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Resumo

Introducao: O tamoxifeno é utilizado no tratamento do cancer de mama
receptor de estrogénio positivo. Seu mecanismo de agédo esta na inibicao do
crescimento das células malignas por antagonismo competitivo com estrégenos
pelos receptores estrogénicos. A acdo do tamoxifeno nestes receptores é
variavel e, dependendo do tecido, pode ter acdo antagonista ou agonista. Em
mulheres menopausadas usudrias de tamoxifeno, observa-se uma maior
incidéncia de patologias endometriais, sendo o pélipo endometrial a alteracédo
mais frequente. Sua patogénese néo esta bem estabelecida, mas parece estar
relacionada a fatores hormonais. Objetivos: Comparar a expresséo de receptor
de estrogeno (RE) e de receptor de progesterona (RP) em poélipos endometriais
de usuérias de tamoxifeno com pédlipos endometriais e endométrio atrofico de
nao usudrias na poés-menopausa. Material e métodos: Entre mulheres
submetidas a histeroscopia cirurgica no Hospital da Mulher Prof. Dr. Aristodemo
Pinotti — CAISM/UNICAMP de janeiro de 1998 a dezembro de 2008, foram
selecionadas 84 mulheres na pds-menopausa usuarias de tamoxifeno, com
polipo endometrial benigno. Esse grupo foi comparado a 84 amostras de

endométrio atréfico e 252 pdlipos benignos de mulheres na pds-menopausa
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ndo usuarias de tamoxifeno e sem antecedente de terapia hormonal. As
expressbes de RE e RP foram avaliadas através de imuno-histoquimica
segundo a porcentagem de células coradas, intensidade da coloragdo nuclear e
escore final. A expressao de RE e RP no epitélio glandular e no estroma dos
polipos de usuarias de tamoxifeno foi comparada com o endométrio atréfico e
0s polipos de ndo usuarias separadamente, utilizando o Teste de Mann-
Whitney, corrigido pelo método de Bonferroni, teste exato de Fisher ou Qui-
quadrado. Resultados: os pdlipos de usuarias de tamoxifeno apresentaram
maior expressdo de RE e RP no epitélio glandular e estroma, em relagcdo ao
endométrio atrofico (p<0,0001). Em relagdo aos poélipos de nao usuarias, as
usuarias apresentaram maior expressao de RP no epitélio glandular (p=0,0014)
e estroma (p=0,0056), ndo apresentando diferenca significativa em relacdo ao
RE. A maioria dos polipos das usudrias e ndo usuarias de tamoxifeno
apresentavam RE/RP positivos enquanto a maioria dos endométrios atréficos
era RE/RP negativos. Conclusodes: Os pdélipos apresentam aumento frequente
de RE, independentemente do uso do tamoxifeno. Por outro lado, os altos

niveis de RP parecem consistentes com os efeitos agonistas da droga.

Palavras-chave: P6s-menopausa, Horménios Esterdides Gonadais, Moduladores

Seletivos de Receptor Estrogénico.
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Summary

Introduction: Tamoxifen has been used for the treatment of strogen receptor-
positive breast cancer. The effect of tamoxifen in breast cancer is the it inhibition
cancer cell growth by competitive antagonism with strogen for strogen receptor
(ER). The mechanism of action of tamoxifen in this receptor varies among
different tissues, with antagonist effect (e.g. in breast) ou agonist (e.g. in
endometrium). Thus, in menopausal women who use tamoxifen, a higher
incidence of endometrial alterations is observed and endometrial polyps are the
most common. The pathophysiology of endometrial polyp is still not definitely
established but it seems to be related to hormone influence. Objectives: To
compare the expression of estrogen receptors (ER) and progesterone receptors
(PR) in endometrial polyps of tamoxifen users to atrophic endometrium and
endometrial polyps of postmenopausal nonusers of tamoxifen. Material and
methods: Among women undergoing surgical hysteroscopy in Hospital da
Mulher Prof. Dr. Aristodemo Pinotti — CAISM/UNICAMP, from January 1998 to
December 2008, 84 tamoxifen users with benign endometrial polyp were
selected. This group was compared to 84 samples of atrophic endometrium and

252 benign polyps of postmenopausal women who were non-users of tamoxifen
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and no previous history of hormone therapy use. ER/PR expression was
assessed by immunohistochemistry study according to the percentage of
stained cells, intensity of nuclear color and final score. The expression ER and
PR in the glandular epithelium and stroma of polyp tissue from tamoxifen users
was compared to atrophic endometrium and polyps from non-users separately,
using the Mann-Whitney test corrected by the Bonferroni method, Fisher's exct
test or Chi-square test. Results: Polyps of tamoxifen users had a higher
expression of ER and PR in the glandular epithelium and stroma, in relation to
the atrophic endometrium (p<0.0001). Regarding polyps of women not treated
with tamoxifen, users had a higher PR expression in the epithelium (p=0.0014)
and stroma (p=0.0056), without any difference in ER expression. Most of polipys
expressed ER/PR positives while atrophic endometrium were ER/PR negatives.
Conclusions: Polyps frequently exhibit increase in ER expression, independent
of the use of tamoxifen. High levels of PR seem to be consistent with agonist

effects of the drug.

Keywords: Postmenopause, Gonadal Steroid Hormones, Selective Estrogen

Receptor Modulators.
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1. Introducao

O tamoxifeno é um trifeniletileno n&o-esteroidal que foi sintetizado no
Reino Unido em 1960 como contraceptivo. Em 1977, foi aprovado pela US Food and
Drug Administration para uso no tratamento do cancer de mama metastatico em
pacientes menopausadas (1). Com o tempo, demonstrou eficacia em todos os
casos de cancer de mama receptores de estrogénios positivos. Seu uso por
cinco anos mostrou aumento na sobrevida em 10 anos, reducao na recorréncia,
maior intervalo livre de doenca, menor incidéncia de céncer de mama

contralateral e menor mortalidade (2).

Atualmente é o tratamento enddcrino de escolha em qualquer estagio do
cancer de mama na pré e pds-menopausa, com mais de 10 milhdes de

mulheres com cancer de mama em uso a cada ano (3).
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1.1. Modulador Seletivo do Receptor Estrogénico (SERM): Mecanismo de
acao
O tamoxifeno é um exemplo de SERM, isto €, uma substancia capaz de
se unir ao receptor de estrogeno (RE), exercendo nestes receptores uma acao

variavel, antagonista ou agonista, dependendo do tecido-alvo (4).

Assim, 0 mecanismo de acao do tamoxifeno no cancer de mama esta na
inibicdo do crescimento das células malignas por antagonismo competitivo com

estrdgenos pelos receptores estrogénicos (5).

O estrogénio € um hormdnio esterodide lipofilico que atravessa livremente
a membrana da célula e se une ao receptor de estrogeno (RE) que esta em seu
nacleo, controlando a expressdo de varios genes, incluindo aqueles que

codificam receptores de progesterona (RP) e fatores de crescimento (6,7).

Alguns desses fatores, quando secretados por células tumorais, podem
unir-se a receptores de células vizinhas, estimulando seu crescimento, assim
como o do estroma adjacente. Estas células, por sua vez, podem produzir outros
fatores de crescimento, sendo uma reagdo em cascata de estimulo ao crescimento
tumoral (1). O tamoxifeno, competindo pelo RE da célula neoplasica, inibe essa
cadeia, bloqueando o crescimento tumoral, uma vez que mantém essas células
em GO0/G1 do ciclo celular (8). Entretanto, sendo um SERM, tem acdes
variaveis nos diferentes tecidos. Uma das explicacbes para isso pode ser

atribuida a existéncia de 2 isoformas de RE: alfa e beta. Enquanto o REa
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apresenta 595 aminoacidos e é codificado por gene localizado no cromossomo

6, o REB, tem 530 aminoacidos e seu gene esta no cromossomo 14 (9).

