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Introdugdo: O processo de carcinogénese implica a aquisicdo de alelos
mutantes de genes supressores de tumor, aumento na proliferagdo celular e
necessidade de angiogénese. Este estudo analisa a expressédo das proteinas
p53, Ki-67 e CD31 nos polipos endometriais em mulheres na pds-menopausa
usuarias de tamoxifeno. Métodos: Foram estudadas amostras de poélipos
endometriais obtidas de mulheres em uso de tamoxifeno (n=20), pdlipo sem
uso de hormodnios (n=20), endométrio atréfico (n=20) e cancer de endométrio
(n=20) O material foi fixado em formol, incluido em parafina e processado para
marcagao imunohistoquimica para as proteinas p53, Ki-67 e CD31. A
comparagao entre os grupos foi feita utilizando-se o qui-quadrado, teste t de
Student e ANOVA. As diferencas com valor de p<0,05 foram consideradas
significativas. Resultados: A idade das mulheres variou de 55 a 85anos
(64,6+1,7 ano). Nao houve diferenga em relagdo a expressao da proteina p53
nos diferentes grupos (p=0,067). Uma expresséo de Ki-67 em mais de 5% das
células foi evidenciada em 40% dos podlipos cujas mulheres faziam uso de
tamoxifeno e em 15% daquelas sem uso de horménios (p=0,0047). A
expressao da proteina CD31 foi maior em pdlipos de usuarias de tamoxifeno
em comparagao ao endométrio atrofico (37,5+3,2 versus 22,2+1,3; p<0,001) e
semelhante aos podlipos sem uso de horménios (37,5%£3,2 versus 33,7+2,0;
p=0,319). Conclusao: A utilizacdo de tamoxifeno parece estar associada a um
aumento da proliferacdo celular nos podlipos endometriais, sem interferir na

angiogénese ou inativagao de proteinas supressoras de tumor.
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O cancer endometrial € mais comum doenca maligna do trato
genial feminino nos paises desenvolvidos (1). Os fatores de risco incluem
elevado indice de massa corpérea, hipertensao, estrogénio isolado, uso de

tamoxifeno, nuliparidade, predisposicao genética, anovulacao crénica (2).

O risco de cancer de endométrio em paciente com polipo
endometrial € aproximadamente o dobro do grupo sem pdlipo; apesar da sua
transformacdo maligna ser incomum (3,4). Os fatores de risco para
transformacao carcinomatosa dos polipos endometriais sdo: menopausa tardia,

hipertensdo, obesidade e uso de tamoxifeno(5-7).

A transformag&o maligna dos pdlipos endometriais em usuarias
de tamoxifeno tem sido relata entre 3 a 10,7%, sem associagdo com o tamanho
do pdlipo ou o tempo de exposicdo ao tamoxifeno. Esse percentual € maior do
que os controles ou a populagdo em geral. (8,9). Sendo que o aumento da
expressao do p53 e Ki67 esta associado ao estadiamento, sub-tipo histolégico

e invasao miometrial do cancer. (5)

Cabe realgarmos que a formacido de podlipos com ou sem a
presenca de atipias pode ser um estagio intermediario no desenvolvimento do
carcinoma endometrial associado ao uso de tamoxifeno (10). Sendo que o
desenvolvimento de atipia, em um podlipo endometrial ndo hiperplasico, pode

representar o passo inicial do processo de carcinogénese. (11)
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1.1 Carcinogénese

Nas ultimas décadas ocorreu uma verdadeira revolugido no
conhecimento do cancer humano. A Biologia Molecular propiciou o
entendimento de determinados aspectos da carcinogénese antes nao

elucidados, assim como se reconheceu a natureza génica dessa doencga. (12)

As neoplasias, tanto benignas quanto malignas, sdo doencgas
genéticas cujas mutagbes que lhes dao origem podem ser hereditariamente
transmitidas pela linhagem germinativa ou adquiridas nos tecidos somaticos.

(13)

A multiplicacdo celular € um processo cuidadosamente
regulado nas células normais. Em algumas situagdes esse controle falha e as
células comegam a crescer e dividir, sem responder a regulagdo, constituindo
um clone de células com a capacidade de se expandir indefinidamente,
formando os tumores.O desenvolvimento do cancer em humanos envolve uma
complexa sucessao de eventos regulada por padrbes genéticos e bioquimicos
preestabelecidos. (14,15) As alteragdes genéticas em uma célula cancerosa
nao sdo herdadas por meio de gametas, mas constituem mudangas no acido
desoxirribonucléico (DNA) das células somaticas. Assim, alteracdo do DNA

esta no centro da inducao do cancer (15).

As células neoplasicas demonstram algumas caracteristicas
bioldégicas, como evasdo do apoptose, resisténcia aos fatores inibidores de

crescimento, emissdo de seus proprios sinais mitogénicos, perda da
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diferenciagao, aquisicdo de neovascularizagdo e, no caso de tumores mais
avangados, capacidade de invasao e metastatizacdo (15, 16). Além da

instabilidade genética proporcionando um aumento nas mutagdes. (17)

O processo de carcinogénese implica, dentre outros fatores, a
aquisicdo de alelos mutantes de genes supressores de tumor, aumento na
proliferagédo celular e necessidade de angiogénese para o crescimento tumoral

(16).

Em decorréncia dessas alteragdes, funcbdes celulares que,
normalmente, estariam sob controle, passam a serem exercidas de maneira
desordenada, resultando na expressdo exagerada de algumas proteinas

responsaveis pela proliferagao celular. (14, 15, 16).

Entre essas proteinas encontram-se a p53, cuja fungédo é
controlar o ciclo celular, a proteina Ki-67, utilizada como marcador de

proliferacao celular; e a CD31, que permite a avaliagado da angiogénese.

1.2 Proteina p53

Os genes supressores de tumor sdao genes que codificam
proteinas capazes de regular o crescimento celular. Apresentam como
caracteristica a perda de fungao na ocorréncia de delegao de um dos alelos, o

que é denominado de perda de heterozigose.(18).
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O gene p53, inicialmente descrito em 1979, foi o primeiro gene
supressor de tumor identificado. Ele é considerado como o "guardido do
genoma", e dentre todos aqueles reconhecidamente envolvidos nos processos
de carcinogénese, € o de maior importancia. Esse gene codifica uma
fosfoproteina nuclear de 53 kilodaltons (kd), chamada p53, a qual desempenha
um papel importante no controle do ciclo celular, no reparo do DNA e na
indugao do apoptose. (19, 20). Sendo que a perda de fungdo do gene p53 é o
evento genético mais frequentemente descrito em canceres humanos. (19, 21).
As mutagcbes do gene p53 ocorrem em cerca de metade das neoplasias

malignas. (22)

No inicio do ciclo mitético, o gene p53 ativa o gene p21,
induzindo a sintese da proteina p21, cuja fungao é inibir a agdo das quinases
dependentes de ciclina (CDKs), fazendo com que as células parem na fase G1
do ciclo celular, até que se complete o reparo do DNA. Para tanto, a proteina
p53 ativa o gene Growth Arrest DNA Damage (GADD-45), que atua corrigindo
a lesdo no DNA. Quando o reparo do DNA ¢ finalizado, a proteina p53 é
degradada pela acdo da proteina MDM-2, produto do gene mouse double
minute 2 (mdm-2). N&o ocorrendo restauragdo do DNA, o gene pS53 sinaliza
para outros genes reguladores, como bax, bcl-2 e c-myc, e induz a apoptose,
eliminando, assim, a célula com a informagao genética avariada. O gene p53
promove, também, um ponto de verificacdo de S para G2, que depende da

integridade do dominio C-terminal do gene. (22-24).

