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Lista de abreviaturas utilizadas
IHQ: imuno-histoquimica

RE: receptor de estrogénio

RP: receptor de progesterona

Ca: cancer



1. Introdugéao

1.1. Delimitagdo do Tema de Pesquisa

O presente estudo avalia os achados imuno-histoquimicos de
polipos endometriais ressecados por histeroscopia em pacientes pos-
menopausicas sintomaticas usuarias e ndo usuarias de tamoxifeno. Os
marcadores imuno-histoquimicos analisados sédo receptor de estrogénio,

receptor de progesterona, Ki-67 e Bcl-2.

1.2 Justificativa

Os pdlipos endometriais sdo achados comuns na pos-menopausa;
porém, sua patogénese ainda nao é totalmente conhecida (MCGURGAN,
et al, 2006). Sao mais comumente diagnosticados na quinta década de
vida (VAN BOGAERT et al, 1988), ocorrendo em 16 a 54% das mulheres
com sangramento pos-menopausico (ALMEIDA et al, 2004). Menopausa
tardia, uso de terapia hormonal (TH) e uso de tamoxifeno sao
considerados fatores de risco para o desenvolvimento dos podlipos
endometriais. Estes, apesar da etiopatogenia desconhecida, s&o
considerados fatores de risco para o cancer de endométrio (RESLOVA et
al, 1999).

O papel do estrogénio (E) no desenvolvimento dos pdélipos
endometriais pode ser confirmado através da avaliacdo dos receptores

celulares. McGurgan e colaboradores (2003) demonstraram que existe



uma expressdao maior de receptores de estrogénio (RE) quando
comparados aos receptores de progestogénio (RP) expressos no
componente estromal dos pdlipos endometriais. Apesar destes dados,
outros resultados sao conflitantes com os achados da literatura, alguns
mostrando aumento e outros, diminuicdo de receptores hormonais nos
polipos do endométrio. Isto se explicaria, em parte, devido as mudancas
naturais do endométrio de acordo com o “status” hormonal e também com
a metodologia utilizada em cada estudo (BELISARIO et al, 2006). A
proliferagdo e a apoptose celular tem sido quantificada através do uso de
marcadores imunoistoquimicos como Ki-67 e Bcl-2. O Ki-67 se expressa
exclusivamente em células proliferativas.

No endométrio de mulheres pré-menopdausicas saudaveis, um
nivel aumentado de estradiol coincide com um aumento na expressao do
Ki-67, do receptor de progesterona e do receptor de estrogénio. Pode-se
deduzir que o tamoxifeno, devido ao seu efeito agonista no endométrio,
induziria um aumento na expressao do Ki67 no epitélio glandular e isto se
relacionaria ao status de receptor de estrogénio. Devido ao fato de que
agonistas do estrogénio no endométrio podem induzir a expressao do
receptor de progesterona, receptores de progesterona podem estar
aumentados em usuarias de tamoxifeno (MOURITS et al. 2002). Nestes
casos de pré-menopausicas, a maior expressao do Ki-67 ocorre durante a
fase proliferativa; porém, nos pélipos endometriais a expresséo do Ki-67 é
baixa (RISBERG et al, 2002). Esse estudo foi idealizado porque a
patogenia dos polipos endometriais em pacientes pds- menopausicas

ainda nao é totalmente conhecida.



1.3. Pdlipos endometriais

Os polipos endometriais séo alteragcbes exofiticas do utero,

horménio-dependentes, caracterizados por uma proliferacdo do
estroma, glandulas e vasos endometriais. O estroma é denso e as
glandulas constumam ser tortuosas, irregulares e mais dilatadas que o
normal.

Sao classificados em hiperplasicos/proliferativos, atréficos,
adenomiomatosos, mistos endometriais/endocervicais e adenomioma
polipoide atipico. Podem ainda apresentar lesbes focais como
hiperplasias e adenocarcinoma in situ. Essas alteracbes apresentam
baixo potencial de malignizagao, cuja incidéncia na literatura é variavel. A
prevaléncia dos pélipos endometriais na populacéo geral varia de 9 a
25%; porém, (KUMAN, 1995; ORVIETO, 1999; RESLOVA, 1999;
ALMEIDA, 2003; OLIVEIRA, 2003; NOGUEIRA, 2005) ¢ dificil de ser
estabelecida, pois pélipos assintomaticos ndo sado investigados e a
sensibilidade e especificidade variam conforme o exame diagnostico
realizado. Lo e Yuen (2000) incluiram 1468 pacientes pré e pos-
menopausicas submetidas a histeroscopia e identificaram uma
prevaléncia de 7.1% de polipos endometriais. Na série de Nagele e cols.
(1996) com 2500 pacientes, a prevaléncia de podlipos foi de 21,2% no
sangramento pds-menopausico e de 10% nos casos de menorragia.

A prevaléncia de lesdes malignas e pré-malignas encontradas em

poélipos varia de 0,8% a 4,8% (TABRIZI et al, 2011).



Alguns estudos demonstraram a presenca de adenocarcinoma em
polipos endometriais representando uma incidéncia de 0,8 a
32%.(HILEETO, 2005; GERBAUER et al, 2001)

Uma revisdo sistematica de 17 estudos observacionais incluindo
mais de 10.000 mulheres demonstrou que a incidéncia de pdlipos
malignos ou pré-malignos eram significativamente maior em mulheres
pOs-menopausicas comparados a mulheres na pré-menopausa (5.4
versus 1.7%; RR 3.86; 95% IC 2.9-5.1) e com sinal clinico de
sangramento (4.2 versus 2.2%; RR 2.0; 95% IC 1.2-3.1) (LEE et al,
2010).

Os fatores de risco para o desenvolvimento de pdélipos sdo muitos,
dentre eles: mulheres pés-menopausicas tratadas com Tamoxifeno (risco
de 2 a 36%),(COHEN, 2004; RUNOWICZ, 2011),0besidade (OGUZ, 2005;
ONALAN, 2009; RESLOVA, 1999), terapia de reposi¢cao hormonal na pos-
menopausa —  particularmente em regimes com dose elevada de
estrogénio e/ou com uma progesterona com baixa atividade
antiestrogénica — (OGUZ, 2005; MAIA, 2004) e mulheres com sindrome
de Lynch (LECURU et al, 2007).

Sao mais frequentes nas mulheres multiparas, peri-menopausicas,
entre 40 e 50 anos, aumentando progressivamente conforme a idade
(CAMPANER et al,2011). Os pdlipos sao raros antes dos 20 anos, mais
comuns na quinta década de vida e tendem a diminuir na menopausa
tardia. (STEWART, 2011).

Na péds-menopausa, costumam ser assintomaticos sendo

diagnosticados através da ultrassonografia e/ou podem estar associados
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a presenca de sangramento anormal em torno de um tergco dos casos
(ORVIETO, 1999; SAVELLI, 2003; GOLDSTEIN, 2002).

A sintomatologia mais comum € o sangramento uterino anormal;
porém, parece nao haver relacao entre os sintomas e o tamanho, a
localizagdo e o numero de polipos. A polipectomia resulta na melhora dos
sintomas em 75 a 100% das pacientes.

A histeroscopia com visibilizagcdo direta da cavidade uterina
representa importadncia para o diagnéstico e para o tratamento. O
diagnéstico diferencial do pélipo endometrial pode ser feito com a
hiperplasia de endométrio, adenocarcinoma polipéide, adenomiomas e
adenossarcomas.

A melhor maneira de se realizar a polipectomia € a histeroscépica,
principalmente em casos de pélipos menores ou de dificil localizagcao
(GEBAUER et al., 2001).

Histologicamente, os polipos endometriais apresentam mais células
proliferativas do que o endométrio normal. O estrogénio (E) e a
progesterona (P) sao estimuladores da proliferagdo e diferenciacdo do
tecido endometrial, sendo o numero de receptores desses horménios
responsavel pelo crescimento estromal. O aumento das células
proliferativas encontradas nos poélipos deve-se ao aumento da expressao
imunoistoquimica do Ki-67 e, consequente, diminuicdo da apoptose
celular, demonstrada pela presenca do Bcl-2.

Os podlipos endometriais podem ter uma expressdo aumentada de

RE, diminuida de RP ou ambos (MITTAL et al, 1996)
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Mittal et al (1996) avaliando pdlipos em pré menopausicas e em
diferentes fases do ciclo, concluiram que os pélipos resultam de uma
diminuicao dos RE e P no estroma celular , insensiveis as mudancgas do
ciclo hormonal percebidas no endométrio adjacente.

Koshiyama et al (1996) avaliaram 33 pacientes p6s menopausicas
e encontraram uma diminuicdo dos RE com o aumento da idade
(ARCHER et al, 1991). Belisario et al (2006) nao identificaram relacao
entre a idade e a expressdo dos receptores hormonais nos polipos.
Almeida et al (2004) e Belisario et al (2006) identificaram expressao
aumentada de RE em pdélipos, comparativamente com o endométrio
adjacente, sendo que Almeida et al também identificaram uma expresséo
aumentada dos RP.

Gul et al (2010) identificaram uma diminuicdo dos RP no estroma
do pdlipo endometrial e aumento da idade da paciente.

Niveis aumentados de RE e RP nas células glandulares do
endométrio suportam a noc¢ao de que os receptores sdo as estruturas
mais importantes na resposta hormonal. O significado dos niveis
aumentados de RE nas glandulas dos pélipos endometriais poderia
justificar o papel dos receptores hormonais na proliferagcdo aumentada e
consequente formac&o dos poélipos endometriais (BELISARIO et al, 2006).
Em comparagdo com os pélipos de pés-menopausicas sem uso de TH,
Altaner e colaboradores (2006) encontraram niveis aumentados de Bcl-2
e Ki-67 nos de usuarias de tamoxifeno. Tal achado sugere que pdélipos de

usuarias de tamoxifeno apresentam um nivel aumentado de proliferacéo
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celular e inibicao da apoptose, o que poderia favorecer a malignizagcéao
desses polipos.

