular mechanisms in endometrial carcinogenesis.

Keywords: Endometrium/pathology;  Immunohistochemistry;  Endometrial — neoplasms;

Polyps/epidemiology.
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INTRODUCAO

Pélipos endometriais (PE) sdo frequentemente assintomaticos e detectados de
maneira incidental através da ultrassonografia pélvica transvaginal realizada durante a
rotina ginecolégica®. Contudo, podem estar relacionados com sangramento uterino
anormal, sendo responsaveis por até 39% dos sangramentos irregulares que ocorrem
durante a menacme e de 21% a 28% dos sangramentos na pés-menopausa®?. Estima-se
que sua prevaléncia seja em torno de 25% a 30% da populacdo, com um pico de
incidéncia em mulheres entre 40 e 60 anos de idade, sendo duas vezes mais prevalente

na pos-menopausa (11,8%) em comparacao a pré-menopausa (5,8%)(‘—"@.

Em virtude do predominio destas lesdes durante o climatério e nos primeiros
anos de menopausa, associado ao inconveniente de eventuais episodios de sangramento,
os PE configuram relevante condicdo para o diagndstico diferencial da neoplasia
endometrial®®. O adenocarcinoma de endométrio é o sexto tipo de cancer mais
frequente entre as mulheres, com aproximadamente 290 mil casos novos ao ano no
mundo®. Nos Estados Unidos, estima-se que foram diagnosticados cerca de 52.630
casos de cancer endometrial em 2014, com aproximadamente 8.590 obitos devido a
doenca®. Na Unido Européia, de acordo com estimativas do ano de 2008, foram
diagnosticados 55.941 casos seguidos de 12.903 mortes relacionadas a doenca, com
uma taxa de incidéncia de 16,2 casos a cada 100 mil mulheres®. No Brasil, sua
incidéncia gira em torno de 5,8 casos a cada 100 mil mulheres, sendo mais prevalente
entre os 50 e 65 anos de idade®. A incidéncia de cancer de endométrio associado aos
PE é estimada em torno de 3,5%, variando segundo a maioria dos estudos entre 0 e
4,8%, sendo que esse risco € maior em mulheres com sangramento na pos-

211

menopausa?Y. Entretanto, dados da literatura demonstram que a taxa de hiperplasia e
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malignizacdo dos poélipos pode ser semelhante em mulheres com sangramento (3,2%) e

sem sangramento (3,9%), a depender da populacdo analisada‘?.

Como uma maneira em predizer o potencial de malignizacdo dos PE, andlise
imunoistoquimica de diferentes biomarcadores tem sido proposta na tentativa de
elucidar os mecanismos moleculares que determinam a carcinogénese endometrial ).
A expressdo imunoistoquimica de receptores hormonais, de oncogenes e genes
supressores de tumor; de proteinas anti-apoptoticas, relacionadas a atividade mitética e
a neoangiogénese; de moléculas de adesdo intercelular e da matriz extracelular ja foram
investigadas com resultados contraditorios sobre sua participacdo no desenvolvimento

da neoplasia endometrial 1629,

Sendo assim, o presente estudo visa estabelecer um painel imunoistoquimico dos
polipos endometriais e do adenocarcinoma de endométrio tipo endometrioide atraves da
analise da expressdo de receptores hormonais de estrogénio (RE) e progesterona (RP),
de proteinas relacionadas a proliferacdo celular (Ki-67) e a neoangiogénese (endoglina -
CD105), expressdo de moléculas de adesdo celular (claudinas 3 e 4) e proteinas da
matriz extracelular (metaloproteinases 2 e 9 - MMP 2 e MMP 9), comparativamente ao
endometrio normal, na tentativa de estudar a possivel evolucdo dos pdlipos

endometriais em cancer de endométrio.

PACIENTES E METODOS

Trata-se de estudo transversal e comparativo, com amostra de conveniéncia. O
grupo populacional foi constituido de pacientes atendidas pelo Setor de Endoscopia

Ginecologica e Planejamento Familiar e pelo Setor de Oncologia Ginecoldgica do
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Departamento de Ginecologia e Obstetricia da Faculdade de Medicina de Botucatu
(FMB/UNESP). O levantamento foi realizado através de banco de dados do Laboratério
de Patologia Clinica da FMB/UNESP. Dados epidemiologicos e clinicos foram
levantados pela analise dos prontudrios ap6s aprovacdo pelo Comité de Etica em

Pesquisa da instituicao.

Foram avaliadas 30 mulheres, submetidas a polipectomica histeroscopica
cirurgica e com confirmacdo histopatologica de PE sem atipias, durante o periodo de
janeiro de 2010 a dezembro de 2011; e 30 mulheres, submetidas a histerectomia total e
anexectomia bilateral com amostragem ganglionar pélvica, devido a adenocarcinoma
endometrial do tipo endometrioide, conforme a classificacdo para adenocarcinomas de
endométrio da Organizacdo Mundial de Saide (OMS 2003), durante o periodo de
janeiro de 2003 a dezembro de 2010. Uma terceira amostra contendo 30 pacientes,
pareadas por idade e fase reprodutiva ao grupo do cancer endometrial, sem histéria de
uso de terapia hormonal (TH), submetidas a cirurgia durante igual periodo devido a
prolapso uterino e com diagnéstico histopatoldgico de endométrio atréfico (grupo

controle), foi analisada segundo 0s parametros imunoistoquimicos.