Os REs apresentam uma estrutura com varios dominios (A, B, C, D, E, F).
O dominio AB, localizado na por¢cao amino-terminal da molécula, esta envolvido
nas interacbes com cofatores e proteinas relacionadas com o processo de
transcricao (10,11). H4 menos de 18% de homologia entre REa and REB no
dominio AB, sugerindo que esses dois receptores devem interagir diferentemente
com as proteinas. O dominio C é responsavel pela ligacdo do receptor ao DNA
e responsavel pela sua dimerizagdo. E a regido com maior homologia entre os
dois subtipos (97%). O dominio D contém o sinal da localizacdo nuclear e é
onde a molécula se dobra, sendo responsavel pela flexibilidade tridimensional
da molécula, importante para suas interagdes. O dominio E é o sitio que se une
aos ligantes, com 60% de homologia entre REa and Ref3, tendo propriedades
de ligacao distintas em relacao aos diferentes SERMs (1,10). Este dominio esta
também envolvido na associacdo a proteinas do choque térmico (heat-shock
protein), dimerizagdo do receptor, localizagdo nuclear e interagdo com cofatores. E o
dominio F, na terminacao carboxila da molécula, é extremamente variavel (18%
de homologia) e parece contribuir para a modulagao da atividade transcricional
(10,12). Desde a descoberta do RE, essas consideracdes estruturais ja sugeriam
que REa and REB se unem a regides similares do DNA e potencialmente
ativam os mesmos genes-alvo, mas podem ser ativados por ligantes distintos e
interagir com proteinas correguladoras diferentes e, assim, obtendo efeitos

diferentes na transcricdo dos genes (10) (Figura 1).
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Figura 1. Representagdo esquematica dos RE a e f3,
a homologia entre eles e as fun¢ées de cada dominio

Além das diferencas estruturais e de afinidade, os RE a e 3 apresentam
concentragbes variaveis em diferentes tecidos. O REa é expresso
predominantemente no aparelho reprodutivo (ovarios, mamas e utero), sistema
nervoso central (SNC) e figado, enquanto que o RE é expresso em tecidos como

0ss0s, endotélio, pulmdes, SNC, prostata, ovérios, e tecido urogenital (13,14).

Além da existéncia de dois subtipos de RE, sabe-se, ainda, que ha varios

polimorfismos nos genes que codificam esses receptores, que podem alterar
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suas fungdes. Por exemplo, para o gene do REa, ha descritos pelo menos 3
polimorfismos (Xbal, Pvull e repeticbes GT), que podem interferir no risco e

evolucdo do cancer de mama (15,16).

As diferencas de acao entre SERMs e estrégeno, em diferentes tecidos
também podem ser explicadas pela teoria de Katzenellenbogen et al. (1996)
(17), que sugeriram que a acao dos horménios esterbides é determinada por
um sistema ftripartite de interagdo ligante, receptor e efetor. A interacédo
hormonio-receptor acarreta uma alteracdo conformacional do RE que leva a
dissociacao das proteinas de choque térmico (hsp 90), resultando na ativacao
do receptor (13). No modelo classico de estimulacao estrogénica, uma vez que
o RE foi ativado, ele passa a ter uma afinidade maior pela molécula de DNA e
h&a a formacao de dimeros que interagem com sequéncias especificas do DNA,
sequéncias essas chamadas de elemento de resposta ao estrogénio (ERE),
localizados na regidao promotora dos genes alvo de estrogénio (13,18). Na
auséncia de estrogénio, estes RE s&o inativos e ndo apresentam influéncia no
DNA. Quando uma molécula de estrogénio entra na célula e passa para o
centro do nucleo, ela se liga ao receptor, causando alteracdo na sua forma.
AplGs estar acoplado aos ERE, os dimeros do complexo estrogénio-receptor
ligamm-se a proteinas correguladoras, que modulam a transcricao dos genes. A
partir dai sdo produzidas moléculas de RNA mensageiro, levando a sintese de
proteinas especificas, as quais irdo influenciar o comportamento celular

dependendo do tipo de célula envolvida (17,18,19,20,21). (Figura 2).
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Figura 2. Mecanismo de acao dos estrogénios.

As proteinas co-ativadoras (AIB 1, CBP/p300, PCAFSRC-1) ligam-se ao
RE, quando estes encontram-se ativados, sendo transcritos os genes de TGFa,
VEGF, PDGF, IGF-1 e IRS, que sao fatores de crescimento polipeptidicos
mitogénicos, responsaveis pelo crescimento celular induzido pelo estrogénio (9,
18, 20). Por outro lado, na auséncia do ligante, as proteinas correpressoras, tais
como NcoR e SMRT, ocupam o dominio de ligacdo ao DNA dos RE, impedindo
que compostos ativadores se liguem ao receptor, interferindo, dessa forma, no

processo de transcrigdo dos genes em questao (22).

A atividade antiestrogénica do tamoxifeno, assim como dos SERM em

geral, pode ser atribuida, em parte, a inibicao de alteracbes conformacionais do
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REa, importantes para a ligacdo de moléculas ativadoras (9,19). Normalmente,
quando se liga ao estrogénio, ocorre o reposicionamento da hélice 12, que
engloba o ligante em bolso hidrofébico do dominio de ligagcdo ao hormdnio,
permitindo, dessa forma, que proteinas coativadoras sejam recrutadas. O mesmo
nao ocorre quando ha interagdo do tamoxifeno com o RE. Neste, a cadeia
lateral alquilaminoet6xi interage com um residuo de asparagina (aminoacido
351), impedindo a rotagao da hélice 12 do RE, que, por esse motivo, ndo fecha
o local hidrofébico do receptor, fazendo com que nao haja exposicdo de
aminoacidos importantes para a ligacao de moléculas coativadoras, o que leva

ao blogueio da transcricéo génica (9,11,19,23).

Entretanto, além desta via classica, ativada pelo chamado sitio de ativacao
AF-2 (fungdo de ativagdo 2), localizado no dominio E do RE, o estrogeno, assim
como o tamoxifeno e outros SERMs, podem estimular um outro sitio de ativacao

do RE, chamado AF-1 (funcao de ativagao 1), localizado no dominio A/B (9).

No processo de transcricdo génica pela via nao classica (AF-1), o
estrogénio também pode interagir com sitios alternativos presentes na molécula de
DNA, como AP-1, SP1 ou USF, sendo que, neste caso, os dimeros formados
pela ativacdo do RE néo irdo ligar-se aos ERE. Esses dimeros irdo acoplar-se
aos fatores de transcricao c-jun (J) e c-fos (F) que se ligam a molécula de DNA e a
proteinas coativadoras. Através desse mecanismo de ativacao da transcricao
podem ser estimulados varios genes, como os que codificam o receptor de IGF-
1, ciclina D1 (que controla positivamente o ciclo celular), c-myc, bcl-2 (fator

antiapoptose) e catepsina D (18) (Figura 3). O complexo RE-tamoxifeno também
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pode unir-se ao AP-1; assim, este sitio AF-1 parece ter contribuicao para o

efeito agonista do tamoxifeno em alguns érgaos (9,19).