A maioria dos pélipos sao benignos; porém, a hiperplasia atipica,
assim como o cancer, ocorrem em 3% dos polipos ressecados de
pacientes com sangramento uterino anormal (BEN-ARIE e cols., 2004;
KELLY e cols., 2007). Mittal e da Costa (2008) avaliaram 31 pdélipos
endometriais com adenocarcinoma ou hiperplasia atipica de pacientes
que foram submetidas posteriormente a histerectomia. Em 66% dos casos
de hiperplasia complexa atipica no poélipo havia hiperplasia complexa
atipica ou adenocarcinoma no endométrio e em 90% dos casos de
polipos que continham adenocarcinoma havia hiperplasia complexa
atipica ou adenocarcinoma também no endomeétrio.

Numa série de 766 pacientes com polipo endometrial, os fatores de
risco clinicos para pré-malignidade (3,26%) ou malignidade (0,52%) foram
menopausa (RR 4.85; 95% IC, 2.09-11.27), sangramento anormal (RR,
3.97; 95% IC, 1.71-9.18) e didmetro do pdlipo (RR 2.93; 95% IC, 1.191-
7.20) (WANG e cols., 2010).

No estudo de Ferrazzi e cols. (2009), com 1152 mulheres
assintomaticas e 770 com sangramento na pds-menopausa submetidas a
polipectomia histeroscopica, a unica variavel associada significativamente
com histologia anormal foi o didmetro do pdlipo maior que 18 mm nas
pacientes assintomaticas (RR 6,9 IC 2,2-21,4).

Em outra revisdo sistematica, Lieng e cols. (2010) encontraram
uma prevaléncia de 0,2 a 23,8% de lesdes pré-malignas em polipos, e de

0 a 12,9% de lesao maligna.
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Na série de Golan e cols. (2010), de 1.124 pacientes com pdlipo
endometrial, lesdes pré-malignas e malignas foram identificadas tanto na
pré como na pés-menopausa, bem como em pacientes sintomaticas e em
assintomaticas. O autor recomenda a retirada de todos os polipos
identificados.

Ha descricdo de 13 casos do tipo seroso-papilifero confinados no
polipo endometrial, com ma evolugdo (TRAHAN e cols., 2005).

O diagnostico de polipo endometrial tem se tornado mais frequente.
Até entdo, a curetagem uterina era o método de avaliagdo da cavidade
endometrial, mas como € um método sem visao direta, a deteccéo de
pélipos ndo era feita em 50-85% dos casos (LOVE et al., 1999; EARLY
BREAST CANCER TRIALISTS COLLABORATIVE GROUP, 1998). A
relacdo entre o uso de medicagbes que agem nos receptores de
estrogénio e a ocorréncia de pdlipos ja é bem estabelecida (SENKUS-
KONEFKA et al.,, 2004). No trabalho de Biron-Shental et al (2003), foi
detectada a presenca de pdélipo endometrial em 25.9% das pacientes pos-
menopausicas usuarias de tamoxifeno com cancer de mama.

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

Das doengas endometriais, o poélipo representa a que mais se
associa com o uso do tamoxifeno (COHEN, 2004). Lahti et al (1993)
encontraram em seu estudo de caso-controle uma freqiéncia de 36% de

polipos endometriais em pos-menopausicas usuarias de tamoxifeno. A



14

freqUéncia relatada de polipos endometriais na literatura varia de 5,38 a
36% (NEVEN et al., 1989; LAHTI et al., 1993; COHEN et al., 1995;
COHEN et al, 1997; CHENG et al., 1997; MAUGERI et al.,, 2001;
MCGONIGLE et al., 1998; BIRON-SHENTAL et al., 2003; NUOVO et al.,
1989; COHEN et al., 2000).

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

O potencial de transformagdo carcinomatosa de um polipo
endometrial é baixo, porém muitos trabalhos demonstraram que em
usuarias de tamoxifeno ndo € incomum o achado de cancer ou hiperplasia
dentro de um polipo endometrial (NEVEN et al., 1998; COHEN et al.,
1999; CECI et al., 2000; RAMONDETTA et al., 1999). Garuti et al (2002),
detectaram 36,3% dos casos de hiperplasia e 33.3% dos casos de cancer
confinados a um pdlipo. Baseados nesses achados, sugerem que 0s

polipos devem ser diagnosticados em usuarias de tamoxifeno e se
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presentes cuidadosamente avaliados. Em relagdo ao diagnostico, referem
que muitos polipos ndo sdo diagnosticados devido as técnicas as cegas
de obtencdo endometrial ou devido ao cut-off inadequado utilizado na
realizacdo do US TV destas pacientes.

Sintomas (sangramento p6s-menopausico) acontecem em torno
de 50% dos casos (DELIGDISCH et al., 2000; COHEN et al., 1999;
RAMONDETTA et al., 1999) e, por isso, se recomenda que a ressecgao
do pdlipo seja realizada em pacientes sintomaticas e assintomaticas.
Marchesoni et al (2001) consideram os pélipos endometriais um
importante  estagio intermediario na carcinogénese endometrial
relacionada com o tamoxifeno, mesmo na auséncia de hiperplasia
endometrial. Todos os pélipos endometriais diagnosticados devem ser
ressecados. A histeroscopia cirurgica parece ser a melhor maneira de
remover estes polipos, ja que a curetagem pode nao remové-los
completamente.

Como nao se pode excluir patologia maligna em poélipos de po6s-
menopausicas usuarias de tamoxifeno assintomaticas por achados
ecograficos, recomenda-se a retirada completa do poélipo por
histeroscopia cirurgica e analise anatomo-patologica de todo o material
ressecado, ja que muitas vezes apenas um foco dentro do podlipo
apresenta transformacao maligna (TEPPER et al.,, 1997; COHEN et al.,
1999).

Os indices de malignizacdo de polipos endometriais nas usuarias
de tamoxifeno tém se mostrado superior aos indices de ndo usuarias,

embora ainda ndo se explique o real mecanismo desta transformacéo
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maligna (COHEN, 2004; BIRON-SHENTAL et al., 2003; COHEN et al.,
1999). Observa-se que a exposi¢cado do endométrio de pés-menopausicas
ao tamoxifeno pode contribuir para a malignizacdo de polipos
endometriais (DELIGDISCH et al., 2000; BERLIERE et al., 1998;
RAMONDETTA et al., 1999).

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

Altaner el al (2006) compararam, através de técnicas de imuno-
histoquimica, polipos endometriais em pds-menopausicas usuarias € nao
usuarias de tamoxifeno. O Bcl-2 (para avaliar apoptose) e o Ki-67 (para
avaliar a proliferacdo celular) foram os marcadores estudados.
Encontraram um aumento de Ki-67 e Bcl-2 em pdlipos de poés-
menopausicas usuarias de tamoxifeno. Esses achados sugerem que os
polipos endometriais apresentam uma maior proliferacdo celular e uma
inibicdo da apoptose que pode representar uma via importante na
malignizacdo desses polipos. O epitélio glandular dos polipos destas
pacientes expressou um aumento do Bcl-2 e altos indices mitbticos,
resultado que parece refletir o efeito estrogénico do tamoxifeno nos
polipos endometriais.

McGurgan P et al (2006) observaram que o uso do tamoxifeno nas
pOs-menopausicas se relaciona com uma diminuicdo da expressédo do RE

na glandula e um aumento do RP no estroma do pélipo endometrial. O
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tamoxifeno possui, em nivel de receptores, um efeito similar no cancer
endometrial (JAMIL et al., 1991; VERING et al., 1993).

Schwartz et al (1997) avaliaram 15 usuarias de tamoxifeno € um
grupo controle de 8 n&o-usuarias também pos-menopdausicas.
Observaram uma diminuicdo de expressdo do RE no estroma do pélipo
endometrial, sendo que no estudo n&do houve alteragcdo na expresséo de
receptores de progesterona. Cohen et al (1997) avaliaram 28 poés-
menopausicas usuarias de tamoxifeno com poélipo endometrial e 14 nao
usuarias e encontraram uma diminuicdo dos receptores de estrogénio
tanto na glandula quanto no estroma dos poélipos de pacientes usuarias de
tamoxifeno.

O tamoxifeno ndo alterou a expressao de Ki-67 no trabalho de Mc
Gurgan (2006), mas alterou a apoptose. No contexto de proliferacéo
celular e morte, a exposicao do pélipo ao tamoxifeno ocorre com uma
baixa proliferacéo celular e um decréscimo na taxa de apoptose. Esses
achados colaboram com a hipo6tese de que os polipos endometriais séo
tumores com alteragdes no controle da apoptose e o tamoxifeno parece
ser um acelerador deste processo. Os resultados de McGurgan
corroboram com a hipétese de que o tamoxifeno tem um importante efeito
no desenvolvimento de pdlipos endometriais, que aparece na imuno-

histoquimica com o aumento da expressao do Bcl-2.



18

1.3.1. Tamoxifeno

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

O tamoxifeno apresenta também uma atividade agonista ao
estrogénio, sendo esta atividade a responsavel pelos efeitos negativos no
trato genital (DANIEL et al.,1996; KAVAK et al.,2000). Sabe-se que os
antiestrogénios  comportam-se como  antagonistas  puros ou

agonistas/antagonistas parciais, dependendo da espécie animal ou da
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célula-alvo, o que dificulta a elucidagdo do seu mecanismo de acéao
(GALLO & KAUFMAN, 1997).

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

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

O tamoxifeno foi originalmente selecionado para o uso terapéutico
devido a sua eficacia e baixa incidéncia de efeitos colaterais em relagao a
outros antiestrogénios n&o esterbdides. Entretanto, alguns autores
referiram sua influéncia na génese de lesbes endometriais, possibilitando,

desse modo, maior risco de neoplasia de endométrio (BARAKAT, 1996;
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FISHER et al., 1998; MOURITS et al., 2001; NISHIMURA et al., 2001).
Sendo o farmaco um composto ndo esterdide que se liga ao receptor
estrogénico e atua tanto como agonista quanto como antagonista do
estrogeno, é referido como modulador seletivo do receptor estrogénico
(SERM) (WILLET et al., 2000).