Para andlise dos casos de adenocarcinoma de endométrio e dos controles foi
empregada a técnica de tissue microarray (TMA), validada para o endométrio, com
elaboragdo da plataforma contendo amostras representativas (cores)®). A partir da
identificacdo de areas de interesse nas laminas coradas com Hematoxilina-Eosina,
foram obtidas amostras circulares (1,0 mm de didmetro) dos blocos de parafina
correspondentes e dispostas em bloco receptor usando o aparelho Tissue Microarrayer
(Beecher Instruments®, Silver Spring, USA) com espacamento de 0,2 mm entre dois
cores. Um mapa foi entdo elaborado, com a posi¢céo exata de cada caso. Em virtude dos

pequenos fragmentos de tecido no grupo dos PE, a técnica de TMA ndo foi aplicada,
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sendo que, os blocos de parafina com os cortes do maior fragmento de lesdo polipoide
foram selecionados para avaliacdo imunoistoquimica. A partir do bloco receptor de
TMA e dos blocos originais dos PE foram realizados cortes de 3um, montados em
laminas silanizadas, seguido de desparafinizacdo em estufa a cerca de 65°C, por
aproximadamente uma hora, e tamponamento com solugdo de recuperacdo (Target
Retrieval Solution, Dako) por 20 minutos de forma automatizada (Aparelho PT Link,

Dako).

Os cortes foram entdo incubados com anticorpos primarios de forma
automatizada (Aparelho Autostainer Link 48, Dako) nas seguintes dilui¢des: receptor de
estrogeno (FLEX Receptor de Estrogénio Monoclonal Mo a Hu Dako, Clone 1D5,
RTU, diluicdo de 1:100), receptor de progesterona (FLEX Receptor de Progesterona
Monoclonal de Camundongo X-Hu Dako, Clone PgR636, dilui¢do de 1:200), CD105
(Anticorpo Anti-Humano CD105-Endoglina Monoclonal de Camundongo Dako, Clone
SN6h, solucdo pronta para uso), Ki-67 (FLEX Antigeno Ki-67 Monoclonal Mo a Hu
Dako, Clone MIB-1, RTU, solucdo pronta para uso), claudina 3 (Anticorpo Anti-
claudina-3 Policlonal de Coelho Dako, dilui¢cdo de 1:100), claudina 4 (Anticorpo Anti-
claudina-4 Monoclonal de Camundongo Dako, Clone 3E2C1, diluicdo de 1:50),
metaloproteinase 2 (Anticorpo Anti-MMP2 Monoclonal de Camundongo Abcam, Clone
CA-4001 / CA719E3C, diluicdo de 1:50) e metaloproteinase 9 (Anticorpo Anti-MMP9
Monoclonal de Camundongo Abcam, Clone 15W2, diluicdo de 1:100) por periodo de
20 a 30 minutos, dependendo do anticorpo. Neste mesmo aparelho, os cortes foram
também incubados com anticorpos secundarios (EnVision FLEX, Dako) por 20
minutos. Foi realizada revelacdo com o cromoégeno 3,3-diaminobenzidina (Cell Marque,
CAT. 957D-30) por 10 minutos seguida de contra-coloragdo com hematoxilina de

Harris por 5 minutos.
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A positividade para RE e RP foi analisada de maneira semi-quantitativa, de
acordo com protocolos de pesquisa descritos em estudos prévios, utilizando-se objetiva
de 200x#29_ percorrendo-se toda a extensdo dos cortes histolégicos, a expressdo para
receptores hormonais foi classificada como negativa (indicando que a coloracao foi
ausente ou muito fraca, expressa em menos de 10% de nucleos celulares) ou positiva
graduada como 1+ (até 25% de nucleos corados), 2+ (26%-50%), 3+ (51%-75%) e 4+
(76%-100%). Tais valores foram baseados tanto na quantidade de nucleos corados
quanto na intensidade da coloracédo, tendo sido analisado apenas o epitélio glandular,

ndo sendo considerada a positividade das células estromais.

Para avaliagdo da microdensidade vascular estimada pela endoglina (CD105),
nos casos de PE, foi utilizada a objetiva de 40x, tendo sido identificadas e demarcadas
trés areas com maior concentracdo do marcador. O nimero de microvasos foi entdo
quantificado, em cada area selecionada, usando aumento de 200x e a microdensidade
vascular foi calculada pela média do nimero de vasos encontrados nas trés areas. Nos
casos de TMA, o nimero de microvasos foi quantificado em cada core usando aumento
de 200x. Toda célula com caracteristica endotelial, corada pelo marcador
imunoistoquimico, foi contada como microvaso, ndo sendo a visibilizagdo do limen
vascular um requisito necessario®?). Para analise do indice de proliferacéo celular, a
imunomarcacdo nuclear do Ki-67 foi calculada em porcentagem de acordo com o
numero de nucleos corados por campo de maior concentracdo da coloragdo, nas laminas

convencionais, e em 100 células/core, nos casos de TMA, em aumento de 200x.