Quando p53 sofre mutagdes, as células com danos no DNA,
que por um processo de selecdo natural favoravel podem desencadear a

transformacao maligna, escapam do reparo destes danos e de sua destruigao,
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podendo iniciar um clone maligno (23, 25). Esse sistema de funcionamento do
gene p53 esta geralmente inativado, tornando-se ativo apenas quando as
células sofrem alguma agressdo. (19) Dessa forma, a proteina p53 é

encontrada em quantidades minimas nas células em condi¢gdes normais. (22)

A proteina p53 na forma selvagem tem meia-vida curta, de seis
a vinte minutos, sendo dificilmente detectada por imunohistoquimica (IHQ). As
mutagcdes no gene p53 resultam em uma expressido protéica de meia-vida
prolongada e acumulo da proteina mutante, em niveis detectaveis pela IHQ.

(26)

As mutacdes do p53 aparecem em etapas especificas durante
a transformacao maligna. Mutagdes do gene p53 geralmente coincidem com o
aparecimento de carcinoma in situ, como por exemplo: de célon, trato
digestorio alto, mama e bexiga. Em alguns casos, a alteragdo do p53 coincide
com a emergéncia de tumores biologicamente agressivos e a perda da
diferenciagao celular, como tumor anaplasico de Wilms, tumor de tiredide,
glioma maligno ou anaplasico, melanoma metastatico e invasivo, e cancer de

préstata (27).

Numerosos estudos tém investigado imunohistoquimicamente o
p53 no diagndstico, prognostico e valor preditivo em varias neoplasias. Sendo
que o aumento da expressao de p53 é baixo em podlipos endometriais,
hiperplasia e carcinoma endometridide G1. (28). Também tem sido relatado um
aumento da expressdo da p53 em cancer de endométrio associado ao uso de
tamoxifeno.(2) Outro estudo analisou a expresséo da proteina p53 em polipos e

endométrio atréfico(29).




1.3 Proliferagao celular

O controle da divisdo celular € um evento critico para o
funcionamento normal das células. (15) Os processos reguladores da
carcinogénese interferem diretamente ou indiretamente na proliferagéo celular.

(14,16).

O ciclo celular inicia-se com a ligacdo de fatores de
crescimento a receptores de membrana, os quais ativam proteinas
transdutoras de sinais. Uma vez que esses sinais chegam ao nucleo, sao
ativados fatores de regulagdo nuclear, que iniciam a transcricdo do DNA e
consequente divisdo celular. O ciclo celular desenvolve-se em quatro etapas,
denominadas de fases G1 (gap ou lacuna), S (sintese), G2 e M (mitose). Na
fase G1, com aproximadamente oito horas, a célula acumula no citoplasma os
materiais necessarios para o desdobramento do DNA. Em seguida, ha uma
pausa denominada ponto R ou primeira parada, na qual havera uma verificagao
do DNA antes da progressdo do ciclo. Se houver alguma anormalidade na
informacédo genética, ela devera ser reparada durante esta parada. Caso
contrario, a célula nao podera prosseguir seu ciclo. Na fase S, com duragéo
aproximada de oito horas, ocorre a replicacdo do DNA. Na etapa seguinte, fase
G2, que dura quatro horas, ha o armazenamento dos materiais necessarios
para a mitose. Por ultimo, ocorre a fase M, com duragao de uma e meia a duas
horas, em que ha a duplicacdo da célula. Nos tecidos cujas células se

reproduzem muito raramente, como a fibra muscular, ou que nunca se dividem,
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como os neurdnios do tecido nervoso, o ciclo celular € interrompido em G1 em

um ponto especifico denominado GO. (15, 22).

As células em proliferacdo expressam em seus nucleos uma
proteina nao-histénica de meia-vida curta, chamada Ki-67. Essa proteina esta

presente em todos os estagios do ciclo celular, exceto na fase GO. (26)

O MIB-1 é um anticorpo monoclonal de camundongo que reage
com o antigeno nuclear Ki-67. Varios tumores tém sido estudados com esse
marcador, sendo evidenciada uma correlagdo positiva dele com o grau de

diferenciagao histolégica e a sobrevida dos pacientes. (31,32)

O aumento da expressdo do Ki67 é indicativo de aumento de
atividade mitotica celular e proliferacdo. Durante a fase proliferativa do ciclo

menstrual, a expressao do Ki67 € normalmente elevada (33).

A expressao da proteina Ki67, em polipos endometriais, tem
sido objeto de estudos por grupos de pesquisas, com resultados contraditorios

(33,34,61,62).

1.4 - Angiogénese

Angiogénese €& complexo processo de formacdo de novos
vasos sanguineos a partir da proliferacdo de uma rede vascular pré-existente.
(36) As células dos mamiferos necessitam de oxigénio e nutrientes para

sobreviverem. Por esse motivo, localizam-se a uma distancia de 100 a 200 um
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dos vasos sanguineos, que constitui o limite para difusdo do oxigénio. O
crescimento acima desse limite implica a necessidade de recrutamento de

novos vasos sanguineos (37,38).

7

Esse processo € causado por um desequilibrio no balanco
entre fatores promotores e inibidores da angiogénese. (37,39). Sendo que a
vascularizacdo do tecido tumoral € pré-requisito para o seu crescimento e

disseminagao. (40)

A neo-angiogénese ocorre na transigdo do processo
hiperplasico para neoplasia, portanto antes da formacao tumoral propriamente
dita. Este fato sugere que a indugéo da angiogénese constitui etapa importante

na carcinogénese. (41)

A mensuragao da densidade vascular em cancer de mama, por
meio da identificagcdo imunohistoquimica do antigeno relacionado ao fator VIII
das células endoteliais, foi sugerido por Weidner et al. (42) A partir de entao, a
técnica imunohistoquimica para a identificagdo de vasos neoformados,
utilizando a formagédo de complexo antigeno-anticorpo especifico, vem sendo
largamente utilizada por ser de facil reprodutibilidade na maioria dos

laboratdrios e por apresentar resultados bastante satisfatorios. (43)

No endométrio angiogénese tem um papel importante nao
apenas no crescimento tumoral, mas também no ciclo menstrual. (44). Ja nas
condi¢cdes neoplasicas do endomeétrio ocorre maior concentragdo vascular no
carcinoma quando comparada ao endométrio atréfico ou hiperplasico. (45) A

hiperplasia complexa e o adenocarcinoma sao eficientes indutores de
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angiogénese quando comparados ao endomeétrio normal e a hiperplasia
simples. (46). O endométrio também responde ao tamoxifeno com aumento da

vascularizagao especialmente nas mulheres na pré-menopausa. (47)

A angiogénese desempenha um importante papel na
progressao tumoral e sobrevida das pacientes com cancer ginecologico, sendo
descrita como um indicador progndstico. (36,49) Sua deteccao é feita por IHQ

com um marcador de células endoteliais, como o fator VIII, CD31 e CD34. (48)

Apesar dos polipos endometriais serem comuns nas mulheres
na pos-menopausa em uso de tamoxifeno, os estudos sobre o risco de
malignizac&o sdo escassos na literatura. O melhor conhecimento a respeito da
associacdo do uso de tamoxifeno, pélipo endometrial e cancer de endométrio
torna-se necessario. Dessa forma esse estudo propde avaliar importantes
etapas do processo de carcinogénese nos polipos endometriais de mulheres na

pds-menopausa em uso de tamoxifeno.
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Avaliar a expressao das proteinas p53, Ki-67 e CD31 nos

polipos endometriais em mulheres na pds-menopausa usuarias de tamoxifeno.