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

O tamoxifeno é um derivado do ftrifeniletilénico (isbmero trans)
agonista parcial, com efeito antiestrogénico, facilmente absorvido por via
oral (na forma de citrato). E metabolizado pelo citocromo P450 no sistema
microssomal hepatico, resultando em varios metabdlitos. Niveis maximos
de tamoxifeno sao detectados entre 4 e 7 horas ap6s administracao oral
de 20 mg da droga. A concentragao plasmatica média é muito superior ao
estradiol (300ng/ml, enquanto que a do estradiol € em média 0,041ng/ml).
Sua meia vida de distribuicdo é de 7 a 14 horas. Sua excrecgédo € lenta e 0
metabdlito n-desmetiltamoxifeno apresenta meia-vida de eliminagcéo de
aproximadamente 14 dias, permanecendo no tecido mamario por até 5
meses depois de sua administragao.

O principal mecanismo de acdo na mama é a competicdo pelo
receptor estrogénico, formando o complexo tamoxifeno-receptor. O

tamoxifeno apresenta efeitos estrogénicos parciais sobre outros tecidos,
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apesar de agir como antiestrogénico sobre a mama. Sua utilizacado
aumentou o risco relativo para cancer de endométrio (RR 2,53) em
mulheres na pdés-menopausa e também a incidéncia de eventos
tromboembdlicos. Estes efeitos adversos parecem ser dependentes da
dose e do tempo (LUCATO et al., 2006).

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

N&o existe consenso na literatura sobre a agdo do tamoxifeno no
endométrio de mulheres na p6s-menopausa com cancer de mama, bem
como sobre a melhor forma de rastreamento das alteracbes endometriais.
Alguns trabalhos na literatura sugerem que periodos longos de
administragcdo do tamoxifeno se associam com efeitos colaterais
indesejaveis (GAL et al., 1991; CHENG et al., 1997; COHEN et al. 1999;
COHEN et al., 2000; WILLEN et al., 1998; NEVEN et al., 1998; MAUGERI
et al., 2001; WOLF & JORDAN, 1992) e com uma freqiéncia aumentada
de doenca endometrial (COHEN et al.,, 1996). O estudo de Fornander

(1989) observou uma incidéncia de cancer endometrial maior em
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pacientes que usaram tamoxifeno por cinco anos em relacao a pacientes
que usaram por dois anos (p<0,01). Outros trabalhos mostram a
associacgao entre tempo de tratamento e incidéncia de cancer endometrial
(FISHER et al., 1994; VAN LEEUWEN et al., 1994; DELIGDISCH et al.,
2000; FOTIOU et al., 2000; RYDEN et al., 1992; CUMMINGS et al., 1993)
e de sarcoma uterino (FOTIOU et al., 2000; BERGMAN et al., 2000;
LASSET et al., 2001; CECCHINI et al., 1996).

Apesar disso, The American College of Obstetricians and
Gynecologists ndo recomendam screening endometrial de rotina em
pacientes com cancer de mama usuarias de tamoxifeno (ACOG

COMMITTEE OPINION, 2006).

1.3.2. Pélipos e Tamoxifeno

Alteracdes do Tamoxifeno no Endométrio

Um dos efeitos colaterais mais importantes do tamoxifeno parece
ser o proliferativo no endométrio. Em usuarias de tamoxifeno, a obtencéo
de tecido endometrial para analise € frequentemente dificil em casos de
endométrio espessado ao US (COHEN et al.,, 1994; LOVE et al, 1999;
DIJKHUIZEN et al., 1996; COHEN et al., 1993) - muitas vezes isso se
explica pela imagem histeroscépica, usualmente demonstrando um
endométrio atréfico. A analise patologica revela frequentemente nesses
casos dilatacao cistica glandular com estroma periglandular condensado
e atrofia epitelial (DALLENBACH-HELLWEG et al., 2000; MOURITS et al.,

1999; BARAKAT et al., 2000; GERBER et al., 2000; MCGONIGLE et at.,
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1998). Essas lesdes sdao chamadas de atrofia glandular cistica (LOVE et
al., 1999; GERBER et al., 2000). Marchesoni et al (2001) citam em seu
trabalho a atrofia cistica endometrial como um achado anatomo-
patolégico muito comum em pacientes po6s-menopausicas tratadas com
tamoxifeno. A atrofia endometrial cistica € um processo benigno e pode
estar relacionada ao efeito estrogénico do tamoxifeno. Este achado
explica por que o endométrio pode aparecer anormal ao US transvaginal ,
apesar de nao se detectarem lesdes no exame histeroscopico.

Doengas endometriais sé&o vistas em 15 a 61% das pacientes
tratadas com tamoxifeno que realizaram bi6psia endometrial (HANN et al.,
1997). Na maioria dos casos os achados sao benignos (DELIGDISCH et
al., 2000; LOVE et al., 1999; DIJKHUIZEN et al., 1996; KAVAK et al.,
2000; ASCHER et al., 1996). Kedar et al (1994) demonstraram um
aumento do risco de hiperplasia atipica em usuarias de tamoxifeno
(frequéncia de 16% no grupo de usuarias de tamoxifeno x 0% no grupo
sem tamoxifeno). O risco de desenvolver doencas benignas, semelhante
ao risco de desenvolver cancer de endométrio, parece estar relacionado
com o tempo de uso do tamoxifeno (OZSENER et al., 1998; LOVE et al.,
1999; ZARBO et al., 2000). Zarbo et al. (2000), em estudo prospectivo,
acompanharam 219 mulheres com cancer de mama tratadas com
tamoxifeno, durante seis anos, e descreveram prevaléncia de 26,9% de
alteragcdes endometriais, representadas principalmente por poélipos e
atrofia cistica. Achados semelhantes foram descritos em coletanea de 55
ensaios clinicos randomizados (EARLY BREAST CANCER TRIALISTS

COLLABORATIVE GROUP, 1998).
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Cohen (2004), na revisao que incluiu 106 estudos, demonstrou que
a resposta endometrial em pds-menopausicas ao tamoxifeno € variada,
concluindo que as pacientes com cancer de mama que usam tamoxifeno
apresentam maior freqiiéncia de doenga endometrial do que as pacientes
que ndo usam. As alteracbes endometriais devido ao tamoxifeno podem
estar relacionadas com longo tempo de uso da medicagcéo, com altas
doses cumulativas de tamoxifeno, com a presengca de sangramento
vaginal e com a existéncia de doenca endometrial prévia ao tratamento.

Conforme dados da literatura, 2/3 dos casos de céncer de
endométrio diagnosticados em pds-menopausicas com cancer de mama e
usuarias de tamoxifeno sdo pouco diferenciados e com um progndstico
pior do que os casos de cancer de endométrio em ndo usuarias de
tamoxifeno (MIGNOTTE et al., 1998; DELIGDISCH et al., 2000; NAROD
et al., 2001; MAGRIPLES et al., 1993; BERGMAN et al., 2000; LASSET et
al., 2001; BOUCHARDY et al., 2002). Muitos pesquisadores recomendam
que pacientes pos-menopausicas em uso de tamoxifeno recebam um
acompanhamento rigido durante o tratamento, com screening para cancer
de endométrio (WILLEN et al., 1998; MAUGERI et al., 2001; MIGNOTTE
et al., 1998; FONG et al., 2001; TAYLOR et al., 2000; MENZIN et al.,
2000; ASCHER et al., 2000; SUE-BERGMAN et al., 1999), especialmente
as pacientes com histéria prévia de uso de TRH, obesas e usuarias de
longo tempo de tamoxifeno (BERGMAN et al., 2000). A grande maioria
dos estudos sobre o endométrio de usuarias de tamoxifeno sugere que

todas as queixas ginecoldgicas devem ser consideradas, inclusive dor
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pélvica (WICKERHAM et al., 2002) e, principalmente, o sangramento pos-
menopausico.

A indicacdo de suspender a terapia com tamoxifeno devido a
doenca uterina € apenas em casos de hiperplasia com atipias ou casos
de cancer. A restituicdo da terapia com tamoxifeno ap6s o tratamento
cirurgico da doenca uterina parece ser segura (SENKUS-KONEFKA et al.,
2004).

Diversas doencas endometriais, incluindo hiperplasia, pélipos e
cancer, foram identificados em 35.5% das pacientes p6s menopausicas
com cancer de mama e tratadas com tamoxifeno. A doenca endometrial
mais comum nestas pacientes é o pdélipo endometrial benigno, com 8-
36% de incidéncia. Algumas mulheres tendem a desenvolver poélipos
endometriais recorrentes, com uma malignizagdo em torno de 10.7%.

Além de ser considerado um fator de risco para o cancer de
endométrio, o tamoxifeno aumenta a incidéncia de pdlipos endometriais,
sendo esta a principal doenca endometrial relacionada ao uso de
tamoxifeno (Cohen, 2004; Dibi et al, 2009). O ACOG recomenda que seja
realizado um rastreio com ultrassonografia transvaginal,
histerossonografia ou histeroscopia antes do inicio da terapia com
tamoxifeno nas pds menopausicas, e se houver diagnéstico de pélipo
endometrial, este dever ser removido antes do inicio da terapia com

tamoxifeno (ACOG, 2006).
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1.3.3. Marcadores Imuno-histoquimica

Ki-67

O Ki-67 é um antigeno nuclear encontrado nos nucleos das células
durante a fase pré-mitética da sintese de DNA, sendo um indicador
reconhecido de atividade mitética celular. O aumento de sua expressao €
indicativo da elevagdo mitética e proliferagcdo das células. Verificando o
ciclo menstrual normal, durante a fase proliferativa, sua expresséao
encontra-se aumentada.

O Ki-67 se expressa em todos os estagios do ciclo celular
enquanto as células estdo em mitose; porém, ndo se expressa nas
células em repouso. A proliferagdo celular era considerada um risco para
desenvolver neoplasia; porém, recentes estudos correlacionam a
apoptose com este risco. Tais achados sugerem que esse marcador
esteja interligado com a proliferagdo dos poélipos endometriais nas
mulheres na pos-menopausa.

A exclusiva expressao deste antigeno em células em processo de
proliferacdo faz com que os anticorpos se tornem uma ferramenta
inestimavel para o estudo da proliferacédo celular em pesquisa sobre
cancer. O anticorpo Ki67 original s6 pode ser utilizado em tecido fresco ou
congelado, uma vez que a fixagdo reduz ou anula a reacédo
imunohistoquimica.