Para a analise das claudinas 3 e 4 seguiu-se um score, padronizado por nosso
grupo como resultado de trabalho anterior (Tonon, 2013 — dados néo publicados) onde

se observou em aumento de 200x o padréo de coloragdo da membrana (0 = negativo, 1
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= padréo focal, 2 = padrdo difuso, 3 = padrdo difuso em membrana e citoplasma); a
intensidade de marcacdo (0 = negativa, 1 = discreta, 2 = moderada, 3 = intensa) e a
porcentagem de celulas coradas no tecido (0 =0a 5%, 1 =6 a 30%, 2 = 31 a 50%, 3 =
51 a 80%, 4 = 81 a 100%) em cada core do TMA ou lamina isolada dos PE. A leitura
das metaloproteinases (MMPs) foi realizada de igual maneira, buscando-se a
imunomarcacdo no citoplasma das células epiteliais, analisado de acordo com a
intensidade de marcagdo (0 = negativa, 1 = discreta, 2 = moderada, 3 = intensa) e a
porcentagem de células coradas em todo o tecido (0 =0a5%, 1=6a30%,2=31a
50%, 3 =51 a 80%, 4 = 81 a 100%). Controles positivos e negativos apropriados foram

utilizados para cada biomarcador.

Para analise dos dados foram calculadas medidas de posicdo e variabilidade,
envolvendo a média, desvio padrdo, mediana, valores minimo e maximo, para as
variaveis quantitativas;, e frequéncias absoluta e percentual, para as variaveis
qualitativas. Para estudo estatistico das variaveis qualitativas utilizou-se o teste de
associacdo de Goodman complementado com as comparacdes multiplas entre e dentro

2621) No caso das variaveis quantitativas, naquelas com

de populacdes multinomiais'
aderéncia a distribuicdo normal de probabilidades, utilizou-se a técnica da analise de
variancia para o0 modelo com um fator complementada com o teste de comparacoes
multiplas de Tukey (para fator com trés grupos) e o teste t de Student para amostras
independentes (fator com dois grupos). Na auséncia de aderéncia, procedimento
alternativo ndo paramétrico de Kruskal-Wallis foi utilizado com comparac¢es maltiplas
de Dunn (trés niveis) e Mann-Whitney (dois niveis)®. Os dados foram analisados

através do programa SPSS para Windows, Versdo 21.0, tendo sido adotados niveis de

5% de significancia.
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RESULTADOS

As caracteristicas clinicas, epidemiol6gicas e antropomeétricas das pacientes com
polipo endometrial (n=30) e cancer de endométrio (n=30) estdo representadas na Tabela
1. Verificou-se que os grupos foram homogéneos para a maioria das variaveis
estudadas: paridade, indice de massa corporea (IMC), uso de terapia hormonal,
hipertensdo arterial, diabetes mellitus e cancer de mama (P>0,05). Observou-se
diferenca estatisticamente significante quanto a idade das pacientes e ao periodo da vida
reprodutiva, sendo que mulheres com cancer apresentavam idade mais avangada (media
de 60,3 anos vs 52,2 anos; P<0,001) e encontravam-se em uma proporgdo maior na
menopausa (90% vs 56,7%; P<0,05) quando comparadas as pacientes com diagnostico

de PE (Tabela 1).

Na Tabela 2 observou-se 0s parametros imunoistoquimicos das 90 pacientes
pesquisadas, divididas em 3 grupos: polipo endometrial (n=30), cancer de endométrio
(n=30) e controle (n=30). As pacientes com neoplasia endometrial apresentaram
diagnostico de adenocarcinoma endometrioide, classificado de acordo com a Federacao
Internacional de Ginecologia e Obstetricia (FIGO 2009), assim distribuidas para o grau
histolégico: grau | = 25; grau I1 =3 e grau Il = 2; e para o estadio: IA=21;1B=4; 1l =
2; IMIA = 2; IV = 1. As pacientes do grupo controle, pareadas por idade e fase
reprodutiva ao grupo do cancer endometrial, apresentavam média etaria de 64,1 (x9,2)

anos (P=0,05).

Identificou-se diferenca significativa entre 0s grupos na expressdo dos
receptores hormonais, na proteina relacionada a proliferacdo celular, no marcador de
neovascularizacdo e nas moléculas de adesdo celular (Tabela 2). Notou-se maior

expressao de RE no grupo controle [4,0+ (0,0;4,0+)] quando comparado aos grupos do
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polipo [2,5+ (1,0+;4,0+)] e do cancer endometrial [1,0+ (0,0+;4,0+)] (P<0,001). Em
relacdo ao RP, sua expressao foi maior no controle [4,0+ (0,0;4,0+)] que no grupo do
cancer de endométrio [2,0+ (0,0+;4,0+)] (P<0,05). A expressao da endoglina (CD105) e
do Ki-67 foi maior nos grupos do polipo [20,8 (12,0;48,7) e <1,0% (0,0;15,0%),
respectivamente] e cancer endometrial [18,0 (0,0;45,0) e 2,0% (0,0;100,0%),
respectivamente] quando comparadas ao controle [6,5 (0,0;26,0) e 0,0% (0,0;0,0),

respectivamente] (P<0,001) (Figuras 3 e 4).

Em relacdo a claudina 3, constatou-se um predominio de padrdo de coloracao
difuso na membrana celular do cancer de endométrio [2,0 (0,0;3,0)] contrastado com
um padrdo de membrana focal no grupo controle [1,0 (0,0;1,0)] (P<0,005) (Figura 5).
Observou-se também maior intensidade da coloragdo nos polipos [3,0 (0,0;3,0)] e no
cancer endometrial [3,0 (0,0;3,0)] em comparacdo ao endométrio normal [2,0 (0,0;3,0)]
(P<0,001) (Figura 6), enquanto que a quantidade de células coradas na extensdo do
tecido analisado foi maior no endométrio normal [4,0 (0,0;4,0)] quando comparado ao
PE [3,0 (0,0;4,0)] (P<0,05) (Figura 7). No que concerne a claudina 4 (Figuras 8 a 10) e
as metaloproteinases (MMP 2 e MMP 9) ndo houve diferencas significativas entre 0s

grupos (P>0,05) (Tabela 2).