VIA CLASSICA
» mRNA
Myec
promotor gene VEGF
Becl2
N i IGFR1
VIA NAO CLASSICA IRS1
TGFa
cD1
» MRMNA
promotor gene

Figura 3. Vias Classica e Nao Classica de Ativagcao do RE (18).

Além de poder ativar as vias classica e nao classica através da interagao
com RE, o tamoxifeno ainda pode interagir com outras proteinas celulares como
a proteina C quinase, calmodulina e proteinas de membrana, aumentando

ainda mais a complexidade de sua acao (24,25).
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1.2. O Efeito do Tamoxifeno no Endométrio

No endométrio, o tamoxifeno tem uma agédo agonista parcial; assim seu
efeito varia de acordo com o nivel de estrégeno (9). Na pré-menopausa, com alta
concentragéo de estrogeno, ele mostra efeito antagonista, enquanto na pds-

menopausa, com baixa concentragdo de estrogenos, tem efeito agonista (1,26).

Cheng et al. (1997) (27) demonstraram nao haver diferenca na linha
endometrial, aumento uterino ou achados histopatoldégicos em mulheres na pré-
menopausa usuarias de tamoxifeno em comparagcédo a ndo usuarias. Buij et al.
(2009), (28), inclusive, demonstraram que cerca de 40% das pacientes usuarias de
tamoxifeno apresentaram amenorreia, sem confirmagao de menopausa, demonstrando

uma acgao antiestrogénica da droga em ambiente rico em estrégeno.

Em contrapartida, em mulheres menopausadas usuarias de tamoxifeno,
observa-se maior incidéncia de patologias endometriais como polipos, hiperplasia,
carcinoma e sarcoma (29). Muitos estudos ja demonstraram um aumento no
risco de neoplasia maligna endometrial em pacientes usuarias de tamoxifeno,
sendo a droga considerada um fator de risco para a doenca (30,31,32,33). A
frequéncia de carcinoma de endométrio aumenta com a duracdo do uso do
tamoxifeno, sendo maior apds 5 anos (6,4%) (34). Existe também um efeito dose-
dependente com maiores taxas de carcinoma com doses diarias de 40mg (0,5%)
versus 20mg (0,1%) (35). Entretanto, o pdlipo endometrial € a alteracdo mais
frequente do endométrio nas usuarias de tamoxifeno (29,36.37). Deligdisch et

al. (2000) (29), avaliando achados histolégicos de 700 mulheres usuérias de
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tamoxifeno, com sangramento anormal ou alteragdo ultrassonogréfica, encontraram
40% de patologias endometriais, com 4,71% de prevaléncia de cancer. A
alteracdo mais frequente foi o polipo endometrial (23,14%). Esses dados séo
semelhantes ao publicado por Dibi et al. (2009) (36), que encontraram 30% de
pélipos e 10% de cancer em grupo similar de pacientes. Esses estudos
avaliaram somente as usuarias de tamoxifeno que apresentavam alteragdo ao

ultrassom ou sangramento uterino anormal (29,36,37).

Maugeri et al. (2001) (37) acompanharam, por 60 meses, 124 usuarias de
tamoxifeno, encontrando a incidéncia de 13,6% de pdlipo endometrial, enquanto
em 104 pacientes com antecedente de cancer de mama, mas sem uso de
tamoxifeno, ndo houve alteragdo histeroscdpica durante o mesmo periodo de
acompanhamento. Incidéncia semelhante foi encontrada por Marttunen et al.
(2001) (38), que descreveram que 16,6% das usuarias da droga apresentaram

polipo endometrial apds 3 anos de seguimento.

Entretanto, o achado histolégico mais encontrado em usuarias de
tamoxifeno é a atrofia (1,29,37,38,39). Existe uma discrepancia entre os achados
ultrassonogréfico e histeroscédpico nestas pacientes (39). Mulheres na péds-
menopausa que fazem uso da medicacdo apresentam uma linha endometrial mais
espessa ao ultrassom transvaginal, geralmente associada a ecogenicidade irregular,
sendo que entre 45% e 90% dos casos este achado ultrassonografico nao foi
confirmado pela histeroscopia ou bidpsia endometrial (1). Isso se deve ao fato de o

tamoxifeno levar a uma atrofia cistica, ou seja, ha uma dilatacao das glandulas com
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condensacao do estroma periglandular, enquanto o endométrio mantém-se

atréfico, podendo estar associada ou ndo aos pdélipos endometrias (39).

1.3. Os Pdlipos Endometriais

Os pélipos endometriais constituem projecées localizadas do tecido
endometrial, sésseis ou pediculadas, Unicas ou multiplas, onde se observa uma
distribuicao irregular das glandulas, estroma hipercelular e vasos sanguineos
com paredes espessadas, recobertas por epitélio pseudoestratificado ativo ou,
na pés-menopausa, por epitélio plano e inativo (40). Nas pacientes usuarias de
tamoxifeno, eles sdao mais translucentes e edematosos. Microscopicamente,
sdao mais fibroticos, com menos celularidade estromal e podem apresentar

alteracdes glandulares secretoras e decidualizacdo do estroma (29,41,42).

Clinicamente, os pdlipos endometriais estdo associados a sangramento
na pds-menopausa, menorragia, sangramento intermenstrual e infertilidade. Em
pacientes com esses sintomas, a prevaléncia de polipo varia de 6% a 32%,
dependendo da populagdo estudada e do método diagnéstico utilizado. Sua

prevaléncia aumenta com a idade, sendo muito mais frequente na menopausa (43).

Apesar de estar associados aos sintomas citados, sdo frequentemente
assintomaticos, sendo detectados devido ao aumento da linha endometrial ao
ultrassom, como demonstrado por Dreisler et al. (2009) (43), que encontraram
82% de pdlipos em pacientes assintomaticas, e por Lieng et al. (2007) (44), com

31,4% de pacientes assintomaticas.
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Até o momento, a avaliacao histologica dos pdlipos endometriais consiste
na unica maneira de excluir com seguranga a existéncia de malignidade, sendo

a polipectomia histeroscépica o método de escolha (44,45).

A histeroscopia diagndstica desempenha alta acuracia no diagnéstico dos
polipos endometriais, mas ndo consegue estimar adequadamente a presenca
de lesdes hiperplasicas e pré-malignas nos mesmos. Portanto, ao diagndstico
de polipo, a polipectomia histeroscopica tornou-se rotina, com resseccao de
toda a estrutura encontrada, para assim obter-se uma avaliagcdo histoldgica

fidedigna (44,46).

Isso ocorre pois, apesar dos polipos serem geralmente considerados
benignos, eles podem estar associados a presencga de alteragdes pré-malignas
e malignas, com uma prevaléncia na literatura que varia de 0,2% a 23,8% em

lesbes pré-malignas e de 0 a 12,9% em alteragbes malignas (44-48).

ldade, menopausa e sangramento aumentam esse risco de malignidade
(45,46,47,48,49,50). Em uma revisdo sistematica, Lee et al. (2010) (49),
encontraram prevaléncia de pélipos pré-maligno e maligno de 5,42% na pos-
menopausa e somente 1,7% na menacme (risco relativo de 3,86). E entre as
menopausadas, pacientes sintométicas tiveram 4,47% de malignidade enquanto

as assintomaticas 1,51% (risco relativo de 3,36).

Em poélipos de usuarias de tamoxifeno, Antunes et al. (2007) (46) nao
encontraram associacdo com maior risco de malignidade. Entretanto, outros

estudos sugerem essa associacao, como observado por Cohen et al. (1999)
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(51), que encontraram 3% de malignidade nos poélipos de usuarias de
tamoxifeno, contra 0,48% de n&o usuarias. A taxa de malignidade relatada em
pélipos endometriais de mulheres usuarias de tamoxifeno varia de 2% a 10,7%

nos estudos (29,46,51,52,53).