Este protétipo de anticorpo foi sucedido por outros anticorpos que

podem reconhecer a proteina Ki67 em cortes de tecidos
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convencionalmente fixados (0 mais amplamente utilizado € o MIB-1)
(BROWN et al., 2002; ENDL et al., 2000).

No endométrio de mulheres pré-menopausicas saudaveis, um nivel
aumentado de estradiol coincide com um aumento na expresséo do Ki-67,
do receptor de progesterona e do receptor de estrogénio. Pode-se deduzir
que o tamoxifeno, devido ao seu efeito agonista no endométrio, induziria a
um aumento na expressdo do Ki-67 no epitélio glandular e isto se
relacionaria ao status de receptor de estrogénio. Devido ao fato de que
agonistas do estrogénio no endométrio podem induzir a expressao do
receptor de progesterona, esses podem estar aumentados em usuarias
de tamoxifeno (MOURITS et al. 2002).

O numero de células nucleares positivas para Ki-67 nos poélipos
endometriais e no endométrio normal varia de acordo com a fase do ciclo
menstrual. Durante a menstruagdo e no inicio do ciclo, as percentagens
de células positivas no epitélio glandular € menor e possuem uma
diferenca pouco significativa em ambos, endométrio ou pdlipo (RCOG,

2004).

1.3.4. Receptores Esteroides

No inicio da década de 1960, observou-se primeiramente que o0s
estrogénios radiativamente marcados concentravam-se preferencialmente
em o6rgaos alvos do estrogénio. Esta observagcdo gerou o conceito de
‘receptor de estrogénio” (JENSEN et al., 2002). Os receptores de

estrogénio e o0s receptores de progesterona pertencem a uma
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superfamilia de receptores nucleares de horménios. Essas proteinas
receptoras funcionam como fatores de transcricdo quando se ligam aos
seus receptores ligantes. Esses receptores compartiham uma
organizacado funcional e estrutural comum; seus dominios funcionais
foram designados de A-F.

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

Por meio da ligagdo do DNA, o RE influencia a expressdo dos
genes responsivos ao estrogénio, como o RP, importante na sinalizagao
mitogénica e cuja transcricdo € estimulada por meio de, pelo menos, dois
dominios distintos localizados na regido amino-terminal A/B (AF-1) e na
regido carboxi-terminal E do receptor (AF-2). Essa duas regibes do
receptor de estrogénio parecem agir juntas para promover a ativacao
transcricional completa dos genes responsivos ao estrogénio.

O AF-1 é um dominio de ativacdo do receptor do estrogénio
horménio independente, enquanto que o AF-2 é horménio dependente
(WEBSTER et al., 1989). Existe uma regido no interior do AF-2 que é
altamente conservada dentre os receptores nucleares de hormdnios, e &
composta por residuos-alvos hidrofébicos muito importantes para a
ativacédo transcricional horménio-dependente (DANIELIAN et al., 1992).
Um terceiro dominio de ativacao foi identificado no receptor de estrogénio
humano dentro da porgdo amino-terminal do AF-2, que tem sido chamado

AF2 alfa 23. Esta regiao possui tanto uma fungéo ativadora transcricional
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constitutiva quanto um efeito estimulador em AF-1 (CHAMBRAUD et al.,
1990). Tanto o AF-1 quanto o AF-2 sdo necessarios para uma atividade
transcricional maxima dos RE na maior parte dos ambientes celulares,
mesmo que em certos promotores o AF-1 e o AF-2 possam funcionar de
maneira independente (TZUKERMAN et al., 1994).

Algumas pesquisas tém demonstrado que, quando o AF-2 é
necessario para a atividade transcricional do RE, os antiestrogénicos
como o tamoxifeno atuam como antagonistas puros (BOCQUEL et al.,
1989). Entretanto no contexto celular no qual o AF-2 ndo € necessario e o
AF-1 é suficiente para a atividade transcricional, o tamoxifeno pode atuar
como agonista parcial (TZUKERMAN et al., 1994; McDONNELL et al.,
1995). Assim, os antiestrogénicos podem agir como antagonistas de AF-2
e como agonistas de AF-1. O fato de que os antiestrogénicos interagem
de maneira diferente com esses dois dominios transativacionais
dependendo do ambiente celular pode explicar porque essas moléculas
podem agir tanto como antagonistas no tecido mamario quanto como
agonistas de RE no utero.

A técnica padrao para o estudo dos receptores hormonais era a
avaliacdo através de um ligante bioquimico. Atualmente a imuno-
histoquimica € considerada o padrao-ouro, pois além de ser aplicavel a
tecidos fixados em formalina, a tecidos parafinados, existem muitos
reagentes disponiveis para a realizagédo da técnica (HAYES, 2000).

A andlise imuno-histoquimica pode ser realizada em finas sec¢des
de tecido, cortadas a partir de formas fixadas com formalina, parafina ou

amostras de biépsias congeladas. Inicialmente sao feitas seccbes de 4 a
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5 micra e montadas sobre laminas cobertas de proteinas. Para aumentar
a sensibilidade de detecc&o, as amostras sdo primeiramente aquecidas
(SHI et al.,, 1997). As sec¢des sdo expostas a um anticorpo primario
dirigido contra o RE ou ao RP, e entdo um anticorpo secundario que
reconhece o primeiro é adicionado para amplificar o sinal subsequente.
As amostras sao coradas e contadas e a quantidade de proteinas
presentes pode ser observada de forma semi-quantitativa.

Embora a técnica de imuno-histoquimica ofereca inumeras
vantagens, a analise pode possuir algumas desvantagens. Os resultados
podem variar substancialmente devido as diferencas na fixagéo do tecido,
modificagcdo do procedimento, tipo de anticorpo utilizado (ELLEDGE et al.,
1994) e tratamento do antigeno (JACOBS et al., 1996).

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

positividade na técnica de imunoistoquimica.

1.3.5. Bcl-2

O equilibrio entre a atividade mitdtica e a apoptose regula o

desenvolvimento endometrial normal no ciclo menstrual. O Bcl-2 é um
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proto-oncogene e um membro representativo da familia dos genes que
esta relacionado com o prolongamento da sobrevivéncia celular, inibindo
a apoptose. O Bcl-2 é uma proteina anti apoptética que inibe a morte
celular. Sua expressdo é caracterizada no ciclo endometrial normal -
durante o ciclo menstrual, a expressdo maxima do Bcl-2 ocorre no meio
da fase proliferativa e desaparece na fase secretora do ciclo, sugerindo
uma regulacao feita pelos horménios esteroides (GOMPEL et al, 1994;
TAYLOR et al, 2003; ALTANER et al, 2006).

Estudos recentes confirmaram ser grande a expressao da proteina
na hiperplasia simples e complexa. Taylor et al (2003) testaram a hipbtese
de que os pdlipos sdo um foco de hiperplasia simples, examinando o
status do receptor hormonal e dos marcadores de proliferagao (Ki-67) e
apoptose (Bcl-2) no pélipo em diferentes estagios no ciclo menstrual.

Na fase proliferativa, niveis baixos de apoptose ainda sao
necessarios para manter o funcionamento das células endometriais,
podendo haver uma super expressao prolongada do Bcl-2 em uma éarea
focal do endométrio, causando hiperplasia endometrial. A progesterona e
o estrogénio influenciam a apoptose das células endometriais e, quando
ocorre uma alteragdo na apoptose celular do endométrio, observamos a

sequéncia hiperplasia-atipia-adenocarcinoma (ARENDS, 1999).

1.4. Imuno-histoquimica e Tamoxifeno

Os receptores de estrogénio no endométrio de pds-menopausicas

decrescem gradativamente com o aumento da idade (KOSHIYAMA et al.,
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1996). In vitro, o tamoxifeno ativa os receptores de estrogénio, causando
up-regulation dos RE e RP no endométrio (GORODESKI et al., 1992).
Alguns estudos confirmam que durante o uso do tamoxifeno em mulheres
com cancer de mama ocorre um aumento no endométrio da expressao de
receptores esterdides (KARCK et al.,, 2000; ELKAS et al.,2000;
KOMMOSS et al., 1998) e de marcadores da proliferacao celular (ELKAS
et al., 2000).

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

Outros estudos com periodo mais longo de uso do tamoxifeno
demonstraram um aumento expressivo nos receptores de progesterona
(ELKAS et al., 2000; SCHWARTZ et al., 1997). Os achados
heterogéneos da literatura em relacdo a expressdo de receptores
esterbides e Ki-67 no endométrio de pds-menopausicas podem estar
relacionados com o tempo de uso do tamoxifeno, ja que a modulacdo
exercida por ele sobre os receptores esterdides e sobre os marcadores de
proliferacdo parece mudar conforme o tempo de uso (TREGON et al.,
2003).

Até entdo, muita énfase era dada ao Ki-67 no processo da

carcinogénese celular, pois um aumento da expressdao do Ki-67
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representava o processo essencial para o desenvolvimento do cancer.
Recentemente, tém-se aumentado o interesse pela apoptose celular, vista
como um mecanismo fundamental no desenvolvimento do céncer
(TAYLOR et al., 2003; IOFFE et al., 1998). Altaner et al (2006) avaliaram
o risco de malignizagdo dos polipos endometriais comparando a
expressao do Bcl-2 e do Ki-67 em pds-menopausicas usuarias € nao
usuarias de tamoxifeno. O estudo demonstrou aumento da expressao do
Bcl-2 e do Ki-67 nos pélipos endometriais das usuarias de tamoxifeno,
demonstrando uma inibicdo da apoptose e um alto indice de mitose
celular, sugerindo uma maior chance de transformacao maligna desses
polipos endometriais expostos ao tamoxifeno. Esta expressao aumentada
do Bcl-2 e do Ki-67 pode refletir o efeito estrogénico do tamoxifeno nos
polipos endometriais.