3. Casuistica e Métadas
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3.1 Casuistica

O estudo foi realizado prospectivamente em 80 mulheres, na
pos-menopausa (definida como >12 meses apds a ultima menstruagio)
atendidas, no Servico de Video-Endoscopia e Reproducdo Humana no Hospital
Vila da Serra, no periodo de margco de 2005 a Maio de 2007. O estudo foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Vila da Serra

(anexo I).
As pacientes foram divididas em 4 grupos:

Grupo 1 — 20 mulheres com pdlipo endometrial confirmado por
exame anatomopatolégico, em uso de tamoxifeno

(Novaldex, Astra Zeneca, BR).

Grupo 2 - 20 mulheres portadoras de podlipo endometrial

confirmado por exame antomopatoldgico

Grupo 3 — 20 mulheres com endométrio atréfico, confirmado

por exame anatomopatologico.

Grupo 4 - 20 mulheres com carcinoma de endométrio,

confirmado por exame anatomopatolégico.
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3.1.1 - Critérios de Inclusao

v mulheres com diagnostico histopatolégico de polipo
endometrial, em uso de tamoxifeno ha mais de 6 meses

(Grupo 1)

v' mulheres com pdlipo endometrial confirmado por exame
antomopatologico, sem uso de horménios nos ultimos 6

meses anteriores a polipectomia (Grupo 2)

v mulheres com diagndstico histeroscopico de endométrio

atrofico confirmado por exame anatomopatoldgico (Grupo 3)

v mulheres com tratamento cirdrgico para cancer de
endométrio tipo endometridide confirmado por exame

anatomopatolégico (Grupo 4)

v' termo de consentimento livre e esclarecido da paciente

3.1.2 Critérios de exclusao

v' polipos endometriais cujos exames anatomopatologicos

mostraram hiperplasia ou cancer endometrial.

v" bloco de parafina em condigdes inadequadas para o estudo

imunohistoquimico.
v’ radioterapia pélvica prévia

¥v" nado concordéancia em participar do estudo
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3.2 Métodos

As mulheres foram encaminhadas para avaliagcdo na Unidade
de Histeroscopia devido a alteragdes detectadas ao exame ultra-sonografico:
espessamento endometrial (endométrio> 5mm) ou imagem anormal intra-
uterina. Os procedimentos histeroscépicos realizados foram a biopsia
endometrial (endométrio atrofico e cancer de endométrio) ou resseccao do

polipo endometrial.

A histeroscopia foi realizada sob anestesia venosa, sedacao,
em bloco cirurgico, utilizando-se o histeroscopio (Karl Storz, Tuttlingen,
Germany) com optica de 30 graus e camisa diagndstica de 5mm. Na presenca
de endométrio atréfico ou suspeita de cancer de endométrio era realizado
biopsia dirigida ao final da visualizagdo da cavidade endometrial. Diagnosticado
polipo endometrial realizava-se a dilatagdo cervical com velas de hegar até a
namero 9,5 e a polipectomia com o ressectoscépio (Karl Storz, Tuttlingen,
Germany) munido de corrente monopolar. O meio de distensao utilizado foi o
soro fisioldgico na avaliagao da cavidade endometrial e a solugao de sorbitol +

manitol nas polipectomias. Todos os procedimentos foram video-assistidos.

As mulheres com o diagnostico de cancer de endométrio, por
biopsia histeroscépica, foram submetidas a laparotomia, lavado peritoneal,
histerectomia total extra facial com anexectomia bilateral e linfadenectomia

retroperitoneal.

Todo material obtido foi imediatamente fixado em formalina e

encaminhado para exame anatomopatolégico.
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3.2.1 Avaliacao da expressao das proteinas p53, Ki67 e CD31.

As avaliagdes imunohistoquimica para a detecgdo da
expressao das proteinas p53, Ki67 e CD31 foram realizadas com os anticorpos
produzidos pela DAKO (Carpinteria, CA, USA), utilizando-se a técnica da
Avidina-Biotina-Peroxidase, também conhecida por Complexo Avidina-Biotina

(ABC).

3.2.1.1 Técnica da Avidina-Biotina-Peroxidase

A técnica da Avidina-Biotina-Peroxidase é também conhecida
por Complexo Avidina-Biotina (ABC) e é fundamentada na grande afinidade da
avidina (uma glicoproteina de alto peso molecular) com a biotina (uma vitamina
que pode ser conjugada a enzimas, anticorpos e substéncias fluorescentes)
(Figura 1). O tecido é incubado com um anticorpo primario (mono ou policlonal)
especifico para a proteina em estudo. Em seguida, aplica-se um anticorpo
secundario (que tem o anticorpo primario como alvo) previamente ligado a uma
molécula de biotina. A avidina atua como amplificador de efeito, pois cada
molécula de avidina que se acopla a biotina do anticorpo secundario liga-se
simultaneamente a trés outras moléculas de biotina conjugadas a peroxidase.
A peroxidase atua sobre um corante especial e os sitios antigénicos ficam

corados de forma estavel, geralmente em tonalidade castanha.

Cortes histolégicos seriados de cada caso, com espessura de 4
a 5 ym, foram obtidos em numero suficiente para os anticorpos utilizados. Os
cortes histolégicos foram depositados sobre laminas cobertas com adesivo poli-
L-lisina (Sigma Chemical Company, St Louis, Missouri, EUA), e aquecidas a

60°C, por pelo menos 12 horas.
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Anticorpo secundario

Anticorpo primario

Antigeno

Figura 1 - Representagdo esquematica do principio da imunohistoquimica pelo
método da avidina-biotina-peroxidase. Observa-se o efeito
amplificador da avidina (A) que se liga a biotina (B) do anticorpo
secundario e a outras trés moléculas de biotina. A peroxidase (P)
reage com a 3,3-diaminobenzidina (DAB) corando os sitios
antigénicos.