O estimulo para o crescimento focal do endométrio permanece incerto,
porém acredita-se que existe intensa influéncia hormonal, uma vez que os
pdélipos ndo aparecem antes da menarca e apresentam, como fatores de risco, a
obesidade, menopausa tardia, os estados de exposicao prolongada do endométrio
a acao estrogénica sem oposicao de progesterona e uso de tamoxifeno (54, 55,
56). Além disso, obesidade, hipertensdo e diabetes mellitus séo fatores de risco

para malignizacao dos polipos (45,57,58).

Corroborando com a teoria da influéncia hormonal na patogénese dos
polipos, estudos mostram uma maior expressdo de RE no epitélio glandular e
estroma de pdlipos endometriais de pacientes menopausadas, se comparados
ao endométrio atréfico adjacente (59,60,61). Lopes et al (62) fizeram esta
mesma comparag¢ao, mas incluindo pacientes na pré-menopausa, e também
encontraram aumento de RE no epitélio dos polipos, mas ndao no seu estroma
(62). Em relagéo ao RP, estudos mostram, em geral, uma maior expresséo dos
polipos somente no epitélio, mas ndao no estroma, quando comparados ao

endométrio atréfico adjacente (59, 60, 61, 62).

Isso sugere que os polipos endometriais apresentam grande sensibilidade
a acao de estrégeno e progesterona, e podem desenvolver-se mesmo em

situacdes em que ocorre baixa concentracdo hormonal sérica (61).
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Em relacdo a influéncia hormonal via RE, estudos comparando os
polipos de usuarias de tamoxifeno aos de ndo usuarias mostram uma menor
expressao nos polipos de usuarias de tamoxifeno, somente no estroma (63),
somente no epitélio glandular (55), ou em ambos (64). Em relagcdo ao RP,
alguns estudos n&o encontraram diferencas entre usuarias e ndo usuarias de
tamoxifeno (63,64), enquanto outros demonstraram uma maior expressao de

RP no estroma de pélipos de usuarias em relacao aos de nao usuarias (55,65).

O aumento de RP com diminuicdo de RE demonstra realmente a agéo
agonista do tamoxifeno no endométrio, mas outros mecanismos de acdo devem
estar envolvidos na formagao dos polipos induzidos por esta droga (55). Ainda
existem poucos estudos sobre receptores hormonais nos poélipos endometriais
de usuarias de tamoxifeno, a maioria com casuisticas pequenas e resultados
divergentes, o que tem dificultado a compreensdo do desenvolvimento e

evolucao dos polipos (55, 63,64,65).

Assim, a fisiopatologia do pdlipo endometrial e seu poder de malignidade
ainda ndo estao bem estabelecidos, bem como os reais mecanismos envolvidos na

etiologia e carcinogénese das alteracdes endometriais induzidas pelo tamoxifeno.

Este estudo pretende avaliar a expressdo de receptores hormonais

(estrogénio e progesterona) e em pélipos endometriais em usuérias de tamoxifeno.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo geral

Comparar a expressado de receptores de estrégeno e progesterona em
pélipos endometriais de usuarias de tamoxifeno com poélipos endometriais e

endométrio atréfico de nao usuérias na pdés-menopausa.

2.2. Objetivos especificos

— Comparar a expressao de receptores de estrégeno e progesterona em
poélipos endometriais de usuarias de tamoxifeno com endométrio atréfico

de ndo usuarias na pés-menopausa.

— Comparar a expressao de receptores de estrogeno e progesterona em
polipos endometriais de usudrias de tamoxifeno com polipos endometriais

de ndo usuarias na pés-menopausa.

— Avaliar a combinacao da expressao RE/RP nos trés grupos estudados.
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ABSTRACT

Postmenopausal women who are tamoxifen users have an increased
incidence of endometrial alterations, such as polyps and hyperplasia, in addition
to a higher risk of malignant endometrial neoplasm. Among these endometrial
changes, polyps are the most common and their pathogenesis seems to be
related to hormone influence. Objectives: To compare the expression of estrogen
receptors (ER) and progesterone receptors (PR) in endometrial polyps of tamoxifen
users to atrophic endometrium and endometrial polyps of postmenopausal nonusers
of tamoxifen. Material and methods: Among women undergoing surgical
hysteroscopy, 84 tamoxifen users with benign endometrial polyp were selected.
This group was compared to 84 samples of atrophic endometrium and 252
benign polyps of postmenopausal women who were non-users of tamoxifen.
ER/PR expression was assessed by immunohistochemistry study according to
the percentage of stained cells, intensity of nuclear color and final score.
Results: Polyps of tamoxifen users had a higher expression of ER and PR in
the glandular epithelium and stroma, in relation to the atrophic endometrium
(p<0.0001). Regarding polyps of women not treated with tamoxifen, users had a
higher PR expression in the epithelium (p=0.0014) and stroma (p=0.0056),
without any difference in ER expression. Conclusions: Polyps frequently exhibit
increase in ER expression, independent of tamoxifen. High levels of PR appear
to be consistent with agonist effects of the drug.

Keywords: endometrial polyp, tamoxifen, estrogen receptor, progesterone

receptor
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INTRODUCTION

Tamoxifen is an antineoplastic drug used in the treatment of estrogen-
positive receptor breast cancer (1). The mechanism of action of tamoxifen in breast
cancer is to inhibit cancer cell growth by competitive antagonism of estrogen at the
estrogen receptor (ER)(2). In the classic model of estrogen stimulation, estrogen
binds to the ER, which is inactive in the nucleus, inducing conformational changes in
the receptor, facilitating its binding to specific DNA sites, termed estrogen
response elements (ERE), and to coactivator proteins (AIB 1, CBP/P300, SRC-1),
which activate the genes that encode progesterone receptors (PR), as well as
those that encode mitogenic growth factors, such as TGFa, VEGF, PDGF, IGF-1 and
IRS (2-5). In breast cells, the tamoxifen-receptor complex recruits the corepressors
NCoR and SMRT, thereby repressing the transcription of these genes (6).

Nevertheless, despite its antagonist effect on breast tissue, tamoxifen
behaves as a partial agonist in the endometrium (7). In the premenopausal period,
when there are high estrogen concentrations, tamoxifen exerts an antagonist
effect, while in the postmenopausal period, when estrogen concentrations are
low, it has an agonist effect (8).

Thus, in menopausal women who use tamoxifen, a higher incidence of
endometrial alterations is observed, e.g. polyps, hyperplasia, carcinoma and
sarcoma, in addition to an increased risk of endometrial malignant neoplasm (9-14).

Among the endometrial alterations in tamoxifen users, polyps are the
most common, with a prevalence of 13 to 30% (10,12,15,16). In patients treated
with tamoxifen, polyps observed under a microscope are more translucent,

edematous and more fibrotic, with less stromal cellularity (10).
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The stimulating factor for focal growth of the endometrium is still uncertain.
However, it is believed that considerable hormonal influence exists. Studies have
shown a higher ER expression in the epithelium and stroma of endometrial polyps in
menopausal patients, in comparison to the adjacent atrophic endometrium (17-19).
Concerning the PR, in general studies have shown a higher expression only in
the epithelium but not in the stroma of the polyp, when compared to the adjacent
atrophic endometrium (17-20). This suggests that endometrial polyps have a
higher sensitivity to estrogen and progesterone action. It is likely that polyps can
develop even in the presence of low serum hormone concentration (19).