DISCUSSAO

Pdlipos endometriais sdo estruturas que continuam a levantar davidas sobre sua
patogénese, ocasionando recorrentes discussdes sobre a conduta a ser tomada quando
diagnosticados, particularmente em mulheres assintoméaticas apés a menopausa®32%.

Como fatores de risco para sua degeneracdo maligna, sdo considerados os fatores

associados ao cancer de endométrio, tais como idade avancada, nuliparidade, menarca
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precoce, menopausa tardia, obesidade, hipertenséo, diabetes e uso de tamoxifeno©®¢39,

No presente estudo observou-se que apesar da alta prevaléncia de mulheres hipertensas
e predominio de mulheres com obesidade, ndo houve diferencas entre as mulheres com
diagnostico de PE e aquelas com cancer de endométrio. Contudo, mulheres com cancer
apresentavam idade mais avangada e encontravam-se em uma pPropor¢do maior na
menopausa, demonstrando uma tendéncia no aumento do risco com o avancar da idade
e do tempo de menopausa. Tem-se demonstrado que, embora a hipertensao, diabetes e
obesidade sejam variaveis associadas aos PE, sua influéncia perde significancia quando
sdo realizados estudos de regressdo logistica multivariada, sendo que o Unico fator de

risco independente para a malignizacdo dos PE parece ser o avangar da idade (31.32)

Os esteroides hormonais, principalmente o estrogénio, tém um papel
fundamental na patogénese da hiperplasia endometrial e do adenocarcinoma do tipo
endometrioide®. Sua estrutura lipofilica permite que o estrogénio atravesse livremente
a membrana celular e se una ao receptor (RE) no ndcleo da célula, controlando a
expressao de varios genes, incluindo aqueles que codificam receptores de progesterona
(RP) e fatores de crescimento®?. A exposicdo ao estrogénio sem a oposicdo da
progesterona propicia a ativacdo de oncogenes e a inativacdo de genes supressores de
tumor, desregulando o ciclo celular e ocasionando disfuncéo de proteinas relacionadas a

invaso e a progressdo tumoral %)

. Acredita-se que um desequilibrio no ciclo celular,
entre a proliferacdo e a apoptose, influenciado pela concentracdo dos esteroides sexuais,
possa ser um dos mecanismos desencadeadores para o desenvolvimento de diferentes
afeccdes endometriais, tanto benignas quanto malignas®>33)  por isso, o
reconhecimento da resposta hormonal do endométrio normal, de lesdes benignas, pré-
malignas e malignas torna-se tdo importante, na busca por caracterizar o perfil de

alteracdes com potencial de metastatizacéo.
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Dados da literatura demonstram uma concentracdo maior de RE e RP no epitélio
glandular de pdlipos endometriais quando comparados ao tecido endometrial normal,
sugerindo que os PE apresentem uma sensibilidade aumentada aos esteroides sexuais e
possam se desenvolver mesmo na presenca de baixas concentragdes hormonais
séricas®®22439 Contraditoriamente, no presente estudo, apesar dos PE e da neoplasia
endometrial estarem associados a hiperestimulos hormonais, a concentra¢do de RE foi
significativamente maior no endométrio normal quando comparada ao PE e ao cancer
de endométrio [4,0+ (0,0;4,0+)° vs 2,5+ (1,0+;4,0+)% vs 1,0+ (0,0;4,0+)* P<0,001],
assim como a concentracdo de RP foi maior no endométrio normal quando comparado
ao cancer endometrial [4,0+ (0,0;4,0+)° vs 2,0+ (0,0;4,0+)% P<0,05]. Acredita-se que
um mecanismo de retroalimentacdo positiva, em resposta as baixas taxas hormonais

enddgenas durante a menopausa, possa explicar o aumento no nimero de receptores no

endométrio atréfico do grupo controle®?.

Interessante notar que, em concordancia com recente trabalho publicado, a
receptividade estrogénica e progestagénica também foi maior no tecido glandular dos
PE que no cancer de endométrio, ainda que ndo tenha atingido significancia®™ (Tabela
2). A indiferenciacdo do tecido neoplasico, associada a perda de seus mecanismos
regulatérios, seria o principal fator responsavel por este achado®®29. De igual maneira,
a diminuicdo dos RP estaria associada a alteracdes da decidualizacdo, o que favoreceria
o desenvolvimento de lesées endometriais’?. Dessa forma, os PE corresponderiam a
um estagio intermediario, em que o tecido € bem diferenciado, porém com uma resposta
inadequada a producdo hormonal em relacdo ao endométrio adjacente, enquanto que a
neoplasia endometrial seria um estagio avangado do processo hiperpléasico, no qual o
endométrio perdeu sua capacidade de resposta aos hormonios, progredindo de maneira

desordenada, causando invasdo e disseminacéo da doenca®4?. A caracterizacdo do tipo
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de pdlipo e a distincdo precisa da presenca ou auséncia de atipias, relacionada com o
aumento ou diminuicdo na quantidade de receptores hormonais, pode explicar a

divergéncia dos dados apresentados e futuras pesquisas tornam-se necessarias.