Nota: A: Avidina; B: Biotina; P: Peroxidase; DAB: 3,3’-diaminobenzidina.
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A seguir foi empregado o sistema avidina-biotina-peroxidase
(ABC), descrito por Hsu et al. (1981)(50), com pequenas modificagbes, descrito
a seguir: imediatamente antes da reagao da técnica de IHQ, os cortes foram
desparafinizados, hidratados, submetidos a H202 (no Catalogo H1009, Sigma
Chemical Comp., St. Louis, Missouri, EUA ) a 3%, por 5 minutos e lavados em
solugdo salina tamponada (SST), pH 7,4. A recuperagdo antigénica foi
realizada segundo método preconizado por Gown et al. (1993)(51), sendo os
cortes incubados com solugcdo tampao de citrato, pH 6,4, em forno de
microondas caseiro (Sharp, modelo RB-4A56 BA, Manaus) por 15 minutos.
Posteriormente, os cortes foram submetidos aos anticorpos monoclonais
primarios, anti-p53, MIB-1 e anti-CD31, overnight, a temperatura aproximada
de 4°C. Apds lavagem em SST, as laminas foram incubadas por 60 minutos
com anticorpo secundario biotinilado. O anticorpo secundario utilizado foi anti-
IgG de camundongo, produzido em cavalo (No Catalogo BA 2000, VECTOR
Corp., Burlingame, Califérnia, EUA). Seguiu-se aplicagdo de complexo ABC
Elite® (No Catalogo PK 6100, VECTOR Corp., Burlingame, Califérnia, EUA)
sobre os cortes, por 45 minutos. O complexo ABC foi preparado segundo
orientagao do fabricante, constando de solu¢do com 5ml de SST, e 2 gotas de
A (avidina) e 2 gotas de B (biotina). Para identificacdo da reag&o, as laminas
foram tratadas com solugdo de 3,3’ diaminobenzidina (DAB) (No Catalogo
D5637, Sigma Chemical Comp., St. Louis, Missouri, EUA), na concentragao de
1mg/ml, em trizma (No Catalogo T1503, Sigma Chemical Comp., St. Louis,
Missouri, EUA), e em solucédo de H202 a 0,1%. A contracoloragao foi realizada

com hematoxilina de Gill.
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1. Desparafinizar e reidratar os cortes:
xilol 2 x 10 min
etanol 99%, 95%, 80%, 70% (5 min cada)
agua destilada por 5 min

)

2. Inibir a peroxidase endogena:
H,0, a 3% por 5min
lavar em SST por 10 min

!

3. Recuperagao antigénica:
transferir as laminas para cesto de vidro
cobrir com solugao tampao de citrato, pH 6,4
forno de microondas por 15 min

l

4. Incubar com o anticorpo primario
(anti-p53, MIB-1 e anti-CD31):
aplicar o suficiente para cobrir o corte
incubar em camara umida overnight
lavar em solugéo salina tamponada (SST)

}

5. Incubar com o anticorpo secundario biotinilado:
incubar a temperatura ambiente por 60 min
lavar em SST

}

6. Aplicar o complexo avidina-biotina-peroxidase:
incubar a temperatura ambiente por 45 min
lavar em SST

}

7. Corar os sitios antigénicos com DAB:
diluir a solugdo de estoque em SST e acrescentar
H,0, (0,1%)
cobrir os cortes e aguardar 2-5 min
lavar em agua abundante

}

8. Contracoloragao:
p53: hematoxilina de Gill
Ki-67: hematoxilina de Gill
CD31:hematoxilina de Gill

!

9. Montagem das laminas:
desidratar em gradientes sucessivos de alcool
montar com Permount™

Figura 2 - Fluxograma do protocolo basico de imunohistoquimica pelo método

da avidina-biotina-peroxidase (ABC) para detecgdo da expresséo
das proteinas p53, Ki-67 e CD31.

Nota: SST: solugdo salina tamponada; DAB: 3,3’ diaminobenzidina
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3.2.1.2 Anticorpos utilizados

Anti-p53: para a pesquisa da proteina p53, foi utilizado o
anticorpo anti-p53 (clone DO7, no Catalogo M7001, DaKo Corp., Carpinteria,
Califérnia, EUA) na diluicdo 1:400. O anticorpo secundario indicado € o anti-IgG
de camundongo (VECTOR Corp.), 1:300. A contracoloragao foi realizada com

hematoxilina de Gill.

MIB-1: para a pesquisa da proteina Ki-67, foi utilizado o
anticorpo MIB-1 (clone MIB-1, no Catalogo M7240, DAKO Corp.) na diluigdo
1:100. O anticorpo secundario indicado é o anti-lgG de camundongo (VECTOR

Corp.), 1:300. A contracoloracéo foi realizada com hematoxilina de Gill.

Anti-CD31: para a pesquisa da proteina CD31, foi utilizado o
anticorpo anti-CD31 (clone JC/70A, No Catalogo M0823, DAKO Corp.), na
diluicdo 1:40. O anticorpo secundario é anti-lgG de camundongo (VECTOR

Corp.), 1:300. A contracolorag&o pode ser feita com Hematoxilina de Gill.

3.2.1.3 - Interpretagao das reagées de imunohistoquimica

Todas as laminas foram examinadas independentemente por
dois patologistas, que nao tinham conhecimento do diagndstico
anatomopatolégico. Essa quantificagéo foi realizada pelo estudo de um minimo
de 1000 células epiteliais, examinadas em cerca de 10 campos com 200 vezes
de aumento. Na avaliacdo das proteinas p53 e Ki-67, apenas a coloragcao
nuclear das células foi considerada para quantificacdo. Para a proteina CD31,
foi considerada a sua expressdo no citoplasma e na membrana das células

endoteliais.
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A expressao das proteinas p53 e Ki67 foram classificadas em

graus de acordo com o percentual de células glandulares coradas: grau 1 -

<5%, grau 2 — 5 a 25%, grau 3 — 26 a 75%, grau 4 > 75%. (Figuras 3 e 4)

p53 — Grau 1 p53 Grau 2

p53 — Grau 3

Figura 3 - Fotomicrografias do pdlipo endometrial com tamoxifeno (Grau 1) e
de cancer de endométrio (Grau 2 e Grau 3) corado por
imunohistoquimica para a proteina p53 (200x de aumento).
Contracoloragdo com Hematoxilina de Gill. A coloragdo castanha
nos nucleos indica a presenga da proteina p53.

Nota: Grau 1: expressao da proteina p53 em menos de 5% das células. Grau 2:
expressao da proteina p53 em 5 a 25% das células. Grau 3: expresséo da proteina p53
em 26 a 75% das células.
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Ki67 — Grau 3 Ki67 — Grau 4

Figura 4 - Fotomicrografias de pdlipo endometrial em uso de tamoxifeno (Grau
1 e 2) e de cancer de endométrio (Grau 3 e 4) coradas por
imunohistoquimica para a proteina Ki-67 (200x de aumento).
Contracoloragdo com hematoxilina de Gill. A coloragdo castanha
nos nucleos indica a presencga da proteina Ki-67.

Nota: Grau 1: expressdo da proteina Ki-67 em menos de 5% das células. Grau 2:
expressao da proteina Ki-67 em 6 a 25% das células. Grau 3: expressédo da proteina Ki-67
em 26 a 75% das células. Grau 4: expressédo da proteina Ki-67 em mais de 75% das
células.
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O CD31 foi avaliado acordo com descrito por Weidner (52).
Foram feitas, para cada caso, contagem de vasos em 10 campos com aumento
de 200x, escolhidos na area de maior concentracido vascular. Ao final

obtinham-se médias para cada caso. (Figura 5).

CD31 — 15 vasos CD31 40 vasos

CD31 - 70 vasos

Figura 5 - Fotomicrografias de podlipo endometrial em uso de tamoxifeno
corado por imunohistoquimica para a proteina CD31 (200x de
aumento). Contracoloragdo feita com Hematoxilina de Gill. A
coloragdo castanha no citoplasma e membrana das células
endoteliais indica a presenca da proteina CD31.