Comparing polyps of tamoxifen users to those of non-users, in general the
studies showed a lower ER expression and increased PR expression in tamoxifen
users, demonstrating an agonist action of tamoxifen on the endometrium. However,
few studies were carried out, with small case studies and variable results (21-24).

Therefore, the pathophysiology of endometrial polyp and its malignant
potential are still not definitely established, neither is the actual mechanism
involved in endometrial alterations induced by tamoxifen.

The aim of this study was to assess ER/PR expression in endometrial
polyps of menopausal tamoxifen users, compared to atrophic endometrium and

to polyps from menopausal women who were nonusers of the drug.

METHODS
Data collection
This study was conducted in the Prof. Dr. José Aristodemo Pinotti Women'’s

Hospital-CAISM/UNICAMP, approved by the Research Ethics Committee of the
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Universidade Estadual de Campinas (protocol number 004/2010). According to
information retrieved from the computerized database of this institution, 1.050
women underwent surgical hysteroscopy for endometrial polypectomy from January
1998 to December 2008. Of the total number of women, all postmenopausal
tamoxifen users histologically diagnosed with benign endometrial polyp were
selected, remaining 84 women. This group was compared to 2 other groups of
women: a second group of 84 samples of atrophic endometrium from
postmenopausal women without use of hormone therapy (HT), and a third group
of benign polyps from postmenopausal non-users of tamoxifen and no previous
history of HT use. To form this group, 3 controls were randomly selected for
each polyp of tamoxifen users by simple random sampling. Sample units were
uniformly distributed (the same subject had the same probability of being
chosen), using SAS software version 9.2, totaling 252 benign polyps from
postmenopausal who were not treated with tamoxifen.

Clinical, histopathological and hysteroscopic data was collected from
patient records. The clinical characteristics observed were age, postmenopausal
bleeding, arterial hypertension, obesity and diabetes mellitus.

Surgical hysteroscopy was performed by a gynecologist, with the patient
under spinal anesthesia. A 10-mm monopolar gynecologic resectoscope with a
loop electrode was used for the procedure (Karl Storz ®). A 1.5% glycine
solution was the agent used for distension of the uterine cavity. The endocervical
canal and uterine cavity were assessed. Hysteroscopic resection was performed

using monopolar energy.

Publicagdo 33



Pathologists of the Department of Pathological Anatomy of the UNICAMP
School of Medicine analyzed the endometrial samples, using hematoxilin-eosin

(H&E) for staining.

Construction of TMA (Tissue Microarray)

Initially, a pathologist from the Department of Pathological Anatomy at the
UNICAMP School of Medicine studied the section slides representative of
endometrial polyps stained with H&E. Two regions that best represented the
stroma and glandular epithelium were selected for the construction of tissue
microarray (TMA) and a technique validated for the endometrium was adopted
(25). The selected regions were then identified in the archival paraffin blocks
(donor block). These marked donor blocks were sent to the Laboratory of
Immunohistochemistry in the Department of Pathological Anatomy of the A. C.
Camargo Cancer Hospital — Sao Paulo for construction of recipient blocks by
using a TMA technique. A Tissue Microarrayer (Beecher Instruments, Silver
Springs, USA) available in the Department of Pathological Anatomy of the AC
Camargo Cancer Hospital-Sao Paulo was used. Cylinder cones measuring 1.0
mm from the region of interest obtained by the equipment were transferred to a
new block with a two-dimensional layout and intercore spacing of 0.2 mm,
determined and recorded by the equipment. From this new block, termed
recipient block, histologic sections were obtained with a manual microtome and
transferred in adhesive tape to special adhesive-coated slides (Instrumentics

Inc., Hackensack, NJ, USA). The adhesive tape was removed under exposure
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to ultraviolet light and the slides were stored, paraffin-embedded, vacuum-

packed and frozen in a freezer at -20°C.

Immunohistochemistry

Estrogen and progesterone receptor expression was performed in the
Laboratory of Immunohistochemistry of the Department of Pathology at the AC
Camargo Cancer Hospital-Sdo Paulo. TMA sections were 5um thick.
Deparaffinization was performed for 24 hours in an incubator at 60°C. Subsequently,
the slides were rinsed in xylene at 60°C for 20 minutes/xylene at room
temperature for 20 minutes/100% ethanol for 30 seconds/ 85% ethanol for 30
seconds/70% ethanol for 30 seconds. The slides were then washed in distilled
tap water.

Citrate buffer solution 10 mM (pH 6.0) was heated to a boil in a pressure
cooker (Eterna®, Nigro) without sealing the lid, immersing the slides into boiling
retrieval buffer. The cooker was sealed with the safety valve in the open position.
After release of the saturated vapor, the safety valve was lowered until total
pressurization. Timing of the duration of antigen retrieval was started (about 4
minutes). The cooker remained closed under tap water until total depressurization.
The lid of the cooker containing the slides was removed and the slides were
washed in distilled tap water.

Endogeneous peroxidase block was performed with 3% H2>O, (hydrogen

peroxide-10 vol) with 3 changes of 10 minutes each. The slides were washed in
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distilled tap water and with PBS (phosphate buffered saline)-10mM (pH 7.4) for
5 minutes.

The slides with primary antibody diluted in a predefined titer were
incubated in PBS buffer containing 1% bovine albumin (BSA) (Sigma, A9647,
USA) and 0.1% sodium azide (NaNs) for 18 hours in a humidity chamber at 4°C.
Primary monoclonal antibodies for ER (Dako® code M7047, clone 1D5, dilution
1:250) and PR (Dako® code M3569, clone PgR 636, dilution 1:500) were used
in the procedure.

The slides were washed in PBS buffer with 3 changes of 3 minutes each;
incubated for 30 min at 37° C with Advance™ HRP Link (Dako cod# K4068,
Carpinteria, CA, USA); washed with PBS buffer with 3 changes of 3 min each.
The slides were then incubated with Advance™ HRP-Enzyme for 30 min at 37°
C; and washed in PBS buffer with 3 changes of 3 minutes each. The slides were
incubated in substrate solution: 100mg of 3,3° Diaminobenzidine-
Tetrahydrochloride (DAB; code D-5637, Sigma, St Louis, MO, USA); 1mL of
Dimethyl sulphoxide (DMSQO); 1 mL of 6% H2O. (hydrogen peroxide-20 vol);
100 mL PBS; for 5 minutes at 37°C and protected from light. The slides were
washed in distilled tap water for 3 minutes and counterstained with Harris’
Hematoxylin for 1 minute. The slides were then thoroughly washed in distilled
tap water and immersed twice in ammonium water (0.5% ammonium hydroxide
solution), followed by washing in distilled tap water. The slides were dehydrated
in: 80% Ethanol, 30 seconds/95% Ethanol, 30 seconds/ 100% Ethanol twice, 30
seconds each/ Xylene 4 times, 30 seconds each. The slides were then mounted

in Entellan-neu (code 1.07961, Merck, Darmstadt, Germany). On microscopy,
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we observed a golden brown precipitate as a final reaction product that varied

according to the type of receptor.