McGurgan et al (2006) realizaram um estudo em poélipos
endometriais de pds-menopausicas usuarias (com cancer de mama) e
nao-usuarias de tamoxifeno, considerando os possiveis efeitos do
tamoxifeno na expressdo dos receptores de estrogénio, receptores de
progesterona, Ki-67 e Bcl-2. Observaram que, com o uso do tamoxifeno,
houve uma diminuicdo na expressao dos receptores de estrogénio no
epitélio glandular do pdélipo endometrial e um aumento da expressao dos
receptores de progesterona no estroma. O decréscimo na expressao de
receptores de estrogénio no estroma dos pélipos foi descrito por outros
autores (SCHWARTZ et al., 1997; COHEN et al., 1997), sendo que Cohen

et al (1997) também encontraram uma diminuicdo dos receptores no



34

epitélio glandular. Tanto Cohen como Schwartz ndo encontraram
alteracéo na expresséao do receptor de progesterona.

O estudo de McGurgan et al (2006) n&o encontrou alteragdes na
proliferagdo celular relacionadas com a exposicdo ao tamoxifeno
(mensurada pelo Ki-67), detectando baixo indice de proliferacéo celular
nos polipos endometriais das pdés-menopausicas usuarias de tamoxifeno.
A deteccao do Bcl-2 foi superior neste grupo, mostrando o efeito do
tamoxifeno na diminui¢cdo da apoptose nos poélipos das usuarias.

Em contraste com a alta expressao de receptores esterdides
observada em polipos endometriais, uma diminuicdo nos receptores
esteréides € um evento precoce na carcinogénese endometrial, sendo
que o carcinoma de endométrio geralmente tem um nivel mais baixo de
receptores esterdides do que o endométrio normal ou hiperplasico
(PICKARTZ et al., 1990; LI et al., 1996).

O estudo Mourits et al (2002) avaliou o efeito do tamoxifeno na
proliferacdo e na expressado dos receptores esterdides no endométrio de
pacientes po6s-menopausicas. O estudo demonstrou uma proliferacao de
epitélio endometrial benigno maior (determinada através do MIB-1) no
endomeétrio das usuarias de tamoxifeno, comparado com as ndo usuarias.
No grupo das usuarias de tamoxifeno com céncer endometrial, a
percentagem de tumores RE foi de 60%, inferior aos 88% de RE positivo

do grupo das nao usuarias.
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1.5. Cancer de Endométrio

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

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

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

A associagao entre o uso de tamoxifeno por pds-menopausicas

com cancer de mama e o cancer de endométrio ja € conhecida, varios
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trabalhos demonstram um risco relativo aumentado quando comparadas
com néao usuarias de tamoxifeno (FORNANDER et al., 1989; MIGNOTTE
et al., 1998; DELIGDISCH et al., 2000; NAROD et al., 2001; EARLY
BREAST CANCER TRIALISTS COLLABORATIVE GROUP, 1992;
CURTIS et al, 1996; CUENCA et al.,, 1996; KATASE et al.,, 1998;
EARLY BREAST CANCER TRIALISTS COLLABORATIVE GROUP, 1998;
COHEN et al., 1999; BERNSTEIN et al., 1999; BERGMAN et al., 2000;
LASSET et al., 2001).

Alguns trabalhos na literatura demonstram que o risco de cancer de
endométrio aumenta ao longo do tempo de uso do tamoxifeno, com um
risco relativo de 1.3 a 7.0.(LAHTI et al., 1993; KEDAR et al., 1994;
COHEN et al., 1996; GIBSON et al., 1996). O risco relativo mais alto foi
7.5, observado em pacientes tratadas no trabalho NSABP B-14 (FISHER
et al., 1994). Porém, o mesmo grupo (NSABP-06), em outro trabalho,
encontrou um RR de 2.2 a 2.3. Tal diferenca se justificaria pelo fato de
que no NSABP B-14, o grupo controle apresentou um numero muito
pequeno de casos de cancer de endométrio. O risco de desenvolver
cancer de endométrio parece aumentar com o tempo de uso (TREILLEUX
et al,, 1999; BERGMAN et al., 2000; MIGNOTTE et al.,, 1998; VAN
LEEUWEN et al., 2001; CUENCA et al., 1996; DALLENBACH-HELLWEG
et al., 2000; SASCO et al., 1996; BERNSTEIN et al., 1999) e com a dose
cumulativa (FORNANDER et al., 1989; FISHER et al., 1994; ANDERSON
et al., 1991) do tamoxifeno.

Outras evidéncias sobre o efeito do tamoxifeno no endométrio

foram descritas em importantes ensaios clinicos (CHENG et al., 1997; DE
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MUYLDER et al., 1991; COHEN et al., 1997), demonstrando uma razao
de chance de 2.4 para desenvolver cancer de endométrio em pacientes
tratadas com tamoxifeno (p=0.0005) (COHEN et al., 1997).

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

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

Provavelmente em razdo da histologia desfavoravel e do estagio do
cancer no momento do diagnostico, a mortalidade por cancer de
endométrio € maior em usuarias de tamoxifeno do que em n&o usuarias

(DELIGDISCH et al., 2000; MIGNOTTE et al., 1998, BERGMAN et al.,
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2000; MAGRIPLES et al.,, 1993; NAROD et al.,, 2001; RAGAZ et al.,
1998).

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

E estimado que a populacdo de risco para desenvolver cancer
endometrial induzido pelo tamoxifeno seja de 406.000 pacientes por ano
na populacdo mundial. Dessas, 820 terdo cancer de endométrio e 120
morrerao disto (SEOUD et al., 1999).

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

endométrio.

1.6. Hiperplasia Endometrial

A taxa de hiperplasia identificada em pd6s-menopdausicas com

cancer de mama e usuarias de tamoxifeno é alta, comparada com
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pacientes ndo usuarias (DANIEL et al., 1996; COHEN et al., 1994;
NEVEN et al., 1998; MAUGERI et al., 2001; LAHTI et al., 1993;
BORENSTEIN et al., 1994; GIBSON et al., 1996; CHENG et al., 1997;
COHEN et al., 1993; EXACOUSTOS et al., 1995; BERTELLI et al., 1998;
MCGONIGLE et al., 1996). A hiperplasia endometrial € mais comumente
diagnosticada em usuarias de tamoxifeno, sendo mais frequente em pés-
menopausicas com cancer de mama e sintomaticas (SPM) do que nas
assintomaticas (COHEN, 2004). Ocorre em 2-30% das p6s-menopausicas
usuarias do tamoxifeno (Tabela 3), conforme dados de estudos caso-
controle. E sugerido por alguns estudos que pacientes sintomaticas
(sangramento uterino anormal) apresentem as maiores incidéncias de
hiperplasia endometrial. Cohen et al (1999) encontrou 35.7% de casos de
hiperplasia em pacientes sintomaticas (SPM) e 5.6% em assintomaticas
(p<0.0001).

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

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

tamoxifeno é muito baixo.
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2. Justificativa

Ainda ndo existe na literatura um consenso sobre a patogénese e o
real efeito do tamoxifeno nos receptores hormonais dos pdlipos
endometriais em pacientes p6s- menopausicas. O uso de tamoxifeno é
fator de risco para hiperplasia endometrial, presenca de poélipos e Ca de
endométrio. Mulheres pds-menopausicas usuarias de tamoxifeno
apresentam polipos hiperplasicos com maior risco de malignizagéao

quando comparadas as nao usuarias.

3. Hipétese diagnoéstica

Mulheres usuarias de tamoxifeno na pdés-menopausa apresentam

polipos com maior expresséo de Ki-67 e Bcl-2.

4. Objetivos

4.1. Objetivo principal:

Estudar a patogénese dos poélipos endometriais em pacientes pds-
menopausicas usuarias ou nao de Tamoxifeno, através da avaliagdo da
expressao dos receptores hormonais de estrogénio e progesterona e
marcadores de proliferagdo/apoptose (ki-67 e Bcl-2) , através da imuno-

histoquimica.
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4.2. Objetivos secundarios:
1. Correlacionar o tempo de menopausa com a expressdo dos

receptores hormonais (RE e RP)
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INTRODUGAO: Os polipos endometriais sdo achados comuns na pos-
menopausa, comumente diagnosticados na quinta década de vida. Sua
prevaléncia na populacao geral varia de 3 a 25%, com uma malignizagao
em torno de 10.7%. Ainda nao existe na literatura um consenso sobre a
patogénese e o real efeito do tamoxifeno nos receptores hormonais dos
polipos endometriais em pacientes pos- menopausicas.

OBJETIVO: Avaliar a expressao dos receptores hormonais e dos
marcadores de proliferacao/apoptose (ki-67 e Bcl-2) nos pdlipos
endometriais de pods-menopausicas nao usuarias e usuarias de
tamoxifeno.

PACIENTES E METODOS: Foram incluidas 46 pacientes pos-
menopausicas, com idade entre 47 e 86 anos. Todas as pacientes
apresentavam sangramento pos-menopdausico e foram submetidas a
resseccdo histeroscopica de pédlipo endometrial. Quatorze pacientes
estavam em uso de tamoxifeno, as demais sem uso de medicacdes
hormonais. Para a analise imuno-histoquimica foi utilizado o tecido
tumoral fixado em formalina e incluido em parafina.Foi utilizado o kit
ADVANCETM HPR (DakoCytomation®) para deteccdo do Ki-67, Bcl2,
REe RP.

RESULTADOS: Na nossa amostra avaliamos o componente glandular
dos polipos e encontramos uma expressdo de 96,9% de receptores de
progestogénio nos polipos de ndo usuarias de tamoxifeno e de 92,3% nas
usuarias (p0, 499).Em relacdo aos receptores de estrogénio, todos os
polipos de nao usuarias de tamoxifeno expressaram receptor de

estrogénio e 92,3% das usuéarias de tamoxifeno também foram RE
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positivas nos polipos avaliados (p0,295). Encontramos uma expresséo de
75% de ki-67 em polipos de usuarias de tamoxifeno e de 82,8% em pos-
menopausicas ndo usuarias. Todas apresentaram expresséo de Bcl-2 nos
polipos endometriais.

CONCLUSOES: A avaliacdo imuno-histoquimica de polipos endometriais
deste estudo demonstrou que o tamoxifeno, apesar de ser considerado
fator de risco para o polipo endometrial, ndo alterou a expressdo dos
receptores hormonais significativamente em comparagédo com as nao
usuarias de tamoxifeno. Também nao houve diferenca entre os grupos na
expressao do ki-67 e do Bcl-2, ambos apresentaram inibicdo da apoptose
demonstrada através da expressao do Bcl-2 em todos os casos incluidos
no estudo. Este achado reforca a teoria de que podlipos crescem por
inibicdo da apoptose e néo por proliferacdo celular isolada.Nas pos-
menopausicas a apoptose parece ocorrer independentemente dos
mecanismos de controle dos receptores de estrogénio e dos receptores
de progesterona.