Nota: foi considerada a quantidade vasos marcados com proteina CD31.
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3.2.2 - Analise Estatistica

A analise estatistica foi realizada com o programa SPSS 12.0
(SPSS Inc., Chicago, IL, USA). A amostra de 20 mulheres em cada grupo €&
suficiente para avaliar uma diferenga superior a 40% nas proporcdes das
expressoes das proteinas p53 e Ki67; e uma diferenca de 1 desvio padrao da
média para a proteina CD31, com nivel de confianca de 95% e um poder

estatistico de 80%.

A diferencga entre as médias foi avaliada pelo teste t de Student
e ANOVA( idade e CD31). O teste do Qui-quadrado foi adotado para comparar
as diferentes percentagens (p53 e Ki67). As diferencas com valor de p<0,05

foram consideradas significativas.




4. “Resultados
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4.1. Caracteristicas da amostra

A idade das mulheres variou de 55 a 85 anos (64,6 1,7 ano).
Como ilustra a Figura 6, ndo houve diferenga significativa entre grupos
(p=0,592). Nas mulheres com cancer de endométrio apresentavam o seguinte
estadiamento, de acordo com a FIGO (anexo lll): IB - 16casos, IC - 2casos, |IA
- 2casos. Os graus histologicos, no entanto, eram: G1 — 15 casos, G2 — 4

casos, G3 — 1caso.

4.2. Avaliagao das proteinas p53, Ki-67 e CD31 nos pélipos endometriais
em mulheres apés a menopausa.

A expressao do p53 nao foi detectada nos casos de podlipo em
uso de tamoxifeno, pélipo sem hormdnios e endométrio atrofico. Apesar do p53
ter sido detectado em 25% das amostras de cancer endometrial, com uma
expressao superior a 5%, ndo houve diferenca em relagdo a expressao da

proteina p53 nos diferentes grupos (p=0,067). Figura 7

A expressao do Ki67 em mais de 5% das células foi
evidenciada em 40% dos pdlipos cujas mulheres faziam uso de tamoxifeno e
em 15% naquelas sem uso de hormoénios; sendo 5% nas amostras com
diagnostico de endométrio atréfico; enquanto que nos casos de cancer de
endomeétrio foi de 85%. Esse resultado foi significativo na comparagéao do grupo

polipo em uso de tamoxifeno com polipo sem hormdnio (p=0,0047). A diferenca
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foi significativa em relagdo ao grupo com tamoxifeno versus endométrio atréfico
(p=0,008). A expressao nos casos de cancer de endométrio comparado com o0s
polipos em uso de tamoxifeno foi significativa (p=0,004). Ocorreu uma diferenca

significativa na expressao da proteina Ki67 entre os grupos (p<0,001). Figura 8

A expressao da proteina CD31 foi maior em pdlipos de
usuarias de tamoxifeno em comparagdo ao endométrio atréfico (37,5+£3,2 x
22,2+1,3; p<0,001) e semelhante aos polipos sem uso de hormdnios (37,5+3,2
x 33,71£2,0; p=0,319) e os casos de cancer de endométrio (37,5+3,2 x 34,4+2,0;

p=0,418). Figura 9

p=0,592
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Endométrio Pélipo Poélipo com Cancer de
atréfico tamoxifeno endométrio

Figura 6 - |ldade médias das mulheres com polipo endometrial com tamoxifeno,
polipo endometrial sem uso de hormdnios, endométrio atréfico e
cancer de endométrio

Nota: As barras representam a média + erro padrdo da média. A diferenca entre as médias
foi feita pelo teste de ANOVA.
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Figura 7 - Expressdo das proteinas p53 nos pdlipos endometriais com
tamoxifeno, poélipo endometrial sem uso de horménios, endométrio
atréfico e cancer de endomeétrio.

Nota: Grau 1: expresséo da proteina em menos de 5 das células; Grau 2: de 5 a 25% das
células; Grau 3: de 26 a 75% das células; Grau 4: mais de 75% das células (avaliagdo de
um minimo de 1000 células epiteliais, apenas a coloragdo nuclear foi considerada na
quantificagdo da proteina p53).

A diferencga entre os grupos foi feita pelo teste do qui-quadrado.
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p<0,001
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Endomeétrio Pdlipo Pdlipo com Cancer de
atrofico tamoxifeno endométrio
Figura 8 - Expressdo das proteinas Ki67 nos polipos endometriais com

tamoxifeno, poélipo endometrial sem uso de hormonios, endométrio
atrofico e cancer de endométrio.

Nota: Grau 1: expressao da proteina em menos de 5 das células; Grau 2: de 5 a 25% das
células; Grau 3: de 26 a 75% das células; Grau 4: mais de 75% das células (avaliagdo de
um minimo de 1000 células epiteliais, apenas a coloragdo nuclear foi considerada na
quantificagdo da proteina Ki67).

Polipo com tamoxifeno vs endométrio atréfico  p=0,008

Polipo com tamoxifeno vs poélipo sem horménios p=0,0047

Polipo com tamoxifeno vs cancer de endométrio p=0,004

A diferenga entre os grupos foi feita pelo teste do qui-quadrado
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Figura 9 - Expressdo das proteinas CD31 nos pdlipos endometriais com
tamoxifeno, polipo endometrial sem uso de hormdnios, endométrio

atréfico e cancer de endométrio.

Nota: Foi realizado, para cada caso, contagem de vasos em 10 campos com aumento de
200x, escolhidos na area de maior concentragdo vascular. Ao final obtinham-se médias
para cada caso. (avaliagdo de um minimo de 1000 células epiteliais, a sua expressédo no
citoplasma e na membrana das células endoteliais foi considerada para a quantificagdo
da proteina CD31).

Polipo com tamoxifeno vs endométrio atréfico

37,5+3,2 x 22,2+1,3; p<0,001

Polipo com tamoxifeno vs poélipo sem horménios 37,5+3,2 x 33,7+2,0; p=0,319

Pdlipo com tamoxifeno vs cancer de endométrio  37,5+3,2 x 34,412,0; p=0,418
As barras representam as médias.
A diferenga entre os 4 grupos foi realizada pelo teste de ANOVA.
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Esse estudo objetivou determinar marcadores envolvidos no
processo de carcinogénese do polipo endometrial em mulheres apds a
menopausa em uso de tamoxifeno. A identificacdo de novos marcadores
tumorais pode ser valiosa no seguimento das pacientes e na definigao
daquelas que se beneficiariam de um tratamento primario menos agressivo
(53). As trés proteinas estudadas (p53, Ki67 e CD31) participam de importantes
etapas do processo de carcinogénese, como 0 gene supressor de tumor, o

aumento na proliferagao celular e a aquisicao de angiogénese.