No presente estudo pudemos observar que houve uma diferenca significativa no
numero de vasos neoformados, estimados pelo marcador CD105, entre 0 endométrio
normal, os PE e o cancer de endométrio [6,5 (0,0;26,0)? vs 20,8 (12,0;48,7)" vs 18,0
(0,0;45,0)"; P<0,001], reafirmando a existéncia de um mecanismo de neovascularizagéo
necessario para nutrir o processo hiperplasico e neoplasico. A microdensidade vascular
estimada pela endoglina (CD105) foi demonstrada ser maior na hiperplasia complexa
com atipia quando comparada & hiperplasia simples“Y. Contudo, néo houve diferencas

significativas entre os PE e a neoplasia endometrial (Tabela 2).

Os resultados apresentados estdo em concordancia com recentes pesquisas que
também demonstraram que a mensuracdo de marcadores endoteliais parece ndo
distinguir os pélipos do cancer de endométrio®™*2. Partindo-se do principio que ambas
as condicdes estdo associadas a hiperplasia da camada endometrial, 0s mecanismos de
vascularizagdo necessarios para nutrir o processo hiperplasico seriam 0s mesmos.
Contudo, ha evidéncias de que a endoglina (CD105) tenha papel muito mais amplo,
modulando a proliferacéo, a adesdo e a migracéo de células neoplasicas“?. Com isso, a
endoglina, em um primeiro momento, teria um papel regulador na carcinogénese,
inibindo o desenvolvimento da doenca e impedindo a metastatizacdo“®. Em estadios
mais avangados, o aumento da endoglina estaria relacionado com a progressao da
doenca, promovendo a migracdo e a invasdo de células tumorais por um mecanismo

autdnomo, propiciando a neovascularizagio®?.
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Observou-se, ainda, auséncia de atividade mit6tica no grupo controle [0,0%
(0,0;0,0)% P<0,001], enquanto que, ainda que discreta, identificou-se atividade
proliferativa das células nos PE e na neoplasia de endométrio [<1,0% (0,0;15,0%)" vs
2,0% (0,0;100,0%)"; P>0,05]. A proteina Ki-67 se manifesta nas fases ativas do ciclo
celular (G1, S, G2 e mitose), mas ndo esta expressa na fase de repouso celular (GO0),
sendo excelente marcador para quantificar o crescimento de determinada populacgdo de

(25)

células'. Nos processos neoplasicos espera-se que o Ki-67 esteja aumentado de

maneira expressiva, principalmente nos tumores de alto grau, indicando a intensa

atividade mitética associada a condigio®3D

. Contudo, assim como no marcador
endotelial, ao analisarmos a taxa de proliferacdo celular estimada pelo Ki-67, ndo houve
diferencas significativas entre os PE e o adenocarcinoma de endométrio tipo

endometrioide.

Tais fatos podem parcialmente ser explicados pelo predominio de casos de
neoplasia endometrial bem diferenciada (grau histologico 1) em estadio precoce da
doenca (FIGO grau 1), analisados no presente estudo. Sendo assim, a atividade
proliferativa tumoral no grupo do céncer ndo teria atingido seu pico maximo,
apresentando um resultado discretamente aumentado em relacdo ao grupo dos PE. Da
mesma forma, acredita-se que a baixa expressdo da endoglina no grupo do cancer, possa
estar associada ao seu mecanismo regulatério no inicio do processo tumoral. Estudos
indicam que em estadios tardios, 0 aumento da microdensidade vascular, estimada pelo
CD105, possa estar associada a invasdo angiolinfatica e metastase para linfonodos,

indicando pior prognéstico®44).

As claudinas 3 e 4 sdo proteinas componentes das juncdes estreitas das células
epiteliais, participando da barreira paracelular e do controle do fluxo de moléculas no

espaco intercelular®. Est&o envolvidas na manutencéo da polaridade das células, assim
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como na regulacdo de sua proliferacdo e diferenciacdo, por apresentarem a capacidade

de selecionar proteinas sinalizadoras“>?

. Acredita-se que a perda da integridade
epitelial ocorra devido a alteragdes nos niveis das claudinas e no consequente
rompimento da comunicacédo paracelular, contribuindo para o aparecimento de espagos
que propiciam a mobilidade celular e o aumento de suprimento nutricional para as

células neoplésicas“>4?

. Estudos preliminares indicam que as claudinas 3 e 4 sdo
altamente expressas nos carcinomas seroso papilifero e de células claras do endométrio,
formas agressivas deste tipo de neoplasia associadas a altas taxas de recorréncia e pobre

progndstico®?.

Pan et al. na tentativa de esclarecer os papéis das claudinas na carcinogénese
endometrial, verificaram que a expressdo das claudinas 3 e 4 foi significativamente
maior na hiperplasia atipica e no adenocarcinoma endometrioide quando comparado ao
endométrio normal®®. No presente estudo, em relacéo & claudina 3, pudemos observar
um predominio de padrdo de coloracdo difuso na membrana celular do cancer de
endomeétrio, contrastado com um padrdo de membrana focal no grupo controle [2,0
(0,0;3,0* vs 1,0 (0,0;1,0)% P<0,005], sugerindo um aumento na concentracdo de
claudina 3 na membrana de células tumorais, quando comparadas ao endométrio

normal.