Palavras Chaves: Endometrio, Tamoxifeno, Menopausa, Imuno-
histoquimica, ki-67, Receptor de estrogénio, Receptor de progesterona,

Bcel-2.
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Introdugao

Os polipos endometriais sdo achados comuns na poés-
menopausa, porém sua patogénese ainda nédo € totalmente
conhecida (. SZo mais comumente diagnosticados na quinta
década de vida @, ocorrendo em 16 a 54% das mulheres com
sangramento pds- menopausico ® 4. Menopausa tardia, o uso de
terapia hormonal (TH) e de tamoxifeno sdo considerados fatores de
risco para o desenvolvimento dos pélipos endometriais. Esses,
apesar da etiopatogenia desconhecida, sdo considerados fator de
risco para o cancer de endométrio. A incidéncia dos poélipos é maior
nas mulheres expostas ao tamoxifeno, presumivelmente devido aos
efeitos estrogénicos do tamoxifeno no endométrio ©.

Este estudo foi idealizado porque ainda ndo existe na
literatura um consenso sobre a patogénese dos polipos
endometriais em pacientes pds- menopausicas e sobre o efeito do
tamoxifeno nos receptores hormonais destes pélipos. Também nao
existe um consenso sobre o real efeito do tamoxifeno nos
marcadores de proliferacdo/apoptose celular dos pélipos de pds-

menopausicas expostas a este medicamento.
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1. Pacientes e Métodos

a. Pacientes

Foram incluidas 46 pacientes pds- menopausicas, com idade
entre 47 e 86 anos. Todas as pacientes apresentavam
sangramento pés-menopausico e foram submetidas a ressecgao
histeroscépica de pélipo endometrial.

Quatorze pacientes estavam em uso de tamoxifeno (no minimo
por um ano) para tratamento de cancer de mama (grupo 2), as
demais estavam sem uso de nenhuma medicagado hormonal por no
minimo seis meses (grupo 1). O tempo de menopausa variou de
um a trinta e cinco anos.

Das 184 laminas confeccionadas, foram excluidas 3 laminas
dos receptores de estrogénio e progesterona, 13 laminas de ki-67 e
4 laminas do Bcl-2, todas por dificuldade na confeccéo e leitura das
mesmas.

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da

Instituic&o.

b. Métodos

Para a analise imuno-histoquimica foi utilizado o tecido tumoral

fixado em formalina e incluido em parafina. Os blocos foram

seccionados na espessura de 3um, desparafinados e rehidratados
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para a realizacdo da técnica. Foi utilizado o kit ADVANCE™ HPR
(DakoCytomation®) para deteccéo do Ki-67, Bcl2, RE, e RP. A
recuperacao antigénica do Ki 67 foi realizada com citrato de sodio
(pH 6,0) e a recuperacao antigénica do Bcl2, RE e RP foi realizada
com Tris-EDTA (pH9,0) aquecido em banho-maria, (95-98T) por
40 min. A atividade da peroxidase endogena foi bloqueada,
utilizando-se dois banhos de 10 min em perdxido de hidrogénio
(H202) 30V, a 5%, em metanol. O bloqueio das proteinas
inespecificas foi realizado com Albumina de Soro Bovino (BSA) 1%
por 30min. A incubagcdo com o anticorpo primario realizou-se
durante a noite, a temperatura de 4T. A incubagdo com anticorpo
secundario e anticorpo terciario foi realizada durante 40min a
temperatura ambiente. Como controle positivo para Ki-67 e Bcl2 foi
utilizado amostra de tecido linféide (tonsila palatina) e para os
receptores de estrogeno (RE) e progesterona (RP) foi utilizado
tecido mamario. Para controle negativo da técnica, foi utilizado o
mesmo tecido, incubado com o0 mesmo anticorpo, exceto o
primario, que foi substituido por BSA1%. A ligacdo antigeno-
anticorpo  foi  visualizada com o cromégeno DAB
(diaminobenzidina). A contra coloragéo foi feita com hematoxilina
de Harris e as laminas foram desidratadas e montadas com resina
sintética.

Todas as laminas imunocoradas foram analisadas e
quantificadas por dois observadores em microscépio éptico para

cada anticorpo separadamente. A leitura foi realizada, através da
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analise da imunocoloracdo para receptores de estrégeno (ER),
progesterona (PR), ki 67 e Bcl 2 em pelo menos 10 campos de
grande aumento (10 x HPF) para todos os casos, considerando
para analise do resultado a imunorreagdo no componente
glandular.

Para os receptores de estrogeno (ER) e progesterona (PR),
foram considerados positivos os casos em que se identificou
imunocoloragdo do nucleo em pelo menos 1% das células
glandulares de toda a amostra, e negativos, a auséncia de
qualquer coloracéo nuclear ou em menor de 1% da amostra.

A leitura do Bcl2 foi realizada através da identificacdo da
imunocolaragdo citoplasmatica das células glandulares. Foram
considerados negativos os casos com auséncia de coloragdo em
qualquer glandula endometrial, e positivos quando identificado pelo
menos uma glandula endometrial da amostra com reacgao positiva.

O Ki67 foi analisado semi-quantitativamente através da
identificacdo de imunocolaragao nuclear do componente glandular
das amostras, sendo considerados com proliferagdo aumentada a
identificagédo de 5% ou mais dos nucleos das células glandulares
imunocorados. Os casos com auséncia de imunocolaragédo ou
menos de 5% dos nucleos corados nao foram considerados com

indice de proliferacdo aumentada.

c. Analise Estatistica
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As variaveis qualitativas foram descritas através de freqiiéncia
absoluta e relativa e as variaveis quantitativas através de média e
desvio-padrao ou mediana e intervalo interquartil.

A comparacao entre média de idade da paciente e idade da
menopausa em relagdo ao grupo foi através do teste T. O teste
exato de Fischer foi utilizado para associar a presenga/auséncia de
receptores hormonais (RE e RP) e marcadores de
proliferagao/apoptose (ki-67 e Bcl-2) com os grupos. A comparagéo
do tempo de menopausa em relacdo aos grupos e
presencga/auséncias de RP foi através do Teste ndo paramétrico
Mann-Whitney.

As andlises foram realizadas através do software SPPS versao

17.0 e o nivel de significAncia adotado nas analises foi de 5%.

. Resultados

A expressao dos receptores hormonais (RE e RP) e dos
marcadores de proliferacdo/apoptose (ki-67 e Bcl-2) nos pdlipos
endometriais de pos-menopausicas ndo usuarias (grupo 1) e

usuarias de tamoxifeno (grupo 2) encontra-se na tabela 1.

Em ambos os grupos houve uma importante expressédo de
receptores de estrogénio e de progesterona no tecido glandular dos
polipos endometriais, sem diferenca entre os grupos. A média de

idade das pacientes nao usuarias de tamoxifeno foi 60,91anos néo
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diferindo da média de idade das usuarias de tamoxifeno que foi 63,87

(p 0,360).

Conforme tabela 2, a idade média da menopausa nas
pacientes nao usuarias de tamoxifeno foi 49,90 anos também néo
diferindo da média de idade da menopausa das usuarias de

tamoxifeno que foi 49,29 anos (p 0,727).

As pacientes foram encaminhadas para realizacdo de
histeroscopia ap6s referirem sangramento pds-menopausico e
ecografia sugestiva de polipo endometrial. A mediana do tempo de
menopausa no momento da realizagdo da ressecc¢ao histeroscédpica
do pélipo endometrial no grupo das nao usuarias de tamoxifeno foi de
8,00 anos ( intervalo inter-quartil 3,76-14,00) e no grupo de usuarias a
mediana foi de 10,50 anos ( intervalo interquartil 7,00- 21,75),
também nao havendo diferenca significativa em relacdo a grupo
(p=0,161). Em relacdo ao tempo de menopausa e a expressao de
receptores hormonais, observa-se que na auséncia de expressao do
receptor de progesterona o tempo de menopausa (mediana de 28
anos) foi significativamente maior do que na presencga de expresséo

(mediana 9 anos), conforme tabela 3 (p=0,026).

Os podlipos ressecados por histeroscopia foram classificados
como hiperplasicos ou atréficos. Ndo tivemos nenhum caso de

hiperplasia atipica ou cancer nos casos examinados.
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3. Discussao

Em nosso estudo, tanto a média de idade das pacientes
quanto a idade média da menopausa semelhantes nos dois grupos
demonstram dados de uma populacdo homogénea e randomizada.
Além de ndo existir consenso sobre o tratamento dos pélipos
endometriais na pds-menopausa, sua patogénese ainda nao é
completamente conhecida. Biron-Shental T et al identificaram poélipos
endometriais em 25,9% das mulheres pés menopausicas com cancer
de mama e usuéarias de tamoxifeno. Baseado na literatura, a

malignizacdo destes polipos pode ocorrer em 3-10.7% dos casos © "

8,9)

O papel do estrogénio no desenvolvimento dos pdélipos
endometriais pode ser avaliado através dos receptores celulares.
Estudos demonstram que existem poucos receptores de
progestogénio comparados com os receptores de estrogénio no
estroma, mas ndo no componente glandular dos pdlipos (% . Na
nossa amostra avaliamos o componente glandular dos poélipos e
encontramos uma expressao de 96,9% de RP nos polipos estudados
no grupo de mulheres pos-menopausicas ndo usuarias de tamoxifeno
e de 92,3% nas usuarias de tamoxifeno (p0, 499). Em relagdo aos
RE, todos os pdlipos do grupo de mulheres p6s-menopausicas nao
usuarias de tamoxifeno expressaram RE e 92,3% dos pdlipos
avaliados no grupo de mulheres pos-menopdausicas das usuarias de

tamoxifeno também apresentaram RE positivos (p0, 295).