Immunohistochemistry Reading

A single pathologist read the TMA slides manually under conventional
light microscopy. ER/PR expression was assessed in the stroma and glandular
epithelium of polyp tissues (Figure 1). This receptor expression was evaluated
by a semiquantitative method of nuclear reaction through analysis of the
percentage of stained cells, intensity of nuclear staining and final score (26). The
percentage of stained cells was visually estimated and categorized in the
following manner: grade 0: none stained; grade 1: < 1% of stained cells; grade
2: from 1 to 10% stained cells; grade 3: from 11 to 33% stained cells; grade 4:
from 34 to 66% stained cells; grade 5: > 66% stained cells. Regarding the
intensity of nuclear staining, grading was as follows: grade 0: negative; grade 1:
weak reaction; grade 2: moderate reaction and grade 3: intense reaction (26).
The sum of positivity and intensity resulted in a final score, ranging from 0 to 8

(excluding value 1). Appropriate positive and negative controls were used.

Statistical analysis

The clinical characteristics between the 3 groups (benign polyps and
tamoxifen users; atrophic endometrium and benign polyps and non-users of
tamoxifen) were compared using the chi-square test and Fisher's exact test,

corrected by the Bonferroni method (27, 28).
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The mean final scores of ER and PR in the glandular epithelium and
stroma of polyp tissue from tamoxifen users was compared to the mean scores
of atrophic endometrium and polyps from non-users separately, using the Mann-
Whitney test corrected by the Bonferroni method (27, 28). The SAS software

version 9.2 was used. The level of significance was set at <0.05.

RESULTS

The mean age of women with benign polyps using tamoxifen was 62.8
years (SD+9.5), 63.1 years (SD+8.6) in those with atrophic endometrium and
64.4 years (SD+10.4) in those with benign polyps who did not use tamoxifen.
There was no statistical difference between the 3 groups (p=0.1737). The mean
length of tamoxifen use was 31.7 months (SDx18.8) (data not shown).
Postmenopausal bleeding and obesity were more common in the polyp group
who did not use tamoxifen (Table1).

Comparing the mean final score for ER and PR, polyp tissue from
tamoxifen users had a higher ER/PR expression both in the glandular epithelium
and stroma than in the atrophic endometrium, with a statistically significant
difference (p<0.0001). Regarding polyps in non-users, tamoxifen users had a
higher PR expression in the epithelium and stroma, with a significant difference.
Despite the lower ER expression both in the glandular epithelium and stroma of
tamoxifen users, there was no statistically significant difference (Table 2).

Evaluating the combination of ER and PR expression, we observed that
in the atrophic endometrium, the majority of cases were RE-/RP- both in the

epithelium and stroma. There were no cases of ER+/PR+. Both in the group of
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polyps from tamoxifen users and the group of polyps from non-users of
tamoxifen, there was a high percentage of cases with some positive hormone

receptors and the majority was ER+/PR+ (Table 3).

DISCUSSION

This study was conducted to evaluate the effect of tamoxifen on ER/PR
expression in endometrial polyps from postmenopausal women. The results
have shown that polyps from tamoxifen users had a higher ER/PR expression
compared to the atrophic endometrium and a higher PR expression than polyps
from non-users of tamoxifen.

To the best of our knowledge, this study on immunohistochemical
expression of hormone receptors in polyps of tamoxifen users is the largest case
study in the literature that compared these three types of endometrial histology.

In the present study, we observed that the final score of ER/PR
expression both in the glandular epithelium and stroma was much higher in
polyps from tamoxifen users than in the atrophic endometrium. We failed to find
other studies in the literature that specifically evaluated polyps in tamoxifen
users in relation to atrophic endometrium, for comparison of results. A study by
Elkas et al. (2000) evaluating benign endometrial samples of 20 tamoxifen users
and 7 samples of atrophic endometrium from non-users of tamoxifen, showed
overexpression of ER and PR in endometrial specimens of tamoxifen users,
compared to controls. However, patients in the latter sample were HT users,

which may have influenced receptor expression (29).
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In a study by Schartz et al. (1997), the authors only observed a higher PR
expression in the glandular epithelium and lower ER expression in the stroma of
normal endometrium from women treated with tamoxifen when compared to
atrophic controls, but also failed to assess polyps (24).

Dibi et al. (2009) evaluating polyps and atrophic endometrium, both in
tamoxifen users, observed a high progesterone expression in both polyp tissue
and the atrophic endometrium, and a higher ER expression in polyps (15).

Despite a diversity of studies, all reported that the endometrium has a
higher PR expression under tamoxifen action, in agreement with our study.

Regarding polyps removed from tamoxifen users, our study found a higher
PR expression both in the glandular epithelium and stroma when compared to
polyps from non-users. The ER, despite a lower expression in tamoxifen users,
did not show any statistical significance. There are few similar studies in the
literature and the results are variable. Cohen et al. (1997) found a lower ER
expression in the epithelium and stroma of polyps from tamoxifen users (21),
while Macgurgan et al. (2006) reported this finding only in the epithelium (22)
and Schartz et al. (1997) only in the stroma (24). Concerning PR, MacGurgan et
al. (2006) demonstrated a higher expression in the stroma of polyps from
tamoxifen users (22), while other studies did not find any difference (21, 24).

Our study did not find a higher ER expression in the group that did not
use tamoxifen, as described in some studies. The reason for this may be
because our nonuser group had a higher body mass index (BMI). A previous
study by Belisario et al. (2006) demonstrated that polyps removed from patients

with a higher BMI had a lower ER expression (17). Another factor that may have
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contributed to this result was the short period of tamoxifen use in our study,
which was a mean duration of 31 months. In a study by Schwartz, the mean
duration of tamoxifen use was 49 months and in a study by Cohen, mean
tamoxifen use was 42 months (21, 24).

Despite heterogeneity of the studies and results, when we assessed our
results in conjunction with the literature, it seems feasible to accept that polyps
have a higher ER expression, independent of tamoxifen use. These findings are
consistent with those of other studies showing a higher ER expression in polyps
from nonusers of tamoxifen, in comparison with ER expression in the adjacent
atrophic endometrium (15, 23).

Tamoxifen appears to have little effect on ER expression. However, it is
important to highlight that the drug may act by increasing PR in endometrial
polyps. This result is consistent with histologic findings in polyps from tamoxifen
users, which may present glandular secretory alterations and decidualization of
the stroma, demonstrating a progestin effect (30, 31).

ERs are nuclear receptors that bind to a ligand and act as potent transcription
factors, controlling the expression of various genes, including those that encode
the PR (32, 33). Thus, PR expression is not related to progestational status, but is a
consequence of estrogen stimulation (34). Therefore, tamoxifen demonstrates
estrogen agonist action, increasing PR in the endometrium.

ER expression seems to be linked to a process of self-regulation,
dependent on hormonal factors, but this is still unclear (21). It is a fact that its
increased expression in polyps demonstrates a higher sensitivity of this tissue to

estrogen influence.
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CONCLUSION

Ours results suggest that polyps frequently have increased ER levels that

are not necessarily dependent on tamoxifen effect. On the other hand, the high

levels of PR appear to be consistent with the estrogenic effects of tamoxifen.