Observou-se também maior intensidade da coloracdo nos poélipos e no cancer
endometrial em comparagdo ao endométrio normal [3,0 (0,0;3,0)" vs 3,0 (0,0;3,0)° vs
2,0 (0,0;3,0)% P<0,001] e uma distribuicdo mais homogénea da coloracdo no tecido
endometrial normal quando comparado aos PE [4,0 (0,0;4,0)° vs 3,0 (0,0;4,0)% P<0,05].
Estes resultados sugerem um aumento na concentracdo de claudina 3 no tecido
hiperplésico dos PE e neoplasico do cancer de endométrio associado a uma distribuicdo

irregular, compativel com um rearranjo desorganizado destas proteinas, esperado nas
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displasias teciduais. Em relacdo a claudina 4, apenas a distribuicdo tecidual deste
marcador mostrou diferenca (Tabela 2), ainda que ndo significativa, sugerindo uma
disfuncdo na atividade celular dos tecidos displasicos, através do comportamento
biomolecular desigual, caracterizado pela hipercaptacdo irregular desta proteina na

extensdo dos tecidos analisados.

As metaloproteinases (MMPs) sdo um grupo de endopeptidases dependentes do
zinco (Zn**) que parecem desempenhar um papel fundamental no processo de invasio e
metastatizacdo tumoral, nos quais ocorra protedlise da camada basal e da matriz
extracelular“®. As MMPs tém sido associadas ao comportamento agressivo de algumas
neoplasias e a expressdo das MMP 2 e MMP 9 parece apresentar um papel progndstico

no carcinoma de endométrio*®

. Estudos recentes sugerem que as MMPs estéo
envolvidas em diversos outros processos associados ao desenvolvimento tumoral, tais
como regulacéo do crescimento da lesdo, apoptose, promogéo da neoangiogénese, perda

da adesdo intercelular, invasio e metastatizacio®“?.

Erdemoglu et al. demonstraram que po6lipos de mulheres na pré- e poés-
menopausa apresentam expressao imunoistoquimica para MMP 2 e MMP 9, e que a
mesma parece variar com o status hormonal®®. No presente estudo, a expressdo
imunoistoquimica das MMP 2 e MMP 9 n&o foi caracterizada no endométrio normal,
nem nos PE e no tecido neoplasico, sendo que novos estudos devem ser realizados para
elucidar a participacdo das metaloproteinases de matriz 2 e 9 na patogénese da

hiperplasia e neoplasia endometriais.

Uma das limitagdes de nosso estudo foi o método de pontuacdo
imunoistoquimica utilizado. A automacao surgiu como uma abordagem confiavel para

avaliar os resultados de imunoistoquimica. No entanto, no presente estudo, procurou-se
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avaliar a imunocoloracdo visualmente para evitar interpretacées equivocadas devido a
elevada heterogeneidade da qualidade morfologica das amostras armazenadas. Sendo
assim, a subjetividade foi utilizada para favorecer a confiabilidade, com exclusdo de

casos inadequados para analise.

CONCLUSAO

O uso de marcadores hormonais parece esclarecer em parte a fisiopatogenia das
afeccOes endometriais, sendo um promissor marcador para diferenciacéo de lesdes com
potencial de malignizacdo. Contudo, o0s niveis de resposta a producdo hormonal
relacionados a caracterizacdo de atipias nucleares em lesdes pré-malignas deveriam ser
estabelecidos, e outros estudos com enfoque para esta area sdo necessarios. Entre as
mulheres avaliadas, ndo foi demonstrada diferenciacdo imunoistoquimica entre 0s
polipos e a neoplasia endometrial em relagdo aos marcadores endoteliais e a expressao
do Ki-67. O uso de marcadores endoteliais e do indice de proliferacdo celular parece

ndo auxiliar na detecc@o dos casos de neoplasia endometrial em estadios precoces.

A expressdo das claudinas 3 e 4 tendem a modificar durante o processo
neoplésico do endométrio, com um aumento na producdo associada a uma distribuicao
irregular no tecido, supostamente relacionados a produgdo de um tipo de proteina ndo
funcionante. A ruptura da integridade paracelular parece ser componente fundamental
na patogénese das displasias endometriais. No presente estudo ndo foi caracterizada
expressao imunoistoquimica das MMPs nas amostras analisadas indicando uma possivel
via independente no desenvolvimento da neoplasia endometrial ou uma alteracdo na
producdo das proteinas da matriz extracelular apenas em estadios tardios do processo,

sendo necessarios outros estudos para determinar estas associacoes.
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Tabela 1. Dados clinicos, epidemioldgicos e antropométricos das 60 pacientes com diagnéstico de

polipos endometrial (Grupo I, 30 pacientes) e cancer de endométrio (Grupoll, 30 pacientes).

Grupo | Grupo Il Valor de P

Idade$ 52,2 (£10,9) 60,3 (£10,9) <0,001
Paridade® 3(0:8) 2 (0;6) 20,05

IMCE 31,9 (£6,1) 30,2 (+4,8) 0,05
Menopausa* 17 (56,7) 27 (90,0) <0,05
Terapia hormonal* 3(10,0) 6 (20,0) 20,05
Hipertensao arterial* 17 (56,7) 21 (70,0 20,05
Diabetes mellitus* 6 (20,0 8(26,7) 20,05
Céancer de mama* 2 (6,7) 2 (6,7) 20,05

§ ANOVA complementado com Teste de Tukey. Valor médio; desvio-padrdo entre parénteses;
T Teste ndo paramétrico de Mann-Whitney. Valor médio; minimo e maximo entre parénteses;

£ Teste t de Student para grupos independentes. Valor médio; desvio-padréo entre parénteses;
* Teste de associagdo de Goodman. Niimero absoluto; porcentagem entre parénteses;

IMC: indice de massa corpdrea.
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Tabela 2. Andlise de parametros imunoistoquimicos das 90 pacientes com diagndstico de

polipos endometrial (Grupo I, 30 pacientes), cancer de endométrio (Grupo Il, 30 pacientes) e

controle (Grupo lll, 30 pacientes).