67

Estes achados demonstram que o uso de tamoxifeno em
mulheres pos-menopdusicas nado parece ter efeito significativo na
expressao de receptores de progesterona e estrogénio nos poélipos

endometriais incluidos neste estudo.

Os pélipos endometriais podem crescer através de uma
expressdao aumentada dos RE, reducdo da expressao do RP ou

ambos (°

). Nao identificamos uma diferenca entre a expresséo de
receptores de estrogénio e progestogénio nos poélipos analisados na

nossa amostra.

Na literatura Taylor et al (2003) demonstrou que poélipos tem
expressao elevada de RE apenas no epitélio glandular,concordando
com nossos achados porém,avaliamos somente o epitélio glandular

dos polipos.

Diversos outros estudos sobre a patogénese dos polipos
endometriais demonstram a participagcdo do estrogénio e da
progesterona, que parecem estar em desequilibrio na presenca dos

polipos endometriais (1% 10 13- 14. 15,11, 3)

Enquanto alguns estudos
demonstram diminuic&o, outros demonstram aumento dos receptores

hormonais (RH) nos pélipos.

Almeida et al (2004) avaliando receptores hormonais nos
polipos endometriais € no endométrio adjacente dos polipos
estudados em mulheres pés-menopausicas observaram uma
expressdo bem maior de receptores hormonais (estrogénio e
progesterona) nos polipos, sugerindo que pdlipos endometriais

podem se desenvolver em niveis baixos de estrogénio e com
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endométrio adjacente atrofico ). O estudo conclui que os receptores
hormonais representam um papel importante na fisiopatologia dos
polipos endometriais das mulheres pdés-menopausicas, especialmente

os receptores de estrogénio.

Conforme varios estudos, autores como Mittal et al (1996) e
Belisario et al (2006) sugerem que o aumento na expressdo dos
receptores de estrogénio e progesterona em células glandulares de
polipos podem ser responsaveis pelo desenvolvimento de pélipos na

(10.16) " As conclusdes

auséncia de niveis elevados de estrogénio
destes estudos indicam que a expressdo dos receptores de
estrogénio e progesterona difere entre as porcdes estromal e

glandular do endométrio dos poélipos em pacientes na pobs-

menopausa.

Koshiyama et al (1996) estudaram 33 pacientes na pos
menopausa e encontraram diminuicao dos receptores de estrogénio
com o aumento da idade "". Na nossa amostra identificamos uma
diminuicdo dos receptores hormonais nos poélipos endometriais

quanto maior o tempo de menopausa (p0, 026) 2.

Encontramos uma expressao de 75% de ki-67 nos pdlipos de
usuarias de tamoxifeno e de 82,8% nos pdlipos das mulheres pos-
menopausicas nao usuarias de tamoxifeno. Nosso estudo néo
identificou diferenca na expressao do ki-67 nos dois grupos,

concordante com a literatura (V).

Em um endométrio normal pré-menopdausico a apoptose ocorre

durante o meio e o final da fase secretora e durante os dois primeiros
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dias da menstruacdo. O balango entre a atividade mitética e a
apoptose € o que regula o desenvolvimento endometrial durante o

ciclo menstrual 7,

A expressdao do Bcl-2 é inversamente
proporcional a apoptose que ocorre no tecido. Em nosso estudo,
todas as pacientes (usuarias e nao usuarias de tamoxifeno)

apresentaram expressao de Bcl-2 nos pélipos endometriais.

Morsi et al identificaram uma expresséao significativa de Bcl-2
na porc¢ao glandular do endométrio de pdés menopausicas, apesar de

minima expressdo no estroma endometrial ®.

Alguns estudos
sugerem que o crescimento do poélipo endometrial ocorre devido ao
decréscimo da apoptose (caracterizado pelo aumento da expresséao

do Bcl-2) (19,

Conclusao

Em relagdo ao tempo de menopausa observamos uma menor
expressao de receptores hormonais nos polipos endometriais quanto
maior o tempo de menopausa. A avaliagdo imuno-histoquimica de
polipos endometriais deste estudo demonstrou que o tamoxifeno,
apesar de ser considerado fator de risco para o pélipo endometrial,
nao alterou a expressao dos receptores hormonais significativamente
em comparagdo com as pacientes nao usuarias de tamoxifeno.
Também nédo houve diferenca entre os grupos na expressao do ki-67
e do Bcl-2, ambos apresentaram inibicdo da apoptose demonstrada

através da expressao do Bcl-2 em todos os casos incluidos no
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estudo. Este achado reforca a teoria de que pélipos crescem por

inibicdo da apoptose e nao por proliferagao celular isolada.

Sabe-se que no endométrio funcional a apoptose se relaciona
com a expressao dos receptores hormonais e varia ao longo do ciclo
menstrual. Nas mulheres pds- menopausicas a apoptose parece
ocorrer independentemente dos mecanismos de controle dos

receptores de estrogénio e dos receptores de progesterona.
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Anexo
Tabela 1-Prevaléncia dos receptores hormonais (RE e RP) e marcadores de
proliferagdo/apoptose (ki-67 e Bcl-2) em pacientes pos-menopausicas com polipos

endometriais sintomaticos

Grupo

Positivo I 3 P
RP 31 (96,9%) 12 (92,3%) 0,499
RE 31 (100,0%) 12 (92,3%) 0,295
KI-67 24 (82,8%) 9 (75,0%) 0,627
Bcl-2 30 (100,0) 12 (100,0) -
p*: Qui-quadrado
RP: Receptor de progesterona RE: Receptor de estrogénio
Ki-67: Marcador de proliferagdo Bcl-2: Marcador de apoptose
Grupo 1: Pés menopausicas ndo usuarias de Tamoxifeno
Grupo 2: Pés menopausicas usuarias de Tamoxifeno
Tabela 2- Caracteriza¢do da amostra entre grupos

1 Grupo > P

Idade (anos) 60,91 + 10,08 63,86 £ 9,66 0,360
Idade menopausa 49,90 + 4,02 49,29 £ 5,86 0,727
zleer;lg;’aiza(anos) 8,00 (3,75 — 14,00) 10,50 (7,00 -21,75) 0,161

média+DP  mediana (P25-P75)
p*: teste ¢ de Student
Grupo 1: Pés menopausicas ndo usuarias de Tamoxifeno

Grupo 2: Pés menopausicas usuarias de Tamoxifeno

Tabela 3- Mediana e intervalo interquartil do tempo de menopausa em relagdo a

presenca/auséncia de expressdo do receptor de progesterona (RP)

RP
Positivo Negativo

P

Tempo de menopausa 9,00 (3,50 — 12,50) 28,00 (12,25 -34,00) 0,026

p*: teste de Mann-Whitney
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INTRODUCTION: Polyps are common findings in postmenopausal
commonly diagnosed in the fifth decade of life. Its prevalence in the
general population ranges from 3 to 25%, with a malignancy around
10.7%. Yet there is consensus in the literature about the pathogenesis and
the real effect of tamoxifen in hormone receptor of endometrial polyps in
postmenopausal patients.

OBJECTIVE: To evaluate the expression of hormone receptors and
markers of proliferation / apoptosis (Ki-67 and Bcl-2) in endometrial polyps
of postmenopausal nonusers and users of tamoxifen.

PATIENTS AND METHODS: We included 46 postmenopausal patients,
aged between 47 and 86 vyears. All patients presented with
postmenopausal bleeding and underwent hysteroscopic resection of
polyps endometrial.Fourteen patients were on tamoxifen, the other without
the use of hormonal medications. For immunohistochemical analysis of
tumor tissue used was fixed in formalin and embedded in parafine.lt was
used ADVANCETM HPR kit (DakoCytomation ®) for detection of Ki-67,
Bcl2, RE E RP.

RESULTS: In this study we evaluated the glandular component of the
polyps and found an expression of 96.9% of progestin receptors in polyps
of non-users tamoxifen and 92.3% in users (p0, 499). Regarding estrogen
receptors all polyps nonusers of tamoxifen expressed estrogen receptor
and 92.3% of tamoxifen users were also evaluated ER positive polyps (pO,
295). We found a 75% expression of ki-67 polyps in tamoxifen users and
82.8% in postmenopausal nonusers. All showed expression of Bcl-2 in

endometrial polyps.
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CONCLUSIONS: The immunohistochemical analysis of endometrial
polyps in this study demonstrated that tamoxifen, despite being
considered a risk factor for endometrial polyp, did not alter the expression
of hormone receptors significantly compared with nonusers of tamoxifen.
There was no difference between groups in the expression of Ki-67 and
Bcl-2, both showed inhibition of apoptosis demonstrated by the expression
of Bcl-2 in all cases included in the study. This finding reinforces the
theory that polyps grow by inhibition of apoptosis and not by cellular
proliferation. In postmenopausal apoptosis appears to occur independently
of the control mechanisms of estrogen receptors and progesterone
receptors.

Keywords: Endometrium, tamoxifen, menopause, immunohistochemistry,

ki-67, estrogen receptor, progesterone receptor, Bcl-2.
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Introduction

Although endometrial polyps are common in postmenopausal
women, their pathogenesis is still not entirely understood M, Polyps are
most commonly diagnosed in the fifth decade of life ® and occur in 16 to

54% of women with postmenopausal bleeding ® .

Late menopause,
hormone therapy (HT) and tamoxifen use are considered risk factors for
endometrial polyps. Although the etiopathogenesis of these polyps is still
unknown, they are considered risk factors for endometrial cancer.
Tamoxifen users have a higher incidence of polyps, possibly due to the
estrogenic effects of tamoxifen on the endometrial epithelium ©.

As there is no consensus in the literature regarding the
pathogenesis of postmenopausal endometrial polyps, and the effect of
tamoxifen on the hormone receptor profile of these polyps, the present
study aimed to investigate these issues. The present study also sought to
elucidate the effect of tamoxifen on markers of cell proliferation and

apoptosis in postmenopausal polyps, as the literature is not consistent on

this point.

1. Patients and Method

a. Patients
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A total of 46 postmenopausal women aged between 47 and 86
participated in the study. All patients presented with postmenopausal
bleeding and underwent hysteroscopic resection of endometrial polyps.

Fourteen patients had been using tamoxifen for at least one year to
treat breast cancer (group 2), while the remaining patients had not used
hormone medication for at least six months (group 1). Time since
menopause ranged between one and 35 years.