5.1 - Metodologia

Nao ha consenso na forma de quantificacdo pela IHQ das
proteinas p53, Ki-67 e CD31. A avaliagao pode ser qualitativa, semiquantitativa
ou quantitativa; sendo a contagem das células realizada por método visual ou
pela analise computadorizada da imagem. Usualmente, é estabelecido um
percentual de expressao protéica que divide os tumores em categorias: positivo
e negativo (p53), alto ou baixo indice de proliferacdo (Ki-67), alta ou baixa
atividade angiogénica (CD31). No entanto, esse percentual é variavel na
literatura. Em alguns estudos, buscou-se o ponto de corte em que se obtinha
dois grupos com maior diferenga estatistica em relagéo ao prognaéstico (54,55).
Em outros, utilizou-se a média ou mediana das taxas de expressao protéica
dos casos estudados (31,32,56-58). Em alguns, a determinagdo do ponto de

corte foi arbitraria (59,60).
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Um estudo determinou a percentagem de células positivas e
multiplicam pela intensidade da coloragéo, graduada de 0 a 3, encontrando um
indice (61).0s graus utilizados também sao variaveis, sendo freqliente os de 0
a 3 (0 <10%, 1 — 11 a 50%, 2- 51 a 80% e 3 - >80%) (62). A contagem de 10

campos com aumento de 25x também é descrita (7,34)

Outro estudo comparou o método de contagem (analise
quantitativa) com a estimativa dos nucleos marcados pela IHQ para Ki-67
(andlise semiquantitativa) no carcinoma de mama (63). Concluiu-se que a
avaliagcao por estimativa parece ser suficientemente precisa, além de ser mais
pratica e consumir menos tempo do que a contagem(63). A escolha da area do
tumor a ser avaliada representa uma outra limitacdo do método por

contagem(63).

Entre as técnicas existentes para investigacao da inativagdo da
proteina p53, a IHQ é a mais freqientemente utilizada. A IHQ tem suas
limitacgbes e a auséncia de marcagdo nao significa, necessariamente, a
inexisténcia de alteragdes na proteina (falso negativo)(64). Inversamente, o
acumulo da proteina ndo € sinbnimo de mutagado(64). Os resultados podem
variar pelo uso de diferentes anticorpos monoclonais, modos de incubacao,
variagdes nos métodos de recuperacdo antigénica, além da subjetividade da
quantificacdo(65). Assim como a variagao na concentragado do anticorpo podera

levar a diferentes expressdes imunohistoquimica na mesma biopsia.(66)

O indice de proliferagcao pode ser determinado pelo MIB-1, que
detecta o antigeno nuclear Ki-67 e pelo Proliferating cell nuclear antigen

(PCNA). O PCNA é uma proteina nuclear nao histdnica, que atua como um co-
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fator da DNA polimerase delta, sua presencga no ciclo celular é observada na
fase G1 tardia, com um pico na fase S e declinio durante a fase G2 e M(67).
Neste estudo foi utilizado o MIB-1, que apresenta uma maior sensibilidade na
detecgao da proliferagao celular que o PCNA, além de uma melhor correlagao
com os parametros histopatoldgicos(68). Essa metodologia foi validada em

outros estudos do nosso grupo (69-71)

O estudo da angiogénese pode ser feito pela IHQ, utilizando
marcadores de células endoteliais, como o fator VIII, CD31, CD34 e BNH9(48).
O fator VIII é mais sensivel como marcador de capilares normais(72). Ja o
CD31 e o CD34 foram desenvolvidos para identificar o endotélio originado de
células neoplasicas em tumores vasculares pouco diferenciados, onde se

mostram superiores ao fator VIII(26).

Outros marcadores tem sido utilizados na avaliagdo da
angiogénese endometrial, mas carecem de padronizacbes seguras; o que
limitam a suas utilizagdes. Dentre eles podemos citar: VEGF (fator de
crescimento endotelial vascular), Ang 1, 2, 3,4 (angiopoetina), Tie2 (tirosina
quinase), CD105 (marcador especifico de células endoteliais). O VEGF e Tie2
apresenta maior expressao no carcinoma de endométrio do que no endométrio
normal; ja o Ang 1 e 2 a expressao € maior no endométrio normal. O score
angiogénico (CD105/CD34) tende a ser maior no cancer de endométrio do que

no endométrio normal.(73)

Outras varidveis na avaliagdo da angiogénese incluem as

diferencas na fixagao tecidual, o processamento das pecas, as técnicas de
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coloragdo, a experiéncia do examinador em selecionar os pontos quentes

vasculares, além da técnica de contagem (36).

No presente estudo, foi utilizada uma analise semiquantitativa
dos marcadores p53 e Ki67 como preconizado por Grace et al. (74). Essa
metodologia, apesar de ser mais facil do ponto de vista técnico, especialmente
diante do grande numero de amostras avaliadas, dificulta a determinagao de
um valor de dicotomizacgao para definir os casos com superexpressao protéica.
Ja na avaliagao da angiogénese utilizamos o CD31, e, para a sua quantificacéo
optamos pelo método descrito por Weidner (52) e expresso em numero de
vasos por campo. Esses marcadores e as metodologias tiveram suas validades

comprovadas em outros estudos do nosso grupo (49,69-71).

5.2 - Expressao das proteinas p53, Ki-67 e CD31 nos pélipo endometrial
em mulheres apés a menopausa.

A formacao de pdlipos com ou sem a presenca de atipias pode
ser um estagio intermediario no desenvolvimento do carcinoma endometrial
associado ao uso de tamoxifeno. (10). Esse desenvolvimento de atipia, em um
polipo endometrial ndo hiperplasico, pode representar o passo inicial do

processo de carcinogénese. (11).

Um estudo mostrou que a expressao da proteina p53 constitui
um marcador da atividade biolégica do pdlipo endometrial em mulheres apds a

menopausa. (29). Mas outro ja descreve que o numero de células com
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aumento da expressao de p53 é baixo em podlipos endometriais, hiperplasia e

carcinoma endometridide G1.(75)

No presente estudo ndo encontramos diferengas significativas
na expressdo do p53 entre os polipos provenientes das mulheres em uso de
tamoxifeno, os pdlipos sem hormdnios, atréfico e cancer de endométrio. Essa
diferenca poderia ser detectada em estadiamento mais avangados do cancer

Oou um numero maior de casos.

O aumento da expressdo do Ki67 é indicativo de aumento de
atividade mitotica celular e proliferacdo. Durante a fase proliferativa do ciclo
menstrual, a expressao do Ki67 € normalmente elevada (33). A sua expressao
apresenta-se maior nos polipos endometriais de mulheres na pés-menopausa
em comparagao com aquelas portadoras de endométrio atréfico (34). Essa
elevacdo da expressado do Ki-67 é frequentemente detectada no endométrio

das mulheres na pés-menopausa em uso de tamoxifeno. (35)

Um estudo avaliou a expressao do Ki67 em polipos
endometriais de mulheres na pds-menopausa em uso de tamoxifeno encontrou
uma expressao maior em comparagao ao grupo sem uso de hormdnios. Essa
expressao, contudo, foi menor do que a encontrada no grupo de hiperplasia
atipica e cancer de endométrio (62). O questionamento sobre esse estudo é se
todas as mulheres estavam na menopausa, pois a média de idade foi de
51,71£2,5an0s nos casos de polipos em uso de tamoxifeno (14 mulheres) e de
52,5+8anos nos controles (20 mulheres); e nos casos de hiperplasia simples
essa média foi de 44+9anos (11 mulheres). A precisdo dessa informagao é

importante, pois no menacme o Ki67 apresenta diferentes expressbes de
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acordo com a fase do ciclo menstrual (33). Outro estudo, entretanto, nao
encontrou diferenga significativa na expressao de Ki67 entre os polipos
oriundos de mulheres na pés-menopausa em uso ou nao de tamoxifeno (76).
Nesse estudo o numero de mulheres também foi diferente entre os grupos: 9

usuarias de tamoxifeno e 16 controles.