Grupo | Grupo Il Grupo lll Valor P

Receptor de Estrogénio* 2,5+ (1,0+:4,0+)2 1,0+ (0,0;4,0+)2 4,0+ (0,0;4,0+)>  <0,001
Receptor de Progesterona* 3,0+ (0,0;4,0+)2 2,0+ (0,0;4,0+)2 4,0+ (0,0;4,0+)> <0,05
CD105* 20,8 (12,0;48,7)b 18,0 (0,0;45,0) 6,5 (0,0;26,0) <0,001

Ki67* <1,0% (0,0;15,0%)>  2,0% (0,0;100,0%)>  0,0% (0,0;0,02  <0,001

Claudina 3 (padrao de membrana)* 1,0(0,0;2,0) 2,0 (0,0;3,0)° 1,0(0,0;1,0)2 <0,005
Claudina 3 (intensidade)* 3,0(0,0;3,0) 3,0(0,0;3,0)° 2,0(0,0;3,0)2 <0,001
Claudina 3 (extenséo)* 3,0(0,0;4,0)2 3,5(0,0;4,0)2 4,0 (0,0;4,0)° <0,05
Claudina 4 (padrao de membrana)* 1,0 (0,0;2,0) 1,0 (0,0;3,0) 1,0(0,0;1,0) 20,05
Claudina 4 (intensidade)* 2,0(0,0;3,0) 2,0(0,0;3,0) 2,0(0,0;2,0) 20,05
Claudina 4 (extenséo)* 1,0 (0,0;4,0) 2,0(0,0;4,0) 4,0 (0,0;4,0) =0,05
MMP2 (intensidade)* 0,0 (0,0;0,0) 0,0(0,0;0,0) 0,0 (0,0;0,0) 20,05

MMP2 (extenséo)* 0,0 (0,0;,0,0) 0,0 (0,0;0,0) 0,0 (0,0,0,0) >0,05

MMP9 (intensidade)* 0,0 (0,0;3,0) 0,0 (0,0;0,0) 0,0 (0,0,0,0) >0,05

MMP9 (extensao)* 0,0(0,0;3,0) 0,0(0,0;0,0) 0,0(0,0;0,0) 20,05

* Teste de Kruskal-Wallis com comparagées multiplas de Dunn. Mediana; valores minimo e maximo entre parénteses;

Dois valores (medianas) seguidos de uma mesma letra ndo diferem entre si (P>0,05).
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Figura 1. Boxplot da expressdo imunoistoquimica do receptor de estrogénio (RE) em fungdo
dos grupos. Q1 = primeiro quartil, Min. = valor minimo, Med. = mediana, Max. = valor
méaximo, Q3 = terceiro quartil.

Grupo | = pdlipo endometrial (n=30 pacientes)

Grupo Il = cancer de endométrio (n=30 pacientes)

Grupo I11 = controle (n=30 pacientes)
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Figura 2. Boxplot da expressdo imunoistoquimica do receptor de progesterona (RP) em fungéo
dos grupos. Q1 = primeiro quartil, Min. = valor minimo, Med. = mediana, Max. = valor
méaximo, Q3 = terceiro quartil.

Grupo | = pdlipo endometrial (n=30 pacientes)

Grupo Il = cancer de endométrio (n=30 pacientes)

Grupo I = controle (n=30 pacientes)
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Figura3. Boxplot da expressdo imunoistoquimica do marcador endotelial de neoangiogénese
(endoglina - CD105) em funcéo dos grupos. Q1 = primeiro quartil, Min. = valor minimo, Med.
= mediana, Max. = valor méximo, Q3 = terceiro quartil.

Grupo | = pdlipo endometrial (n=30 pacientes)

Grupo Il = cancer de endométrio (n=30 pacientes)

Grupo 1 = controle (n=30 pacientes)
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Figura 4. Boxplot da expressdo imunoistoquimica do Ki-67 em funcdo dos grupos.

Q1 =

primeiro quartil, Min. = valor minimo, Med. = mediana, Max. = valor maximo, Q3 = terceiro

quartil.

Grupo | = pélipo endometrial (n=30 pacientes)
Grupo Il = cancer de endométrio (n=30 pacientes)

Grupo 11 = controle (n=30 pacientes)
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Figura 5. Boxplot da expressdo imunoistoquimica do padrdo de coloracdo de membrana da
claudina 3 em funcdo dos grupos. Q1 = primeiro quartil, Min. = valor minimo, Med. =
mediana, Max. = valor maximo, Q3 = terceiro quartil.

Grupo | = pdlipo endometrial (n=30 pacientes)

Grupo Il = cancer de endométrio (n=30 pacientes)

Grupo I11 = controle (n=30 pacientes)
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Figura 6. Boxplot da expressao imunoistoquimica da intensidade da marcacéo de claudina 3 em
fungdo dos grupos. Q1 = primeiro quartil, Min. = valor minimo, Med. = mediana, Max. = valor
méaximo, Q3 = terceiro quartil.