Although there seems to be considerable hormonal influence, the

pathogenesis of a polyp is still not fully understood, neither is the precise action of

tamoxifen in the development of this endometrial alteration. Other mechanisms

of action must be involved.
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Table 1 — Clinical characteristics of postmenopausal women with benign polyps and use of tamoxifen, with

benign polyps and without use of tamoxifen and atrophic endometrium (n=422)

Atrophic Polyps from tamoxifen Polyps from non-users
Endometrium (n=84) users(n=84) of tamoxifen (n=252)
n % p value® n % p value® n %
Age 1.0000 1.0000*
<40 0 0 0 0 1 0.4
40-59 33 39.8 33 41.3 115 45.8
260 50 60.2 47 58.8 135 53.2
Postmenopausal bleeding 1.0000 <0.0001
Yes 7 9.6 7 8.5 103 41.9
No 66 90.4 75 91.5 143 48.1
Hypertension 0,3717 0.4362
Yes 35 47.9 50 60.2 173 68.9
No 38 52.1 33 39.8 78 31.1
DM 0.6336 0.0531
Yes 8 11.0 15 18.1 79 31.6
No 65 89.0 68 81.9 171 68.4
BMI 1.0000 <0.0001
<30 48 66.7 57 67.9 105 42.3
230 24 33.3 27 32.1 143 57.7

Chi-square test/ *Fisher’s exact test
“atrophic endometrium X polyp with tamoxifen
bpolyp with tamoxifen X polyp without tamoxifen
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Table 2 — Final score of RE and RP in the glandular epithelium and stroma of benign polyps with the use of

tamoxifen, benign polyps without the use of tamoxifen and atrophic endometrium (n=422)

Atrophic Endometrium Polyp in Tamoxifen user Polyp in non-user of Tamoxifen
Final score n mean SD *p value? n mean SD *pvalue® n mean SD
ER gland 77 0.1 0.7 <0.0001 82 5.3 0.7 1.0000 247 5.9 3.2
ER stroma 77 0.1 0.6 <0.0001 83 4.8 0.6 1.0000 249 5.4 3.2
PR gland 82 0.7 2.3 <0.0001 82 7.5 2.3 0.0014 243 6.6 1.1
PR stroma 83 0.6 2.0 <0.0001 83 6.3 2.0 0.0056 245 5.3 1.6

*Mann-Whitney test:  2atrophic endometrium X polyp with tamoxifen
bpolyp with tamoxifen X polyp without tamoxifen

obs: p-value corrected by Bonferroni method (independent tests)
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Table 3 — Comparison of the combination of final RE and RP scores in the glandular epithelium and stroma of
benign polyps with the use of tamoxifen, benign polyps without the use of tamoxifen and the atrophic

endometrium (n=422)

Final score Atrophi_c Polyp in tamoxifen Polyp in non-user of
endometrium User tamoxifen

ER /PR n % p-value® n % p-value® n %
Gland Epithelium

ER+/PR+ 0 0.0 60 741 197 82.4

ER+/RP- 3 4.0 1 1.2 9 3.8

RE-/PR+ 8 10.7 20 24.7 25 10.5
Total positive 11 14.7 < 0.0001 81 100 1.0000* 231 97.6
ER-/PR- 64 85.3 0 0 8 3.3
Stroma

ER+/PR+ 0 0 58 70.7 187 77.3

ER+/PR- 2 2.6 1 1.2 16 6.6

ER-/PR+ 7 9.2 22 26.8 28 11.6
Total positive 9 11.8 < 0.0001 81 98.8 1.0000* 231 95.5
ER-/PR- 67 88.2 1 1.2 11 4.5

Chi-square test/ *Fisher’s exact test
#atrophic endometrium X polyp with tamoxifen
bpolyp with tamoxifen X polyp without tamoxifen

obs: p-value corrected by Bonferroni method (independent test)
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Figure 1. Endometrium with immunohistochemical reaction for ER (A, B) and PR

(C, D).
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4. Conclusoes

— As expressdes de RE e RP no epitélio glandular e no estroma nos polipos
endometriais de usuérias de tamoxifeno foram maiores do que no endométrio

atrofico de ndo usuarias na pés-menopausa.

— Nao houve diferenca na expressao de RE no epitélio glandular e no estroma
entre pdlipos endometriais de usuarias e n&o-usudrias de tamoxifeno. A
expressao de RP no epitélio glandular e no estroma dos pdélipos endometriais
de usuarias de tamoxifeno foi maior do que nos pélipos de n&o-usudrias na

pds-menopausa.

— A expressao de RE+/RP+ foi alta nos pdélipos endometriais de usuarias € nao
usudrias de tamoxifeno. A maioria das mulheres na pdés-menopausa com

endométrio atréfico apresentou expresséao de RE-/RP-.
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6.2. Anexo 2 — Aprovacao do Comissao de Pesquisa

S
Y
LME A KA Comissdo de Pesquisa do DTG / CAISM

Campinas, 24 de fevereiro de 2010.

Protocolo n°: 004/2010

O protocolo de pesquisa “Expressdo de marcadores imunohistoquimicos
e receptores hormonais nos pélipos endometriais em usuérias de tamoxifeno” do
pesquisador Rogério de Barros Ferreira Ledo, sob a orientagdo da Profa. Dra. Lucia
Helena Costa Paiva, foi aprovado pela Comissdo de Pesquisa do DTG/CAISM em
23/02/2010.

Atenciosamente,

/ Prof.\DK José Guilher ti
[ Presigente da Comissdo de Pesquisa do DTG/CAISM

\

Rua Alexander Flemming, n.°101 — Cidade Universitaria Zeferino Vaz - Campinas-SP
Fone: (19) 3521-9400
comissaopesquisa@caism.unicamp.br
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6.3. Anexo 3 — Parecer do Comité de Etica em Pesquisa

FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

® www.fem.unicamp.br/pesquisa/etica/index.html

CEP, 22/09/09.
(Grupo IIT)

PARECER CEP: N° 847/2009 (Este n° deve ser citado nas correspondéncias referente a este projeto)
CAAE: 0664.0.146.000-09

1- IDENTIFICACAO:

PROJETO: “EXPRESSAO DE RECEPTORES HORMONAIS, CICLO-OXIGENASE-2,
AROMATASE, MARCADORES DE PROLIFERACAO E APOPTOSE CELULAR EM
POLIPOS ENDOMETRIAIS DE MULHERES NA PRE E POS-MENOPAUSA”.
PESQUISADOR RESPONSAVEL: Armando Antunes Junior

INSTITUICAQ: CAISM/UNICAMP

APRESENTACAO AO CEP: 11/09/2009

APRESENTAR RELATORIO EM: 22/09/10 (O formuldrio encontra-se no site acima)

1II - OBJETIVOS

Avaliar a prevaléncia de malignidade e a expressio de receptores hormonais, em polipos
endometriais malignos, benignos e na atrofia endometrial em mulheres na pré e pés-menopausa.

111 - SUMARIO

Sera realizado um estudo de corte transversal com mulheres selecionadas através da
revisfo da escala cirfirgica do Centro cirirgico do CAISM/UNICAMP, sendo selecionadas todas
aquelas que foram submetidas a histeroscopia cirirgica para ressec¢do de polipos no periodo de
janeiro de 1998 a dezembro de 2007. Estima-se que haja neste periodo cerca 800 pdlipos
retirados por histeroscopia. Serfio avaliadas as caracteristicas clinicas e avaliados a expressdo dos
receptores de estrégeno e progesterona, expressio da aromatase, COX-2, Bel2 , Ki67 utilizando-
se blocos de parafinas arquivados no Departamento de Anatomia Patolégica da Faculdade de
Ciéncias Médicas (FCM) da UNICAMP em todos os polipos selecionados. Serdo comparados a
expressdo desses receptores e marcadores entre polipos benignos, malignos € mesmo nimero de
amostras de endométrio atrofico de mulheres na pré e poés-menopausa. As reagdes de
imunohistoquimica serfo realizadas no Laboratério de Imunohistoquimica do Setor de Anatomia
Patoldgica do Hospital do Céncer através da técnica de arranjo em matriz de amostras teciduais,
ou tissue microarray (TMA).