No presente estudo a expressao do Ki67 foi significativamente
maior nos polipo em uso de tamoxifeno em comparacdo com os aqueles
oriundos de mulheres sem uso de horménios; sendo mais expressivas nos

casos de cancer de endométrio.

Nas condicbes neoplasicas do endométrio ocorre maior
concentracdo vascular no carcinoma quando comparada ao endomeétrio atréfico
ou hiperplasico.(45) O carcinoma de endométrio pouco diferenciado apresenta
maior numero de vasos por campo que o endométrio normal e que o carcinoma
bem diferenciado. O numero de vasos no carcinoma de endométrio G3 foi
significativamente superior ao observado nos endométrios atréfico e
proliferativo e nos carcinomas G1. O que mostra que a angiogénese é

marcador progndstico importante no carcinoma de endométrio (77).

Em condigdes ndo neoplasicas o endométrio de mulheres
usuarias de tamoxifeno apresenta aumento da densidade vascular na pré-
menopausa, mas nao €& observado esse incremento na pds-menopausa
(35,47). Essa densidade vascular apresenta-se maior nos polipos endometriais
de mulheres na pdés-menopausa em comparacao com aquelas portadoras de

endométrio atréfico (34).
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No presente estudo o numero de vasos nos polipos
endometriais em uso de tamoxifeno foi significativamente maior do que nos
endomeétrios atrofico, mas nao apresentou diferencas em relacdo aos casos de
polipos sem uso de hormébnios ou de cancer de endométrio. A nao diferenca
em relagdo ao cancer de endométrio provavelmente deva-se a classificacao

histolégica dessa neoplasia em nosso material: a maioria estadio IB e G1.

5.3 Consideragoes finais

A identificacdo das proteinas p53, Ki-67 e CD31 utiliza uma
metodologia simples, com a vantagem de poder ser realizada em tecidos
parafinados. No entanto, € necessaria uma padronizacdo na forma de
quantificacdo desses marcadores. A utilizagdo do endométrio adjacente como
controle dos pdlipos oriundos da mesma mulher, utilizando-se as técnicas de
microarray e proteomic, podera propiciar o estudo de outras proteinas
envolvidas no processo de carcinogénese dos polipos endometriais em

usuarias de tamoxifeno.

A expressao das trés proteinas (p53, Ki67 e CD31), no
presente estudo, indica uma maior tendéncia do pdlipo em uso de tamoxifeno

para o cancer de endométrio do que para o endométrio atrofico.
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O presente estudo permite concluir que:

A utilizacdo de tamoxifeno parece estar associada a um
aumento da proliferacdo celular nos podlipos endometriais, sem interferir na

angiogénese ou inativagao de proteinas supressoras de tumor.
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I. Parecer do Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Vila da Serra —
(COEP)

Vila=Serra

DECLARACAOQO

Declaro, para fins de direito gque o projeto de pesquisa “Expressio das proteinas p53,
Ki-67 e CD31 nos pélipos endometriais em mulheres na pos-menopausa usuirias de
tamoxifeno™, apresentado pele Dr, Sergimar Padovezi Miranda ao Comité de Etica
em Pesquisa, do Hospital Vila da Serra, localizado em Nova Lima - MG, foi
considerado aprovado, sem ressalvas, apos o preenchimento integral dos
requerimentos da Comissio Nacional de Etica em Pesquisa do Ministério da Saide.

MNova Lima, 08 de fevereiro de 2007,

" ',
"f"{.‘“\"-:_'_d N

Dr. Waldemar Henrigue Fernal
CRM-MG: 6394

Presidente do COEP - HVS
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Il. Consentimento Livre e Esclarecido

Expressao das proteinas p53, Ki-67 e CD31 nos podlipos endometriais em
mulheres na pds-menopausa usuarias de tamoxifeno.

Identificagdo da Pacientes

Nome: Registro

Idade:

Endereco:

Telefone: Carteira de Identidade

Vocé, ou responsavel legal tem o direito de saber todos dos detalhes desse
estudo.Quando vocé entender todos esse detalhes, assim como também todos
0s possiveis riscos, perigos e beneficios envolvidos, vocé podera decidir se ira
ou ndo participar dessa pesquisa. Este consentimento livre e esclarecido nao
foi feito para Ihe assustar ou alarmar, ele é s6 uma tentativa de ajuda-la a
entender o estudo para que vocé possa ou nao dar seu consentimento para
participar dessa pesquisa. Este consentimento livre e esclarecido ndo substitui

nenhum outro consentimento livre e esclarecido que vocé possa ter assinado

Descricdo da Pesquisa

Historico

Vocé realizou um exame de ultra-som onde foi detectada a presenca de um
polipo endometrial.O pdélipo endometrial € um tecido que cresceu no interior do
seu utero e por ter um risco, ainda que pequeno, de nao ser benigno o seu
ginecologista orientou-a para que fosse realizado a sua retirada através da
histeroscopia. O material, biopsia do podlipo endometrial, retirado do interior de
seu utero, sera encaminhado para exame no Laboratério de Anatomia
Patolégica do Hospital Vila da Serra. Nesse Laboratério todas as biopsias sao
examinadas e estabelecidas o diagndstico definitivo de benignidade.

Algumas vezes realizamos estudos mais detalhados nesses materiais de
biopsia do polipo endometriais, para avaliar a presenga de substancias
chamadas de proteinas. Dentre essas proteinas existem trés que sao
importantes para avaliar as transformacgdes nado benignas dos polipos: 1- A

chamada p53, cuja fungédo € controlar o ciclo das células, 2-A proteina Ki-67,
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utilizada como marcador de crescimento das células, 3- A CD31, que permite a
avaliagcao da formagao de novos vasos sanguineos nos polipos endometriais.
Objetivo do Estudo

Este € um estudo de pesquisa para mostrar a presencga das proteinas p53, Ki-
67 e CD31 nas biopsias dos poélipos endometriais em mulheres na pos-
menopausa usuarias ou nao do medicamento chamado tamoxifeno.
Tratamento

Vocé nao recebera nenhum tratamento, apenas serdo utilizados os materiais
de biopsia dos polipos endometriais que estardo no Laboratério de Anatomia

Patolégica do Hospital Vila da Serra.

Desconfortos, Efeitos Colaterais e Riscos.

O estudo nao acarretara nenhum desconforto, efeito colateral ou risco para
vocé, pois serao utilizados o material de biopsia que estara no Laboratério de
Anatomia Patoldgica.

Possiveis Beneficios

O possivel beneficio como resultado da participagcdo neste estudo é contribuir
para o entendimento do processo de transformag¢dao nao benigna dos polipos
endometriais. As novas informag¢des podem beneficiar vocé e outras mulheres

portadoras de polipos endometriais

Procedimentos Alternativos

Esse estudo é voluntario, ou seja, s6 depende de sua vontade para participar
deste estudo.