Polyp samples were cut and mounted on a total of 184 slides.
However, three slides containing estrogen and progesterone receptors, 13
Ki-67 slides and four Bcl-2 slides were discarded due to difficulties in slide
preparation and reading.

The study was approved by the Research Ethics Committee of the

institution in which it was conducted.

b. Method

The immunohistochemical analysis was conducted using formalin-
fixed and paraffin-embedded tumor tissue. Samples were then sectioned
into 3um-thick slices, deparaffinized and rehydrated prior to analysis. The
ADVANCE™ HPR (DakoCytomation®) kit was used for detecting Ki-67,
Bcl-2, and estrogen (ER) and progesterone (PR) receptors. Sodium citrate
(pH 6.0) was used for Ki-67 antigen retrieval. Antigenic retrieval of Bcl-2,
ER and PR was conducted using Tris-EDTA (pH 9.0) incubated at 95-
98T in a water bath for 40 min. Endogenous peroxid ase activity was

blocked by incubation in 5% hydrogen peroxide (H202) 30V in methanol
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for two ten-minute periods. Nonspecific proteins were blocked using 1%
Bovine Serum Albumin (BSA) for 30min. Slides were incubated with
primary antibodies overnight at 4T. Slides were also submitted to
incubation with secondary and tertiary antibodies for 40min at room
temperature. Samples of lymphoid tissue (tonsil samples) were used as a
positive control for Ki-67 and Bcl-2, and mammary tissue was used as a
control for the analysis of ER and PR. The same tissues were also
incubated with all but the primary antibodies, which were replaced by 1%
BSA, as a form of negative control. Antibody-antigen binding was
visualized using DAB chromogen (diaminobenzidine). Harris hematoxylin
was used for counterstaining and slides were dehydrated and mounted
with synthetic resin.

All immunostained slides for each antibody were analyzed and
quantified separately by two observers using an optical microscope.
Immunopositivity for ER, PR, Ki-67 and Bcl-2 was investigated in at least 10
high power fields, and results were considered based on immunoreactivity in

the glandular epithelium.

Cases were considered positive for ER and PR when immunostaining
was observed in at least 1% of gland cells in the sample, and were
considered negative when immunostaining was not observed, or occurred in

less than 1% of the sample.

Analysis for Bcl2 was conducted through cytoplasmic immunostaining
of gland cells. Absence of staining in the endometrial gland was indicative of
a negative result, and reactions in at least one endometrial gland were

considered positive results.



81

Ki-67 immunoreactivity was semi-quantitatively analyzed through
nuclear immunostaining in the glandular component in the samples.
Immunostaining in at least 5% of gland cell nuclei was considered indicative
of high proliferation. Cases with an absence of immunostaining, or
immunoreactivity in less than 5% of cells were suggestive of low proliferation

indices.

C. Statistical Analysis

Qualitative variables were described by absolute and relative
frequency, and quantitative variables as mean and standard deviation or

median and interquartile range.

The comparison between average patient age and menopausal age in
relation to the group was through the test T. The Fisher exact test was used
to associate the presence / absence of hormone receptors (ER and PR) and
markers of proliferation / apoptosis (Ki-67 and Bcl-2) with the groups. The
comparison of time since menopause in relation to groups and the presence /

absence of RP was through the nonparametric test Mann-Whitney.

Analyses were performed using SPPS version 17.0 software and the

level of significance in the analyzes was 5%.
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2. Results

Results regarding the expression of ER, PR, and proliferation (Ki-67)
and apoptosis (Bcl-2) markers in the endometrial polyps of postmenopausal
users (group 2) and non-users of tamoxifen (group 1) are displayed in table

1.

ER and PR were identified in the glandular tissue of endometrial
polyps in both groups, and no group differences were found on this variable.
The mean age of patients in group 1 was 60,91 years, while the mean age in
group 2 was of 63,87 years , with no significant differences between groups

(p = 0.360).

According table 2, The age of menopause did not differ between users

(M =49.29 years) and non-users (M = 49,90) of tamoxifen (p = 0.727).

In relation to the time of menopause and hormone receptor
expression, it is observed that in the absence of expression of the
progesterone receptor time of menopause (median 28 years) was
significantly higher than in the presence of expression (median 9 years),

according table 3 (p=0,026).

All patients had initially reported to experiencing postmenopausal
bleeding, and after ultrasound findings suggestive of endometrial polyps,
underwent a hysteroscopy. Time since menopause at the time of
hysteroscopic resection of endometrial polyps was 10.50 years (interquartile
range 7,00- 21,75) in users of tamoxifen and 8.00 years (interquartile range

3,76-14,00) in non-users (p=0,161). An inverse correlation was identified
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between duration of menopause and the expression of progesterone

receptors, according table 3 (p = 0.026).

After hysteroscopic resection, polyps were classified as hyperplastic
or atrophic. Atypical hyperplasia and cancer were not observed in any of the

cases examined.

3. Discussion

In the present sample, similarities in mean patient age and age of
menopause between groups were indicative of a homogenous and

representative sample.

The pathogenesis of endometrial polyps is still not well understood,
and there is no consensus regarding the treatment of postmenopausal
polyps. Biron-Shental T et. al identified endometrial polyps in 25.9% of a
sample of postmenopausal breast cancer patients who used tamoxifen.
Polyps become malignant in 3-10.7% of cases ©¢ %9,

The role of estrogen in the development of endometrial polyps can
be explored by assessing hormone receptors. Studies show a reduced
number of progestogen receptors as compared to estrogen receptors in
the stromal, but not in the glandular component of polyps ® ™. In the
present sample, glandular expression of PR was found in 92.3% of users
of tamoxifen and in 96.9% of non-users, (p=0.499). A total of 92.3% of
polyps in tamoxifen users were ER positive, while all polyps of non-users

displayed ER, (p = 0.295).
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These results demonstrate that, in the present sample, tamoxifen use
did not significantly influence the expression of PR and ER in

postmenopausal endometrial polyps.

Endometrial polyps may develop due to increased expression of
ER, reduced expression of PR, or both "%, In the present sample, no
significant differences were found between the expression of ER and PR
in endometrial polyps.

Taylor et al (2003) found that the increased expression of ER in
polyps is limited to the glandular epithelium. Although analyses in the
present study were limited to the glandular epithelium, the findings are in
agreement with those of Taylor et al (2003) ",

Studies of the pathogenesis of endometrial polyps suggest that an
imbalance of estrogen and progesterone may play a role in polyp growth
(12,1013, 14,1511, 9 Some studies demonstrate a decrease and others an
increase in the expression of hormone receptors in polyps.

Almeida et al (2004) assessed hormone receptors in endometrial
polyps and the surrounding endometrium in postmenopausal women, and
found a higher expression of ER and PR in the polyps, suggesting that low
estrogen levels and endometrial atrophy may contribute to polyp
development ©®. The study concluded that hormone receptors, especially
ER, play an important role in the physiopathology of postmenopausal
endometrial polyps.

Studies such as those by Mittal et al (1996) and Belisario et al

(2006) suggest that, in the absence of high estrogen levels, the increased

expression of ER and PR in gland cells may contribute to polyp
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development ' "% These results suggest that the expression of ER and
PR differs between the stromal and glandular endometrium in
postmenopausal patients.

Koshiyama et al (1996) studied 33 menopausal patients and found
a reduction in the number of ER as age increased "". In the present
sample, reductions in hormone receptors were also proportional to the
duration of menopause (p = 0.026) 2.

The present results found that polyps in 75% of tamoxifen users
and in 82.8% of non-users expressed Ki-67. The present results are in
agreement with the current literature in that no between-group differences
were found on Ki-67 expression .

During the normal menstrual cycle, endometrial apoptosis occurs in
the middle and the end of the secretory phase, and during the first two
days of menstruation. The balance between mitotic activity and apoptosis
regulates endometrial development during the menstrual cycle “". The
expression of Bcl-2 genes is inversely proportional to the level of
apoptosis in the tissue. In the present sample, Bcl-2 was expressed in the
endometrial polyps of all patients (users and non-users of tamoxifen).

Morsi et al (2000) identified significant Bcl-2 expression in the
glandular component of the endometrium in postmenopausal women, in
spite of minimal expression in the endometrial stroma "”. Some studies
suggest that endometrial polyp growth occurs due to a decrease in

apoptosis, characterized by an increase in Bcl-2 expression ("9,
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4. Conclusion

Longer time since menopause was associated with decreased
expression of hormone receptors in  endometrial  polyps.
Immunohistochemical analyses showed that, although tamoxifen use is
generally considered a risk factor for developing endometrial polyps,
hormone receptor expression did not differ between users and non-users
of tamoxifen. No between-group differences were observed in Ki-67 and
Bcl-2 expression, and inhibition of apoptosis by Bcl-2 overexpression was
observed in all participants. These findings support the theory that polyp
growth occurs due to the inhibition of apoptosis rather than to isolated cell
proliferation.

In the functional endometrium, apoptosis is related to hormone
receptor expression and varies along the menstrual cycle. In
postmenopausal women, apoptosis does not appear to be modulated by

ER and PR.
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Appendix

&9

Table 1 Prevalence of hormone receptors (ER and PR) and markers of

proliferation / apoptosis (Ki-67 and Bcl-2) according to groups

. Group
Positive r 5 P
PR 31 (96.9%) 12 (92.3%) 0.499
ER 31 (100.0%) 12 (92.3%) 0.295
KI-67 24 (82.8%) 9 (75.0%) 0.627
Bcl-2 30 (100.0) 12 (100.0) -
Table 2 Sample characteristics
Group
1 2 P
Age 60.91 + 10.08 63.86 + 9.66 0.360
Age of menopause 49.90 + 4.02 49.29 + 5.86 0.727
Time since 10.50 (7.00 —
menopause (years) 8.00 (3.75 - 14.00) 21.75) 0.161

mediatDP  median (P25-P75)

Table 3 Median and interquartile range of menopause time in relation to the

presence / absence of expression of the progesterone receptor

PR

Positive Negative

P

Time since
menopause 9.00 (3.50 — 12.50) 34.00)

28.00 (12.25 -

0.026
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