IV - COMENTARIOS DOS RELATORES

O projeto apresenta-se redigido com metodologia adequada. Os critérios de incluséo e
exclusio estdo bem definidos; cdlculo do tamanho amostral e andlise estatistica muito bem
embasados. Os aspectos éticos estdo bem discutidos no corpo do projeto e solicita dispensa da
aplicagiio do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. O orgamento € detalhado.

Comité de Ltica em Pesquisa - UNICAMP

Rua: Tessdlia Vieira de Camargo, 126 FONE (019) 3521-8936
Caixa Postal 6111 FAX (019) 3521-7187
13083-887 Campinas— SP cep@fem.unicamp.br
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FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

% www . fem.unicamp.br/pesquisa/etica/index. html

V -PARECER DO CEP

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP, apés
acatar os pareceres dos membros-relatores previamente designados para o presente caso e
atendendo todos os dispositivos das Resoluges 196/96 e complementares, resolve aprovar sem
restri¢Bes o Protocolo de Pesquisa, a dispensa do Termo do Consentimento Livre e Esclarecido,
bem como todos os anexos incluidos na pesquisa supracitada.

O contetido e as conclusdes aqui apresentados sfo de responsabilidade exclusiva do
CEP/FCM/UNICAMP e nfo representam a opinifio da Universidade Estadual de Campinas nem
a comprometem.

VI - INFORMACOES COMPLEMENTARES

O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu
consentimento em qualquer fase da pesquisa, sem penalizacfo alguma e sem prejuizo ao seu
cuidado (Res. CNS 196/96 — Item IV.1.1) e deve receber uma copia do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido, na integra, por ele assinado (Item 1V.2.d).

Pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado ¢
descontinuar o estudo somente apds andlise das razfes da descontinuidade pelo CEP que o
aprovou (Res. CNS Item HI.1.Z), exceto quando perceber risco ou dano ndo previsto ao sujeito
participante ou quando constatar a superioridade do regime oferecido a um dos grupos de
pesquisa (Item V.3.).

O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o
curso normal do estudo (Res. CNS Item V.4.). E papel do pesquisador assegurar medidas
imediatas adequadas frente a evento adverso grave ocorrido (mesmo que tenha sido em outro
centro) e enviar notificag8io ao CEP e a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA —
junto com seu posicionamento.

Eventuais modificagGes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de
forma clara e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada ¢ suas justificativas.
Em caso de projeto do Grupo I ou II apresentados anteriormente 4 ANVISA, o pesquisador ou
patrocinador deve envid-las também 4 mesma junto com o parecer aprovatdrioc do CEP, para
serem juntadas ao protocolo inicial (Res. 251/97, Item II1.2.e)

Relatdrios parciais e final devem ser apresentados ao CEP, de acordo com os prazes
estabelecidos na Resolugdo CNS-MS 196/96.

VII - DATA DA REUNIAO

Homologado na IX Reunifio Ordindtia do CEP/FCM, em 22 de setembro de 2009,

~
Prof. Dr. Carlos Eddardo Steiner
PRESIDENTE do COMITE DE ETICA EM PESQUISA
FCM / UNICAMP
Comité de Ltica em Pesguisa - GNICAMP
Rua: Tessilia Vieira de Camargn, 126 FONE (019) 3521-8930
Caixa Postal 6111 FAX  {019) 3521-7187
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6.4. Anexo 4 - Ficha de Coleta de Dados

INSTRUMENTO DE COLETA DE DADOS
we [T T LI T TI] idade: [ T] NEstudo: [T
i

Nome: | ] [ [ [ ] 1 N N N N N N P O A A O
Menopausa:  [_| Peri-menopausa: [ |
UsodeTH: [_]siMm [_|NAO Se SIM:  Haquantotempo? [ | Meses

Tipo de TH: [__|E [CJesp  [Joutros
Se NAO: [ |Nuncausou. [_]Ja usou.
Usouantespor [ | | |meseseparouna | | jm.
Tipode TH: [_|E e+ [Joutros
Sangramento Pés-menopausa: [1sm [_]NAO Medicagdes:
Patologias e medicagdes:  HAS: [_|siM [_|NAO | |
pv: [_]sm [JNAO | |
CAMAMA [ | sim [ _|NAO
Uso de TAMOXIFENO: [ ] sim [ ] NAO

PESO: [ T Jka ALTURA: [T [ Jem
Ant. Obst.: G [P [ e [a ]
Ultima USG pélvica antes da histeroscopia diagnéstica: ]/ |/ I

Linha endometrial: [ | |
Pélipo endometrial_] sSiM [ ]NAO  Tamanho: [ | |mm

Outros achados: |

Indicagio da histeroscopia: [ __|espessamento endometrial [ ]sangramento pés-menopausa
[ Ipslipo endometrial [ Inipermenorragiaimetrorragia
[ Joonteado intra-tero a esclarecer [Joutros: [ |

Histeroscopia diagnéstica: i ] / | / | [

Canal cervical: [ |Normal [__|Pdlipo endocervical [ |Atréfico Outros: | |

Endométrio: [Proliferativo
[ ]secretor Superficie: [_|Lisa []Potipside
[Atréfico [Ccistica [Jirregutar
[:l Hipotréfico Vascularizagéio: |:] Normal E]Ausente

[IHipertrofico [Jatipica
Orificios tubareos: ~ D:  [_|Normal [_]Visivel [ _|Vascularizado
E: [ _|Normal [_]visivel [_|Vascularizado

Pélipos:  [_|Endocervical [_|Endometrial [ _Jistmico [ _Jcornual [__JoTD  []OTE

Sinéquias: TIPO: [ |Mucosa  [_|Fibrosa [mista
LOCALIZAGAO: [ _Jcorporal [ _|Marginal [ _|Central maltipla  [__|Fandica

[CJeomuald [ JcormualE []OTD [Tote

[Jcérvico-istmica
DIU: [ Jinsitu [_]Deslocado [ ]Deformado

BE: [_]sm [_]NAO Se SIM: [__|Abundante [_|Escasso
AP: |
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scopia cirargica: Y Ly ([
Histerometria: [ |, [ Jem
Tamanho do pélipo: [_| | ]mm Tipo: [_|pedicutado [ |séssii

Locaiizagsa: [ Jfundico [ Jparedelat. D [ Jparedelet. E [ |paredesni [ |parede post.

[ Jistmico [ JeornualD [ _Jeornual €
Superficie: Dlisa Dirregular Dcis&ica
Vascularizagio: [ _Jeaumentada [ _|tipica [atipica [TJausente

Conduta: POLIPECTOMIA [ ] sM [ NAO
BIOPSIA DE ENDOMETRIO [_] siM [ _|NAO
CURETAGEMUTERINA [} sim []NAO

AP: [_]polipo atréfico-cistico [ Jendométrio proliferativo
[Jestipe ¢a mucosa endometriai [ Jendométrio secrator
[Jeotipo atrdfico da mucosa endomeirial [ Jendométrio atréfico
[Ipotipo cf hiperplasia simples [Jearcinoma endometrial
[:]pélipo ¢/ hiperpiasia complexa s/ atipia Douﬂos achados:
[ Jpslipo c/ hiperplasia simples e focas de atipia | |
Dpéiipo ¢/ hiperplasia complexa e focos de aipia [ |

GRAU HISTOLOGICO: [ _Jbem diferenciado [_|mod. diferenciado [ _]pouco diferenciado

ESTADIAMENTO: [ JiA Tna Jma [ liva
s i s Tliva
e e
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