Se vocé nao concordar que seja realizado o estudo das trés proteinas, no seu
material de biopsia do polipo endometrial, isso ndo Ihe acarretara nenhum
prejuizo, pois o estudo da biopsia, que é realizado de rotina no Laboratoério de
Anatomia Patolégica é suficiente para determinar a benignidade do pdlipo.
Essa material biopsia ficara guardada no Laboratério sem data determinada,

independente de realizar o estudo das proteinas (imunohistoquimica).
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Termo de responsabilidade

1- Eu tive a oportunidade de tirar todas as minha duvidas sobre o estudo
imunohistoquimica do meu material de biopsia do pélipo endometrial

Foram-me devidamente explicados a intervencgao, os riscos (complicagdes) e
as possibilidades alternativas de um modo claro (facil entendimento para uma
pessoa leiga, ou seja, ndo médica ou profissional de saude).

Eu fui informado que n&o receberei pagamento por participar desse estudo
Recebi todas as informagdes que desejava conhecer e a possibilidade de fazer
perguntas e questionar duvidas

Também entendi que, a qualquer momento e sem necessidade de dar
nenhuma explicagdo poderei revogar o consentimento que agora presto.

Assim, declaro agora que estou satisfeita com a informagéo recebida e que
compreendo o alcance e riscos do tratamento.

Reservo-me expressamente o direito de revogar a qualquer momento meu
consentimento antes que o procedimento objeto deste documento se realize
Por tal razdo e nestas condi¢cdes consinto em participar dessa pesquisa e que a
peca cirurgica seja encaminhada para estudo conforme proposto

Telefone de contato: 31-32288222

De pleno acordo

Cidade: Data
Assinatura do médico Assinatura da paciente
Testemunha Testemunha

Finalizado nesta data.

Cidade Data

Assinatura do médico Assinatura da Paciente

Testemunha Testemunha
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lll. Estadiamento do carcinoma de endométrio (FIGO)

VA

VB

A

1B

A

B

e

Tumor confinado ao corpo uterino

Tumor limitado ao endométrio

Invasao até a metade da espessura do miométrio
Invasao de mais da metade da espessura do miométrio
Tumor invade o colo, mas sem extensao além do utero.
Invasao superficial do endocérvix (apenas glandular)
Invaséo do estroma cervical

Envolvimento regional ou local — llIA,B e C

Invasdo e envolvimento da serosa ou de anexos (extenséo
direta ou metastases) e/ou células neoplasicas em ascite ou

lavado peritoneal
Envolvimento vaginal (extensao direta ou metastase)
Metastase para ganglios pélvicos ou para-adrticos

Invasao das mucosas de bexiga ou retosigmoide

(confirmagéo histolégica com biopsia)

Metastases a distancia (exclusao de vagina, peritbneo pélvico
ou anexos; inclui metastases para ganglios intra-abdominais,

mas nao os para-adrticos e inguinais.
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IV — Tabela de distribuicao das pacientes

pacientes idade Grupo Ki67 p53 CD31

Coluna D

1 70 1 1 1 15  1-polipo tamoxifeno
2 70 2 1 1 30 2-pdlipo sem hormonios
3 70 3 1 1 25 3-endométrio normal
4 71 4 3 1 35 4- cancer de endométrio
5 76 1 2 1 50

6 74 2 1 1 30 ColunaE

7 73 3 1 1 17 1-0a5%

8 64 4 3 1 35 2-6a25%

9 61 1 1 1 40 3-26a75%

10 58 2 1 1 40 4-76a100%

11 61 3 1 1 20

12 61 4 3 1 30

13 56 1 1 1 27 Coluna F

14 58 2 1 1 30 1-0a5%

15 55 3 1 1 25 2-6a25%

16 56 4 1 1 30 3-26a75%

17 65 1 1 1 30 4-76a100%

18 64 2 1 1 35

19 68 3 1 1 12 Coluna G

20 66 4 4 2 27 numeros de vasos
21 61 1 1 1 40

22 60 2 3 1 40

23 62 3 1 1 17

24 60 4 3 1 35

25 61 1 2 1 50

26 60 2 1 1 30

27 61 3 1 1 18

28 61 4 1 2 27

29 69 1 2 1 55

30 68 2 1 1 30

31 72 3 1 1 20

32 70 4 2 3 35

33 56 1 2 1 55

34 57 2 1 1 60

35 55 3 1 1 25

36 56 4 4 2 45

37 61 1 1 1 30

38 62 2 1 1 30

39 58 3 1 1 20

40 68 4 3 1 27

41 60 1 1 1 40

42 60 2 2 1 42

43 57 3 1 1 20

44 59 4 2 4 37
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pacientes idade Grupo Ki67 p53 CD31

Coluna D

45 63 1 1 1 15

46 63 2 1 1 35

47 57 3 1 1 40

48 64 4 3 1 35

49 58 1 2 1 35 1-polipo tamoxifeno
50 58 2 1 1 25 2-pdlipo sem hormdnios
51 55 3 1 1 20 3-endométrio normal
52 60 4 2 1 26  4- cancer de endométrio
53 70 1 1 1 26

54 72 2 1 1 20 Coluna E

55 63 3 1 1 25 1-0a5%

56 72 4 2 1 30 2-6a25%

57 67 1 1 1 27 3-26a75%

58 68 2 1 1 26 4-76a100%

59 63 3 1 1 20

60 65 4 2 1 35

61 72 1 1 1 40 ColunaF

62 71 2 1 1 20 1-0a5%

63 62 3 1 1 20 2-6a25%

64 80 4 2 1 60 3-26a75%

65 63 1 2 1 50 4-76a100%

66 61 2 1 1 40

67 57 3 1 1 25 Coluna G

68 60 4 1 1 37 numeros de vasos
69 58 1 2 1 70

70 56 2 1 1 37

71 55 3 1 1 20

72 59 4 2 1 52

73 74 1 2 1 30

74 75 2 1 1 40

75 63 3 2 1 23

76 78 4 2 1 21

77 82 1 1 1 26

78 83 2 2 1 35

79 85 3 1 1 32

80 82 4 2 1 30
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Introduction: The carcinogenesis process implies the acquisition of mutant
alleles of tumor-supressor genes, increase in cell proliferation and need of
angiogenesis. This study analyzes the expression of proteins p53, Ki-67 and
CD31 in the endometrial polyps from post-menopausal women using tamoxifen.
Methods: Samples of endometrial polyps from women using tamoxifen (n=20),
polyps without hormone use (n=20), atrophic endometrium (n=20) and
endometrium cancer (n=20) were studied. The material was fixed in formalin,
included in paraffin and processed for imunohistochemical staining for p53, Ki-
67 and CD31 proteins. Comparison among the groups was done using the Chi-
square, t test of Student and ANOVA. The differences with value p<0,05 were
considered significant. Results: Women’s age ranged from 55 to 85 years old
(64,6+1,7 years). There was no difference about the expression of p53 protein
in the different groups (p=0,067). One expression of Ki-67 in more than 5% of
cells was showed up in 40% of polyps whose women were using tamoxifen and
in 15% from without hormone use (p=0,0047). The expression of CD31 protein
was higher in polyps from tamoxifen users in comparison to atrophic
endometrium (37,5%£3,2 x 22,2+1,3; p<0,001) and similar to polyps without
hormone use (37,5+3,2 x 33,7+2,0; p=0,319). Conclusion: The use of
tamoxifen seems to be associated to increase of cell proliferation in endometrial
polyps, without interfering in angiogenesis or neutralizing the tumor-supressor

protein.