Grupo | = pdlipo endometrial (n=30 pacientes)

Grupo Il = cancer de endométrio (n=30 pacientes)

Grupo Il = controle (n=30 pacientes)
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Figura 7. Boxplot da expressao imunoistoquimica da extensdo de marcacdo da claudina 3 em
funcdo dos grupos. Q1 = primeiro quartil, Min. = valor minimo, Med. = mediana, Max. = valor
maximo, Q3 = terceiro quartil.

Grupo I= pélipo endometrial (=30 pacientes)

Grupo Il = cancer de endométrio (n=30 pacientes)

Grupo I11 = controle (n=30 pacientes)



76

3,07 -
L Jojt
B Min
2,54
Med
pres
. 74 Max
2,0 — -
1,54
1 .D_' — — — %
=]
0 —4 — —q4 —
T T I
1 2 3
GRUPO

Figura 8. Boxplot da expressdo imunoistoquimica do padrdo de coloracdo de membrana da
claudina 4 em funcdo dos grupos. Q1 = primeiro quartil, Min. = valor minimo, Med. =
mediana, Max. = valor maximo, Q3 = terceiro quartil.

Grupo | = pdlipo endometrial (n=30 pacientes)

Grupo Il = cancer de endométrio (n=30 pacientes)

Grupo I11 = controle (n=30 pacientes)
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Figura 9. Boxplot da expressdo imunoistoquimica da intensidade da marcacao de claudina 4 em
fungéo dos grupos. Q1 = primeiro quartil, Min. = valor minimo, Med. = mediana, Max. = valor
maximo, Q3 = terceiro quartil.

Grupo | = pdlipo endometrial (n=30 pacientes)

Grupo Il = cancer de endométrio (n=30 pacientes)

Grupo I11 = controle (n=30 pacientes)
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Figura 10. Boxplot da expressao imunoistoquimica da extensdo de marcagdo da claudina 4 em
funcdo dos grupos. Q1 = primeiro quartil, Min. = valor minimo, Med. = mediana, Max. = valor
maximo, Q3 = terceiro quartil.

Grupo | = pdlipo endometrial (n=30 pacientes)

Grupo Il = cancer de endométrio (n=30 pacientes)

Grupo I11 = controle (n=30 pacientes)



Anexos



80

FACULDADE DE MEDICINA DE £, Ploboforma
BOTUCATU -UNESP %M

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: "Investigacdo da Evolug&o dos Pélipos Endometriais em Cancer do Endométrio”
Pesquisador: Rogério Dias

Area Temética:

Versdo: 2

CAAE: 15487913.4.0000.5411

Instituicdo Proponente: Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu

Patrocinador Principal: Fundagdo de Amparo a Pesquisa de S3o Paulo ((FAPESP))

DADOS DO PARECER

Namero do Parecer: 272.637
Data da Relatoria: 15/05/2013

Apresentagido do Projeto:

Ver parecer anterior

Objetivo da Pesquisa:

Ver parecer anterior

Avaliag@o dos Riscos e Beneficios:

Ver paracer anterior

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Ver parecer anterior

Consideragdes sobre os Termos de apresentacdo obrigatéria:

Ver parecer anterior

Recomendagdes:

Ver parecer anterior

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Os pesquisadores atenderam de forma satisfatéria a todos os questionamentos solicitados pelo CEP,
estando o presente projeto APROVADO, sem necessidade de envio 8 CONEP.
Situagfo do Parecer:

Aprovado

Endersgo: Chécara Butignolfi , sin

Bairro: Rubi&o Junior CEP: 15.618-970
UF: SP Municiplo: BOTUCATU
Telefone: (14)3880-1808 E-mall: capelup@imb.unesp.br
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Contnuaclo do Parecer. 272837

Necessita Apreciagdo da CONEP:
N3o
Consideragdes Finais a critério do CEP:

Projeto de Pesquisa aprovado em reunido extraordinaria do CEP de 15 de maio de 2.013, sem a
necessidade de anvio 2 CONEP.

\ BO io de 2013
£
k —
‘\ \ Assinador por:
Trajano Sardenbe
(Coordenador)
Endereco: Chacara Butignolli , s/in
Balrro: Rubido Junior CEP: 18.618-970
UF: SP Municipio: BOTUCATU
Teolofone: (14)3880-16808 E-mail: capeliup@fmb.unesp.br
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Acgv UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

Va
unes “ 40LIO DE MESQUITA FILHO"
Campus de Botucatu

SOLICITACAO DE DISPENSA DE APLICACAO DE TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E
ESCLARECIDO

Eu Prof. Adunto Rogerio Dias executor do Projeto de Pesquisa “Investigacéo da
Evolugao dos Polioendometriais em Cancer do Endomeétrio”, venho por meio deste solicitar a
esse Colegiado “Dispensa de aplicagdo do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido”
para realizar a Projeto acima, com a seguinte justificativa:

JUSTIFICATIVA:
Solicito tal dispensa pelo fato das pacientes a serem estudadas ja ndo serem mais acompanhadas
neste hospital, muitas moram em cidades distantes ficando dificil a solicitagao do consentimento.
Algumas ja faleceram ficando dificil inclusive o consentimento dos familiares, salientando ainda que

muitas mudaram de enderego desde a Gltima consulta.

Botucatu, 13 de maio de 2013

Prof. Adjunto lll Rogério Dias
Pesquisador Responsavel

Faculdade de Medicina de Botucatu
Dxsirdo de Ruteiko Jumsor, ¥/n CEP 18618-8970 Botucstu Sho Paulo Branl
Tel 14 3880-1001
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